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RESUMO

Em todo o mundo, as &areas costeiras marinhas sdo afetadas pela descarga
de efluentes, sobretudo proximo as grandes cidades. Cada m3 de efluente
doméstico sem tratamento pode transportar milhdes de patdgenos, incluindo
bactérias como Escherichia coli, Salmonella enterica e Vibrio spp. Estas bactérias
podem causar danos a saude humana através da ingestdo de alimentos crus ou
malcozidos e da recreacdo em ambientes contaminados. Os moluscos bivalves sao
organismos sésseis e filtradores, que acumulam as bactérias presentes na coluna
d’agua, incluindo as introduzidas pela acao antropica. Entretanto, os bivalves
possuem um eficiente sistema imune que os permite combater e eliminar tais
bactérias de seu organismo. Pontos criticos da interacdo entre bactérias e o
sistema imune dos bivalves podem render aplicacdes em diversas areas, como por
exemplo, em biomonitoramento, biorremediacdo e como fonte de moléculas de
interesse humano. O mexilhdo Perna perna € um recurso valioso para a aquicultura
em regides costeiras tropicais e subtropicais. Diante disso, o objetivo do presente
estudo foi investigar a resposta imune celular e molecular do mexilhdo P. perna
frente ao desafio com bactérias introduzidas - Escherichia coli (EC) e Salmonella
enterica (SE) — e nativa do ambiente marinho - Vibrio parahaemolyticus (VP) — a
fim de explorar possiveis aplicacdes biotecnoldgicas resultantes dessa interacao.
Foram observadas respostas distintas de acordo com as bactérias testadas. De
forma geral, os mexilhdes desafiados com VP apresentaram resposta, tanto celular
guanto proteica, mais acentuada em comparacao aos injetados com as outras
bactérias — EC e SE. O mexilhdo parece lidar e eliminar facilmente as bactérias
introduzidas no ambiente marinho — e patogénicas para o homem — de forma oposta
ao gque acontece com VP que é virulenta para o bivalve. Em relacdo a resposta
celular, os parametros densidade, fagocitose e producdo de ROS se mostraram
determinantes no combate as bactérias. Com respeito a resposta molecular, pela
primeira vez, foi possivel observar um perfil global de proteinas do hepatopancreas
de P. perna (um total de 3.805), com foco em proteinas criticas para a relacao
mexilhdo-bactéria. Em geral, ou seja, para as trés bactérias testadas, proteinas
significativamente diferentes - reguladas negativamente ou acumuladas -
desempenharam papéis criticos na resposta imune do mexilhdo. Por se tratar de
uma espécie comestivel e, consequentemente, de interesse econémico, os dados
gerados podem ser Uteis na biotecnologia como biomarcadores celulares e
moleculares relacionados a exposicdo de bactérias. Adicionalmente, entre a
enorme gama de compostos relacionados a defesa contra bactérias, podem ser
encontradas moléculas bioativas de interesse humano. Levando em consideracao
gue o sistema imune do mexilhdo P. perna consegue facilmente eliminar as
bactérias introduzidas no ambiente marinho — E. coli e S. enterica, seria viavel o
seu manejo para biorremediacdo de ecossistemas aquaticos impactados com
bactérias patogénicas para o ser humano. Assim, os resultados obtidos podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias e ferramentas para manutencao
da condicéo de saude dos bivalves em cultivos, além de seu uso na melhoria da
gualidade ambiental.

Palavras-chave: Escherichia coli, Hemdcitos, Hepatopancreas, Protedmica,
Salmonella enterica, Vibrio parahaemolyticus.
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ABSTRACT

Around the world, marine coastal areas are impacted by effluent discharges,
mainly close to big cities. Each m3 of sewage, for example, may bring millions of
pathogens, including bacteria such as Escherichia coli, Salmonella enterica, and
Vibrio spp. These bacteria can harm human health by eating raw or undercooked
foods and by recreation in contaminated environments. Bivalve mollusks are sessile
and filter-feeding organisms, that accumulate bacteria from the water column,
including those introduced by anthropic activity. However, bivalves' immune system
is efficient and allows them to fight and eliminate such bacteria from their body.
Critical points on the interaction between bacteria and bivalves' immune system can
render solutions in several areas, for example biomonitoring, bioremediation, and
as a source of molecules of human interest. The mussel Perna perna is a valuable
resource for aquaculture in tropical and subtropical coastal regions. Therefore, this
study aimed to investigate cellular and molecular immune responses of the mussel
P. perna challenged with introduced - Escherichia coli (EC) and Salmonella enterica
(SE) - and native bacteria from the marine environment - Vibrio parahaemolyticus
(VP) — to explore possible biotechnological applications resulting from this
interaction. Responses were differential according to the tested bacteria. In general,
mussels challenged with VP showed increased cellular and protein responses
compared to those injected with EC and SE. The mussel seems to efficiently deal
with and eliminate bacteria introduced into the marine environment — and
pathogenic for humans — as opposed to VP, which is virulent for him. Regarding
cellular response, the following hemocyte parameters were critical in the fight
against bacteria: density, phagocytosis, and ROS production. Concerning molecular
response, for the first time, it was possible to notice a global profile of P. perna
hepatopancreas proteins (a total of 3805), focusing on critical proteins for the
mussel-bacteria relationship. For the three tested bacteria, significantly different
proteins - downregulated or accumulated - played critical roles in the mussel's
Immune response. Since P. perna is an edible and, consequently, economically
important species, the data generated here can be helpful in biotechnology as
cellular and molecular biomarkers related to bacteria exposure. Additionally,
bioactive molecules of human interest can be found among the huge range of
compounds related to defense against bacteria. Given that the P. perna immune
system can easily eliminate bacteria introduced into the marine environment — E.
coli and S. enterica — its management for bioremediation of aquatic ecosystems
impacted by pathogenic bacteria for humans would be feasible. In this way, our
results can contribute to developing strategies and tools to support the health status
of bivalves in marine farms as well as their use for environmental quality
improvement.

Keywords: Escherichia coli, Hemocytes, Hepatopancreas, Proteomics, Salmonella
enterica, Vibrio parahaemolyticus.
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1. INTRODUCAO

As areas costeiras marinhas sao afetadas por descargas de efluentes,
sobretudo proximo as grandes cidades (ISLAM E TANAKA, 2004; SHUVAL, 2003).
Em todo o mundo, ao longo da costa, efluentes sao langcados diariamente no mar,
direta ou indiretamente, com pouco ou nenhum tratamento, trazendo consigo uma
ampla gama de poluentes e nutrientes (ISLAM E TANAKA, 2004), incluindo
microrganismos patogénicos (WANG et al., 2014). De acordo com SHUVAL (2003),
cada m3 de efluente doméstico sem tratamento pode transportar milhdes de
patdégenos, dentre eles Escherichia coli, Salmonella enterica e Vibrio spp. Estas
bactérias podem causar danos a saude dos seres humanos através da ingestdo de
alimentos crus ou malcozidos e da recreacdo em ambientes contaminados

E. coli e S. enterica sdo bactérias associadas a contaminacédo fecal e
conhecidas pelo seu potencial de patogenicidade causando gastroenterites. A
espécie S. enterica subespécie enterica abriga, ainda, sorotipos causadores de
outras doencas, como a S. enterica sorotipo Typhi que é o agente etioldgico da
febre tifoide. Essa doenca é transmitida pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados com fezes e configura um problema de salde, sobretudo em paises
em desenvolvimento (MADIGAN et al., 2010). Vibrio parahaemolyticus € natural de
ecossistemas marinhos, porém também € um importante patdgeno causador de
gastrenterite humana associada ao consumo de alimentos marinhos (MADIGAN et
al., 2010). PEREIRA et al. (2007), ao avaliar 86 amostras de mexilhdes Perna perna
comercializados em Niterdi, RJ, observou a presenca de V. parahaemolyticus em
11,6% das amostras in natura e pré-cozidos, mostrando a relevancia da bactéria
em termos de Saude Publica.

Dentre os recursos marinhos, os moluscos bivalves sdo os mais impactados
pela contaminacdo antrépica. Por serem sésseis e filtradores, podem acumular
bactérias, dentre outros poluentes, presentes na coluna d’agua (ABESSA et al.,
2005; ANTUNES et al., 2010; CANESI et al., 2002). Essa caracteristica os torna,
ainda, possiveis veiculos de toxinas, contaminantes e bactérias patogénicas para
os niveis troficos acima, incluindo o ser humano (D’MELLO, 2003; SHUVAL, 2003).

Os mecanismos de defesa imunoldgica dos bivalves, entretanto, sdo muito
eficientes e os permite sobreviver e distribuir-se amplamente em ambientes com
grande carga bacteriana (ABESSA et al., 2005; ANTUNES et al., 2010; CANESI et



al., 2002). Esses invertebrados podem filtrar bactérias presentes na agua, combater
e elimina-las de seu organismo por meio da acdo de suas ceélulas de defesa, os
hemdécitos (ABESSA et al., 2005; ANTUNES et al.,, 2010; CANESI et al., 2002).
Estas células estdo presentes na hemolinfa (fluido constituido pelo plasma e
hemdcitos) dos moluscos e séo rapidamente acionadas durante as reacfes de
defesa. Além da resposta celular primaria através dos hemacitos, existe ainda o
sistema de defesa humoral, que conta com uma vasta gama de moléculas
antimicrobianas (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020).

Os processos bioldgicos dos bivalves, principalmente os relacionados a
filtracdo e imunologia, podem ter aplicacdo biotecnolégica, por exemplo: na
biorremediacdo, no biomonitoramento e como fonte de moléculas de interesse
humano. A biorremediacdo consiste no emprego de processos bioldgicos de
organismos vivos na remocéao ou reducao de poluentes no ambiente (GAYLARDE
et al., 2005). Considerando a capacidade de filtracdo e depuracdo dos bivalves,
alguns estudos vém mostrando potencial aplicacdo desses animais na
biorremediacédo de ambientes impactados com alta carga de bactérias patogénicas
e eutrofizados (ANTUNES et al., 2010; BIANCHI et al., 2014; BIANCHI et al., 2015;
BIANCHI et al., 2016).

Como mencionado acima, por serem sésseis e filtradores, os bivalves podem
acumular varias classes de poluentes, incluindo bactérias (ABESSA et al., 2005;
ANTUNES et al., 2010; CANESI et al., 2002). Desta forma, esses moluscos podem
fornecer um quadro da biodisponibilidade local de contaminantes através da
simples mensuragcao em seus tecidos ou de biomarcadores (SILVA DOS SANTOS
et al., 2022b). Essas e outras caracteristicas - como grande abundancia, ampla
distribuicdo e tolerancia a diversas condigcbes ambientais - os tornam adequados
para serem utilizados no biomonitoramento, isto €, na avaliagdo ambiental a partir
de seres vivos locais (SILVA DOS SANTOS et al., 2022b).

O estudo da interagcdo dos bivalves com bactérias pode, ainda, apontar
moléculas de interesse humano, por exemplo, hovos compostos antimicrobianos e
outras moléculas bioativas para serem aplicadas nos mais diversos campos
(NALINI et al., 2018; SOUSA E HINZMANN, 2020). Diante disso, o objetivo da
presente pesquisa foi investigar os mecanismos de defesa do mexilhdo Perna
perna frente a exposicao a bactérias introduzidas - E. coli, S. enterica — e a nativas

do ambiente marinho - V. parahaemolyticus — a fim de explorar possiveis aplicacbes
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biotecnolégicas dos processos biolégicos do mexilhdo, como biorremediacéo,
biomonitoramento e moléculas-chave na interacao bivalve-bactéria.

O mexilhdo P. perna é considerado espécie-chave para a aquicultura,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, sendo amplamente consumido
e cultivado, inclusive em locais sujeitos a contaminacdo fecal, como a Baia de
Guanabara, RJ (LAGE E JABLONSKI, 2008). O esclarecimento de fatores
relacionados aos mecanismos de defesa dos mexilhdes P. perna e como se da sua
interagdo com bactérias pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias e
ferramentas a serem aplicadas tanto na manutencéo da condicdo de saude dos
bivalves, principalmente em sistemas de cultivo, como na melhoria da qualidade

ambiental.

1.1 BACTERIAS DE INTERESSE

A espécie Escherichia coli consiste em bacilos Gram-negativos anaerobios
facultativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A maioria das cepas de E.
coli comp®de a microbiota natural intestinal humana e de outros animais de sangue
guente. A bactéria é liberada junto as fezes e tem sua presenca e abundéancia
relacionada ao grau de contaminacgao fecal de um ambiente, indicando a presenca
de outros patégenos. Esses e outros fatores, como sua deteccdo rapida e facil,
tornam E. coli o principal indicador microbiologico de contaminacao fecal (GOMES
et al., 2016; JANG et al., 2017; YANG et al., 2017).

A maioria das cepas de E. coli raramente causa doencas em individuos
saudaveis. Entretanto, existe uma série de cepas patogénicas que podem afetar
principalmente o trato intestinal, tanto em individuos saudaveis quanto em
imunocomprometidos. As cepas patogénicas normalmente chegam ao solo, corpos
hidricos e alimentos através da contaminagdo fecal, principalmente em locais onde
h& falta de saneamento (GOMES et al., 2016; JANG et al., 2017; YANG et al.,
2017).

As cepas patogénicas de E. coli sdo coletivamente conhecidos como
diarreiogénicas, e podem ser classificadas como: E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterohemorragica (produtora de toxina Shiga) (EHEC / STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli enteroinvasiva
(EIEC) (GOMES et al.,, 2016; JANG et al.,, 2017; YANG et al., 2017). Essa



classificacdo € baseada nos locais de colonizacdo preferencial do hospedeiro,
mecanismos de viruléncia e os sintomas e consequéncias clinicas decorrentes da
infeccdo pelas cepas diarreiogénicas, que sdo um dos mais importantes agentes
etiologicos da diarreia no mundo (GOMES et al., 2016; JANG et al., 2017; YANG et
al., 2017).

As EPEC séao definidas atualmente como as cepas de E. coli capazes de
causar diarreia, produzir dano histopatoldgico no epitélio intestinal conhecido como
lesdo de fixacdo e obliteracdo, além da incapacidade de produzir toxinas Shiga e
termoldbeis ou enterotoxinas estaveis ao calor. As EPEC sdo importantes
patdgenos diarreicos, afetando principalmente criancas, apresentando como
sintomas mais comuns diarreia aquosa, dor abdominal, nauseas, vomitos e febre
(GOMES et al., 2016; JANG et al., 2017; YANG et al., 2017).

A espécie Salmonella enterica abrange bacilos Gram-negativos intracelulares
facultativos da familia Enterobacteriaceae. A espécie € composta por seis
subespécies, a saber: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica.
A subespécie enterica possui aproximadamente 1.547 sorotipos e, dentre estes,
99% podem causar infecgcbes entéricas em animais, incluindo humanos
(BALASUBRAMANIAN et al., 2019; BARRETO et al., 2016; FERRARI et al., 2019).

Os sorotipos de Salmonella podem ser classificadas em tifoide e nao tifoide.
Os primeiros pertencem a uma subcategoria altamente adaptada aos hospedeiros
humanos, séo eles: Typhi, Sendai e Paratyphi A, B e C. Os sorotipos Typhi e Sendai
sdo responsaveis pela febre tifoide, que apresenta como sintomas febre alta,
diarreia, vomitos, dores de cabeca e, em casos extremos, morte. Os sorotipos
Paratyphi A, B e C causam a febre entérica, que se manifesta de forma mais leve,
com sintomas como diarreia, colicas, febre e voémitos, podendo levar a septicemia
(BALASUBRAMANIAN et al., 2019; BARRETO et al., 2016; FERRARI et al., 2019).

Os sorotipos nao tifoides, por sua vez, colonizam o trato intestinal de uma
ampla gama animais domeésticos e selvagens. Esses sorotipos causam a
salmonelose entérica, que geralmente € autolimitante e caracterizada por febre, dor
abdominal, vomito e diarreia. A transmissdo de Salmonella spp. esta igualmente
relacionada a contaminacao fecal, através de uma variedade de matrizes como
agua e alimentos contaminados (BALASUBRAMANIAN et al., 2019; BARRETO et
al., 2016; FERRARI et al., 2019).



Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria halofilica Gram-negativa da familia
Vibrionaceae. Ao contrario de E. coli e S. enterica, que séo bactérias entéricas que
alcancam os corpos hidricos através de fontes antropicas, V. parahaemolyticus é
nativa de ecossistemas costeiros e estuarinos, além de estar associada a uma
ampla variedade de organismos marinhos, como peixes, moluscos e crustaceos. V.
parahaemolyticus € uma das trés cepas patogénicas para 0os humanos mais
importantes do género Vibrio, juntamente com V. cholerae e V. vulnificus (BONNIN-
JUSSERAND et al., 2017; GHENEM et al., 2017).

A maior parte dos casos de vibriose causada por V. parahaemolyticus se da
pela contaminacgéo por agua do mar e frutos do mar crus ou mal cozidos. A doenca
€ caracterizada por uma gastroenterite aguda, onde os sintomas incluem diarreia,
nauseas, dor abdominal, vémitos e febre baixa. Na maioria dos casos, a doenca é
autolimitante e os sintomas estéo associados a producao de proteinas termostaveis
de hemolisina direta ou hemolisina relacionada a proteinas termostaveis de
hemolisina direta (BONNIN-JUSSERAND et al., 2017; GHENEM et al., 2017).

1.2 O SISTEMA IMUNOLOGICO DOS BIVALVES

Os bivalves possuem sistema imunolégico exclusivamente inato ou natural,
ou seja, que apresenta resposta rapida e inespecifica frente aos patégenos. De
forma oposta, a resposta imune adaptativa apresentada por vertebrados € mais
lenta, por conta da especificidade e producéo de anticorpos (NETEA et al., 2016).
A resposta imune dos bivalves é composta por mecanismos de defesa celulares e
humorais - a partir de produtos celulares (GOSLING, 2015; LADHAR-CHAABOUNI
E HAMZA-CHAFFAI, 2016). Os principais imunoefetores celulares sdo os
hemdcitos, células circulantes que compdem a hemolinfa, plasma incolor, e infiltram
tecidos circunjacentes para reparo e defesa (CANESI et al., 2002; GOSLING, 2015;
LADHAR-CHAABOUNI E HAMZA-CHAFFAI, 2016).

Apos as barreiras externas como concha e manto, os hemacitos constituem a
primeira linha de defesa contra parasitas e patdgenos e possuem as seguintes
capacidades: producdo de metabdlitos toxicos, como espécies reativas de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio (RNS); liberacdo de enzimas lisossémicas a partir dos seus

granulos (principalmente o subtipo celular granular) e atividade fagocitica e de



encapsulacao (DONAGHY et al., 2015; GOEDKEN E DE GUISE, 2004; GOSLING,
2015; LADHAR-CHAABOUNI E HAMZA-CHAFFAI, 2016; SAUVE et al., 2002).

Ao se depararem com agentes infecciosos, as primeiras reacdes de defesa
dos hemacitos sdo hemocitose, fagocitose e encapsulamento (CANESI et al., 2002;
GOSLING, 2015; LADHAR-CHAABOUNI E HAMZA-CHAFFAI, 2016; SAUVE et al.,
2002). A hemocitose se trata de um aumento mensuravel no nimero de hemacitos
circulantes (CANESI et al., 2002; GOSLING, 2015). Isto €, apds o reconhecimento
de um corpo estranho, ocorre a sinalizacdo e consequente movimentacdo dos
hemdcitos para o local em questdo. Com isso, observa-se um aumento no nimero
de hemacitos em circulacdo na hemolinfa (CANESI et al., 2002; GOSLING, 2015).

A fagocitose envolve as etapas de quimiotaxia (deslocamento celular atraves
de um gradiente de concentracdo quimico), reconhecimento e adesédo através de
receptores de superficie celular (como as proteinas integrinas e lectinas),
englobamento por endocitose e degradacdo do antigeno no interior do
fagolisossomo (CANESI et al., 2002; GOSLING, 2015; LADHAR-CHAABOUNI E
HAMZA-CHAFFAI, 2016; SAUVE et al., 2002). O encapsulamento, por sua vez,
esta relacionado a parasitas de maior tamanho, que neste caso, ndo poderiam ser
fagocitados. Nesta resposta os hemacitos, principalmente granuldcitos, se dispdem
ao redor do parasita, impedindo sua proliferacéo e liberando enzimas degradativas
e radicais livres para sua destruicdo (GOSLING, 2015; SAUVE et al., 2002).

Outro importante mecanismo de acdo degradativa é a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pelos hemacitos. Diversos estressores como patdégenos
e poluentes, além da propria atividade fagocitica, sdo gatilhos para sua producao,
incluindo anions superéxido (O2-), perdxido de hidrogénio (H202) e radicais
hidroxila (OH-). As ROS atuam principalmente na oxidacdo de proteinas,
carboidratos ou acidos nucleicos, e desempenham importante papel na acao
antimicrobiana via fagocitose (DONAGHY et al., 2015; GOSLING, 2015).

Embora n&o haja consenso quanto aos subtipos celulares dos hemacitos, sao
reconhecidas duas subpopulacfes principais: granulécitos e agranuldcitos (ou
hialindcitos). Os granuldcitos detém muitos granulos citoplasmaticos, enquanto os
hialindcitos possuem poucos ou nenhum (DONAGHY et al., 2009; GOSLING, 2015;
LADHAR-CHAABOUNI E HAMZA-CHAFFAI, 2016;). De acordo com BARRACCO
et al. (1999) o mexilhdo Perna perna possui os dois subtipos celulares, sendo os

hialinécitos mais abundantes, compondo aproximadamente 60% dos hemdcitos.
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Além da proporcao, granulécitos e hialinocitos podem diferir também em suas
funcdes, como atividade fagocitica ou producédo de ROS (GOEDKEN E DE GUISE,
2004; DONAGHY et al., 2009). Em P. perna, ambos os tipos de hemdcitos, mas
principalmente granuldcitos, sdo ativamente fagocitarios e contém fosfatase acida,
gue sugere a presenca de lisossomos e funcdo de degradacdo intracelular
(BARRACCO et al., 1999).

