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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € um peixe nativo da regido amazonica de grande
importancia para a aquicultura na América do Sul. No entanto, surtos de bacterioses sdo
considerados uns dos principais entraves para a produgdo desta espécie. A bactéria
Flavobacterium oreochromis (anteriormente denominada Flavobacterium columnare) esta
relacionada a elevadas taxas de mortalidade em lotes de tambaquis em fase inicial de
producdo (até 10 g), o que resulta em perdas econdmicas consideraveis. A compreensao dos
mecanismos que controlam a imunidade dos peixes diante processos patologicos ¢ um fator
fundamental para o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapéuticas direcionadas
para uso na aquicultura. O presente estudo teve como objetivo identificar genes associados
a fase aguda de resposta imune de tambaquis infectados com F. oreochromis. Para isso,
realizamos a extracdo do RNA total da pele de individuos infectados sob 3 condigdes:
assintomaticos (IA) e infectados sintomaticos (IS) apos exposi¢cdo a bactéria, além de um
grupo controle (CTR). O RNA-Seq das amostras foi obtido em funcao da construgdo de dez
bibliotecas de cDNA, sendo 4 para IS, 5 para [A e 1 para o agrupamento CTR. Um total de
24 milhdes de leituras foram obtidas por biblioteca, onde sofreram um processo de controle
de qualidade. Posteriormente as leituras foram alinhadas ao genoma do tambaqui para
analise de expressao diferencial entre as duas condigdes. Para controlar taxas de falsa
descobertas nas analises de expressdo diferencial, os p-values foram convertidos para p-
ajustados < 0.05. Um total de 2.470 genes superexpressos € 1.305 subexpressos foram
identificados em IS, enquanto 1.358 genes superexpressos e 488 subexpressos foram gerados
para TA. Genes superexpressos nas duas condigdes foram relacionados a processo de
autofagia (atg4b e ulk2), além de genes associados a estresse oxidativo (kIfY, ddtit e txnip)
regulados pelo mecanismo de proteassomas. Os resultados sugerem a autofagia e outros
mecanismos relacionados a homeostase do tambaqui como importantes componentes da

defesa imunologica na fase aguda da infeccao por F. oreochromis.

PALAVRAS-CHAVE: desafio bacteriano, imunogenética, peixe nativo, RNA-Seq



ABSTRACT

The tambaqui (Colossoma macropomum) is a fish native to the Amazon region of importance
for aquaculture in South America. However, outbreaks of bacterial diseases are considered
one of the main obstacles to the production of this species. The bacterium Flavobacterium
oreochromis (formerly known as Flavobacterium columnare) is associated with high
mortality rates in batches of tambaquis in the initial production phase (10 g), resulting in
considerable economic losses. Understanding the mechanisms that control fish immunity in
the face of pathological processes is a fundamental factor for the development of
prophylactic and therapeutic measures for use in aquaculture. This study aimed to identify
genes associated with the acute phase of immune response in tambaquis infected with F
oreochromis. To do this, we extracted total RNA from the skin of infected individuals under
three conditions: asymptomatic (IA) and symptomatic infected (IS) after exposure to the
bacterium, as well as a control group (CTR). RNA-Seq of the samples was obtained by
constructing ten cDNA libraries, with 4 for IS, 5 for [A, and 1 for the CTR group. A total of
24 million reads were obtained per library, which underwent a quality control process.
Subsequently, the reads were aligned to the tambaqui genome for differential expression
analysis between the two conditions. To control false discovery rates in the differential
expression analyses, p-values were converted to adjusted p-values < 0.05. A total of 2,470
overexpressed genes and 1,305 underexpressed genes were identified in IS, while 1,358
overexpressed genes and 488 underexpressed genes were generated for IA. Genes
overexpressed in both conditions were related to autophagy processes (atg4b and ulk2), as
well as genes associated with oxidative stress (klf9, ddtit, and txnip) regulated by the
proteasome mechanism. The results suggest autophagy and other mechanisms related to
tambaqui homeostasis as important components of the immune defense in the acute phase

of I oreochromis infection.