Além da resposta celular primaria, existe o sistema de defesa humoral, onde
0s hemacitos secretam diversos fatores hemolinfaticos como lectinas, peptideos
antimicrobianos (AMPS) e enzimas lisoss6micas (CANESI et al., 2002; GOSLING,
2015). Fatores humorais na hemolinfa e nos tecidos atuam sincronizados com 0s
hemacitos durante as reacdes de defesa (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E
HINZMANN, 2020). O primeiro passo para iniciar uma reagdo imune contra
patdégenos é a deteccdo e reconhecimento (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E
HINZMANN, 2020). Assim, moléculas evolutivamente conservadas - receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) - identificam marcadores especificos nos
patégenos, conhecidos como padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020). Os principais
PRRs séo receptores “toll-like” (TLRS), lectinas (por exemplo, proteinas de dominio
relacionado ao fibrinogénio - FReDs e contendo o dominio C1q - C1qDC), proteinas
contendo tioéster (TEPS), proteinas ricas em cisteina do receptor “Scavenger”
(SRCRs), proteinas de reconhecimento de peptidoglicano (PGRPS) e proteinas de
ligacdo gram-negativas (GNBPs) (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E
HINZMANN, 2020).

Apos a deteccdo e reconhecimento, a sinalizagdo induz os hemdcitos a se
deslocarem para o local da reagdo e/ou ativarem outros componentes humorais
(GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020). Os principais efetores
humorais diretamente envolvidos na morte de patdégenos sdo 0s peptideos
antimicrobianos (AMP). Essas moléculas sdo categorizadas em defensinas,
grandes defensinas, mitilinas, miticinas e mitimacinas (GERDOL E VENIER, 2015;
SOUSA E HINZMANN, 2020). Outras moléculas que participam da defesa humoral
sdo as proteinas bactericidas/aumentadoras de permeabilidade (BPIs), proteases
e lisozimas, proteinas de choque térmico (HSPs) e inibidores de proteases
(GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020).



1.3 POSSIVEIS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DOS
BIVALVES

Os bivalves desempenham diversos servicos ecossistémicos, dentre eles a
reducdo da carga de microrganismos e nutrientes da 4gua, através de seu processo
de filtracdo (BRICKER et al., 2018; OLIVIER et al., 2018). Como ja mencionado, na
biorremediacéo ocorre a aplicacdo de processos bioldgicos de organismos vivos
para a remocao ou reducdo de poluentes no ambiente (GAYLARDE et al., 2005).
De acordo com GOSLING (2015), a taxa de filtracdo dos bivalves é definida como
o volume de agua que flui através das branquias por unidade de tempo. Ja a taxa
de depuracéo, que de fato resulta na biorremediacédo, corresponde ao volume de
agua que tem suas particulas retidas pelos bivalves por unidade de tempo
(GOSLING, 2015). Uma vez retidos pelas branquias, grande parte os
microrganismos filtrados da agua sao digeridos e/ou combatidos através do sistema
imune do bivalve (BIANCHI et al., 2014; GOSLING, 2015; LARA et al., 2002).

Tendo em vista a grande capacidade de depuracdo desses moluscos,
diversos autores tém sugerido seu uso como biofiltros para a bioremediacéo de
efluentes ou ecossistemas aquaticos eutrofizados (BIANCHI et al., 2014; GEBA et
al., 2020a; GEBA et al., 2020b; ISMAIL et al., 2015; ISMAIL et al., 2016; LARA et
al., 2002; MEZZANOTTE et al., 2016; NEVES et al., 2020). Apesar das condi¢des
desfavoraveis, os bivalves mostram resiliéncia e capacidade de se adaptar a
ambientes intensamente poluidos (GEBA et al., 2020a; SABATINI et al., 2011).
GEBA et al. (2020a), por exemplo, mostrou que o mexilhdo zebra (Dreissena
polymorpha) transplantado para um canal de saida de aguas residuais se manteve

em boas condic¢des fisiologicas e foi capaz de acumular protozoarios patogénicos.

A caracteristica de resisténcia supracitada aliada a capacidade de filtrar
microrganismos em altas concentragbes, torna os bivalves uma ferramenta
promissora para a biorremediagao da poluicdo urbana, inclusive de microrganismos
patogénicos para o homem (BIANCHI et al., 2014; GEBA et al., 2020a; GEBA et
al., 2020b; ISMAIL et al., 2015; ISMAIL et al., 2016; LARA et al.,, 2002;
MEZZANOTTE et al., 2016; NEVES et al., 2020). O quadro 1 mostra diferentes
espécies de bivalves que foram eficientes ndo sé na depuracdo de bactérias da

agua, mas também de virus e protozoarios patogénicos. Ha trabalhos, ainda,



mostrando que alguns bivalves foram eficientes na biorremediacdo de efluentes
contaminados por metais (ROSA et al., 2014) e de poluentes emergentes como

microplasticos, nanoparticulas e drogas (BROSZEIT et al., 2015).

Além do processo de depuragdo, o bivalve também auxilia na interacdo
interespécies da comunidade microbiana e ciclagem de nutrientes no sistema, o
gue contribui ainda mais para a restauracdo do ecossistema aquatico impactado
(LUKWAMBE et al.,, 2020). H& ainda a possibilidade de potencializar a
biorremediacgéo, utilizando outras espécies associadas ao bivalve, como esponjas
(LONGO et al., 2016), algas e peixes filtradores (SHEN et al., 2020).

Os ganhos econdmicos relacionados a biorremediacdo também sé&o
inegaveis. Por exemplo, em um cultivo de ostras realizado em um estuéario urbano
dos EUA, foi estimado que a remocé&o de nitrogénio que é convertido em matéria
representa de $8.5 a $469 milhdes por ano, para a producdo atual e expandida,
respectivamente (BRICKER et al., 2018). Neste sentido, a biorremediacao através
do manejo de populacbes de moluscos bivalves se mostra como uma técnica
pratica, eficiente, sustentavel, economicamente vantajosa e com beneficios para a
salde publica (BIANCHI et al., 2014; BRICKER et al., 2018; GEBA et al., 2020a;
GEBA et al., 2020b; ISMAIL et al., 2015; ISMAIL et al., 2016; LARA et al., 2002;
MEZZANOTTE et al., 2016; NEVES et al., 2020).

Quadro 1. Diferentes espécies de bivalves eficientes na biorremediacao de virus, bactérias
e protozoarios.

Bivalve Ecossistema Microrganismo (ou virus) depurado Referéncia
ISMAIL et al.,
2015
An_odonta . Dulcicola Bactéria Escherichia coli
californiensis
ISMAIL et al.,
2016




Corbicula ISMAIL et al.,

fluminea Dulcicola Bactéria Escherichia coli 2016
Coliformes totais e LARA et al.,
termotolerantes 2002
Dlplodqn Dulcicola Bactéria
chilensis
Bactérias entéricas BIANCHI et al,
2014
Virus ., , MEZZANOTTE
ENtEricos Poliovirus e Rotavirus etal., 2016
L. _— . MEZZANOTTE
Bactéria Escherichia coli etal. 2016
Dreissena .
Dulcicola
polymorpha
Toxoplasma gondii e GEBA et al.,
Giardia duodenalis 20202
Protozoario
Cryptosporidium parvum GEBA et al.,
e Toxoplasma gondii 2020b
Mytilopsis Estuarino Bactéria Coliformes totaise = NEVES et al.,
leucophaeata Escherichia coli 2020

Além da biorremediacédo, os bivalves apresentam caracteristicas desejaveis
para aplicacdo em biomonitoramento, isto €, a avaliagdo ambiental a partir de seres
vivos locais. Os bhivalves sdo sésseis na fase adulta e, em geral, sdo bastante
tolerantes as variacbes das condicdes ambientais (SILVA DOS SANTOS et al.,
2022b). Como filtradores, podem acumular varias classes de poluentes, incluindo
bactérias, fornecendo um quadro de sua biodisponibilidade no local. Assim, tem-se

proposto a utilizagdo dos bivalves como bioindicadores para estimar tanto o grau
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de contaminacdo ambiental, quanto os efeitos de poluentes na biota (SILVA DOS
SANTOS et al., 2022b).

Os bivalves podem ser utilizados para monitorar de forma eficiente a
concentracéo ambiental (biodisponibilidade) de metais, hidrocarbonetos, poluentes
emergentes (produtos farmacéuticos, biocidas, microplasticos, dentre outros), além
de bactérias e outros microrganismos (SILVA DOS SANTOS et al., 2022a; 2022b).
Além disso, os bivalves expostos a contaminantes podem apresentar alteracdes
em Varios niveis biolégicos, dependendo da concentracdo e caracteristicas
guimicas do contaminante, sem contar o tempo de exposicdo (SILVA DOS
SANTOS et al.,, 2022b). Assim, as respostas biologicas dos bivalves também
podem ser medidas, fornecendo informacfes robustas sobre a contaminacédo da
zona costeira (SILVA DOS SANTOS et al., 2022b).

AlteragBes biologicas causadas por poluentes podem ser usadas como
biomarcadores para monitoramento de contaminacéo. Para tanto, essas alteracdes
precisam ser mensuraveis em relacdo a toxicidade do poluente e ao grau de
exposicdo (SILVA DOS SANTOS et al., 2022b). Assim, os biomarcadores podem
incluir a avaliacdo da concentracéo tecidual dos contaminantes; alteracdes nos
niveis molecular, celular e histoldgico; e efeitos sistémicos no organismo, como
fisiologia, comportamento, reproducao, crescimento e sobrevivéncia (SILVA DOS
SANTOS et al., 2022b).

Os bivalves também podem ser fonte de compostos antimicrobianos e outras
moléculas bioativas de interesse humano. Esses moluscos estdo em contato direto,
constantemente, com bactérias suspensas na coluna d’agua, sejam elas nativas ou
introduzidas no sistema aquatico (SILVA DOS SANTOS et al., 2018). Para
prosperar em um ambiente rico em bactérias, os bivalves contam com um robusto
sistema imunoldgico inato baseado em respostas celulares e humorais (GERDOL
E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020). Assim, para compensar a falta de
um sistema imune adaptativo, a maioria dos invertebrados marinhos, incluindo os
bivalves, recorre a producdo de uma enorme gama de metabdlitos antimicrobianos
(NALINI et al., 2018).

Muitas das moléculas antimicrobianas produzidas pelos bivalves incluem
proteinas ou peptideos e podem ser estudadas por abordagens protedmicas
(GERDOL E VENIER, 2015; NALINI et al., 2018; SOUSA E HINZMANN, 2020).

Desta forma, os perfis proteicos de organismos expostos a diferentes condigcbes
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podem ser comparados, a fim de identificar mudancas na expressao de proteinas,
guantitativa e qualitativamente (CAMPOS et al., 2012; GONZALEZ E PIERRON,
2015). A partir disso, é possivel entender as respostas dos organismos a niveis
moleculares, bem como apontar moléculas bioativas de interesse humano (por
exemplo, novos compostos para a industria farmacéutica) (NALINI et al., 2018;
SOUSA E HINZMANN, 2020). As proteinas podem, ainda, ser usadas como
biomarcadores moleculares relacionados aos efeitos biol6gicos de estressores,
incluindo a exposi¢céo a bactérias. Desta forma, pode ser (til para 0 monitoramento
ambiental, sem falar na avaliagdo do estado de saude e/ou seguranca alimentar em
espécies comerciais (CAMPOS et al., 2012; GONZALEZ E PIERRON, 2015).

O estudo dos processos biolégicos dos bivalves e de sua interagdo com
microrganismos (por exemplo, bactérias nativas e introduzidas em ecossistemas
aguaticos) pode apoiar o desenvolvimento de estratégias e ferramentas para serem
aplicadas em solucbes ambientais na gestdo dos recursos marinhos costeiros e
contribuir para a sustentabilidade desses ecossistemas, além da exploracdo de

moléculas de interesse humano.

1.4 O MEXILHAO Pernaperna E SUA IMPORTANCIA AMBIENTAL
E SOCIOECONOMICA

O mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), também conhecido como mexilh&o
marrom ou marisco preto, € um bivalve marinho que habita areas costeiras das
regibes quentes e temperadas dos oceanos atlantico e Indico, além do Mar
mediterraneo (CALVO-UGARTEBURU et al.,, 2017; CUNHA et al., 2014,
LOURENCO et al., 2012; NARVAEZ et al., 2008). O mexilhdo é considerado uma
espécie engenheira, visto que desemprenha servicos ecossistémicos fundamentais
(GOSLING, 2015; LATHLEAN E MCQUAID, 2017; VAUGHN E HOELLEIN, 2018).

O papel ecologico dos bivalves inclui formagéo de substrato de fundo, por
exemplo, grandes bancos e recifes naturais. Estes locais sustentam uma grande
diversidade de organismos associados, atuando como “hotposts” de diversidade e
bercario para outras espécies (LATHLEAN E MCQUAID, 2017; BRICKER et al.,
2018; OLIVIER et al., 2018; VAUGHN E HOELLEIN, 2018). Além disso, através de
seu processo de filtracdo, os bivalves reduzem a carga de microrganismos e

nutrientes da coluna d’agua. Como consequéncia, controlam a turbidez e a
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disponibilidade de nutrientes, regulando populacfes indiretamente (BRICKER et
al., 2018; OLIVIER et al., 2018; VAUGHN E HOELLEIN, 2018).

Como recurso pesqueiro, o P. perna € considerado uma espécie essencial
para a maricultura mundial, uma vez que é extraido e cultivado em paises como
Africa do Sul, Venezuela e Brasil (BRAVO et al., 2003; CALVO-UGARTEBURU et
al., 2017; NARVAEZ et al., 2008; SILVA DOS SANTOS et al., 2018). No Brasil, 0
cultivo de mariscos representa 2,9% (20.699 t) da producéo total da aquicultura
(707.461 t; FAO, 2014). As principais regides produtoras sédo a Sudeste e a Sul, e
nesta ultima, se localiza o principal estado produtor do pais - Santa Catarina (SC).
Este estado responde por cerca de 95% da producédo de bivalves cultivados no
pais, incluindo o mexilhdo Perna perna (EPAGRI, 2018; SUPLICY et al., 2015). Em
2016, foi estimado que a produgcdo de moluscos alcancou 15.381 t em Santa
Catarina — das quais 81,5% corresponderam a mexilhdes - gerando US$ 55 milhdes
(12.534 t; EPAGRI, 2018). Além disso, ao longo de toda a cadeia produtiva, desde
a fabricacdo de equipamentos e cultivo até a distribuicdo ao consumidor final, a
malacocultura em Santa Catarina sustenta cerca de 5.000 postos de trabalho
(EPAGRI, 2013; EPAGRI, 2018; SUPLICY et al., 2015).

A mitilicultura no Brasil € realizada predominantemente em cultivos
artesanais, inclusive por populacgdes tradicionais (EPAGRI, 2013; EPAGRI, 2018;
SOUZA et al., 2017; SUPLICY et al., 2015). O estado de Santa Catarina tem
concentrado esforcos para modernizar e padronizar processos ao longo da cadeia
de producédo da mitilicultura, visando o controle sanitario dos produtos. Entretanto,
diversas areas de cultivo e extracdo de bivalves estdo localizadas em sistemas
costeiros contaminados, como a Baia de Guanabara no Estado do Rio de Janeiro
(GALVAO et al., 2015; SILVA DOS SANTOS et al., 2018; SOUZA et al., 2017).
Nessa baia, cerca de 50 a 100 trabalhadores estédo envolvidos no cultivo e extracao
de mexilhdes P. perna, produzindo aproximadamente 20-65 t mensais in natura
(LAGE E JABLONSKI, 2008).

As regides Sudeste e Sul do Brasil, onde as areas de cultivo e extragdo de
bivalves se concentram, apenas 58% e 65% da populagdo possui tratamento de
esgoto adequado, respectivamente (ANA, 2021). Como consequéncia da
deficiéncia de saneamento basico, as areas de cultivo e extracdo de mexilhdes
podem ser afetadas pela contaminacdo fecal (EPAGRI, 2013; EPAGRI, 2018;
SUPLICY et al., 2015). Devido ao habito de alimentacdo por filtragéo, bivalves
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cultivados em areas contaminadas por efluentes podem atuar como veiculos de
contaminacdo para os seres humanos, representando uma grande preocupagao
para a saude publica (D’MELLO, 2003; LINO et al., 2016; SANTOS et al., 2018;
SHUVAL, 2003).

Ademais, o despejo de efluentes préximo as areas de cultivo pode promover
maior suscetibilidade dos mexilhdes a doencas e infec¢cbes, podendo culminar em
mortalidade em massa e prejuizos econdmicos (LOKMER E WEGNER, 2015;
MILAN et al., 2018; SANTOS et al., 2018; SANTOS et al., 2020; SILVA et al., 2002;
SILVA et al., 2012; SUAREZ-MORALES et al., 2010). Desta forma, compreender
melhor o funcionamento do sistema imune de bivalves e, ainda, sua interacdo com
bactérias provenientes de efluentes urbanos, pode auxiliar ndo sé em sua aplicacéo
na biorremediagcdo ambiental, como também no manejo desses animais em

ambientes naturais e de cultivo.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune celular e molecular do mexilhdo Perna perna frente
ao desafio com bactérias introduzidas - Escherichia coli e Salmonella enterica — e
nativa do ambiente marinho - Vibrio parahaemolyticus, a fim de explorar possiveis
ferramentas biotecnolégicas, como biomarcadores celulares e moleculares

relacionados a exposicado de bactérias e a descoberta de moléculas de interesse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os mecanismos de defesa dos hemdcitos do mexilhdo P. perna
frente a exposicéo as bactérias E. coli, S. enterica e V. parahaemolyticus, buscando
marcadores da resposta celular aplicaveis no gerenciamento e manejo deste
recurso pesqueiro quando exposto a bactérias.

2. Determinar o perfil proteico de mexilhbes P. perna desafiados com as
bactérias E. coli, S. enterica e V. parahaemolyticus, visando encontrar moléculas-

chave de defesa contra bactérias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DOS MEXILHOES Perna perna

As coletas foram realizadas na Praia Vermelha (PV), Rio de Janeiro, RJ (22°
57'18.59" S 43° 9' 52.91" W). A praia, localizada na boca da Baia de Guanabara,
possui hidrodindmica moderada e esta localizada no bairro da Urca (Figura 1), logo
ao lado do Monumento Natural dos Morros Pao de Acucar e da Urca. De acordo
com o monitoramento realizado pelo Laboratério de Microbiologia da Aguas
(LACQUA/UNIRIO), no periodo de 2014 a 2020, a praia apresenta balneabilidade
excelente (KREPSKY et al., 2020).

Os mexilhdes (70-100 mm de comprimento) foram coletados aleatoriamente
do costao rochoso, com o auxilio de uma espatula, e transportados ao laboratorio
em containers de 20 L contendo agua do mar da prépria praia (SILVA DOS
SANTOS et al.,, 2018). As Caracteristicas anatébmicas externas e internas do

mexilhdo Perna perna sao apresentadas na figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas anatdmicas externas e internas do mexilhdo Perna perna.

3.2 PREPARO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

E. coli 2348/EPEC e S. enterica 1344 foram cultivadas em Tryptic Soy Broth
(TSB; 17 g de triptona, 3 g de peptona de soja, 2,5 g de glicose, 2,5 g de fosfato
dipotéassico e 5 g de cloreto de sédio para 1 L) a 37°C por 20 h, isto €, ainda na fase
de crescimento exponencial bacteriano. Nas mesmas condigbes, V.
parahaemolitycus ATCC 17802 foi incubada em Agua Peptonada Alcalina 1% (1%
peptona e 1% NaCl). Para o ensaio descrito no tépico 3.3, as bactérias foram
lavadas uma vez por centrifugacéo a 3000 g, 12° C durante 10 min e ressuspensas
em PBS-NaCl (pH 7,2; PARISI et al., 2008). Para o experimento apresentado no
topico 3.4, as suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de centrifugacéo
(3000 g; 15° C; 10 min) e ressuspensao, duas vezes, em PBS-NaCl (pH 7,4; PARISI
et al., 2008). As concentracfes das suspensdes bacterianas foram obtidas usando

a Escala McFarland. As cepas supracitadas foram obtidas do Laboratério de

Enteropatdgenos, Microbiologia Veterinéria, Ambiental e de
Alimentos/Departamento de Microbiologia e Parasitologia/Instituto
Biomédico/Universidade Federal Fluminense — UFF; Laboratorio de Cocos

Patogénicos e Microbiota/Departamento de Microbiologia Médica/Instituto de
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Microbiologia Professor Paulo de Goés/Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ; e Laboratério de Enterobactérias/Instituto Oswaldo Cruz/Fundacéo Oswaldo

Cruz - FIOCRUZ, respectivamente.

3.3 ENSAIO DE DESAFIO BACTERIANO “in vivo” PARA
ANALISE HEMOCITARIA

3.3.1 DESENHO EXPERIMENTAL E DESAFIO BACTERIANO

Os mexilhdes (n = 80) foram coletados conforme apresentado no tdpico 3.1.
No laboratorio, os animais foram limpos para remog&o de organismos incrustantes
e mantidos durante 24 h em aquarios de 40 L contendo agua do mar artificial
(Ocean Tech Reef Active; salinidade = 29), com aeracado constante a 20 °C, para
aclimatacdo. Posteriormente, os individuos foram distribuidos aleatoriamente em 5
grupos (n = 15), representando as seguintes condi¢cdes: Controle ndo-injetado (CN);
Controle injetado (ClI); Escherichia coli (EC); Salmonella enterica (SE); e Vibrio
parahaemolitycus (VP). Os mexilhdes dos grupos desafiados, isto €, injetados com
bactérias, receberam 100 uL de suspenséo bacteriana na concentragdo 1,5 x 10’
UFC mL* (tépico 3.2) em seu musculo adutor posterior (Figura 2) com o auxilio de
uma seringa estéril (PARISI et al., 2008). Ja os grupos controle ndo-injetado (CN)
e controle injetado (CI) compreenderam, respectivamente, mexilhdes néo
desafiados e injetados com 100 pL de PBS-NaCl estéril (PARISI et al., 2008).

Em seguida, os mexilhdes foram distribuidos em aquérios separados, de
acordo com cada condigdo. Os aquarios foram preenchidos com 3 L de 4gua do
mar artificial (Ocean Tech Reef Active; salinidade = 29) e mantidos em aeracgao
constante a 18 °C. Apés 4h das injecOes, foi realizada a extracdo da hemolinfa
(tépico 3.3.2), onde as amostras individuais foram reunidas para compor 5 “pools”
de aproximadamente 1,5 mL, para cada condicdo testada. Parte deste volume foi
destinado a avaliacdo dos parametros hemocitarios por citometria de fluxo e a outra
parte a quantificacdo de bactérias viaveis remanescentes (PARISI et al., 2008;
SILVA DOS SANTOS et al., 2018).
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3.3.2 EXTRACAO DA HEMOLINFA

Com o auxilio de uma seringa estéril (3 mL) acoplada a uma agulha de 21 G,
a hemolinfa foi extraida a partir do musculo adutor posterior dos mexilhdes (Figura
2; SILVA DOS SANTOS et al., 2018). As amostras individuais (0,5-2 mL) foram
mantidas refrigeradas até o uso, para minimizar a aglomeracao celular (SILVA DOS
SANTOS et al., 2018). A fim de excluir amostras de baixa qualidade (por exemplo,
com gametas, restos de tecido, dentre outros), as mesmas foram avaliadas a olho
nu e com o auxilio de um microscopio 6tico. As amostras consideradas puras foram
reunidas em “pools” para reduzir a variagao interindividual e fornecer volume
suficiente para todas as analises (SILVA DOS SANTOS et al., 2018). Foram
preparados 5 “pools” de hemolinfa por condicdo, onde aproximadamente 1 mL
seguiu para a andlise em citometria de fluxo e 0,5 mL para a quantificacdo de

bactérias viaveis.