KEY-WORDS: bacterial challenge, immunogenetics, peixe nativo, RNA-Seq
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Aspectos gerais da aquicultura

O crescimento populacional tem acarretado diversos desafios que deverdo ser
enfrentados, dentre eles o aumento da demanda por alimentos saudaveis, que vem sendo
associada ao esgotamento de recursos naturais aquaticos em longo prazo. Nesse sentindo, a
aquicultura se destaca como uma fonte promissora, visando fonte de alimentagao oriunda de
praticas ambientalmente responsaveis. Além disso, a atividade movimenta a economia por
meio de geragdo de empregos e renda. E essas caracteristicas sdo diretamente relacionadas
com algumas metas globais dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Fao,
2022).

Apesar da crise sanitaria do COVID-19, o mercado global da aquicultura manteve
crescimento estavel nos ultimos anos. Em 2020 obteve uma producao total de 178 milhdes
de toneladas de organismos aquaticos, sendo 49% oriundo da aquicultura (Fao, 2022). Desse
montante, o continente asiatico ¢ responsavel por 70 % da produ¢do mundial, seguido pelos
paises da América, que totalizam 12 % da produgdo global. Ainda, de acordo com a Fao
(2020), ¢ estimado um aumento de 15 % da produgio do pescado até 2030.

No cenério brasileiro, as pisciculturas vém crescendo cada vez mais como um
mercado de producio de proteina animal. E estimado que mais de 60 espécies de organismos
aquaticos comestiveis sao cultivados para comércio no Brasil (Valenti e al., 2021). A maior
parte da produgdo estd voltada para a tilapia do Nilo, representando 408.350.403 mil
toneladas, seguido do tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier, 1818) (IBGE, 2022).

1.2 Panorama geral da producio do tambaqui

O tambaqui pertencente a familia Serrasalmidae, ¢ uma espécie que habita
principalmente a bacia dos rios Amazonas e Orinoco (Val & Oliveira, 2021). O cultivo desta
espécie se destaca em funcdo das suas caracteristicas zootécnicas favoraveis, tais como
rusticidade, manejo simples, boa disponibilidade de formas juvenis, facil conversdo
alimentar e boa adaptagdo as ragdes comerciais (Gomes & Silva, 2009; Valladao et al., 2018).
E o segundo maior peixe da bacia Amazénica, podendo alcangar um metro de comprimento

total e aproximadamente 30 kg (Goulding & Carvalho 1982).
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A criacdo da espécie pode ser realizada em diferentes sistemas de produ¢do como
intensivo, semi-intensivo e extensivo (Brasil, 2009). No entanto, predominantemente, sua
producao ¢ realizada de forma semi-intensiva, em viveiros escavados, pesando inicialmente
2 ga5 gepeso final variando de 1 kg a 2,5 kg (Pedroza-Filho ef al., 2016). E uma das
espécies de maior importancia para a regido amazonica, que além do seu papel ecologico, é
frequentemente explorado na pesca extrativista e aquicultura, sendo também um recurso
econdmico para diversas comunidades (Oliveira & Val, 2016). Sua demanda como alimento
¢ bastante alta na regido norte por fazer parte da culinéria regional.

Além de ser a espécie nativa de maior importancia para a piscicultura brasileira,
apresenta crescente importancia no mercado alimenticio da América do Sul (Castro et al.,
2020; Valladao et al., 2018). Em 2022, a producao nacional do tambaqui alcangou 109.798
toneladas, e apesar de apresentar uma ligeira queda produtiva em comparacao a 2021, o
tambaqui permanece como a espécie nativa mais cultivada (IBGE, 2022). A producao ocorre
principalmente nas regides de clima quente como Norte e Nordeste, sendo os estados de
Ronddnia, Roraima, Maranhao, Parda e Amazonas os principais produtores respectivamente
(IBGE, 2022).

Embora a espécie demonstre um crescente potencial no mercado alimenticio, ¢
valido destacar que a intensificacao do cultivo, aliada a praticas de manejo incorretas, pode
gerar problemas sanitarios para a produgao (Tavares-Dias & Martins, 2017). Muitos autores
pressupdem que os surtos de doengas tém se tornado um dos principais obstaculos para o
desenvolvimento dessa atividade, apesar das producdes serem realizada em regides de
ambiente propicio para o cultivo da espécie (Gallani et al, 2021; Valladao et al., 2020;

Chagas et al., 2019).

1.3 Bacterioses nas pisciculturas: Enfase para o tambaqui

As bactérias compdem parte natural da microbiota dos ambientes aquaticos e dos
peixes. Podem ser consideradas patogenos oportunistas quando hd a proliferagdo em
decorréncia do desequilibrio na triade patdgeno-hospedeiro-ambiente, ocasionado por
fatores como negligéncia no monitoramento da qualidade da 4gua, elevada densidade de
estocagem, manejo nutricional inadequado e imunossupressdo do hospedeiro (Pavanelli et

al., 2008; Austin & Austin, 2007).
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Frequentemente sdo identificadas bactérias como Aeromonas hydrophila,
Flavobacterium sp., Streptococcus agalactiae, Lactococcus sp. e Francisella sp. associadas
a enfermidades de peixes de agua doce (Pereira ef al., 2016; Sebastido et al., 2015).
Dependendo dos fatores de viruléncia do patégeno e da resisténcia do organismo do
hospedeiro, a infec¢ao bacteriana pode ocorrer de forma grave, resultando na mortalidade
massiva de lotes (Sarkar et al., 2020). Dessa forma, esses microrganismos sao considerados
problematicos, pois acarretam a inviabilidade da producao e trazem significativos prejuizos
econdmicos.

Para as espécies nativas, os registros na literatura sobre quais bactérias apresentam
potencial patogénico ainda sdo considerados escassos. Alguns dos primeiros estudos
identificaram cepas do género Flavobacterium (Pilarski et al., 2008), Citrobacter sp.,
Edwardsiella tarda através do isolamento bacteriano no tambaqui (Carvalho, 2012; Pereira
et al.,2016). No entanto, apenas a identificacdo ndo ¢ suficiente para um microrganismo ser
considerado patogénico, sendo necessaria a comprovagao através do postulado de Koch.

Gallani et al. (2020) confirmaram o primeiro patégeno bacteriano do tambaqui, a
Aeromonas hydrophila, agente etiologico da septicemia hemorragica, que ¢ uma das
principais bacterioses em peixes de producdo. Assim como recentemente foi evidenciada
para a espécie, a patogenicidade da Aeromonas veronii € Aeromonas hydrophila provenientes
de peixes ornamentais como Astyanax sp. € Trachelyopterus galeatus (Yunis-Aguinaga et
al., 2024). Mielke et al. (2022) identificaram a patogenicidade da Aeromonas jandaei e
Flavobacterium sp., € para o tambaqui, ¢ destacaram a Flavobacterium como uma das
maiores ameagas para a produgdo da espécie. Reis et al. (2023) realizaram o Postulado de
Koch com E. tarda isolada do tambaqui, mas os peixes infectados ndo manifestaram sinais
clinicos, nem mortalidade. Entretanto, os autores observaram esplenomegalia e areas
esbranquicadas no bago e nos rins, que na histologia revelaram esplenite granulomatosa,
nefrite e hepatite, o que confirma a vulnerabilidade da espécie para mais um patdgeno

bacteriano.

1.4 Etilogia e a nova classificaciio do género Flavobacterium: Enfase para
Flavobacterium oreochromis

Bactérias do género Flavobacterium sao caracterizadas como bacilos longos e Gram-
negativos, de cuja motilidade ocorre por deslizamento. Suas colonias apresentam

caracteristicas como: diferentes niveis de aderéncia, coloragdo amarelada em diferentes
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tonalidades, rizoides e ndo-rizoides, planas e espalhadas (Wakabayashi, 1999; Bernadet &
Bowman, 2006; Kuntuu et al., 2011). Podem ocorrer em habitats de d4gua doce (Chen et al.,
2018), geleiras (Zhu et al., 2013), sedimentos (Lee et al., 2013), solos (Dong et al., 2003) e,
até mesmo, como patégeno em diversas espécies de organismos como plantas (Bernadet &
Bowman, 2006), anfibios (Densmore & Green, 2007), peixes (Lee et al.,2023) e alguns casos
em humanos (Tian et al., 2011; Flaherty et al., 1984).