3.3.3 ANALISE DOS PARAMETROS HEMOCITARIOS

Os parametros hemocitarios - densidade, atividade fagocitica, tamanho
relativo, complexidade interna relativa e producéo de ROS - foram avaliados com o
auxilio do citémetro de fluxo FACSCalibur (BD, Bioscience, EUA) equipado com um
laser de argbnio (488 nm). O tamanho relativo celular foi estimado através do diodo
“Forward Scatter” (FSC) e a complexidade interna relativa usando o sensor “Side
Scatter” (SSC). Os demais parédmetros foram aferidos a partir de sondas
moleculares e pela fagocitose de microesferas fluorescentes. Apds o tempo de
incubacdo com cada marcador molecular, as reacdes foram interrompidas em gelo
e a fluorescéncia foi registrada em um comprimento de onda FL1-SP 530/30 nm
(fluorescéncia verde e verde-amarelo). Os “pools” amostrais (n = 5 por condi¢&o)
acondicionados em tubos de citometria de fluxo de 5 mL foram avaliadas em fluxo
“high” por 1 min. O fluxo do citbmetro (volume min ) ao longo da leitura foi
determinado pela contagem de células de uma cultura cuja densidade foi
previamente estabelecida por microscopia Optica invertida.

Para analisar a morfologia e densidade dos hemacitos, foram retirados 250
ML de cada “pool” de hemolinfa. A esse volume foram adicionados 250 pL de
solucdo antiagregante Alsever (27 mM de citrato de sédio, 145 mM de NaCl, 115
mM de glicose, 9 mM de EDTA em agua destilada - pH 7,0; REBELO et al., 2013)

e 10 yL de uma solugdo de SYBR Green | com diluigdo 102 (solugdo original
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10.000x, Sigma-Aldrich, EUA; HEGARET et al., 2003). Os tubos foram incubados
no escuro por 30 min a 22 °C até a leitura (DONAGHY et al., 2009; 2010). A
populagao total de hemacitos foi discriminada utilizando um grafico “dot plot” a partir
dos parametros morfolégicos relativos de citometria de fluxo SSC e FSC em escala
logaritmica (SILVA DOS SANTOS et al., 2018). Para discriminar detritos de
hemdcitos, foi utilizado um grafico “dot plot” da fluorescéncia de SYBR Green |
(FL1) “versus” FSC (SILVA DOS SANTOS et al., 2018). Os resultados morfolégicos
foram expressos em unidades arbitrarias (UA) e a densidade de hemdcitos (células
mL™Y) foi calculada de acordo com o nimero de células contadas por minuto no
fluxo previamente determinado (SILVA DOS SANTOS et al., 2018).

A atividade fagocitica foi estimada pela densidade de hemdcitos (células
mL™1) que engolfaram uma ou mais esferas fluorescentes de latex (Fluoresbrite
Yellow Green Microspheres, 2 ym, Polysciences, Alemanha). Para isso, 250 pl de
hemolinfa foram retirados de cada “pool” e misturados a 20 ul de solucéo de esferas
fluorescentes (diluicdo 10x; DONAGHY et al., 2009; LABREUCHE et al., 2006b).
As amostras foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente (22 °C) no escuro.
Imediatamente antes da leitura em citdbmetro de fluxo, foram adicionados 250 ul de
agua do mar estéril filtrada (Millipore Glass Fiber Filter, Millipore AP-40, Millipore
Brasil; DONAGHY et al., 2009; LABREUCHE et al., 2006b). A fluorescéncia verde-
amarela (FL1) de uma ou mais esferas interiorizadas foi utilizada para identificar a
densidade de hemdécitos com atividade fagocitica a partir do calculo adaptado de
DELAPORTE et al., (2003).

A producédo de ROS foi estimada utilizando o marcador molecular DCFH-DA
(diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina, Sigma-Aldrich-EUA) a partir do método
adaptado de LAMBERT et al., (2003). O DCFH-DA € uma sonda néo fluorescente
permeavel a membrana. Uma vez no interior das células, o marcador é oxidado a
molécula fluorescente DCF (diclorofluoresceina) de acordo com a atividade
oxidativa total dos hemdacitos, que ocorre principalmente pela producao de espécies
reativas oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) (DELAPORTE et al., 2006; DONAGHY
et al., 2010). Desta forma, a oxidacdo do DCFH-DA pode ser quantitativamente
correlacionada a producédo de ROS (DELAPORTE et al., 2006; DONAGHY et al.,
2010). A partir de cada “pool” de hemolinfa, 250 pl foram retirados e misturados a
250 pl de agua do mar filtrada estéril e 5 pl de DCFH-DA (concentragao final 10 yM;
SILVA DOS SANTOS et al.,, 2018). As amostras foram incubadas por 2 h a
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temperatura ambiente (22 ° C) no escuro (SILVA DOS SANTOS et al., 2018). A
atividade oxidativa relativa foi expressa como a intensidade de fluorescéncia verde
(FL1 — 710 nm) e foi calculada como a média geométrica de FL1 em unidades
arbitrarias (UA) (SILVA DOS SANTOS et al., 2018).

3.3.4 QUANTIFICACAO DE BACTERIAS REMANESCENTES NA HEMOLINFA
A partir de cada “pool”, 250 ul foram reservados para a quantificacdo de
bactérias remanescentes na hemolinfa total, 4h apos as inje¢cdes. A hemolinfa foi
mantida em gelo até ser plagueada por “spread-plate” em dois meios de cultura
distribuidos em placas estéreis de 6 pocos (SPL Life Sciences): Agar Salmonella
Shigella (SS, Kasvi) e Agar Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose (TCBS, Neogen).
O primeiro indica a presenca de E. coli e Salmonella spp. e o segundo é seletivo
para Vibrio spp. As placas contendo ambos os meios de cultura foram incubadas a
37 °C por 24 horas. O crescimento de col6nias cor-de-rosa a vermelhas em Agar
SS indicou a presenca de cepas enteropatogénicas de E. coli. Colonias bege com
centros pretos, também em Agar SS, sdo tipicas de Salmonella spp. Em Agar
TCBS, colonias verdes a verdes-azuladas em meio praticamente inalterado
indicaram a presenca de V. parahaemolyticus. Apos o tempo de incubacédo, as
colbnias foram contadas e o niumero de bactérias remanescentes na hemolinfa de
P. perna foi relatado como Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro (UFC

mL™).

3.3.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Analise Multivariada Permutacional de Variancia (PERMANOVA)
foi aplicado para avaliar a resposta imune celular frente as cinco condi¢des testadas
(controle ndo-injetado - CN; controle injetado - Cl; Escherichia coli - EC; Salmonella
enterica - SE; e Vibrio parahaemolitycus - VP) através dos seguintes parametros
hemdacitarios: densidade, atividade fagocitica, tamanho relativo (FSC),
complexidade interna relativa (SSC) e producédo de ROS. O teste PERMANOVA
‘one-way” foi baseado em distadncias euclidianas e 9999 permutacdes
(ANDERSON, 2005). Por conseguinte, as diferencas significativas entre as
condicdes foram analisadas a partir de teste um PERMANOVA “pair-wise” com
9999 permutacbes (ANDERSON, 2005). O teste foi realizado com o auxilio do
“software” PERMANOVA 1.6 (ANDERSON, 2005) e os graficos construidos a partir
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do “software” GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad), onde os resultados foram

expressos como média * desvio padréao (DP).

3.4 ENSAIO DE DESAFIO BACTERIANO “in vivo” PARA
ANALISE PROTEOMICA

3.4.1 DESENHO EXPERIMENTAL E DESAFIO BACTERIANO

Os mexilhdes foram coletados, conforme detalhado no tépico 3.1. No
laborat6rio, os animais foram limpos, separados e desafiados de forma semelhante
ao desenho experimental descrito no topico 3.3.1. Os individuos foram agrupados
(n =9) nas seguintes condi¢cdes: Controle ndo-injetado (CN); Controle injetado (Cl);
Escherichia coli (EC); Salmonella enterica (SE); e Vibrio parahaemolitycus (VP). A
respectiva suspenséo bacteriana (100 yL de 1,5 x 107 UFC mLY/ tépico 3.2) foi
injetada no musculo adutor posterior dos mexilhdes dos grupos desafiados com
bactérias (PARISI et al., 2008; WU et al., 2013). Mexilhdes ndo desafiados e
injetados com 100 uL de PBS-NaCl estéril corresponderam, respectivamente, aos
grupos controle ndo-injetado (CN) e controle injetado (CI) (PARISI et al., 2008; WU
et al.,, 2013). ApOs as inje¢Bes, os mexilhdes (n=9) foram acondicionados em
aguarios separados, de acordo com cada condicdo. Os aquarios foram preenchidos
com 3 L de agua do mar filtrada da PV (20 um; salinidade = 30,9) e mantidos em
aeracdo constante a 18 °C. Os mexilhdes foram dissecados, utilizando bisturi estéril
e pin¢a de aco inoxidavel, 24h apos a injecdo para remocdo do hepatopancreas
(Figura 2; WU et al., 2013). Estes foram acondicionados individualmente em tubos
“Eppendorf” estéreis (2 mL), congelados em nitrogénio liquido e mantidos em
freezer (-20 °C) até serem liofilizados (WU et al., 2013).

3.4.2 EXTRACAO E DIGESTAO DE PROTEINAS TOTAIS

As amostras liofilizadas foram adicionadas a microtubos contendo 500 uL de
tampéo de extracao (2 M tioureia, 7 M ureia, 4% CHAPS, 50 mM tris-HCI; pH = 8,5),
5 pL de inibidor de protease e beads de ceramica (mescla de 1,4 mm e 2,8 mm).
Os tubos foram levados ao homogeneizador mecanico FastPrep — 24™ 5G (MP
Biomedicals), com a seguinte programacgao: velocidade = 6,5 m/s; adaptador =

coolprep; tempo = 40 seg. O programa foi executado 3 vezes nas condi¢des acima,
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com intervalos de 30 s e adicdo de gelo seco. Uma vez que as amostras nao
estavam liquidas o suficiente, o processo acima foi repetido adicionando a mesma
guantidade de tampé&o de extracdo e inibidor de protease.

Ap6s a completa homogeneizacdo, igual volume de solucdo de &cido
tricloroacético/acetona (20/80) foi adicionado as amostras, que precipitaram a 4 °C
por 45 min. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 20.000 g e 4 °C por 50 min,
e lavadas 5 vezes com solucéo de acetona/tris-HCI 6.8 100mM (70/30) adicionada
de indicador de pH azul de bromofenol. Em seguida, as amostras foram
redissolvidas no tampao de extragdo (500 uL) adicionado de 1% de inibidor de
protease e diluidas 100 vezes para quantificacdo de proteinas pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Com base na concentracdo de proteinas, amostras
de cada condicéo experimental foram escolhidas (IC, ECe SE:n=5e NC e VP: n
= 4) para prosseguir para as proximas etapas.

A partir de cada amostra, o volume necessario para a obtencéo de 10 ug de
proteinas totais foi transferido para tubos limpos e entdo as amostras foram
reduzidas com 6 uL de ditiotreitol (concentragdo final 50 mM) por 20 min em
temperatura ambiente. Em seguida, 14 pL de acrilamida 30% foram adicionados as
amostras (concentracdo final 20%). Apds agitacdo por 20 min, 5SuL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 5 uL de peroxidisulfato de aménio 10% foram
adicionados a cada tubo para polimerizacéo do gel. Em seguida, as amostras foram
fixadas com 100 yL de solugdo de metanol, acido acético e H20 (50/40/10) por 10
min. Cerca de 500 yL de uréia (6 M) foram adicionados a cada tubo e, apés 10 min
de agitacdo, foram adicionados também 250 pyL de acetonitrila. Os tubos foram
agitados no vértex e o liquido removido. As amostras foram reidratadas em 200 uL
de bicarbonato de amonio (100 mM) e incubadas por 10 min sob agitagdo. Um
volume igual de acetonitrila (200 uL) foi adicionado e, em seguida, os tubos foram
agitados no vortex e o liquido removido. Novamente, 200 yL de acetonitrila foram
adicionados e, ap0s a desidratacdo completa da amostra, o liquido foi removido e
as amostras foram deixadas para secar ao ar. De cada amostra, foram separados
5 pg de proteinas utilizando um protocolo de preparagdo de amostras auxiliado por
gel modificado (FISCHER E KESSLER, 2015). As amostras foram digeridas com
tripsina/Lys-C overnight a 37°C. Para a fragmentacdo nano-LC, as amostras de
proteinas/peptideos foram primeiro dessalinizadas e concentradas em um pC18
Omix (Agilent).
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3.4.3 ANALISE LC-MS/MS

A etapa de cromatografia foi realizada em um sistema de nanofluxo de ultra-
alta pressdo NanoElute (Bruker Daltonics). Aproximadamente 200 ng de cada
amostra de peptideo foram concentrados em uma pré-coluna C18 pepmap 100 (5
mm x 300 um i.d.) (Thermo Scientific) e separados a 50 °C em coluna Reprosil de
fase reversa (25 cm x 75 ymi.d.), embalada com esferas de silica porosa revestidas
com C18 de 1,6 um (lonopticks). As fases moveis consistiram em 0,1% de acido
férmico em 99,9% de agua (v/v) (A) e 0,1% de acido formico em 99,9% de
acetonitrila (v/v) (B). A taxa de nanofluxo foi ajustada em 250 nl/min, e o perfil de
gradiente como segue: de 2 a 30% de B em 70 min, seguido por um aumento para
37% de B em 5 min e, posteriormente, para 85% de B em 5 min e reequilibrio. As
andlises de MS foram realizadas em um espectrometro de massa TIMS-TOF pro
(Bruker Daltonics) com uma fonte de ions nanoeletrospray modificada
(CaptiveSpray, Bruker Daltonics). Para ionizacdo, foi aplicada uma voltagem de
pulverizacdo de 1400 com uma temperatura capilar de 180°C. Os espectros de MS
foram adquiridos no modo positivo na faixa de massa de 100 a 1700 m/z e janela
de 0,60 a 1,60 1/k0. O espectrometro de massa foi operado no modo PASEF DIA
com exclusdo de peptideos de carga unica. O esquema de aquisicdo DIA consistiu

em 16 janelas variaveis de 400 a 1200 m/z.

3.4.4 IDENTIFICAC}AO DE PROTEINAS

A busca no banco de dados e a quantificagao LFQ (“Label Free Quantitation”
usando XIC) foram realizadas através do DIA-NN (versdo 1.8;
https://www.nature.com/articles/s41592-019-0638-x). Um banco de dados
atualizado do UniProt de Mytilus coruscus foi utilizado para pesquisa/geracao de
biblioteca “library-free”. Na auséncia de banco de dados genémicos da espécie
Perna perna ou dentro do género Perna, Mytilus coruscus foi a espécie mais
préxima de Perna perna (mesma subfamilia, Mytilinae) com o proteoma disponivel
mais completo (LI et al., 2020). O parametro padrao 0,0 foi usado para previsao de
RT e acurédcia de massa de extracdo, o que significa que o DIA-NN realizou
correcdo automatica de massa e RT. Os seis principais fragmentos (classificados
por suas intensidades de biblioteca) foram usados para identificacdo e
guantificacdo de peptideos. O FDR foi ajustado para 1% no nivel do peptideo

precursor. As modificacdes variaveis permitidas foram as seguintes: N-term-
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acetilacdo e Oxidacao (M). Além disso, a C-propionoamida foi definida como
modificagao fixa. “Trypsin/P” foi selecionado. Os dados foram filtrados de acordo

com um FDR de 1%. A normalizacao cruzada foi realizada usando RT-dependente.

3.4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos “label-free” foram importados para o “software”
Perseus 1.6.15.0 (TYANOVA et al., 2016). Os valores de intensidade de proteina
foram transformados em log2 e apenas proteinas identificadas em um minimo de
trés amostras de pelo menos uma das condi¢gdes testadas (controle néo injetado -
CN; controle injetado - CI; Escherichia coli - EC; Salmonella enterica - SE; e Vibrio
parahaemolitycus - VP) seguiram para posterior analise. Os valores perdidos foram
substituidos da distribuicdo normal (“width” = 0,3 e “downshift” = 1,8).

Os perfis de resposta das diferentes condigdes foram comparados a partir de
um teste ANOVA “one-way” (Benjamini-Hochberg FDR; significancia = 0,05)
seguido do teste de Tukey HSD (significancia = 0,05). A anotacéo funcional das
proteinas foi realizada usando as ferramentas UniProt (https://www.uniprot.org/) e
“‘EggNOG-mapper v2: functional annotation, orthology assignments, and domain
prediction at the metagenomic scale” (http://eggnog-mapper. embl.de/;
CANTALAPIEDRA et al., 2021). O papel biologico das proteinas significativamente
diferentes frente ao desafio bacteriano foi discutido levando em consideragéo as
categorias de “Clusters of Orthologous Group (COG)”, “Gene Ontology (GO) terms”
de processos bioldgicos e revisdo da literatura.

O grafico “UpSet” para visualizar os conjuntos de intersegao de proteinas
significativamente diferentes entre as condi¢bes testadas foi criado usando o
pacote UpSetR disponivel em https://upset.app/ (CONWAY et al., 2017; LEX,
2014).
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIO DE DESAFIO BACTERIANO “in vivo” PARA ANALISE
HEMOCITARIA

Os parametros hemocitarios aferidos 4 horas apos as injecdes com as
bactérias de interesse (Escherichia coli - EC; Salmonella enterica - SE; e Vibrio
parahaemolitycus - VP), além dos controles (Controle ndo-injetado - CN e Controle
injetado - Cl), sdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 3. A densidade dos
hemacitos dos mexilhdes desafiados com E. coli (EC) e V. parahaemolitycus (VP) foi
significativamente maior em comparacao aos mexilhdes injetados com S. enterica
(SE) e PBS-NaCl estéril (Cl), que por sua vez, apresentaram densidade
significativamente mais elevada que o controle nédo-injetado (CN) (one-way
PERMANOVA, Fa25 = 7.37, p = 0.002).

O controle nédo-injetado (CN) apresentou atividade fagocitica
significativamente menor que os grupos desafiados com E. coli (EC) e V.
parahaemolitycus (VP). Ja os mexilhdes dos grupos controle-injetado (Cl) e
desafiados com S. enterica (SE) apresentaram fagocitose hemocitaria intermediaria
entre 0s grupos controle nao-injetado (CN) e injetados com E. coli (EC) (one-way
PERMANOVA, Fa4.25 = 10.62, p = 0.0007).

Em relacdo a morfologia dos hemdcitos, o tamanho relativo (FSC) nos
mexilhdes desafiados com V. parahaemolitycus (VP) foi significativamente maior
gue todos os outros grupos (Controle néo-injetado - CN; Controle injetado - ClI;
Escherichia coli - EC; Salmonella enterica - SE) (one-way PERMANOVA, Fa4,25 =
21.02, p = 0.0002). Ja a complexidade interna relativa (SSC) do grupo desafiado
com E. coli (EC) foi significativamente menor que 0s grupos controle injetado (Cl),
Salmonella enterica (SE) e V. parahaemolitycus (VP) (one-way PERMANOVA, F4,25
= 4.41, p = 0.0116).

A producdo de ROS dos hemdcitos dos mexilhdes do grupo controle nédo-
injetado (CN) foi significativamente menor em comparac¢ao aos mexilhdes injetados
com S. enterica (SE), que por sua vez, foi menor que o grupo controle injetado (Cl).
Os grupos desafiados com E. coli (EC) e V. parahaemolitycus (VP) apresentaram
producdo de ROS intermediaria entre o controle ndo-injetado (CN) e o grupo
desafiado com S. enterica (SE) (one-way PERMANOVA, F425 = 10.50, p = 0.0002).
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Tabela 1. Parametros imune-celulares (média + desvio padrdo) mensurados a partir de

hemolinfa de Perna perna de acordo com cada condi¢cdo testada: Controle néo-injetado

(CN); Controle injetado (Cl); Escherichia coli (EC); Salmonella enterica (SE); e Vibrio

parahaemolitycus (VP).

Parametros hemocitarios

Densidade (cel mL™) Fagocitose (cel mL™?)  FSC (U.A) SSC (U.A) ROS (U.A)
CN 2,06 x 104+ 1,15 x 10* 1,60x10*+7,26x10° 209,6+329 3,2+0,6 29,9+4,8
Cl 7,90 x 104 + 2,56 x 10* 2,81 x104+6,99x10° 206,0 +8,6 3,1+£0,2 65,2+8,4
EC 2,91 x 105+ 1,73 x 10° 453 x10%+1,21 x10* 199,3+21,1 2,4+0,2 339+£11,4
SE 7,58 x 104 + 4,20 x 10* 3,66 x104+1,70x 10* 208,7+151 2,8+0,2 46,7 + 4,8
VP 1,90 x 10° + 8,46 x 10* 6,48 x 104+ 1,08 x10* 300,1+14,7 3,0%0,1 43,4+ 14,3
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Figura 3. Pardmetros hemocitarios mensurados a partir da hemolinfa do mexilhdo Perna
perna de acordo com cada condicdo testada: Controle ndo-injetado (CN); Controle injetado
(CI); Escherichia coli (EC); Salmonella enterica (SE); e Vibrio parahaemolitycus (VP). a)
Densidade; b) Atividade fagocitica; c) Tamanho celular relativo (FSC); d) Complexidade

intracelular relativa (SSC); e) Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). Os
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dados sdo expressos como média + desvio padrdo (n= 5 por tratamento). As diferencas
significativas (p < 0.05) observadas em cada parametro de acordo com os diferentes

tratamentos estao aqui representadas por letras ou *.