Recentemente LaFrentz et al. (2022) detectaram através de andlises filogenéticas
quatro diferentes grupos dentro da Flavobacterium columnare, propondo a reclassificagao
em quatro novas espécies: Flavobacterium covae, Flavobacterium columnare,
Flavobacterium davisii e Flavobacterium oreochromis. Apesar da recente mudanca de
classificacdo, todas essas cepas sdo potenciais causadoras da columnariose em diversas

espécies de peixes por todo o mundo.

Infecgdes causadas por Flavobacterium sao responsdveis por surtos epizooticos em
diversos peixes de agua doce como a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Singh et al.,
2021), carpa koi (Cyprinus carpio koi) (Neidorf & Morozova, 2021), tilapia (Oreochromis
niloticus) (Elgendy et al., 2022) e panga (Pangasianodon hypophthalmus) (Dong et al.,
2015). E considerado um dos agentes patogénicos mais preocupantes na producio de peixes
em escala mundial, gerando a inviabilidade da produgdo e prejuizos econdmicos
significativos (Loch & Faisal, 2015; Decostere & Devriese, 1998), principalmente para
peixes na fase inicial de producao (Lange et al., 2017; Pradhan et al., 2019), de até 10
gramas. Estudos conduzidos por Mielke et al. (2022) revelaram 100% de mortalidade por
Flavobacterium columnare nos lotes de tambaquis na fase juvenil (até 10 gramas) em fungao
do transporte e altas densidades de estocagem.

O estagio juvenil ¢ apontado como a fase de maior vulnerabilidade do peixe a
Flavobacterium, uma vez que € nesse estagio que o manejo e transporte sao realizados de
forma intensiva nas produgdes (Chockmangmeepisan et al., 2020; Hai et al., 2020). A
Flavobacterium ¢ altamente virulenta e patogénica (Thunes ef al., 2022; Kumru ef al., 2020;
Sundell et al., 2019), por isso, elevadas taxas de mortalidade podem ocorrer em menos de
24 h ap6s a fonte causadora de estresse (Pradhan ef al., 2019). Clinicamente, os peixes
acometidos pela Flavobacterium apresentam letargia, inapeténcia, nado erratico, lesdes
esbranquicadas ou acinzentadas no tegumento, principalmente no dorso (em forma de sela)

e regido caudal, corrosdo de nadadeiras e pontos hemorréagicos. Os sinais clinicos podem ser
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desencadeados de forma aguda ou cronica, dependendo da viruléncia da cepa e do status

imunologico do organismo (Kumru ef al., 2020; Ravindra et al., 2019; Declerq et al., 2015)

1.5 Sistema imune de peixes teleosteos

Assim como em outras espécies de animais, o sistema imune de peixes teledsteos
corresponde a um conjunto de componentes celulares e humorais que atuam como
mecanismo de defesa quando ocorre a introdugdo de patdgenos, toxinas e/ou diferentes
substancias estranhas no organismo (Mattos et al., 2021; Secombes & Wang, 2012). No
entanto, em nivel anatdomico, o sistema imune de peixes dsseos se difere de mamiferos com
base na auséncia de linfonodos e a diferente classificacao dos 6rgaos primarios e secundarios
do sistema imune.