As bactérias viaveis foram quantificadas na hemolinfa dos mexilhdes Perna
perna apés 4 h do desafio bacteriano e sdo apresentadas na tabela 2 e figura 4.
Nenhuma coldnia preta, que indica a presenca de Salmonella spp., foi encontrada
nos controles (CN e CI). Colbnias rosadas, que indicam a presenca de cepas
enteropatogénicas de E. coli, estavam presentes, apesar de em menor nimero, nos
controles (CN=4,8+6,6 UFC mL?; Cl=1,6 + 3,6 UFC mL™). Os controles também
apresentaram menor nimero de bactérias totais em Agar SS (CN = 16,0 + 9,4 UFC
mL?; Cl=51,2 +8,2 UFC mL™). Os grupos desafiados com E. coli (EC) e S. enterica
(SE) apresentaram um numero elevado de colbnias rosadas (EC = 23,2 + 23,4 UFC
mL?; SE = 66,4 + 91,2 UFC mL™), pretas (EC = 38,4 + 33,8 UFC mL; SE = 137,6
+ 63,4 UFC mL™?) e totais (EC = 67,2 + 36,4 UFC mL; SE = 228,8 + 59,7 UFC mL"
1) em comparacéo aos controles. O grupo desafiado com Vibrio parahaemolitycus
(VP) apresentou numero de colonias extremamente elevado, sendo incontavel.
Entretanto, além das colbnias tipicas de Vibrio parahaemolitycus, foram
observadas col6nias circundadas por zonas amarelas, que indicam a presenca de

outras espécies de Vibrio (por exemplo, V. cholerae e V. alginolyticus).

Tabela 2. Abundancia de bactérias viaveis na hemolinfa do mexilhdo Perna perna apés 4 h do

desafio bacteriano (média + desvio padrdo) de acordo com a morfologia das colénias (pretas,

rosadas e outras — brancas, incolores e marrons), para as seguintes condi¢cdes: Controle n&o-

injetado (CN); Controle injetado (Cl); Escherichia coli (EC); Salmonella enterica (SE); e Vibrio

parahaemolitycus (VP).

Bactérias viaveis remanescentes (UFC mL™)

Pretas Rosadas Outras Total
CN 0,0+0,0 4,8+6,6 11,2+ 10,0 16,0+9,4
Cl 0,0+0,0 16+3,6 49,6 +10,4 51,2 +8,2
EC 38,4 + 33,8 23,2+23,4 56+3,6 67,2+ 36,4
SE 137,6 £ 63,4 66,4 +91,2 24,8 +425 228,8 + 59,7

VP - - - -
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Figura 4. Abundancia de bactérias viaveis remanescentes na hemolinfa do mexilhdo Perna
perna apés 4 h do desafio bacteriano (UFC mL-1) de acordo com as seguintes condic¢des:
Controle néo-injetado (CN); Controle injetado (Cl); Escherichia coli (EC); Salmonella
enterica (SE). Os simbolos representam col6nias rosadas (R), pretas (P) e outras (O). Os
dados sdo expressos como médias + desvio padrdo (n = 5 amostras) dos tratamentos

acima.

4.2 ENSAIO DE DESAFIO BACTERIANO “in vivo” PARA ANALISE
PROTEOMICA

Um total de 3.805 proteinas foram encontradas no hepatopancreas dos
mexilhdes Perna perna submetidos a cinco condi¢des diferentes (controle nao
injetado - CN; controle injetado - Cl; Escherichia coli - EC; Salmonella enterica - SE;
e Vibrio parahaemolyticus - VP), sendo 378 ainda n&o caracterizadas. Do total, 597
foram significativamente diferentes — acumuladas ou reguladas negativamente - em
pelo menos uma condicdo. A Figura 5 mostra o numero de proteinas
significativamente diferentes para cada grupo-interseccdo da comparacéo por
pares entre as diferentes condi¢cdes. Onze proteinas apresentaram diferengas
significativas entre os dois grupos de controle, provavelmente em resposta ao
estresse relacionado a injecdo e, por esse motivo, ndo fazem parte do foco da
discussédo. Mexilhdes injetados com V. parahaemolyticus apresentaram uma
resposta mais acentuada, com 343 proteinas significativamente diferentes de todas
as outras condi¢des. Desta forma, a resposta especifica a V. parahaemolyticus é

apresentada e discutida em topicos independentes (4.2.4/ 5.2.4). Dentre as demais
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proteinas significativamente diferentes, apenas as acumuladas ou reguladas
negativamente em relacdo a ambos os controles (ndo injetados - CN e injetados -
Cl) séo aqui discutidas, de acordo com cada grupo de desafio bacteriano. A Tabela
3 mostra as 31 proteinas que foram significativamente diferentes - acumuladas ou
reguladas negativamente - para um ou mais grupos de desafio bacteriano
(Escherichia coli - EC; Salmonella enterica - SE; e Vibrio parahaemolyticus - VP)

em comparacao com ambos os controles (ndo injetados - CN e injetados - ClI).
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Figura 5. Gréfico “Upset plot” para visualizar os conjuntos-intersecao de proteinas
significativamente diferentes entre as condi¢cOes testadas. CN — Controle n&o
injetado; CI - Controle injetado; EC - Escherichia coli; SE - Salmonella entérica; e
VP - Vibrio parahaemolitycus. SE_EC corresponde a diferenca significativa entre

essas duas condi¢des e assim por diante.

4.2.1 Escherichia coli

Os mexilhdes desafiados com E. coli apresentaram apenas duas proteinas

reguladas negativamente em comparacao com os controles, a saber: uma proteina
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contendo o dominio “von Willebrand Factor A” (vWA) e uma proteina contendo o

dominio FERM (“four-point-one, ezrin, radixin, moesin”).

4.2.2 Salmonella enterica

Semelhante aos mexilhdes injetados com E. coli, a proteina contendo o
dominio FERM foi regulada negativamente em mexilhGes desafiados por S.
enterica. Da mesma forma, as proteinas fator de “splicing” 3A subunidade 1
(SF3A1l), actina beta/gama 1 (ACTB_G1) e galactoquinase 2 (GALK2) foram
reguladas negativamente apoOs a inje¢cdo de S. entérica. Em contrapartida, as
seguintes proteinas foram acumuladas: proteina contendo o dominio de repeticdo
rico em leucina e o dominio guanilato quinase (LRGUK), proteina quinase ativada
por estresse JNK, proteina ribossomal 60S L18a (RPL18A), ativador de
proteassoma PA28y (PA28y ou PSME3), proteina 1 do processo de fissdo
mitocondrial (MTFP1), tubulina de cadeia beta (B-Tubulina), dineinas axonemais
(DNAH3 e DNAH9), EFHC1, proteina 299 associada a cilios e flagelos, Glicerol-3-
fosfato desidrogenase (GPD2) e Oxoglutarato desidrogenase (OGDHL). No total,
foram 16 proteinas significativamente diferentes entre o grupo desafiado com S.

enterica e os controles.
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mexilhdes Perna perna ap6s desafio bacteriano - Escherichia coli (EC), Salmonella enterica (SE) e Vibrio parahaemolyticus (VP).

Tabela 3. Lista de proteinas significativamente diferentes dos controles ndo injetados (CN) e injetados (Cl), identificados no hepatopéancreas de

Intensidade da proteina (Log>)

uID” da

Termo “GO”

Papel funcional

proteina (Mytilus Nome da proteina COG do processo ) ]

CN Cl EC SE VP coruscus) biolégico discutido

2.38726 (a) 1.3484 (a) 2.10945 (a) 0 (a,b) -2.38726 (b) AOABJBEX32 RCL1 A GO:0042254 RI: RT
-2.62858 (a) -1.47506 (a) -1.37232 (a) 0 (a,b) 2.62858 (b) AOABJ7ZVU2 THOC1 Y  GO:0007165 RI: TP
-1.60211 (a) -2.93367 (a) -2.59738 (a) 0 (a,b) 2.93367 (b) AOABJIBAQ94 MDH2 (EC 1.1.1.37) C  GO0:0019752 PEM
-1.74661 (a) -2.12859 (a) -2.11956 (a) 0 (a,b) 2.12859 (b) AOABJBAVB3 HNF4a or NR2A1 K  GO0:0055088 RI: TP
-1.96165 (a) -2.9873 (a) -2.95419 (a) 0 (a,b) 2.9873 (b) AOABJBAVI6 ARMC3 u - RI: CE
-1.83666 (a) -1.99424 (a) -1.85217 (a) 0 (a,b) 1.99424 (b) AOA6J8BYTS PMPCB (EC 3.4.24.64) O  GO:0006627 RI: PP
-1.73032 (a) -2.61043 (a) -1.48601 (a) 0 (a,b) 2.61043 (b) AOABJBDLPY NUG1 ] G0:0042254 RI: RT
-2.20849 (a) -2.90543 (a) -3.19666 (a) 0 (a,b) 3.19666 (b) AOABJBEPO8 DNAH z - RI: CE
-1.79806 (a) -2.75469 (a) -2.22081 (a) 0 (a,b) 2.75469 (b) AOABJBETVO DNAH z - RI: CE
-2.57474 (a) -2.46286 (a) -2.64498 (a) 0 (a,b) 2.64498 (b) AOABJBEX85 Proteina nado caracterizada - - -
-1.53336 (a) -2.23568 (a) 0 (a,b) 2.23568 (b) 1.95547 (b) A0A6J8B1G4 B-Tubulin G0:0005200 RI: CE

F

-1.84442 (a) -1.87709 (a) 0 (a,b) 1.87709 (b) 1.33182 (b) AOABJ8C231 LRGUK G0:0016310 RI: RS
-2.08 (a) -2.38518 (a) 0 (a,b) 2.08434 (b) 2.38518 (b) AOA6J8DBD6 EFHC1 S G0:0000226 RI: CE
-2.11222 (a) -1.8169 (a) 0 (a,b) 2.11222 (b) 2.01685 (b) AOA6J8DKT3 RPL18A J G0:0006412 RI: RT
1.96583 (a) 1.81292 (a) 0 (a,b) -1.94087 (b) -1.96583 (b) AOABJIBDBY?2 SF3A1 A G0:0045292 RI: TP
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-1.85751 (a)
-1.67409 (a)
-1.99897 (a)
-1.63546 (a)
-2.17627 (a)

2.3344 (a)

-2.00612 (a)

-2.16034 (a)
1.83903 (a)

-2.0011 (a)
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4.2.3 Vibrio parahaemolyticus

Os mexilhdes desafiados com V. parahaemolyticus apresentaram o mesmo
perfil que os mexilhGes injetados com S. enterica para as seguintes proteinas:
proteina contendo o dominio de repeti¢do rico em leucina e o dominio guanilato
guinase (LRGUK), fator de “splicing” 3A subunidade 1 (SF3A1), proteina ribossomal
60S L18a (RPL18A), B-Tubulina e EFHCLI. Isto €, a proteina SF3A1 foi regulada
negativamente e todas as outras foram acumuladas em comparacdo com 0s
controles, assim como no grupo desafiado com S. enterica. Além disso, para
mexilhdes injetados com V. parahaemolyticus, as proteinas rombdide protease
(RHBDL1_2_3), RNA 3-fosfato ciclase tipo 1 (RCL1) e histona H2A foram reguladas
negativamente, enquanto as seguintes proteinas foram acumuladas: fator nuclear
de hepatdcito-4a (HNF4a ou NR2A1), fator de ligagao poli-U de 60 kDa (PUF60),
THOCL1, proteina de ligagdo a GTP nuclear (NUG1), proteina contendo dominio
transmembrana ABC tipo 1, dineinas motoras (DNAH), ARMC3, malato
desidrogenase (MDH2) e subunidade beta da peptidase de processamento
mitocondrial (PMPCB). Assim, no total foram 19 proteinas significativamente
diferentes entre o grupo de mexilhdes desafiados com V. parahaemolyticus e 0s

controles (contanto com uma proteina ndo caracterizada que néo foi citada acima).

4.2.4 RESPOSTA ESPECIFICA A Vibrio parahaemolyticus

Os mexilhdes desafiados com Vibrio parahaemolyticus (VP) apresentaram
343 proteinas significativamente diferentes de todas as outras condi¢cdes (CN -
controle nao injetado; CI - controle injetado; EC - Escherichia coli; SE - Salmonella
enterica), num total de 597 proteinas que foram significativamente diferentes em
pelo menos uma condicdo. Entre essas 343 proteinas, 327 foram reguladas
negativamente, enquanto apenas 16 foram acumuladas (Figura 6.a). Essas
proteinas alteradas em resposta especifica a Vibrio foram classificadas em
categorias funcionais com base no “Database of Clusters of Orthologous Genes —
COGs” e os COGs mais frequentes (%) dentre elas sdo mostrados na Figura 6.b,
como segue: T — Mecanismos de transducao de sinal (13%); O - Modificacdo pés-
traducional, “turnover” de proteinas e chaperonas (12%); S - Funcdo desconhecida
(10%); U - Trafego intracelular, secrecdo e transporte vesicular (9%); A -

processamento e modificacdo de RNA (6%); Z - Citoesqueleto (6%); K - Transcricdo
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(6%); J - Traducdo, estrutura e biogénese ribossémica (5%); e demais categorias
(33%). As 16 proteinas acumuladas ndo se encaixaram em nenhuma categoria
funcional COG. Portanto, as proteinas significativamente diferentes em resposta
especifica a Vibrio, de todas as categorias COG descritas acima, foram reguladas

negativamente.

400

T -13%
0-12%
S-10%
U-9%
A—-6%
Z-6%
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J—-5%
Outros — 33%

300

200
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Nimero de proteinas
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Reguladas
negativamente
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a) b)

Figura 6. a) Numero de proteinas reguladas negativamente (327) e acumuladas
(16) no mexilhdo Perna perna, dentre as 343 proteinas significativamente diferentes
entre Vibrio parahaemolyticus (VP) e todas as demais condi¢cdes (CN - controle nédo
injetado; CI - controle injetado; EC - Escherichia coli; e SE - Salmonella enterica).
b) Frequéncia (%) das categorias funcionais das proteinas alteradas ap6s o desafio
com VP, que sao significativamente diferentes de todas as outras condi¢des, com
base no “Database of Clusters of Orthologous Genes — COGSs”. T - Mecanismos de
transducao de sinal; O - Modificacdo poés-traducional, “turnover” de proteinas e
chaperonas; S - Funcdo desconhecida; U - Trafego intracelular, secrecdo e
transporte vesicular; A - processamento e modificagcdo de RNA; Z - Citoesqueleto;
K - Transcricdo. Como as 16 proteinas acumuladas ndo se encaixaram em
nenhuma categoria funcional COG, as proteinas significativamente diferentes em
resposta especifica a VP em todas as categorias funcionais mostradas no grafico,

foram reguladas negativamente.
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A Figura 7 compara a porcentagem (%) de proteinas, para cada um dos oito
COGs mais frequentes, entre proteinas significativamente diferentes (reguladas
negativamente) apenas para mexilhées desafiados por V. parahaemolyticus (VP) e
o total de proteinas encontradas no mexilhdo P. perna (todas as outras condi¢c6es).
Na resposta especifica a Vibrio, ou seja, proteinas significativamente diferentes de
todas as outras condi¢des, houve menor percentual de proteinas enquadradas nas
categorias citoesqueleto (Z) e funcdo desconhecida (S) em relagdo ao total de
proteinas encontradas (Figura 7). Por outro lado, a porcentagem de proteinas
incluidas nas categorias transcrigdo (K), processamento e modificacdo de RNA (A)
e modificacdo poés-traducional, “turnover’ de proteinas e chaperonas (O), foi
ligeiramente maior quando comparada ao total de proteinas encontradas em P.
perna (Figura 7). Embora as categorias funcionais tradugé&o, estrutura e biogénese
ribossébmica (J), mecanismos de transducdo de sinal (T) e tréfego intracelular,
secrecdo e transporte vesicular (U) estiveram entre os principais grupos de
proteinas significativamente diferentes em resposta especifica a Vibrio, a
porcentagem de proteinas enquadradas nessas categorias ndo se alterou

guantitativamente em relac&o ao total de proteinas encontradas (Figura 7).

Traducio, estrutura e biogénese ribossémica (J)
Transcricao (K)
Il Todos os grupos
Citoesqueleto (Z) VP
Processamento e modificagiio de RNA (A)
Trafego intracelular, secregiio e transporte vesicular (U)
Funcio desconhecida ( S)

Modificacao pés-traducional, “furnover” de proteinas e chaperonas (O)

Mecanismos de transducio de sinal (T)

T T 1
0 5 10 15

Porcentagem (%) de proteinas

Figura 7. Comparacao da porcentagem (%) de proteinas encontradas em todos 0s
grupos (proteinas totais identificadas no mexilhdo Perna perna) e proteinas

alteradas em resposta especifica a Vibrio parahaemolyticus (VP; significativamente
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diferentes de todos os outros grupos), de acordo com as oito categorias funcionais

(COG) mais frequentes.

5. DISCUSSAO

5.1 ENSAIO DE DESAFIO BACTERIANO “in vivo” PARA ANALISE
HEMOCITARIA

Os hemdcitos de Perna perna responderam diferencialmente de acordo com
as bactérias testadas (Escherichia coli - EC; Salmonella enterica - SE; e Vibrio
parahaemolitycus - VP). De forma geral, os mexilhGes desafiados com VP —
bactéria nativa do ambiente marinho - apresentaram resposta funcional e
morfologica mais acentuada em comparacao aos injetados com as outras bactérias
- introduzidas no ambiente marinho. Especificamente em relagdo aos parametros
densidade e fagocitose, foi observado o seguinte padrédo: VP e EC > SE e Cl > CN.
Isto é, os mexilhdes desafiados com VP e EC apresentaram densidade e fagocitose
dos hemdcitos significativamente mais elevada em comparacdo aos grupos
desafiado com SE e controle injetado (Cl), que por sua vez, superaram o controle
nao-injetado (CN).

A principal defesa contra patégenos é a fagocitose, que ocorre de forma
coordenada a resposta humoral (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN,
2020). Entretanto, o primeiro passo para desencadear qualquer resposta imune é
o reconhecimento do corpo estranho (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN,
2020). A partir dai, ocorre a sinalizacdo e consequente movimentacdo de
hemdcitos e de outros componentes humorais para o local em questao (CANESI et
al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). O reconhecimento ocorre a partir dos
chamados receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), familias
evolutivamente conservadas de moléculas que podem ser extracelulares, ligadas a
membrana ou citosélicas (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). Os
PRRs detectam substancias ou estruturas bacterianas especificas, também
conhecidas como PAMPs - Padrdes Moleculares Associados a Patdégenos
(CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). Apoés a ligacao dos PRRs aos
seus respectivos PAMPSs, sao iniciadas cascatas de reagdes de sinalizagcéo para
desencadear a resposta imune (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020).
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Com isso, a densidade de hemdcitos circulantes e a fagocitose aumentam
substancialmente, como resultado da movimentacdo dos hemdécitos até o local de
infeccdo (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020).

Para exercer suas fungdes citotdxicas, os hemadcitos necessitam de um
contato préximo com a célula-alvo (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN,
2020). A adeséo bacteriana a membrana do hemdcito pode ocorrer tanto a partir
de forcas fisicas - hidrofobicidade e interacGes de carga - quanto mediada por
moléculas (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). Estas podem ser
receptores celulares, que reconhecem adesinas correspondentes nas superficies
microbianas, ou podem ser opsoninas, que revestem 0 microrganismo
possibilitando a interacdo com receptores do hemadcito e promovendo a ligacao
(CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020).

Apos o reconhecimento do antigeno e sua adesdo a membrana do hemdcito,
ocorre a fagocitose (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). A partir de
uma invaginacdo na membrana do hemocito no local de adesdo do antigeno, a
bactéria € internalizada numa vesicula denominada fagossoma primario (CANESI
et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). A partir dai, granulos lisossdbmicos se
movem em direcdo ao fagossoma e fundem-se a sua membrana para formar o
fagossoma secundario. Aqui, as enzimas lisossémicas séo liberadas, iniciando a
digestdo e morte intracelular das bactérias (CANESI et al.,, 2002; SOUSA E
HINZMANN, 2020).

Todas as etapas de defesa supracitadas dependem das interacdes entre
moléculas da superficie bacteriana e componentes da hemolinfa e dos hemdécitos
(CANESI et al.,, 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). Sendo assim, as
especificidades nas interagcbes bactéria-hospedeiro e a consequente
suscetibilidade bacteriana variam de acordo com a cepa e com a espécie do bivalve
(CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). Essas intera¢cdes moleculares
determinam a eficiéncia de reconhecimento das estruturas bacterianas, a aptidao
dos hemdcitos em se ligar e englobar a célula bacteriana, a sensibilidade bacteriana
a destruicdo intracelular no fagolisossoma e a possibilidade de
evasao/estabelecimento da bactéria nas diferentes etapas da reacdo imune
(CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020).

ALLAM et al. (2006) testaram o efeito da bactéria Vibrio tapetis, agente

etiolégico da “brown ring disease - BRD” em quatro espécies de bivalves com
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diferentes susceptibilidades a doenca: Ruditapes philippinarum (altamente
susceptivel), R. decussatus (levemente suscetivel), Mercenaria mercenaria and
Crassostrea virginica (ndo susceticeis). Foi observado que o desafio com V. tapetis
elevou significativamente a contagem total de hemodcitos (THC) em apenas 2
espécies, incluindo R. philippinarum (ALLAM et al., 2006). Nesta mesma espécie
de bivalve, a porcentagem de hemdécitos mortos (PHM), proteinas totais e atividade
da lisozima também se elevaram significativamente ap6s 3 dias da inje¢cdo com a
bactéria (ALLAM et al., 2006).

Por outro lado, apGs o desafio com outra espécie de Vibrio (V. anguillarum) e
com uma cepa nao-Vibrionaceae, R. philippinarum apresentou apenas elevacéo da
contagem total de hemdécitos (THC) e nenhuma resposta, respectivamente (ALLAM
et al., 2006). Sabe-se que V. tapetis possui fatores citotoxicos termossensiveis que
podem ser letais para os hemdécitos de R. philippinarum e afetam em menor grau
os de M. mercenaria e C. virginica (ALLAM et al., 2006). Portanto, a elevacéo de
varios parametros imunologicos em R. philippinarum especificamente em resposta
a V. tapetis, sobretudo THC e PHM, confirma a toxicidade da bactéria aos
hemdcitos do bivalve. Em contrapartida, a manutencdo dos parametros
hemocitarios das outras espécies de bivalve desafiadas com V. tapetis demonstram
“facilidade” em lidar com a bactéria (ALLAM et al., 2006). Assim, fica claro como
interacdes moleculares especificas entre cepa e bivalve conduzem a eliminagéo ou
infeccdo pelo patdgeno.

Da mesma forma, BALBI et al. (2013) investigaram os efeitos de Vibrio
espléndido LGP32 (V.s.) e Vibrio aestuarianus 01/032 (V.a.) sobre os hemacitos do
mexilhdo Mytilus galloprovincialis. Ambas as cepas sao patogénicas para bivalves
e foram isoladas de surtos de mortalidade de ostras (BALBI et al., 2013). In vitro,
tanto V.a. quanto V.s. foram rapidamente internalizadas pelos hemdcitos e
induziram uma liberacdo de lisozima (BALBI et al., 2013). Entretanto, apenas V.s.
se mostrou altamente citotdxica e com potencial infeccioso. A cepa induziu uma
diminuicdo dramatica na estabilidade da membrana lisossomal (LMS) e levou a
danos celulares e lisossémicos nos hemacitos, sendo capaz de sobreviver dentro
deles (BALBI et al., 2013). No teste in vivo, V.a. foi eficientemente eliminado da
hemolinfa, enquanto V.s. mostrou um crescimento significativo. Este crescimento
foi maximo 24h pos-injecdo, correspondendo ao registro dos valores mais baixos
de LMS nos hemacitos (BALBI et al., 2013).
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De fato, algumas bactérias produzem substancias altamente téxicas para os
hemacitos ou que inativam determinadas frentes de defesa (por exemplo, enzimas,
espécies reativas de oxigénio, dentre outros) (CANESI et al.,, 2002; SOUSA E
HINZMANN, 2020). Outras bactérias, por sua vez, conseguem sobreviver por mais
tempo no interior dos hemacitos. Tal competéncia pode ser resultado de uma
resisténcia a atividade hidrolitica dos lisossomos dos hemdécitos pelos mecanismos
supracitados ou por caracteristicas morfolégicas da bactéria (CANESI et al., 2002;
SOUSA E HINZMANN, 2020). Os componentes da superficie bacteriana (por
exemplo, cépsula) podem comprometer o reconhecimento, opsonizagdo ou
proteger a bactéria contra atividades hidroliticas dos lisossomos dos hemdcitos
(CANESI et al., 2001; CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020).

Qualquer combinacéo dos fatores acima pode influenciar a suscetibilidade de
uma bactéria aos hemdécitos. CANESI et al. (2001) avaliaram o papel das fimbrias
tipo 1 nas interacdes entre E. coli e os hemaocitos de Mytilus galloprovincialis Lam.
Para isso, utilizaram uma cepa fimbriada (MG155) e uma cepa mutante néo
fimbriada (AAECO072). A cepa fimbriada apresentou maior adesédo e associagdo
com os hemacitos do que a nado fimbriada (CANESI et al., 2001). MG155 também
foi 1,5 - 1,7 vezes mais sensivel a morte pelos hemécitos do que AAEC072
(CANESI et al., 2001). Em experimentos in vivo, as células MG155 foram
eliminadas da hemolinfa circulante mais rapidamente do que as células AAEC072
(CANESI et al., 2001). Presumivelmente, tais diferencas foram devido as
caracteristicas morfolégicas das cepas, onde a presenca da fimbria confere
propriedades adesivas e favorece o contato com os hemdcitos (CANESI et al.,
2001). Esses resultados confirmam a influéncia das propriedades de superficie na
persisténcia e sobrevivéncia bacteriana no organismo do hospedeiro (CANESI et
al., 2001; CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020).

No presente estudo, VP e EC provocaram uma resposta imune celular mais
acentuada em P. perna, quando comparadas a SE. O género Vibrio € abundante
no ecossistema marinho e compreende varias espécies patogénicas para 0s
bivalves (GOSLING, 2015). Desta forma, para prosperar nesse ambiente, os
bivalves ao longo de sua histéria evolutiva provavelmente foram reunindo inimeros
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) para identificar padroes
moleculares conservados associados a patégenos (PAMPS) pertencentes ao

género (GOSLING, 2015; LIU et al., 2019). Uma vez que, qualquer resposta imune
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depende de um reconhecimento eficaz, VP aparentemente foi facilmente
reconhecida e desencadeou uma resposta celular rapida e aguda. Isso fica evidente
principalmente levando em consideragdo a densidade, fagocitose e tamanho
relativo dos hemacitos.

Em P. perna, a elevacédo dos parametros hemocitarios frente ao desafio com
VP também pode indicar certa dificuldade dos hemadcitos em lidar com a bactéria.
De fato, além de desencadear essa reposta hemocitéria apés 4 h da injegéo, VP
também provocou uma alta resposta supressora apos 24h. No experimento ja
publicado e discutido no tépico 5.2 dessa tese (SILVA DOS SANTOS et al., 2023),
foram avaliadas as respostas protedbmicas de P. perna desafiado com essas
mesmas bactérias (E. coli - EC, S. enterica - SE e V. parahaemolyticus - VP). Apés
24h do desafio bacteriano, os mexilhdes apresentaram 343 proteinas alteradas
especificamente em resposta a VP, dentre as quais 326 proteinas foram reguladas
negativamente (topico 5.2; SILVA DOS SANTOS et al., 2023). Uma vez que essas
proteinas foram direta ou indiretamente relacionadas a defesa, provavelmente VP
€ virulenta para o mexilhdo P. perna e suprime proteinas-chave relacionadas a
resposta imune (topico 5.2; SILVA DOS SANTOS et al., 2023). Em contrapartida,
as respostas a EC e a SE foram substancialmente inferiores. Isto é, neste dois
grupos-desafio foram encontradas 2 e 16 proteinas alteradas em comparacao aos
controles (CN e CI), respectivamente (topico 5.2; SILVA DOS SANTOS et al.,
2023).

Apesar de nao ser nativa do ambiente marinho, E. coli também é uma bactéria
reconhecida pelo mexilhdo. A bactéria € liberada em grande quantidade junto aos
efluentes urbanos, que chegam a costa muitas vezes sem tratamento. SILVA DOS
SANTOS et al. (2018) mostrou que, mesmo na Praia Vermelha - PV, considerada
area de referéncia em funcédo do baixissimo nivel de contaminacéo e local de coleta
neste estudo (tépico 3.2), foram encontrados coliformes na hemolinfa de P. perna
(SILVA DOS SANTOS et al., 2018). Alem disso, foi observada uma tendéncia de
estimulagéo do sistema imunoldgico do mexilhdo em fungcdo do aumento da carga
de bactérias fecais nha hemolinfa, que por sua vez, reflete a contaminacao da agua.
Tal estimulacdo imunolégica ocorreu principalmente em relacdo aos parametros
densidade de hemdacitos circulantes e atividade fagocitaria (SILVA DOS SANTOS
et al., 2018).
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Vérios estudos ja mostraram que os bivalves apresentem uma espécie de
“‘memoria imunoldgica”, denominada de “imunopriming”. Isto é, observa-se uma
resposta diferente, geralmente mais acentuada, numa exposi¢cdo secundéaria a
cepas bacterianas semelhantes (CIACCI et al., 2009; SOUSA E HINZMANN, 2020).
Assim, ocorre uma acao mais rapida e eficaz como consequéncia da estimulacao
anterior, onde certas funcdes permanecem intensificadas por um determinado
periodo de tempo (CIACCI et al., 2009; SOUSA E HINZMANN, 2020). Com isso,
por outro lado, o “priming” imunolégico pode ndo ser necessariamente especifico,
uma vez que respostas mais genéricas podem ficar reguladas positivamente por
algum tempo, agindo sobre qualquer antigeno (CIACCI et al.,, 2009; SOUSA E
HINZMANN, 2020).

Levando em consideracdo o “primming” imunolégico, supde-se que as cepas
EC e VP séao facilmente reconhecidas no organismo de P. perna, permitindo uma
resposta imune mais rapida e aguda. Como ja mencionado, a primeira resposta se
da a partir dos hemdcitos, o que corrobora com a elevacao significativa da
densidade de hemdcitos circulantes e da fagocitose apés 4h do desafio com essas
duas cepas. Entretanto, VP parece ser nocivo para P. perna e persistir no
organismo do bivalve, uma vez que foi observado um grande numero de proteinas
reguladas negativamente ainda apdés 24h da injecdo (tépico 5.2; SILVA DOS
SANTOS et al., 2023). Por outro lado, EC parece ser eliminada ja na resposta imune
celular inicial, uma vez que foram observadas pouquissimas bactérias viaveis na
hemolinfa do mexilhdo ap6s as 4 h do desafio bacteriano (Tabela 2; Figura 4) e
apenas duas proteinas alteradas apos 24h (tépico 5.2; SILVA DOS SANTOS et al.,
2023).

De forma geral, SE provocou uma resposta significativamente menor em P.
perna, quando comparada as cepas VP e EC. Salmonella spp. ocorrem em uma
densidade muito menor nos efluentes em comparacéo a E. coli (MADIGAN et al.,
2010). Assim, mesmo em locais contaminados, essa bactéria é encontrada em
densidades baixissimas. Diante do exposto, dificilmente os mexilhdes coletados na
PV foram expostos a S. enterica anteriormente ao estudo. Além disso, SE é uma
bactéria parasita intracelular facultativa (JANTSCH et al., 2011; KEHL et al., 2020).
Essa caracteristica pode consistir em um mecanismo de evasao da bactéria,
impedindo seu reconhecimento e consequente reacao imune (JANTSCH et al.,

2011; KEHL et al., 2020). Esses fatores podem explicar a baixa resposta imune e
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a sobrevivéncia da bactéria na hemolinfa do mexilhdo por mais tempo que EC. Isto
€, a abundancia de cepas viaveis de SE remanescentes na hemolinfa do mexilhdo
P. perna apds 4 h do desafio bacteriano foi bem maior que de EC. No entanto,
assim como EC, a cepa parece nao ser virulenta para o mexilhdo, visto que apés
24h do desafio bacteriano a resposta protedmica a SE foi igualmente baixa — 16
proteinas alteradas (topico 5.2; SILVA DOS SANTOS et al., 2023).

A producado de ROS dos hemdcitos dos mexilhdes do grupo controle injetado
(CI) foi maior que todos os outros grupos - controle néo-injetado e injetados com
bactérias. As bactérias podem evitar a morte via hemacitos, impedindo a exploséo
oxidativa associada a fagocitose (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN,
2020). Entretanto, como jA mencionado, a capacidade de gerar intermediarios
reativos de oxigénio em resposta a estimulos apropriados varia consideravelmente
dependendo das interagdes bivalve-parasita (CANESI et al., 2002; SOUSA E
HINZMANN, 2020). Diante disso, um dos mecanismos de evasdo bacteriana para
evitar ou reduzir os danos das ROS, € lancar mado de moléculas antioxidantes
(CANESI et al.,, 2002; SOUSA E HINZMANN, 2020). Alguns exemplos dessas
moléculas sao as enzimas superoxido dismutase (SODSs), catalase, peroxidases,
glutationa transferases, dentre outras (CANESI et al., 2002; SOUSA E HINZMANN,
2020).

BRAMBLE E ANDERSON (1998) observaram que a atividade antioxidante da
enzima catalase produzida pela bactéria V. anguillarum suprimiu a geragdo de ROS
pelos hemodcitos de Crassostrea virginica. Por outro lado, algumas cepas
bacterianas podem adotar estratégias opostas. LABREUCHE et al., (2006a)
mostrou que V. aestuarianus estimula a producdo de ROS e regulacdo negativa da
expressao de superoxido dismutase de Crassostrea gigas. Como resultado, houve
intenso estresse oxidativo e consequentes danos celulares e teciduais no
hospedeiro. As trés bactérias aqui testadas (EC, SE e VP) sdo catalase positivas e
parecem adotar a primeira estratégia como mecanismo evasivo. Assim, no controle
injetado, o estresse da prépria injecdo elevou a producdo de ROS. Ja nos
mexilhdes desafiados com as bactérias a producdo de ROS foi suprimida,

provavelmente pela producao de catalase.
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5.2 ENSAIO DE DESAFIO BACTERIANO “in vivo” PARA
ANALISE PROTEOMICA

5.2.1 Escherichia coli

Nos mexilhdes desafiados com E. coli, apenas duas proteinas foram
reguladas negativamente em relagdo aos controles, a saber: uma proteina
contendo o dominio “von Willebrand Factor A” (VWA) e uma proteina contendo o
dominio FERM (“four-point-one, ezrin, radixin, moesin”). De acordo com
WHITTAKER E HYNES (2002), as proteinas mais antigas contendo o dominio VWA
estabeleceram-se no ambiente intracelular de todos o0s eucariotos e participam da
transcricéo, reparo do DNA, proteassoma e transporte ribossémico e de membrana.
Provavelmente, os dominios VWA medeiam interacdes proteina-proteina de
complexos multiproteicos envolvidos nessas fun¢des. Posteriormente na evolugéo,
os dominios VWA surgiram em proteinas extracelulares de metazoarios. Dentre
estas, as mais representativas na matriz extracelular sdo as subunidades 3 das
integrinas, principais receptores da superficie celular e também envolvidos na
adeséao celular (WHITTAKER E HYNES, 2002). Por fim, nematoides e cordados
diversificaram separadamente as proteinas contendo o dominio VWA da matriz
extracelular. Estas atualmente compdem a maioria das proteinas conhecidas que
contém esse dominio (WHITTAKER E HYNES, 2002).

Em geral, os dominios VWA estéo envolvidos em interacdes proteina-proteina,
frequentemente usando cations divalentes como Ca*? (BOWDEN et al., 2020;
WHITTAKER E HYNES, 2002). Alguns estudos em moluscos mostraram o
importante papel do dominio VWA na defesa e na imunidade. SMITH et al., (2017)
encontraram proteinas do tipo matrilina, ricas no dominio VWA, no muco do
gastropode Arion subfuscus. Essas proteinas em conjunto com dominios lectina e
Clqg parecem ter um papel defensivo no muco da lesma, uma das primeiras
barreiras contra patdgenos. BOWDEN et al. (2020) observaram regulacdo pos-
traducional de vias relevantes para imunidade e metabolismo, via desiminacao
(desiminacéo ou citrulinacdo é uma modificacdo pos-traducional, que corresponde
a conversdo do aminoacido arginina no aminoacido citrulina) de varias proteinas
encontradas na hemolinfa da ostra Crassostrea virginica, incluindo uma proteina

contendo dominio vVWA.
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A segunda proteina regulada negativamente em mexilhées P. perna injetados
com E. coli, em comparacdo com os controles, foi uma proteina contendo o dominio
FERM. Uma proteina com este dominio também foi encontrada na analise do
transcriptoma do gastropode marinho Concholepas concholepas (CARDENAS et
al., 2011). A superfamilia de proteinas que possuem o dominio FERM é ubiqua e
realiza a ligacdo entre a membrana plasmatica e o citoesqueleto de actina, por
vezes mediando a ativacao de seus ligantes (FRAME et al., 2010; TANENTZAPF
E BROWN, 2006; TEPASS, 2009). O dominio FERM pode interagir com lipidios de
membrana e varios ligantes de proteinas, incluindo canais idnicos transmembrana,
moléculas de adesdo (por exemplo, integrinas) e proteinas citoplasmaticas.
Portanto, essas proteinas atuam na estrutura, transporte e transducao de sinal das
células (FRAME et al., 2010; TANENTZAPF E BROWN, 2006; TEPASS, 2009).

A Figura 8 resume graficamente o papel imune-relacionado dessas duas
proteinas reguladas negativamente apdés o desafio com E. coli, em uma célula
hepatopancreatica ciliada de mexilhdo P. perna. A proteina contendo o dominio
“von Willebrand Factor A” (vWA) parece se comportar como um efetor humoral em
moluscos, principalmente na matriz extracelular. A proteina contendo o dominio
FERM (FERM), por sua vez, provavelmente esta localizada proxima a membrana
plasmética e envolvida na transducéo de sinal, atuando, portanto, nas fases iniciais

para desencadear alguma resposta imune apos o reconhecimento do patégeno.
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Figura 8. Papel imune-relacionado das proteinas alteradas em uma célula ciliada
do hepatopancreas do mexilhdo Perna perna, 24h apoés a inje¢cdo com Escherichia
coli. As etapas primordiais para iniciar uma reagdo imune contra patégenos, de
acordo com o compartimento celular, sdo apresentadas como: reconhecimento e
sinalizacdo (periferia celular); transducédo de sinal (citoplasma); e transcricdo e
processamento de mRNA (nucleo). Em mexilhdes desafiados com E. coli, uma
proteina contendo o dominio von Willebrand Fator A (VNWA) e uma proteina
contendo o dominio FERM (FERM) foram reguladas negativamente. A proteina
FERM provavelmente esta localizada préximo a membrana plasmatica e participa
da transducao de sinal, enquanto VWA parece atuar como um efetor humoral em

moluscos, principalmente na matriz extracelular.

5.2.2 Salmonella enterica

Os mexilhdes desafiados com S. enterica apresentaram 16 proteinas
diferentes significativamente - acumuladas ou reguladas negativamente - em
comparacao aos controles. A proteina LRGUK apresenta dois dominios essenciais
para a resposta imune humoral em bivalves — os dominios de repeticdo rica em
leucina (LRR) e guanilato quinase (GK). O primeiro caracteriza um receptor “toll-

like” (TLR), ou seja, um receptor de reconhecimento padrédo ligado a membrana
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(PRR) (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020). Esses receptores
sao cruciais para detectar inumeras classes de padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs) em superficies microbianas (por exemplo: LPS, componentes
da parede celular bacteriana, flagelina, dentre outros) e, portanto, desencadear a
resposta imune (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E HINZMANN, 2020). De
acordo com GERDOL E VENIER (2015), os TLRs consistem em uma estrutura
evolutivamente conservada, a saber: um dominio intracelular receptor toll-
interleucina-1; uma regido transmembrana; e uma regido extracelular variavel com
um dominio LRR. No caso da LRGUK acumulada no hepatopéancreas de P. perna,
o dominio intracelular parece ser uma guanilato quinase (GK).

As guanilato quinases associadas a membrana (“Membrane-associated
guanylate kinases” - MAGUKs) sdo uma familia de proteinas conservadas
envolvidas com o desenvolvimento de tecidos, comunicacao célula-célula, adeséo
celular e transducédo de sinal (OLSEN E BREDT, 2003; ZHU et al., 2012, 2021).
Originalmente, as GKs contém um sitio de ligacdo GMP, que catalisa a conversao
GMP para GDP. No entanto, varios estudos mostraram que as MAGUKS evoluiram,
agindo atualmente na interacdo proteina-proteina (OLSEN E BREDT, 2003; ZHU
etal., 2012, 2021). Deste modo, a proteina LRGUK encontrada neste estudo parece
conter um dominio LRR para reconhecimento de patdégenos e um dominio GK que
realiza transducao de sinal (por exemplo, interagindo com proteinas associadas a
microtibulos; REESE et al., 2007). Da mesma forma, HUANG et al. (2018)
encontraram um novo LRR transmembrana (proteina contendo os dominios de
repeticdo rica em leucina e fibronectina tipo Ill) na ostra do Pacifico Crassostrea
gigas. Observou-se que a proteina atua como um receptor de reconhecimento
padrdo para Vibrio spp. e promove a fagocitose pelos hemdécitos. Além disso, foi
encontrado amplamente expresso em varios tecidos, como branquias, musculos
adutores, glandulas digestivas e hemaocitos (HUANG et al., 2018).

A proteina quinase ativada por estresse JNK participa da cascata da proteina
guinase ativada por mitogénio (“Mitogen-activated protein kinase” - MAPK)
(HATANAKA et al., 2009; IRAZOQUI et al., 2010; SUN et al., 2016). A cascata
MAPK é uma via de sinalizagcdo associada a imunidade inata, conservada
evolutivamente de invertebrados a mamiferos (HATANAKA et al., 2009; IRAZOQUI
etal., 2010; SUN et al., 2016). Excluindo variacdes, em invertebrados a via consiste

em trés categorias de proteinas quinases que séo fosforiladas sequencialmente e,
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assim, ativam as seguintes (HATANAKA et al., 2009). Em Drosophila e mamiferos,
as proteinas quinases JNK ou p38 fosforilam fatores de transcricdo no final da
cascata, regulando a atividade transcricional de genes de resposta do hospedeiro
(HATANAKA et al., 2009). Na vieira Patinopecten yessoensis, apenas a quinase
JNK participa da resposta imune contra bactérias Gram-negativas e -positivas (SUN
et al., 2016). Dessa forma, ap0s o reconhecimento do patégeno pelos TLRs, a
cascata € desencadeada e resulta na transcricdo de genes de resposta do
hospedeiro, que codificam proteinas relacionadas a resposta imune inata (por
exemplo, peptideos antimicrobianos) (HATANAKA et al., 2009; IRAZOQUI et al.,
2010; SUN et al., 2016).

Apoés o reconhecimento e sinalizacdo, ocorre a transcricdo dos genes de
resposta e o processamento do mRNA no nucleo. O complexo do fator de “splicing”
da proteina 3A (SF3A) realiza o “splicing” do mRNA via spliceossomo e é composto
por trés proteinas, a saber: SF3A1, SF3A2 e SF3A3 (DE ARRAS E ALPER, 2013).
Assim, diferentes mMRNAs sdo construidos a partir do “splicing” do pré-mRNA,
dependendo das demandas celulares. No entanto, todas as trés subunidades de
SF3A (SF3A1, SF3A2 e SF3A3) sdo necessarias para o “splicing” (DE ARRAS E
ALPER, 2013). Neste estudo, a subunidade SF3A1 foi regulada negativamente
apos a injecao de S. enterica, sugerindo uma diminuicdo do “splicing” através do
SF3A para construir um mRNA alternativo. De fato, DE ARRAS E ALPER (2013)
observaram que o complexo SF3A agiu como um regulador da resposta imune inata
em macréfagos de camundongos. Assim, se o “splicing” por SF3A ocorrer ou néo,
dois mMRNAs alternativos sao criados e conduzem a respostas imune opostas (DE
ARRAS E ALPER, 2013). O mRNA processado segue para traducdo por
ribossomos no citoplasma. Neste estudo, a proteina ribossémica 60S L18a
(RPL18A) foi acumulada em resposta ao desafio com S. enterica. RPL18A € um
constituinte estrutural dos ribossomos e sua regulagéo positiva sugere um aumento
na traducao de proteinas (AOYAMA et al., 1989).