Em peixes, o timo e rim anterior apresentam funcao semelhante a medula 6ssea nos
mamiferos, com capacidade de produzir e amadurecer componentes celulares imunoldgicos
(Steinel & Bolnick, 2017). Os 6rgdos linfoides secundarios compreendem bago e rim, que
apresentam a fun¢do de recrutamento e proliferacao das células imunes quando um patégeno
adentra o organismo (Flajnik ef al., 2018). Além destas, outras estruturas apresentam fungao
imune e sao classificadas como 6rgaos nao linfoides, pois desempenham papel imunologico
importante quando ocorre a invasao do patdégeno em um determinado tecido, como no caso
de 6rgdos mucosos como: branquias, nasofaringe, intestino e pele (Buchamann & Secombes,
2022)

A resposta imunologica abrange o sistema imune inato e adquirido, ambos atuando
de forma conjunta para debelar patdogenos ou estimular processos defensivos através de
mecanismos de defesa, mediados por um complexo de células e de fatores humorais
(Baldisserotto ef al., 2020). O sistema imune inato € reconhecido por ser a primeira linha de
defesa de um organismo frente a infecgdo por um determinado patdgeno. E classificado com
base em diferentes formas de prote¢do, denominadas como: barreira fisica € quimica (muco,
tegumento, escamas, entre outros); barreira celular (macréfagos, mondcitos, granulocitos,
eosinofilos, basofilos e neutrofilos) e barreira humoral (interleucinas, interferon, sistema
complemento, enzimas antimicrobianas, entre outros) (Tort ez al., 2003; Lieschke & Trede,
2009; Tizard et al., 2013). J4 a reposta imune adaptativa ou especifica caracteriza-se pela
acdo de anticorpos especificos, promovendo a memoria imunologica. Ao adentrar no
organismo, o antigeno ¢ reconhecido e capturado por células apresentadoras de antigenos

(APCs). Estas células sao conhecidas como macréfagos, células dendriticas e linfocitos B,
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as quais promovem resposta imunologica de memoria ou imunidade adquirida (Secombes;

Wang, 2012; Baldisserotto et al., 2020).

1.6 Aplicacao da transcriptomica para compreensao da resposta imune induzida por
patogeno

Estudos sobre a investigagdo de genes associados a imunidade de peixes teledsteos
tém sido conduzidos com o objetivo de compreender a evolucao e os mecanismos variados
do sistema imunologico nestes animais (Gerdol ef al., 2014; Abo-Al-Ela & Haith am, 2018;
Chenet al., 2019; Amparyup et al., 2020). A partir disso, € possivel identificar caracteristicas
genéticas que regulam a atividade imunologica do hospedeiro frente a infeccdo por um
determinado patogeno, colaborando para o entendimento das respostas celulares e da
ativacao de vias defensivas desencadeadas durante o processo infeccioso (Li et al., 2021a;
Xiong et al., 2022; Zhu et al., 2013).

A transcriptomica permite um estudo sistematico e abrangente dos transcritos de
RNA produzidos por um organismo, tecido ou célula em um determinado momento. Dessa
forma, analises de transcriptoma disponibilizam achados com maior especificidade
referentes a mecanismos moleculares que regem o curso de células de defesa, diante da
progressao de doengas em peixes (Jia et al., 2021; Ye & Luo., 2018). Existem diferentes
ferramentas para analise do transcriptoma, como microarrays e analise serial de expressao
génica (SAGE). As quais foram aplicadas principalmente em espécies mais estudadas como
o salmao-do-atlantico (Eslamloo et al., 2020; Xue et al., 2021), truta arco-iris e peixe-
zebra(Stockhammer et al., 2009; Mackenzie et al., 2006). No entanto, estes métodos
apresentam algumas limitagdes para transcriptoma de peixes como por exemplo, ¢
necessario ter o genoma de referéncia da espécie, além disso sdo também considerados
trabalhosos e de alto custo (Qian et al., 2014).

A técnica de RNA-Seq, por sua vez, pode apresentar diversas aplicacdes. Uma das
suas principais vantagens ¢ a possibilidade de realizar andlises em espécies de peixes com
informagdes gendmicas ainda desconhecidas. Além disto, permite identificar com maior
sensibilidade a modulag@o da expressdo de genes associados a resposta imune de organismos
acometidos por processos infecciosos oriundos de diversos agentes etiologicos, tais como
identificar diferentes isoformas de transcritos, diferentes padrdes de splicing e novas
unidades de transcri¢do (Li et al., 2021b; Sudhagar; Kumar; El-Matbouli, 2018; Xiang et al.,

2010). Embora, de forma indireta, o conhecimento de mecanismo moleculares frente a
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bacterioses podem colaborar para o desenvolvimento de métodos profilaticos mais efetivos
como o desenvolvimento de vacinas, imunoestimulantes e imunomoduladores.