O ativador de proteassoma PA28y (PA28y ou PSME3) também foi regulado
positivamente em P. perna em resposta ao desafio com S. enterica. Os
proteassomas sdo complexos de proteases em forma de barril que realizam a
maioria dos processos proteoliticos em células eucaridticas (FORT et al., 2015;
RECHSTEINER E HILL, 2005). Portanto, os proteassomas estdo envolvidos em

inameras funcdes celulares basicas, como controle de qualidade de proteinas e
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regulacédo celular (FORT et al., 2015; RECHSTEINER E HILL, 2005). No entanto, a
ligacdo de ativadores de proteassoma (PAs) é necesséaria para tornar o0s
proteassomas enzimaticamente ativos. O ativador de proteassoma PA28 apresenta
trés homodlogos, a saber: PA28a, PA283 e PA28y (FORT et al., 2015;
RECHSTEINER E HILL, 2005). Os dois primeiros sao restritos a vertebrados
mandibulados e estdo relacionados a importantes funcdes imunoldgicas. Por outro
lado, o PA28y é encontrado a partir dos primeiros invertebrados e provavelmente
esta envolvido na transcricdo ou apoptose, uma vez que ocorre no nucleo (FORT
et al., 2015; RECHSTEINER E HILL, 2005).

Outra proteina regulada positivamente em mexilhdes P. perna foi a MTFP1,
gue atua como um receptor para mediar a fissdo mitocondrial em leveduras e
células de mamiferos (SHERIDAN E MARTIN, 2010; VAN DER BLIEK et al., 2013).
Em células saudéaveis, as mitocondrias se fundem/dividem continuamente e se
movem através do citoesqueleto em resposta a processos celulares e para manter
0 equilibrio da rede mitocondrial (SHERIDAN E MARTIN, 2010; VAN DER BLIEK
et al., 2013). No entanto, de acordo com VAN DER BLIEK et al. (2013), a fusao
diminui e/ou a fissdo aumenta sob estresse celular. Além disso, a fissdo aumenta
consideravelmente durante a apoptose (SHERIDAN E MARTIN, 2010; VAN DER
BLIEK et al., 2013). Portanto, a proteina MPFP1 regulada positivamente no
hepatopancreas de P. perna sugere fissdo mitocondrial aumentada e,
possivelmente, apoptose. De fato, S. enterica € um patdgeno intracelular facultativo
que pode sobreviver e proliferar no ambiente intracelular (JANTSCH et al., 2011;
KEHL et al., 2020). A apoptose pode fazer parte da defesa das células do mexilhdo
contra S. enterica, para remover células danificadas e infectadas.

Varias proteinas relacionadas a estrutura do citoesqueleto e a motilidade
celular responderam significativamente a injecdo de Salmonella. ACTB_G1 foi
regulado negativamente, enquanto B-tubulina, dineinas axonemais (DNAH3 e
DNAH9), EFHC1 e proteina 299 associada a cilios e flagelos foram regulados
positivamente no hepatopancreas de P. perna, em compara¢édo com 0s controles.
Os monémeros de actina (ACTB_G1) polimerizam em filamentos de actina que, por
sua vez, se dispdem em feixes ou redes na borda da célula (FLETCHER E
MULLINS, 2010; RAMAEKERS E BOSMAN, 2004). Os filamentos de actina
geralmente estdo associados as proteinas da membrana celular e séo

continuamente polimerizados e despolimerizados em resposta a sinalizacéo local
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(FLETCHER E MULLINS, 2010; RAMAEKERS E BOSMAN, 2004). Como
resultado, a actina é responsavel pelo movimento e forma das células (por exemplo,
pseuddpodes e fagocitose), além da comunicacdo célula-célula (FLETCHER E
MULLINS, 2010; RAMAEKERS E BOSMAN, 2004). Os heterodimeros de - e a-
tubulina compdem microtubulos que lidam com a ancoragem e o transporte de
vesiculas e organelas (FLETCHER E MULLINS, 2010; RAMAEKERS E BOSMAN,
2004).

Os microtubulos, juntamente com as dineinas axonemais, também constituem
cilios e flagelos (MIRVIS et al., 2018; SMITH et al., 2020). As dineinas sdo motores
associados aos microtubulos que hidrolisam o ATP para mediar o movimento dos
cilios e flagelos (MIRVIS et al., 2018; SMITH et al., 2020). EFHC1 é uma proteina
associada a microtubulos em humanos, conservada em células que possuem cilios
e/ou flagelos. A proteina contém um motivo “EF-hand” no terminal-C que se liga ao
Ca*? (IKEDA et al., 2005; MURAI et al., 2008; ROSSETTO et al., 2011). Proteinas
associadas a cilios e flagelos atuam na montagem de complexos proteicos, como
o axonema (FENG et al., 2022). De fato, os tubulos hepatopancreaticos dos
bivalves compreendem dois tipos de células, a saber: células digestivas acidoéfilas
de formato cilindrico e células basofilas de formato piramidal (TUNALI E ERKAN,
2008; YANG et al.,, 2021). Na maioria das espécies de bivalves, as células
basofilicas possuem cilios em suas superficies apicais e sdo especializadas na
secrecdo de proteinas (TUNALI E ERKAN, 2008; YANG et al., 2021). De acordo
com MIRVIS et al. (2018) e SMITH et al., (2020), a actina pode promover o
desarranjo dos cilios. Portanto, o padréo proteico acima onde a actina foi regulada
negativamente e todas as outras proteinas ciliares acumuladas sugere um aumento
da atividade dos cilios, provavelmente relacionado ao papel secretor dessas
células.

As enzimas GALK2, GPD2 e OGDHL atuam na producdo de energia e no
metabolismo (NELSON E COX, 2017). GALK2 converte D-galactose em a-D-
galactose-1-fosfato, a primeira reacdo para formar glicose-6-fosfato a partir da
galactose (NELSON E COX, 2017). Posteriormente, a glicose-6-fosfato pode
prosseguir para as vias de glicolise ou glicogénese (NELSON E COX, 2017). GPD2
catalisa a oxidacdo do glicerol-3-fosfato em dihidroxiacetona fosfato, um
intermediario na via glicolitica (NELSON E COX, 2017). Vale ressaltar que o glicerol

€ um constituinte lipidico, convertido em glicerol-3-fosfato pela enzima glicerol
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guinase, para ser metabolizado na glicolise (NELSON E COX, 2017). Além disso,
0 GPD2 participa indiretamente da cadeia respiratéria (NELSON E COX, 2017). Por
fim, OGDHL converte 2-oxoglutarato em S-succinil dihidrolipoamida no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) (NELSON E COX, 2017). A enzima é determinante no
fluxo metabdlico do ciclo do TCA, uma vez que o 2-oxoglutarato € um intermedidrio
chave no metabolismo de carbono nesse ciclo e também atua como o principal
esqueleto de carbono para reagcbes de assimilacdo de nitrogénio (HUERGO E
DIXON, 2015; NELSON E KOX, 2017). Portanto, a enzima flutua dependendo da
disponibilidade de carbono e nitrogénio e da demanda de energia (HUERGO E
DIXON, 2015; NELSON E COX, 2017).

O cenario supracitado sugere alto consumo de energia e regulacdo do
metabolismo como resultado do desafio de S. enterica. De fato, as respostas
imune-celulares e -moleculares demandam um alto custo energético (BROKORDT
et al., 2019). De acordo com SOKOLOVA et al. (2012), o balanco energético &
crucial para os invertebrados aquaticos lidarem com o estresse. Durante estresse
moderado, a demanda de energia para cobrir protecdo e reparacdo de danos
aumenta (SOKOLOVA et al., 2012). GALK2 regulado negativamente e GPD2
regulado positivamente no hepatopancreas de P. perna sugerem uma mudanca do
metabolismo de carboidratos para o lipidico, juntamente com OGDHL regulado
positivamente para manter o fluxo elevado no ciclo do TCA e consequente
producéo de energia. Da mesma forma, um declinio significativo nas reservas de
glicogénio foi observado no hepatopancreas da vieira Chlamys farreri, 3 h ap6s o
desafio com Vibrio anguillarum (WANG et al., 2012). Esses resultados mostram a
preferéncia dos bivalves em utilizar as reservas de carboidratos como fonte de
energia rapida para a resposta imune. Em circunstancias normais e estresse
moderado, o metabolismo aerdbico é suficiente para cobrir a demanda de energia
e é alimentado principalmente por carboidratos e lipidios (SOKOLOVA et al., 2012).
As proteinas sdo metabolizadas apenas durante a deficiéncia energética extrema
(SOKOLOVA et al., 2012).

Uma visdo geral das proteinas alteradas - reguladas negativamente ou
positivamente - no hepatopancreas do mexilhdo P. perna em resposta a injecao de
S. enterica é mostrada na Figura 9. Primeiramente, a proteina contendo o0s
dominios de repeti¢céo rico em leucina (LRR) e guanilato quinase (GK) (LRGUK)

atua no reconhecimento de patdgenos - através do dominio LRR que caracteriza
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um receptor “toll-like” (TLR) ligado a membrana - e na transducédo de sinal — pelo
dominio GK. Conforme discutido anteriormente (mexilhdes injetados com E. coli), a
proteina contendo o dominio FERM (FERM) possivelmente participa da transducéo
de sinal préximo a membrana plasmatica. No final da cascata da proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK), a proteina quinase ativada por estresse JNK (JNK)
fosforila fatores de transcricdo que, por sua vez, regulam a transcricdo de genes de
resposta. O ativador de proteassoma PA28y (PA28y) localizado no nucleo esta
presumivelmente envolvido na transcricdo ou apoptose. ApOs a transcricdo, a
proteina fator de “splicing” 3A subunidade 1 (SF3A1) participa do processamento
do mRNA, que é traduzido no citoplasma por ribossomos constituidos pela proteina
ribossomal 60S L18a (RPL18A). A proteina 1 do processo de fissdo mitocondrial
(MTFP1) medeia a fissédo mitocondrial, processo que aumenta sob estresse celular
e durante a apoptose. As proteinas actina beta/gama 1 (ACTB_G1), tubulina de
cadeia beta (B-tubulina), dineinas axonemais (DNAH3 e DNAH9), EFHC1 e
proteina 299 associada a cilios e flagelos (CF-299) constituem o citoesqueleto e a
estrutura dos cilios, que provavelmente estdo relacionados com a funcdo de
secrecdo de proteinas das células basofilicas ciliadas do hepatopancreas. Por fim,
as enzimas GALK2, GPD2 e OGDHL (ndo mostradas na Figura 9) atuam na
producdo de energia e metabolismo, sugerindo um alto consumo de energia e

regulacédo do metabolismo para lidar com o desafio de S. enterica.
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Figura 9. Papel imune-relacionado das proteinas alteradas — acumuladas ou
reguladas negativamente - em uma célula ciliada do hepatopancreas do mexilhao
Perna perna, 24 h apos a injecdo com Salmonella enterica. As etapas primordiais
para o0 inicio de uma reacdo imune contra patégenos, de acordo com o0
compartimento celular, sdo apresentadas como: reconhecimento e sinalizacdo
(periferia celular); transducéo de sinal (citoplasma); e transcricdo e processamento
de mRNA (nucleo). Primeiramente, o dominio de repeticéo rico em leucina (LRR) e
o0 dominio guanilato quinase (GK) da proteina LRGUK atuam, respectivamente, no
reconhecimento de patégenos e na transducédo de sinal. Como nos mexilhdes
injetados com E. coli, a proteina contendo o dominio FERM (FERM) provavelmente
também esta envolvida na transducédo de sinal préximo a membrana plasmatica.
Posteriormente, a proteina quinase ativada por estresse JNK (JNK) participa do
final da cascata da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), fosforilando
fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes de resposta. O ativador
de proteassoma PA28y (PA28y), localizado no nucleo, presumivelmente esta
envolvido na transcricdo ou apoptose. ApoOs a transcricdo, a subunidade 1 do fator
de “splicing” 3A (SF3A1) participa do processamento do mRNA, que é traduzido no
citoplasma por ribossomos constituidos pela proteina ribossomal 60S L18a
(RPL18A). A proteina 1 do processo de fissao mitocondrial (MTFP1) medeia a

fissdo mitocondrial, cuja taxa aumenta sob estresse celular e durante a apoptose.
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Por fim, as proteinas actina beta/gama 1 (ACTB_G1), tubulina de cadeia beta (B-
Tubulina), dineinas axonemais (DNAH3 e DNAH9), EFHC1, proteina 299
associada a cilios e flagelos (CF-299) fazem parte do citoesqueleto e estrutura dos
cilios, que provavelmente estédo relacionados a funcéo de secre¢do de proteinas

das células basofilicas ciliadas do hepatopancreas.

5.2.3 Vibrio parahaemolyticus

Os mexilhdes injetados com V. parahaemolyticus apresentaram um total de
19 proteinas significativamente diferentes - acumuladas ou reguladas
negativamente — em comparacao aos grupos controle. Uma romboide-protease
(RHBDL1_2_3) foi regulada negativamente no hepatopancreas de P. perna em
resposta ao desafio com Vibrio. As romboide proteases compdem uma subfamilia
de enzimas que catalisam a protedlise intramembrana (URBAN E DICKEY, 2011).
Essas serino-endopeptidases sdo encontradas em todos os dominios da vida e, em
animais, atuam iniciando a sinalizacdo celular (URBAN E DICKEY, 2011). Por
exemplo, em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans, as romboide
proteases medeiam a ativacao da sinalizacéo do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) para desencadear varias vias relacionadas aos processos de
desenvolvimento (DUTT et al.,, 2004; VAN BUSKIRK E STERNBERG, 2007,
WASSERMAN et al., 2000; YOGEYV et al., 2008).

Uma das principais vias ativadas pelo EGFR é a cascata MAPK (GUICHARD
et al., 2000; MOGHAL E STERNBERG, 2003), discutida na seg¢ao anterior. A via
MAPK regula a atividade transcricional da célula, incluindo a relacionada as
respostas imunes (HATANAKA et al., 2009). Portanto, as romboide proteases
podem ter algum papel na transducéo de sinal envolvida na defesa contra bactérias
em P. perna, provavelmente apds o reconhecimento e sinalizacdo através da
proteina contendo os dominios de repeticdo rico em leucina e guanilato quinase
(LRGUK; discutido na secao anterior).

Outra proteina regulada positivamente em mexilhdes desafiados com Vibrio
foi o fator nuclear do hepatdcito-4a (HNF4a ou NR2A1). O NR2A1 faz parte de uma
superfamilia de fatores de transcricdo chamados de receptores nucleares (NRS)
(MIGLIOLI et al., 2021; SLADEK, 2011). Por meio de dois dominios altamente

conservados — dominios de ligacdo ao DNA (DBD) e de ligacéo ao ligante (LBD) -
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os NRs regulam a transcricdo em resposta a pequenos ligantes lipofilicos
(MIGLIOLI et al., 2021; SLADEK, 2011). Portanto, 0 NR2A1 controla varias funcdes
hepaticas a nivel transcricional (JIANG et al., 2021). Em mamiferos, o NR2A1
regula varios genes relacionados a diferenciagdo de hepatécitos e ao controle de
lipidios, lipoproteinas e metabolismo da glicose, dentre outras funces (JIANG et
al., 2021).

Em Drosophila, STORELLI et al. (2019) mostraram que NR2Al é um
regulador crucial do metabolismo lipidico no inicio da fase adulta. O HNF4a
impulsiona a produgcdo de &acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) e
hidrocarbonetos derivados de VLCFA, a partir de reservas lipidicas (STORELLI et
al., 2019). No entanto, esses lipidios ndo sao destinados a producédo de energia,
mas sao secretados e transportados para as superficies corporais para atuar como
agentes impermeabilizantes e feroménios (STORELLI et al., 2019). Atravées desse
processo, o HNF4 também mantém a homeostase da glicose (STORELLI et al.,
2019). Um processo semelhante também ocorre em camundongos, em que 0O
HNF4a dos hepatdcitos atua na expressdo de elongases de acidos graxos, que
contribuem para a impermeabilizacdo da epiderme (STORELLI et al., 2019).
Portanto, NR2A1 acumulado no hepatopéancreas de P. perna indica a regulacdo de
genes hepaticos provavelmente relacionados ao metabolismo lipidico. Entretanto,
este pode ndo estar necessariamente ligado a producdo de energia, mas sim a
algum outro processo para lidar com o desafio bacteriano.

Apbés a transcricdo, o mRNA é processado para formar complexos
ribonucleoproteico-mensageiros (MRNPs) para serem traduzidos no citoplasma
(KEW et al., 2020; LI E GUAN, 2021; REN et al., 2015). O “splicing” é uma etapa
essencial no processamento do mRNA, pelo qual as sequéncias codificadoras de
proteinas (éxons) sdo unidas apds a remocdo das sequéncias ndo codificantes
(introns), a partir dos transcritos primarios (KEW et al., 2020; LI E GUAN, 2021,
REN et al., 2015). Assim, diferentes combinacdes de éxons sdo possiveis para
formar mRNAs alternativos, o que permite expandir a gama de proteinas
codificadas a partir da mesma sequéncia primaria (KEW et al., 2020; LI E GUAN,
2021; REN et al., 2015). O “splicing” é catalisado por uma familia de proteinas
especializadas denominadas fatores de “splicing”, incluindo o fator de ligagao poli-
U de 60 kDa (PUF60). O PUF60 parece ter um papel direto na modulacdo da
imunidade inata (KEW et al., 2020; LI E GUAN, 2021; REN et al., 2015). Ao ser
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desafiado com lipopolissacarideos (LPS; constituinte da membrana externa de
bactérias Gram-negativas considerado um PAMP), o pepino do mar Stichopus
monotuberculatus apresentou regulacéo positiva do mRNA de PUF60 (REN et al.,
2015). Vale ressaltar que a superexpressao de PUF60 pode induzir apoptose no
pepino do mar (REN et al., 2015).

No linguado japonés Paralichthys olivaceus, a expressédo do gene PUF60 foi
regulada positivamente apds a infeccdo bacteriana e, ao contrario, foi regulada
negativamente apods infeccdo viral (LI E GUAN, 2021). Além disso, apds o
“knockdown” de PUF60, a disseminagao bacteriana nos tecidos do linguado
aumentou, enquanto que a replicacéo viral foi bloqueada (LI E GUAN, 2021). Na
situacdo oposta, a superexpressdo de PUF60 inibiu a disseminacéo bacteriana,
mas promoveu a replicagéo viral (LI E GUAN, 2021). Semelhante ao pepino do mar,
PUF60 esteve envolvido nos processos de autofagia e apoptose no linguado
japonés (LI E GUAN, 2021; REN et al., 2015). Em C. elegans, a infeccéo bacteriana
induz uma remodelacdo de “splicing” dependente de PUF60 (KEW et al., 2020).
KEW et al. (2020) mostraram que PUF60 eleva a sensibilidade a infecgéo
bacteriana, mas, por outro lado, aumenta a expectativa de vida provavelmente por
limitar o processo inflamatoério induzido pela infeccdo. Portanto, o aumento de
PUF60 em P. perna desafiado por Vibrio corrobora com os resultados acima
mencionados e sugere seu papel na modulacdo da imunidade em resposta a
infeccao bacteriana.

Ainda sobre o processamento do mRNA, a proteina THOC1 faz parte do
complexo multisubunidade THO que, por sua vez, compde o complexo de
transcricdo e exportacédo (TREX) (JIMENO E AGUILERA, 2010; REED, 2003). O
complexo TREX é encontrado em todos os eucariotos e também participa do
processamento do mRNA para ser transportado do nudcleo para o citoplasma como
complexos ribonucleoproteico-mensageiros (MRNPs) (JIMENO E AGUILERA,
2010; REED, 2003). Especificamente, o complexo THO participa tanto da
transcricdo quanto da exportacdo, pois tem um papel funcional relacionado a
transcricdo da RNA polimerase Il (RNAPIl) e medeia a exportagdo de mRNA
(CASTELLANO-POZO etal., 2012; JIMENO et al., 2002; REHWINKEL et al., 2004).
Além disso, foi demonstrado que o complexo THO tem um papel fundamental no
ciclo e diferenciagdo celulares (CASTELLANO-POZO et al.,, 2012). Portanto,

THOC1 (homologo Hprl em Drosophila, C. elegans e levedura) regulado
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positivamente em P. perna, juntamente com outras proteinas, sugere um aumento
na atividade de transcricdo e traducédo de proteinas na célula em resposta a um
sinal. De fato, o grupo de mexilhdes desafiados com Vibrio teve a resposta mais
acentuada, com aproximadamente 500 proteinas significativamente diferentes.
Assim, parece que THOCL1 e, portanto, o complexo THO, tém algum papel na
transcricdo e traducdo de proteinas relacionadas a resposta imune no mexilhdo P.
perna.

Duas proteinas relacionadas a biogénese ribossomal foram alteradas em
resposta ao desafio com Vibrio - RCL1 regulada negativamente e NUG1 regulada
positivamente. Os transcritos primarios de rRNAs que formam as subunidades
ribossébmicas pequenas e grandes sao co-transcritos como uma unica fita, para
serem clivados posteriormente (HORN et al., 2011; ZHU et al., 2021). A RCL1 é
uma endonuclease evolutivamente conservada que medeia essa clivagem (HORN
et al., 2011; ZHU et al., 2021). Em leveduras, RCL1 cliva o pré-rRNA no sitio A2
(HORN et al., 2011), enquanto que no peixe-zebra a enzima cliva no sitio A1 (ZHU
et al., 2021). Portanto, a deplecdo em RCL1 prejudica a maturagéo do ribossomo
(HORN et al., 2011; ZHU et al.,, 2021). A nivel fenotipico no peixe-zebra, os
mutantes rcll-/- exibiram alteracbes na organogénese digestiva, como figado
diminuto (ZHU et al., 2021). De acordo com ZHU et al. (2021), a deficiéncia de
RCL1 possivelmente desencadeia um mecanismo comum que regula
positivamente a expressdo de outros genes relacionados a biogénese ribossomal.
De fato, concomitante a regulacdo negativa de RCL1, a GTPase NUG1
(nucleostemina em humanos) foi regulada positivamente.

NUG1 é essencial para a montagem e exportacdo nuclear do ribossomo 60S
(subunidade grande) (BASSLER et al., 2006; MANIKAS et al., 2016). A enzima
consiste em um dominio médio GTPase flanqueado pelos dominios N- e C-
terminais (BASSLER et al., 2006; MANIKAS et al., 2016). De acordo com BASSLER
et al. (2006), o dominio N-terminal € crucial para o enderecamento nucleolar e
associacdo com particulas pré-60S, uma vez que exibe atividade de ligacdo ao
RNA. O dominio C é altamente conservado evolutivamente e também essencial
para a biogénese do ribossomo, embora sua funcdo ndo seja bem conhecida
(BASSLER et al., 2006; MANIKAS et al.,, 2016). O dominio central GTPase &

estimulado por ions de potassio e, ao contrario dos outros dominios, desempenha
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um papel regulador ndo essencial na biogénese da subunidade pré-60 S (MANIKAS
et al., 2016).