Para espécies de peixes nativos, hd uma lacuna de informacdes sobre os mecanismos
imunes de peixes acometidos por bacterioses. Ensaios conduzidos recentemente por
Mastrochirico-Filho et al. (2020) caracterizaram o perfil de transcriptoma associado a
reposta imune de pacus (Piaractus mesopotamicus) infectados experimentalmente por
Aeromonas hydrophila. O estudo empregou a técnica do RNA-Seq, permitindo identificar o
curso da resposta imune do pacu durante fases criticas da infec¢ao, bem como os dados sobre
os niveis de expressdo génica durante a infecc¢do, contribuindo para identificacdo de familias
de pacu naturalmente resistentes a esta bacteriose.

Diante da problematica oriunda de surtos de bacterioses associados a F. oreochromis
em tambaquis, principalmente em lotes de alevinos, analisar o perfil imunolégico através de
transcriptoma pode proporcionar informacdes relevantes e ainda desconhecidas sobre o
curso do sistema imunologico desta espécie frente a infeccdo pela F. oreochromis. Este
estudo poderd colaborar para pesquisas subsequentes acerca do desenvolvimento de

protocolos profilaticos e terapéuticos de forma mais direcionada para uso nesta espécie.

2. OBJETIVO GERAL

Identificar através da analise de transcriptoma por meio do RNA-Seq, genes
associados a resposta imune durante a fase aguda de infec¢do por Flavobacterium

oreochromis em tambaquis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar infec¢do experimental com a F. oreochromis
e Analisar a expressao génica diferencial de individuos sintomdaticos e assintomaticos

e Identificar os genes subexpressos e superexpressos relacionados a resposta imune de

individuos sintomaticoss e assintomaticos.

e Realizar andlises de enriquecimento funcional dos principais genes através de banco

de dados que permitem categorizar genes com base em suas fungdes biologicas.
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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € um peixe nativo da regido amazonica de grande
importancia para a aquicultura na América do Sul. No entanto, surtos de bacterioses sdo
considerados uns dos principais entraves para a produgdo desta espécie. A bactéria
Flavobacterium oreochromis (anteriormente denominada Flavobacterium columnare) esta
relacionada a elevadas taxas de mortalidade em lotes de tambaquis em fase inicial de
producdo (até 10 g), o que resulta em perdas econdmicas consideraveis. A compreensao dos
mecanismos que controlam a imunidade dos peixes diante processos patologicos ¢ um fator
fundamental para o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapé€uticas direcionadas
para uso na aquicultura. O presente estudo teve como objetivo identificar genes associados
a fase aguda de resposta imune de tambaquis infectados com F. oreochromis. Para isso,
realizamos a extracdo do RNA total da pele de individuos infectados sob 3 condicdes:
assintomaticos (IA) e infectados sintomaticos (IS) apds exposicao a bactéria, além de um
grupo controle (CTR). O RNA-Seq das amostras foi obtido em fun¢ao da construcao de dez
bibliotecas de cDNA, sendo 4 para IS, 5 para IA e 1 para o agrupamento CTR. Um total de
24 milhdes de leituras foram obtidas por biblioteca, onde sofreram um processo de controle
de qualidade. Posteriormente as leituras foram alinhadas ao genoma do tambaqui para
analise de expressao diferencial entre as duas condigdes. Para controlar taxas de falsa
descobertas nas analises de expressdo diferencial, os p-values foram convertidos para p-
ajustados < 0.05. Um total de 2.470 genes superexpressos € 1.305 subexpressos foram
identificados em IS, enquanto 1.358 genes superexpressos e 488 subexpressos foram gerados
para TA. Genes superexpressos nas duas condigdes foram relacionados a processo de
autofagia (47G4B e ULK?), além de genes associados a estresse oxidativo (KLF9, DDTIT e
TXNIP) regulados pelo mecanismo de proteassomas. Os resultados sugerem a autofagia e
outros mecanismos relacionados a homeostase do tambaqui como importantes componentes

da defesa imunologica na fase aguda da infec¢do por F. oreochromis

PALAVRAS-CHAVE: desafio bacteriano, imunogenética, peixe nativo, rna-seq
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3. Introducio