MANIKAS et al. (2016) mostraram que NUG1 e a RNA helicase DBP10 se
ligam préximo uma da outra no pré-ribossomo, onde, posteriormente, o centro
peptidil-transferase (PTC) € localizado no ribossomo maduro. Portanto, propde-se
gue essas enzimas estao envolvidas na formacao do PTC nos ribossomos. Defeitos
ou deplecdo de NUGL1 resultam em problemas de biogénese do ribossomo 60S
(MANIKAS et al., 2016). Em C. elegans, NUG1 tem um papel no crescimento e
proliferagcéo celular, através da biogénese ribossomal (KUDRON E REINKE, 2008).
Em Drosophila, a deplecdo de NUGL1 prejudica as células precursoras do intestino
médio e o crescimento celular, provavelmente como resultado do bloqueio da
biogénese ribossomal (ROSBY et al., 2009). Portanto, parece que o aumento de
NUGL1 no hepatopancreas de P. perna provavelmente compensa a deplecéo de
RCL1, para manter a biogénese ribossomal frente aos distirbios causados pela
injecao de Vibrio nos mexilhdes.

E amplamente conhecido que as histonas sdo componentes estruturais da
cromatina, também desempenhando papéis cruciais nos processos relacionados
ao DNA (NIKAPITIYA et al., 2013). No entanto, também tem sido atribuida atividade
antimicrobiana as histonas ou aos peptideos derivados de histonas, uma vez que
seu N-terminal corresponde a peptideos antimicrobianos (AMPs) (NIKAPITIYA et
al., 2013; VIZIOLI E SALZET, 2002). Portanto, além de sua primeira funcao
conhecida, as histonas participam de respostas imunes inatas por meio de multiplos
mecanismos de acdo, em invertebrados e vertebrados (NIKAPITIYA et al., 2013;
VIZIOLI E SALZET, 2002).

Histonas livres podem ser encontradas fora do nudcleo (por exemplo:
citoplasma, membranas e fluidos extracelulares) para facilitar a interacdo com
patdgenos (NIKAPITIYA et al., 2013). Histonas ligadas a goticulas lipidicas podem
ser liberadas no ambiente extracelular ou, em um processo alternativo, podem
formar armadilhas extracelulares (ETS) apds a morte de hemacitos, para capturar
microrganismos (NIKAPITIYA et al., 2013). Uma vez que as histonas também tém
atividade de ligacdo ao LPS, elas podem estar presentes na superficie dos
hemacitos agindo como PRRs (NIKAPITIYA et al., 2013). Além disso, histonas e
seus fragmentos, combinados com outras moléculas, podem ser liberados na
hemolinfa para atuar como AMPs ou PRRs livres (NIKAPITIYA et al., 2013). De
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fato, a histona H2A foi demonstrada como uma precursora de peptideos
antimicrobianos em varios moluscos (DE ZOYSA et al., 2009; LI et al., 2007;
SATHYAN et al.,, 2012). Portanto, a histona H2A regulada negativamente no
hepatopancreas de P. perna em resposta ao Vibrio sugere que essas proteinas tém
um papel em algum tipo de mecanismo antimicrobiano na defesa do mexilh&o.
Uma proteina contendo o dominio transmembrana ABC Tipo 1 foi regulada
positivamente no hepatopancias de P. perna ap0s a injecao de Vibrio. O cassete
de ligacdo ao ATP (ABC) compreende uma superfamilia de proteinas de transporte
transmembrana altamente conservadas de bactérias a seres humanos
(OGASAWARA et al., 2020; SHEPS et al., 2004). Essas proteinas compartilham a
mesma estrutura basica - dois dominios de ligagdo ao ATP e dois dominios
transmembrana - e apresentam alta similaridade na sequéncia de seu dominio de
ligacdo ATP (OGASAWARA et al., 2020; SHEPS et al., 2004). Uma vez que sao
capazes de interagir com uma enorme variedade de substratos, os transportadores
ABC podem apresentar diversas funcbes (OGASAWARA et al., 2020; SHEPS et
al., 2004). Dentre os quatro tipos de proteinas ABC, o tipo 1 parece ser um dos
mais antigos evolutivamente (OGASAWARA et al, 2020). As proteinas
transmembrana ABC tipo 1 sdo especializadas na importacdo de nutrientes
especificos (OGASAWARA et al., 2020) e seu acumulo no hepatopancreas de P.
perna sugere algum papel da importacéo celular frente ao desafio bacteriano.
Duas dineinas motoras de cadeia pesada também foram reguladas
positivamente em mexilhdes injetados com V. parahaemolyticus. Ao contrario das
dineinas axonemais, que estdo envolvidas nos batimentos dos cilios e flagelos, as
dineinas citoplasmaticas sdo uma das trés familias de proteinas motoras do
citoesqueleto (KARDON E VALE, 2009; ROBERTS et al., 2013). O dominio motor
compreende seis dominios AAA organizados em um anel, que se liga ao ATP e
forca 0 movimento ao longo dos filamentos do citoesqueleto (KARDON E VALE,
2009; ROBERTS et al., 2013). O dominio de cauda, por sua vez, interage
diretamente com a carga ou através do recrutamento de proteinas acessorias
(KARDON E VALE, 2009; ROBERTS et al., 2013). Assim, as dineinas sdo capazes
de se mover ao longo dos microtubulos em transporte direcionado a extremidade (-
), ou seja, se dirigindo ao centro de organiza¢éo de microtubulos proximo ao nucleo
(KARDON E VALE, 2009; ROBERTS et al., 2013). As cargas da dineina incluem

organelas, vesiculas, fatores de transcrigcdo, filamentos do citoesqueleto, mRNPs,
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dentre outros (KARDON E VALE, 2009; ROBERTS et al., 2013). Portanto, as
dineinas citoplasmaticas estdo envolvidas na grande maioria dos processos
celulares, incluindo a comunicacdo entre diferentes partes da célula ou entre
células para defesa imunolégica (KARDON E VALE, 2009; ROBERTS et al., 2013).

A proteina contendo a repeticdo Armadillo 3 (ARMC3) foi regulada
positivamente em P. perna desafiado com Vibrio. As proteinas contendo a repeticao
Armadillo (ARMCs) comp6em uma familia que possui um dominio caracterizado
por repeticdes em tandem de aproximadamente 42 aminoacidos, uma estrutura que
em geral permite a ligacao proteina-proteina (GUL et al., 2017; HUANG et al., 2021;
TEWARI et al.,, 2010). ARMCs também podem conter dominios adicionais no
terminal -N ou -C e, portanto, apresentar funcdes adicionais relacionadas a esses
dominios (GUL et al., 2017; HUANG et al., 2021; TEWARI et al., 2010). Esse € o
caso da ARMC3, que em metazoarios também apresenta um dominio adicional
EDR1 (GUL et al., 2017). ARMC3 é encontrada desde os primeiros metazoarios até
0os seres humanos, embora a similaridade entre ARMC3 de vertebrados nao
mamiferos e de Homo sapiens seja baixa (49%) (HUANG et al., 2021). Assim, a
proteina pode apresentar diferentes funcdes entre esses grupos. Até onde se sabe,
ARMC3 patrticipa da cilio/flagelogénese em animais (LONERGAN et al., 2006;
PAUSCH et al., 2016). Possivelmente, o acimulo de ARMC3 em P. perna sugere
um aumento na demanda da atividade ciliar nas células basofilicas do
hepatopancreas, provavelmente relacionado ao papel secretor dessas células.
Além disso, o acumulo de ARMC3 se soma ao das proteinas B-Tubulina e EFHC1,
também relacionadas aos cilios e reguladas positivamente em mexilhdes
desafiados com Vibrio (discutido no topico anterior).

Conforme discutido na secdo anterior, as alteracfes associadas a defesa
demandam muita energia (BROKORDT et al., 2019). Como esperado, uma enzima
relacionada a producédo de energia e ao metabolismo foi regulada positivamente
nos mexilhdes desafiados com Vibrio, em comparacdo aos controles. A enzima
mitocondrial malato desidrogenase isoforma 2 (MDH2) catalisa a converséo
reversivel do malato em oxaloacetato no ciclo do &cido citrico (NELSON E COX,
2017). Além disso, MDH2 participa da lancadeira malato-aspartato, que atua no
trafego de moléculas entre o citosol e as mitocondrias, para integrar diferentes vias
metabolicas (NELSON E COX, 2017). Além de participar do ciclo do acido citrico,

0 oxaloacetato é um intermediario para a gliconeogénese no citosol (NELSON E
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COX, 2017). Vale ressaltar que varios aminoacidos sdo desaminados nas
mitocondrias para serem convertidos em oxaloacetato e, entdo, entrar na via da
gliconeogénese (NELSON E COX, 2017). No entanto, para ser transportado pela
lancadeira da mitocdndria para o citosol, o oxaloacetato precisa ser reduzido a
malato pela MDH2 e, em seguida, oxidado em oxaloacetato novamente (NELSON
E COX, 2017). Portanto, a regulacdo positiva de MDH2 sugere um aumento na
demanda de energia e, possivelmente, a ativacédo da via de gliconeogénese.

A subunidade beta da peptidase processadora mitocondrial (PMPCB),
juntamente com a subunidade alfa (PMPCA), forma as proteases processadoras
mitocondriais (MPPs). Estas agem no enderecamento de proteinas do citosol para
as mitocondrias (GAKH et al., 2002). Desta forma, as proteinas destinadas a matriz
mitocondrial s&o enderecadas como precursores polipeptidicos portando
prolongamentos N-terminais (GAKH et al., 2002). Uma vez que essas preé-
sequéncias alcancam sua localizacdo final dentro da mitocondria, esses
prolongamentos séo clivados pelas MPPs (GAKH et al., 2002). Para isso, a PMPCA
reconhece e se liga ao substrato enquanto a PMPCB é a subunidade catalitica
(GAKH et al.,, 2002). Portanto, PMPCB regulada positivamente em mexilhdes
desafiados com Vibrio sugere um aumento no suprimento de proteina para a
mitocondria. De fato, juntamente com a regulacéo positiva de MDH2, este cenario
indica 0 aumento da atividade mitocondrial e, talvez, um aumento no suprimento de
proteina a ser encaminhado para a via da gliconeogénese.

Para recapitular a discussdo acima, a Figura 10 resume 0s papéis imuno-
relacionados das proteinas alteradas - reguladas negativamente ou positivamente
- no mexilhdo P. perna apos o desafio com V. parahaemolyticus. Assim como nos
mexilhdes injetados com S. enterica, a proteina contendo o dominio de repeticdo
rico em leucina (LRR) e guanilato quinase (GK) (LRGUK) foi regulada
positivamente. Nesta proteina, o dominio LRR tipifica um receptor “toll-like” (TLR)
para reconhecimento de patdgenos e o dominio GK parece atuar na transducao de
sinal. A partir dai, uma romboide-protease (RHBDL1_2_ 3) parece participar da
transducdo de sinal, desencadeando alguma via provavelmente relacionada a
resposta transcricional contra patégenos. O fator de transcricdo fator nuclear do
hepatocito 4a (NR2A1) regula a transcricdo de genes relacionados as fungdes
hepéaticas e ao metabolismo lipidico. A proteina THOC1 também atua na transcricao

e medeia a exportacdo de mRNA para o citoplasma. No entanto, antes da
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exportacdo do mRNA, as proteinas fator de “splicing” 3A subunidade 1 (SF3A1) e
fator de ligacdo poli-U 60 kDa (PUF60) participam de seu processamento. Em
cooperacao, as proteinas RNA 3-fosfato ciclase tipo 1 (RCL1) e a proteina nuclear
de ligacdo ao GTP (NUGL1) participam da biogénese dos ribossomos. A partir dai,
o0 mMRNA pode ser traduzido no citoplasma por ribossomos constituidos
estruturalmente pela proteina ribossomal 60S L18a (RPL18A). A subunidade beta
da peptidase processadora mitocondrial (PMPCB) participa do fornecimento e
enderecamento de proteinas do citosol para as mitocéndrias, indicando aumento
da atividade dessa organela. Corroborando com a fungcdo de PMPCB, a enzima
mitocondrial malato desidrogenase isoforma 2 (MDHZ2) (ndo mostrada na Figura 10)
participa do ciclo do acido citrico e atua no trafego de moléculas entre o citosol e a
mitocondria. A proteina transmembrana contendo o dominio ABC tipo 1 (ABC) é
especializada na importacdo de nutrientes especificos, presumivelmente criticos
para lidar com bactérias. A histona H2A, além de sua conhecida funcao nuclear,
pode ser encontrada fora do ndcleo atuando como efetora humoral por meio de
multiplos mecanismos de agéo, devido a sua atividade antimicrobiana. Por fim, as
proteinas [(B-Tubulina, EFHC1 e ARMC3 constituem a estrutura dos cilios, e
provavelmente estdo relacionadas a funcao de secrecéo de proteinas das células

basofilicas ciliadas do hepatopancreas.
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Figura 10. Papel imune-relacionado das proteinas alteradas — acumuladas ou
reguladas negativamente - em uma célula ciliada do hepatopancreas do mexilhao
Perna perna, 24 h apo0s a injecdo com Vibrio parahaemolyticus. As etapas
primordiais para o inicio de uma reacdo imune contra patdogenos, de acordo com o
compartimento celular, sdo apresentadas como: reconhecimento e sinalizacao
(periferia celular); transducéo de sinal (citoplasma); e transcricdo e processamento
de mRNA (nucleo). Assim como nos mexilhdes injetados com S. enterica, a
proteina contendo o dominio de repeticdo rico em leucina (LRR) e o dominio
guanilato quinase (GK) (LRGUK) em seu dominio LRR tipifica um receptor “toll-like”
(TLR) para reconhecimento de patégenos, jA o dominio GK parece realizar a
transducdo de sinal. A partir dai, uma protease rombdide (RHBDL1_2_3) parece
participar da transducdo de sinal, desencadeando alguma via provavelmente
relacionada a resposta transcricional contra patdgenos. Em seguida, o fator de
transcricdo fator nuclear do hepatocito-4a (NR2A1) regula a transcricdo de genes
relacionados as funcdes hepéticas e ao metabolismo lipidico. THOC1 também atua
na transcricdo e medeia a exportacdo de mRNA para o citoplasma. No entanto,
antes da exportacdao do mRNA, as proteinas fator de “splicing” 3A subunidade 1
(SF3A1) e fator de ligacao poli-U 60 kDa (PUF60) participam do processamento do
MRNA. Em conjunto, as proteinas RNA 3-fosfato ciclase-like 1 (RCL1) e proteina

nuclear de ligagdo ao GTP (NUG1) sdo necesséarias para a biogénese do
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ribossomo. A partir dai, 0 mMRNA pode ser traduzido no citoplasma por ribossomos
constituidos pela proteina ribossomal 60S L18a (RPL18A). A subunidade beta da
peptidase de processamento mitocondrial (PMPCB) participa do fornecimento e
enderecamento de proteinas do citosol para as mitocondrias, indicando aumento
da atividade dessa organela. A proteina contendo o dominio transmembrana ABC
tipo 1 (ABC) é especializada na importacdo de nutrientes especificos,
provavelmente importantes na interacdo com bactérias. A histona H2A, além de
sua conhecida funcdo nuclear, pode ser encontrada fora do nidcleo atuando como
efetor humoral por meio de multiplos mecanismos de agao. Por fim, as proteinas [3-
Tubulina, EFHC1 e ARMC3 constituem a estrutura dos cilios, que provavelmente
estdo relacionados a funcdo de secrecdo de proteinas das células basofilicas

ciliadas do hepatopancreas.

5.2.4 RESPOSTA ESPECIFICA A Vibrio parahaemolyticus

Os mexilhdes desafiados com Vibrio parahaemolyticus (VP) apresentaram
uma resposta bastante acentuada. Em um total de 597 proteinas significativamente
diferentes em pelo menos uma condicdo, 343 proteinas foram significativamente
diferentes entre VP e todas as outras condi¢bes (NC - controle ndo injetado; IC -
controle injetado; EC - Escherichia coli; e SE - Salmonella enterica). Dessas 343
proteinas, 327 foram reguladas negativamente, enquanto apenas 16 foram
reguladas positivamente (Figura 6).

Ao contrario da maioria das bactérias marinhas, o género Vibrio compreende
varias espécies prejudiciais aos bivalves (GOSLING, 2015). De fato, as vibrioses
constituem a maioria dos registros de doencas bacterianas de bivalves, muitas
vezes levando a mortalidade em massa (GOSLING, 2015). Entre as
aproximadamente 100 espécies do género, as seguintes espécies de Vibrio sao
frequentemente associadas a doencas em peixes e moluscos: V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. furnissii, V. campbelli, V. harveyi, V.
alginolyticus e V. anguillarum (LIU et al., 2019). Estas cepas patogénicas produzem
vérios fatores de viruléncia (e.g., enterotoxinas, citotoxinas, proteases, dentre
outros), que Sao cruciais para 0S seus mecanismos invasivos e subsequente
infecdo (LIU et al., 2019). De fato, a resposta protedmica de P. perna

especificamente a V. parahaemolyticus foi mais substancial (343 proteinas
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alteradas) do que as bactérias introduzidas no ambiente marinho - E. coli e S.
enterica.

Como os bivalves prosperaram em um ambiente rico em Vibrio ao longo de
sua historia evolutiva, eles provavelmente foram reunindo inimeros receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) para identificar padrdes moleculares
conservados associados a patogenos (PAMPs) de espécies de Vibrio (GOSLING,
2015; LIU et al., 2019). O primeiro passo para gerar uma resposta de defesa é o
reconhecimento e a transducédo do sinal (GERDOL E VENIER, 2015; SOUSA E
HINZMANN, 2020). No entanto, esta etapa pode ser prejudicada a medida que a
viruléncia do patégeno aumenta (LIU et al., 2019; YU et al., 2019). De fato, a maioria
das proteinas significativamente diferentes em P. perna em resposta especifica a
Vibrio correspondeu ao COG T - mecanismos de transducgé&o de sinal. No entanto,
Vibrio parece suprimir a resposta imune do P. perna, pois entre as 343 proteinas
alteradas em resposta especifica a V. parahaemolyticus, 326 proteinas foram
reguladas negativamente (Figura 6). Estas proteinas foram direta ou indiretamente
relacionadas a defesa, incluindo proteinas compreendidas no COG T. Assim, este
resultado sugere que Vibrio € virulento para o mexilh&o P. perna e provavelmente
suprime proteinas-chave relacionadas a resposta imune.

Vibrio parahaemolyticus também foi considerado altamente virulento para as
améijoas Paphia undulate (YU et al., 2019). A taxa de sobrevivéncia das améijoas
diminuiu abruptamente em 24 h (87,2%) e 48 h (65,3%) apés a infec¢cdo com V.
parahaemolyticus (YU et al., 2019). Além disso, as améijoas apresentaram uma
extensa gama de genes regulados negativamente (1433), que foram associados a
mecanismos celulares e moleculares para reconhecimento de patégenos e
desencadeamento de resposta imune (YU et al., 2019). A améijoa Sinonovacula
constricta também apresentou uma forte resposta a infeccdo por V.
parahaemolyticus (ZHAO et al., 2017). Apés a injecao, 1.781 transcritos foram
expressos de forma significativamente diferente nas branquias e 490 no
hepatopancreas (ZHAO et al., 2017). Varios transcritos em ambos o0s tecidos foram
especificamente relacionados a resposta imune, como receptores de
reconhecimento de patdgenos (PRRS) e sinalizacdo imune e comunicacao celular
(ZHAO et al., 2017). Corroborando com esses resultados, estudos proteémicos com
outras espécies de Vibrio (por exemplo, V. anguillarum e V. tapetis) injetadas no

mexilhdo Mytilus galloprovincialis e na améijoa Ruditapes philippinarum também
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alteraram varias proteinas relacionadas ao reconhecimento e sinalizacdo, entre
outras funcdes imunoldgicas (JI et al., 2013; SMITS et al., 2020; WU et al., 2013).

Apbs o reconhecimento e sinalizacdo, a resposta a nivel subcelular envolve a
transcricdo de genes de resposta e processamento de RNA, incluindo “splicing”
para obtencdo de mRNAs alternativos (GERDOL E VENIER, 2015; HATANAKA et
al., 2009; IRAZOQUI et al., 2010; SOUSA E HINZMANN, 2020). Em seguida, ocorre
a traducdo e as modificacdes poés-traducionais de proteinas recém construidas,
para torna-las funcionais e endereca-las (GERDOL E VENIER, 2015; HATANAKA
et al., 2009; IRAZOQUI et al., 2010; SOUSA E HINZMANN, 2020). Essas moléculas
recém-formadas, por sua vez, desempenham papéis diferentes em varios niveis
para desencadear respostas imune celulares e humorais, incluindo uma enorme
gama de fatores de reconhecimento e efetores humorais (GERDOL E VENIER,
2015; SOUSA E HINZMANN, 2020). As principais categorias funcionais de
proteinas significativamente diferentes (reguladas negativamente) em resposta
especifica a Vibrio corresponderam aos processos acima e reforcam a viruléncia
de Vibrio a P. perna, a saber: O - Modificacdo pés-traducional, “turnover” de
proteinas e chaperonas (12%); A - processamento e modificacdo do RNA (6%); K
- Transcricao (6%); J - Traducdo, estrutura e biogénese ribossémica (5%) (Figura
6.b).

Por fim, as categorias funcionais citoesqueleto (Z) e trafego intracelular,
secrecdo e transporte vesicular (U) tiveram um percentual aumentado de proteinas
reguladas negativamente na resposta especifica de P. perna a Vibrio (Figura 6.b).
O citoesqueleto € a base de todos os movimentos celulares e trabalha em conjunto
com proteinas transportadoras, para mover organelas, moléculas e vesiculas
(KARDON E VALE, 2009; ROBERTS et al., 2013). Consequentemente, o
citoesqueleto esta intimamente ligado a secrecdo (KARDON E VALE, 2009;
ROBERTS et al.,, 2013). Conforme discutido nos tépicos anteriores, o principal
papel das células basofilicas ciliadas do hepatopancreas é a secrecao de proteinas
(TUNALI E ERKAN, 2008; YANG et al., 2021). Diante de um desafio bacteriano, as
células basofilicas provavelmente secretam proteinas e outras moléculas
relacionadas a defesa do mexilhdo, como os efetores humorais observados em
outros bivalves infectados com Vibrio (JI et al., 2013; SMITS et al., 2020; WU et al.,
2013; YANG et al., 2016). Desta forma, a alta porcentagem de proteinas reguladas

negativamente nas células do hepatopancreas de P. perna, que estdo envolvidas
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na transcricdo, processamento de RNA, traducdo e producdo de proteinas,
citoesqueleto e secrecdo, reforca novamente a hipdtese de que V.
parahaemolyticus é virulento ao mexilhao e prejudica varios processos cruciais para

desencadear a resposta de defesa.

6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSOES

Foram observadas respostas distintas para a bactéria nativa do ecossistema
marinho — V. parahaemolyticus — e para as bactérias introduzidas através da acao
antropica — E. coli e S. enterica. De forma geral, os mexilhdes desafiados com VP
apresentaram resposta celular e proteica mais acentuada em comparacdo aos
injetados com as outras bactérias — EC e SE. Os parametros hemocitarios,
sobretudo densidade e fagocitose, se mostraram elevados apés 4 h do desafio
bacteriano com VP. Assim, entende-se que ha um rapido reconhecimento e
determinado esforco para eliminar a bactéria. No entanto, apos 24h do desafio com
VP, a bactéria parece se estabelecer e suprimir a resposta imune do mexilhdo, com
grande numero de proteinas direta ou indiretamente relacionadas a imunidade
sendo reguladas negativamente (327).

Os mexilnbes desafiados com E. coli também apresentaram parametros
celulares elevados apos 4h de exposicdo. No entanto, foram recuperadas
pouquissimas bactérias viaveis da hemolinfa nesse mesmo periodo, sugerindo
rapido reconhecimento e eliminagdo da bactéria j& na resposta celular inicial.
Corroborando com esse resultado, a resposta proteica apds 24h do desafio com
EC foi baixissima, com apenas duas proteinas reguladas negativamente. Em
contrapartida, os mexilhdes desafiados com SE apresentaram baixa resposta
hemocitaria, semelhante ao controle-injetado (Cl). Além disso, apds as 4h do
desafio, foi observado um numero relativamente alto de bactérias viaveis. Este
cenario pode ser resultado de mecanismos evasivos da bactéria, que € parasita
intracelular facultativa. Assim, seu reconhecimento e consequente eliminacdo sao
dificultados. No entanto, ap6s 24h do desafio, o sistema imune do mexilhdo parece
responder e ter controle sobre a bactéria, apresentando 16 proteinas

significativamente diferentes dos controles, com papel relacionado ao
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reconhecimento, sinalizacdo e até apoptose, que parece ser uma resposta
especifica a essa bactéria parasita intracelular. Desta forma, a principio, o mexilhdo
parece lidar e eliminar facilmente as bactérias introduzidas no ambiente marinho —
e patogénicas para o homem — de forma oposta ao que acontece com VP que é
virulenta para o bivalve.

Como ja citado, os parametros hemocitarios densidade e fagocitose foram
determinantes no combate as bactérias. Além disso, apesar das respostas distintas
supracitadas, as trés bactérias aqui testadas (EC, SE e VP) parecem adotar o
mesmo mecanismo evasivo especificamente em resposta ao estresse oxidativo
associado a fagocitose. Isto €, as trés bactérias sdo catalase positivas e
possivelmente produzem esta enzima para suprimir a producdo de ROS dos
hemdcitos. Nesse sentido, esses trés parametros celulares respondem de acordo
com determinados padrdes de reconhecimento e, por sua vez, podem ser utilizados
como marcadores da resposta celular.

Em relacéo a resposta molecular, pela primeira vez, foi possivel observar um
perfil global de proteinas do hepatopancreas de P. perna (um total de 3.805), com
foco em proteinas criticas para a relacdo mexilhdo-bactéria. Em geral, ou seja, para
as trés bactérias de desafio, proteinas significativamente diferentes - reguladas
negativamente ou acumuladas - desempenharam papéis criticos na resposta imune
do mexilhdo, como segue: reconhecimento e transducdo de sinal; transcricao;
processamento de RNA,; traducdo e processamento de proteinas; secrecdo; e

efetores humorais contra bactérias.

6.2 PERSPECTIVAS

Este é o primeiro estudo a avaliar respostas do mexilhdo Perna perna a nivel
proteico e celular, comparando as bactérias Escherichia coli - EC, Salmonella
enterica — SE e Vibrio parahaemolyticus - VP. Assim, foi possivel compreender
melhor como o mexilh&o interage com bactérias patogénicas para o ser humano,
gue sao introduzidas no ecossistema marinho e, inevitavelmente, filtradas por eles.
Os resultados do presente estudo trazem informagbes importantes sobre
especificidades da interacdo hemdacito-bactéria, que séo inéditas no que diz

respeito as cepas bacterianas e espécie de bivalve testados. Além disso, pela
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primeira vez, foi possivel observar um perfil global de proteinas do hepatopancreas
de Perna perna (um total de 3.805), com foco em proteinas criticas para a relacao
mexilhdo-bactéria. Por se tratar de uma espécie de interesse econdmico, os dados
gerados podem ser Uteis na biotecnologia como biomarcadores celulares e
moleculares relacionados a exposicdo de bactérias. Desta forma, podem ser
aplicados no monitoramento ambiental e na avaliacdo do estado de saude e/ou
seguranca alimentar de espécies comerciais. Adicionalmente, entre a enorme
gama de compostos relacionados a defesa contra bactérias, podem ser
encontradas moléculas bioativas de interesse humano, por exemplo, moléculas
com papel antimicrobiano. Levando em consideracdo que o sistema imune do
mexilhdo P. perna consegue facilmente lidar e eliminar as bactérias introduzidas no
ambiente marinho — E. coli e S. enterica, seria viavel o seu manejo para
biorremediagéo de ecossistemas aquéticos impactados com bactérias patogénicas
para o ser humano. Assim, o manejo do mexilhdo pode ser mais estratégico,
visando sua utilizacdo como biofiltro para reduzir a carga de bactérias locais. No
entanto, mais estudos sédo necessarios visando a aplicacdo efetiva do bivalve e
seus processos na gestdo de recursos marinhos costeiros, como fazendas de

bivalves.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The brown mussel Perna pema (Linnacus, 1758) is a valuable resource for aquac ulture in trop-
Received S November 2020 ical and subtropical coastal regions. It presents desirable characteristics for biomanitoring,
Revised 9 April 2021 including being sessile, widely distributed and abundant, and is a filter-feeder able to ac-
Accepted 9 April 2021 cumulate several ¢lasses of pollutants fe.g, metals, hydrocarbans, among others). Mussels'

bialogical responses to pallution exposure can be measured as biomarkers, which include
alterations ranging from malecular to physiological lewels, to estimate the degree of envi-

Key words: renmental contamination and its effects on biota. This full review compiles two decades
Biological ind exes {2000-2020) of literature concerning biological effects on P perna mussel caused by environ-
Biomonitaring mental pollutants {ie., metals, hydrocarbons, and emerging pollutants), considering envi-
Emerging pollutants ronmental and farm-based biomonitoring Biochemical markers related to mussels’ axida-
Hydrocarbons tive status were efficient for the biomonitoring of metals {i.e, antioxidant e nzymes associ-
Metals ated with oxidative damage in biomolecules). Genotoxicity and cytotexicity indicatars fie.,
Sentinel species camet, micronucleus, and neutral red assays) provided a depiction of hydrocarbon contam-

inatian. The neutral red assay gave a time- concen tration cytotoxic response toa wide range
of pollutants, inc luding e merging pollutants fe. g, pharmaceu ticals and biocides) and hydro-
carbons. Perna perna hemocyte parameters provided a use ful approach far biocide biamon-
itoring. This paper summarizes useful biomarkers from molecular to physiological levels
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kepwords; Markculmral syssems for food production have expanded waorl dwide since the 20005, dochd i the groduction of
Commurcial Bvahe brown mussd Pema perna - & key aquacuRure species in Venezuels, South Africa, and Brazil. Bivalves grown in
Mascubture sewagepalluted areas can act & sources for human diseases given their filler-feeding behavior. Mareover,

Microbial coasymim son
Parasitic inde csion
P hoiog ol condinions

sewage can affect mussds’ microbiota and finess, therchy making them more susceptible w0 infections and
diseases, Jeading to mortalities. In the present study, we imvestigated the impacts of coastal fecal pollution on

P, perna pathological conditions. Fecal indicato s bacteria (FIB) were tsed 10 assess the micrabiological quality in
the smwater and muesels’ hemolymph from four beaches Jocated o Guanalura Bay, Rio de Janeiro, Brazil:

Vermelha (VE), karai (1B), and Urca (UB), where el are explaited for e pd

and Jocal market sake;

and Jurujuba (18) farming area where mussels are cultured. Addldanly. mussels had thelr argans surveyed for
pathalogical cond itlons and parasitic infection by hisoology. UB presented the highest FIB counts in seawater,
followed by 18, JB and VB. Mareover, s ignificantly kover valoes of 1otal coli frms (TC) were found in mtmﬂs

hemalymph from VB and 1B than JB and UB, which are probalbly relsted to diffe in the nd

i of

these beaches; VB and 1B are open beaches, while JB and UB are shelterad. Owr findings suggest that mussel's
hemalymph coulkd be used as an indicatwor of the water quality. Mussdls fram VB and 18 presented lower overall
incidence of pathalogical conditions than ones from JB and UR, suggesting that higher fecal contamination in.
creases missel susceptibility 1o pathologies. Mussels fram VB were associaied with an elasmobranch parasise
(Tylocephalum sp) that indicate a comservative ecalogica dymamic, Our lhdhp highlight that sewage inputs

into comtal systens and farming areas raises the risks of parasi and di in
tcmpunhe the quuﬂy and quality of shellfish production md kead to amic Josses. In resp

which may
pub bic

inurbanp 1 and sanitary regulation close to coastal sy steans and farming areas are cudal to
prevent fumire prdﬂems for the shelMish market and human safety, especially in developing countries such as

Brazil

1. Introd uction warkiwke attaining expressive results especially in East Asla and Pacific
(—94.6 million tans in 2018; ichie and Toser, 2019 The warld's food
Since the 2000s, food production via aquaculture has expanded production by aquaculture more than doubled over the last decades,
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Centro, Niterdl, R CEP 24.020-1 41, Brazil,
B-mail address: Sernnnd asidd osaniihommadl com (F. Silva dos Santos).

Mg/ /doi org/ 1001 016 5 aqusculture 20 22.7 37922

Recetved 9 October 20121 ; Recedved in revised form 4 Jamury 2022, Accepted 11 January 2022
Avadlable online 15 Jamary 2022

0044-8486/0 2022 Hsevier BY. All righs reserved.

91



Fish and Shd lish Immunology 134 (2023) 108622

Contents Iists avallable at SclenceDirec

Fish and Shellfish Immunology

| [_5[ \ | [ R journal homepage: www el saviar com Jocate/lsl

Full length article @

. . -

The first use of LC-MS/MS proteomic approach in the brown mussel Pema 555

perna after bacterial challenge: Searching for key proteins on

immune response

Fernanda Silva dos Santos *, Raquel A.F, Neves “°, Benoit Bernay *, Natascha Krepsky ",

Valéria Laneuville Teixeira ", Sébastien Artigaud *

* Grafuote Program m Sciences and Bovechnology, Msimte of Balogy, Muminense Faderal Uneverscy (LFF), B, Marto Santos Braga, 5/n. Gentro, Nverod RJ, CGEP

24,0241, Bosi

" Gradare Program in Neooopical Biadiwrsicy (PPGRIO), Insitute of Bosciences (SIS, Fedral Unfwersicy of the Sae of Rio de Janedo (UNIRIOD), Av, Pasenr, 458

Urea, Rib de Jarwivo, RJ, CEP: 22290.255, Brasd

© Resarch Gronp of Expertmnnal and Aguant Ecology, sk oee of Biosclenoes (JIO8, Rederal Uniwrsiy of the Sae of Rio de e (UNIRIO), Av. Pastenr, 458-307,

Urca, Rb de Janwiro, R), CEF; 22290-240, Brasd

* Universite de Brex, CNRS, IRD, fremer, UME 6559 LEMAN, £2928), Wonzary, France

* Harteforme Praccogen, SER MORE 4206, Untversee de Com Bame Normande, Esplanade de la paix 14032, Com cafex; Fance

ARTICLE INYO ABSTRACT

Kepword; The brown mussd Perne perna & a valuable fishing . primarily in tropical and subtropical coastal regions.

Eachertchia coit Because of their fikerfeeding habits, mussels are direcdy apcntd 1o bacteria in the water column. Escher chia

Hepebpmorens . coll (EC) and Salmonelia enterica (SE) inhabit human guts and reach the marine emvironment through anthro.

\-n;;&um pogenic sources, such as sewage. Vibrio parahaemolyticas (VP) & indig 10 coasml ec but can be

Pema perms harmdul to shellfish. 1n this study, we almed 10 assess the prosein prafile of the hepatop ancreas of P, perna o ssel

Protein profile challenged by inwoduced - E coll and 5, enterica - and indigenons marine bacteria - V. parahammolysic us. Bacswrial-

Sahmonelis enterica challenge groups were compared with non-injected NC) and injected control (1C) - that consisted in mussds oot

Sheidfnd challenged and mussels injected with sterlle PES.NaCl, respectively. Through LOMSMS proeeamic analysis,

Witrio paraAaemalyoas 3805 protedns were found in the hepatopancreas of F. perna. From the total, 597 were significandy differemt
amaong condithons. Missels injected with VP presented 343 proseins downregulated compared with all the ather
conditions, suggesting hat VP sup presses Selr immune respors e Partioularly, 31 altered protedns - upregulated
or downregulsted - for one or mare challenge groups (EC, SE, and VP) compared with controks (NC and IC) are
discussed in detadl in the paper. Por the three tested tucteris, significantly diferent proteins were found to
pedarm critical roles in Immune response at all kevels, namely: recognition and signal transduction; tramscrip-
o, RNA processing, tramslation and proteln processing secretion; and humoral effecsrs. This & the first
shotgun proteom i und_v in P, perma pmissel, theredore providing an overview of the prosedn pradile of the mssel
hepatopancrens, f d on the & inst tacteria. Hence, it & possible o understand the
{mmune-bacterk redationship at maolecular lnﬂ: hma This knowledge can support the development of stra
tegies and wals ©0 be applied 0 coastal marine resource managy and contribute to the sustainability of
coastal s ysiems.

1. Introd uction 2). Continental runoff and sewage Introduce excessive nutrients and

pathogenic bacteria in the coastal waters, therefore altering the Jocal
Coastal pallution is a concemn worldwide and is often concentrated microbial communities and, consequently, the ecologial dynamics

along dense ly populated areas in low- and middle-income countries [1, [2 4). Additionally, anthropogenic pallution, not to mention climate
* Carrespanding author. Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro Instituto de Biodéndas, Depar de Clencias do Amblente, Laboratdrio de
Microbiokogia das Aguss, Av. Pasteur, 458, sala 310, Rio de Janeiro, R, CEP 22290-240, Brasil.
E-mal addmesaes; froondasiid osanithoamail com (F, Sflva dos Samtas), raquel sevesiium oo b (RAF. Neves), beancot bemma sl anicaentr (B Bemay), nataschadl
unicio be @N. Krepsky), g avalt @vmoaffbr (VL Teineira), s lustienart gaodil und vlrest & (S. Artigaud).
Mitps//dol.org/ 1001016 4. Ki 2023108622
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Bllooe: Despo Kossinos

In e ot decades, mem] poliution has become ome of the most atical emviroamnental and public heakdh con-

Keywordc ceren. Humm v and proossing of iraoe stk hove aNerad thow motl” uwdhb;«h—kdc)th, which
Ngersee & cansing adverse o pac s on bee s bel g, nanaral comenanit s, andag InBraz il minieg and
Mosmpaom sl ting am redeviedt ental Contimis Bon sosroes Bt affect sy aguitic qnn&. Baides agric earal re-
Brown uhyoe sidoes, indusarial and wtan effluet dscharges. In his senweed bicsorpeion i A pe @ techmology
Meal for the mmoval of metks from wastewater that could pr | Seaweads show
Roluton high metal sequesering capacities, coteflectivenes, and ecofrindliness. In s review, we adlmed © ssess
previons stadies an tsice metals biosorpaion wsing the brovn seaweed of the gesms Sargasum conducted i Braxl
Guring the lag two decades (1999-2019). An overview of mesi] polistion in Brasll md is possible srensm onts
am presentod. A Sheoresi cal basis regardm g Sargassom and #ts mecha nism of sarpton of trace me s i s desorbed.
We akwo dimoms previos Bael sm gadiex on h lq-c. o by S aims, e raoe metals amalyood, and the
experimental condigions ®at ncrease b which iochade pH, igae pro
Sreatmen §, And imeobil toition of S m a8 matrin. Given the abamdaoor eﬂh;n-.mqbulh
Broxilian coast and is high metal recovering capacity, the algae sorpe
resource. We conchade thas work wath a patent search and a Mdthlmpemumoﬁmmu
by soclety.
L. Introduction that is generally comsidered highly taxic. Neverthdess, the scientific

classification for the ®erm “heavy metal® Is very convoversial and has

1.1, Source and Biological Effects of Trace Metals Bxposition

The term “trace metal” refers to any chemical dement found at Jow
concentrations (ess than 100pg g ') in the enviranment ar blakogical
compartments [1 ] Among them are the so-called heavy metaks, a group

recently been subjected to a broad discussion [2). Therefore, the ded-
shon was mack 10 wse the mare general term “wrace metals” in this sext.

Some of these elements, induding Jead (Pb) and cadmium (Cd), do
not have any known biolog kcal roles and are taxic 1 Niving beings, even
at small cancentrations. On the other hand, many trace metals, ez,

* Comespond ing sthorat Universidade Federal do Estado do Rio de Janewro, Camtio de Cédnclas Bid dgicas ¢ da Sadhde, Institono de Biockncis, Progmma de Ple-
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Species sersitvity dstsbasion (SSD)

BPA is chemical pollutant of very high cancern due to its taxicity to the environment and risks for human
health. £ ntal concern cansists in BPA entrance into aquatic ecasystems due to acute and chranic
toxiity to invertebrates and vertebrates. This study aimed to determine acute BPA taxiaty to tropical
estuarine-marine species of four trophic Jeve ks and Integrate BPA taxicity values using spedes sensitivity
distribution (SSD) analysis. Our hypothesis is that BPA toxicity inareases towards higher trophic levels.
Microalga (Teraselmis sp.). moplanktani grazer (Artemia soling ), depasit-feeder inve rtebrate (Heleohia
australis), and ammivarous fish (Poedlia vivipara ) were chosen as experimental models, Retraselmis sp.
shawex the highest BPA tokerance, without a concentr ation-dependent response. Species sensitivity have
increased from A, saling (LCs g = 107.2 mg L'\ followed by H australls (1Cqaam = 11535 mg L' ) ©
P vivipara (LCsgam = 35 mg L' ) Despite the taxicity hierarchy towards trophic levels, which partially
supported our hypothesis, SSD did not evidence a clear pattern amang e stuarine-marine traphic groups.
Qur study disdased the sensitivity of nat yet investigated species to BPA and, in an integrative way,
highlighted BPA taxic effects at different traphic lewels. Although estimated acute hazardous cancen-
tration (HCS = 108 mg L") for estuarine and marine species was higher than emvironmentally relevant
concentrations. sublethal adverse effects induced by BPA exposure may lead to unbalances in population

levels and consequently affect the ecological functioning of tropical coastal systems.

© 2020 Elsevier Ltd. All rights resenved.
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1. Introduction

Bisphenol A (BPM), 2,2-bis(4-hyd roxydiphenyl) propane, is one
of the most used industrial chemicals workdwide that has been
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ABSTRACT

Keypaords:

Angra dos Ress can recetve up to 1.3 million touriss in the summer season. The lack of an adequate sanitary
system makes sewage contamination a growing concern in Ribedra Bay, Angra dos Reks, Brazl This studyalms to
imvestigase the seasanal varkation of faccal indicato r bacteria (FIB) and abiotic variab ks in 1sanema cove situated
within Ribedra Bay. Despite the seasonal popilation increase (>80 individuals) and the atsence of an integrated
sanitary system, our results indicate that Ranema is still a stable estuarine enviranment From 2017 00 20019, the
mean salinity was 27 91, pH was 7.82, and water temperature was 25.01 “C However, the FIB number was 10°,
suggesting the atwence of sewage treatment in Ianema’s outfall Following current conservation status, baseline
snxd bes are mandatory Sor backgronnd rederences of endangered coastal areassuch asltnema cove. These stud ies
are orudal for future governance dec isions and inati impl fonin Amgra dos Reis.

Towrksm is the most influential business on the planet and fuels
regional economies (Botero e al, 2017; Buer etal | 2018; Zielinski etal ,
2019). Beaches are the favourite destination for mare than half of all
tourists (Botero et al, 2017; Zielimhi o ol 219). However, high
impact tourism can negatively influence the coastal environment,
leading to biodiversity loss and decreased local inhabitants' life quality
(Buer et al, 2018; Franklin et al, 2018; Tvilanakk et al., 2019\ Do-
mestic sewage b the principal waste discharged cantinuously into the
tropical marine environment (Franklin et al, 2018; Islam and Tamaks,
2004 In developing countries, organic matterrich sewage directly
enters the coastal waters resulting in backerial decomposition and water
quality decline (Franklin e1 al., 2018; Islam and Tanaka, 2004; Wear and
Thurber, 2015). Furthermore, viral, bacterial and protazoan pathogens,
askle from other harmful substances, can reach coastal waters through
sewa ge discharges, affecting human and marine biota health (Islam and
Tamaka, 2004; Wear and Thur ber, 2015 Therefare, tropical authorities
should be concemned with sustainable oourism development, cantrolling

sewage discharges, maintaining safe, healthy and esthetical beaches to
please and attract the wourists, stimulating Jocal economic growth, and
the conservation of regional culture and biodiversity (Botero o sl
2017; Tyllianakis et al., 2119; Zielinakl et al., 2019).

Angra das Reis coast attracts up to 1.3 million tourists, significantly
increasing its estimated population of 203,785 citizens in the summer
season and holldays (Angranews, 2010; IBGE, 2019 Rodrigues et al.,
20115 Slvaetal, 2017) Tolncrease tourism, the Brazilian govemment
is in the process of passing a bill © convert protected areas, including the
Tamoios Ecological Station, into a Spedal Area of Tourist Interest
(Balsomaro, 2019) without a sanitary network expansion plan. In 2019,
septic tanks and other sanitary systems covered anly 84.9% of the Angra
dos Rels settlements, as its bulk population s establshed dispersed
along the BR 101 highway (1BGE, 201% Silva et al, 2017) Although this
bill can Incresse tourlsm in Angra dos Reks and stimulate the ocal
econamy, itcanalso impair the marine ecosystem in Ribeira bay. Ribeira
Bay hasts six protected slands of the Tamoios Frological Station (BrwiL
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