O tambaqui (Colossoma macropomum) ¢ um pescado de crescente importancia no
mercado alimenticio da América do Sul (Valladdo ef al., 2018). E considerada a segunda
espécie mais cultivada no Brasil, com uma produ¢@o anual em torno de 109.798 toneladas.
A produgdo ocorre principalmente nas regides de clima quente como Norte e Nordeste do
Brasil, sendo os estados de Ronddnia, Roraima, Maranhdo, Parda e Amazonas os principais
produtores respectivamente (IBGE, 2022).

O cultivo desta espécie se destaca em funcdo das suas caracteristicas zootécnicas
favoraveis, tais como rusticidade, manejo simples, facil conversao alimentar e boa adaptagao
as racdes comerciais (Gomes & Silva, 2009; Valladao et al., 2018). No entanto, a
intensificacdo do cultivo aliada a praticas de manejo incorretas tem gerado problemas
sanitarios como bacterioses e parasitoses para a producdo (Tavares-Dias & Martins, 2017).

As bactérias do género Flavobacterium sdao consideradas um dos patdégenos mais
emergentes em escala mundial, causando a inviabilidade da produgdo e resultando em
prejuizos econdmicos significativos para a aquicultura (Loch & Faisal, 2015; Decostere &
Devriese, 1998). Surtos causados por essas bactérias acometem principalmente peixes na
fase inicial de producao (Lange et al., 2017; Pradhan et al., 2019). Infec¢des causadas por
este patogeno tem sido registrada em varias espécies de peixes de agua doce de importancia
comercial, incluindo a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Singh et al., 2021), carpa koi
(Cyprinus carpio koi) (Neidorf & Morozova, 2021), tilapia (Oreochromis niloticus)
(Elgendy et al., 2022) e panga (Pangasianodon hypophthalmus) (Dong et al., 2015).

Recentemente, Mielke et al. (2022) identificaram a patogenicidade da
Flavobacterium sp. em tambaqui, e destacaram a Flavobacterium como uma das maiores
ameagas para a producdo da espécie. Além disso revelaram 100% de mortalidade de lotes de
tambaquis na fase juvenil (até 10 gramas) por Flavobacterium, em fun¢do do transporte e
altas densidades de estocagem (Mielke et al.,, 2022). Clinicamente, os peixes acometidos
pela Flavobacterium apresentam lesdes esbranquicadas ou acinzentadas no tegumento,
principalmente no dorso (em forma de sela) e regido caudal e corrosdo de nadadeiras. Os
sinais clinicos causados pela Flavobacterium podem ser desencadeados de forma aguda ou
cronica, dependendo da viruléncia da cepa e do status imunolégico do organismo (Kumru et
al., 2020; Ravindra et al., 2019; Declerq et al., 2015).

Para uma melhor compreensdo da resposta imune de peixes teledsteos,

principalmente frente a introdug@o de patdgenos, andlises de transcriptoma podem fornecer

28



informacdes detalhadas sobre os mecanismos moleculares sinalizadores na ativagdo da
imunidade em diferentes estdgios de infeccdo em peixes. Com isso, o conhecimento de
mecanismos imunogenéticos frente a bacterioses podem colaborar para o desenvolvimento
de efetivos métodos profilaticos, como o desenvolvimento de vacinas, imunoestimulantes,
imunomoduladores e selecdo genética de animais resistente a patdgenos (Sudhagar et al.,
2018; Ye & Luo, 2018).

Mecanismos moleculares que regem a progressao da reposta imune frente a infecgao
por Flavobacterium tém sido investigados em diferentes espécies de peixes (Tonsgri et al.,
2020; Ravindra et al., 2019; Zhou et al., 2013). Através de analises de transcriptoma, Zhao
et al. (2016) identificou processos bioldgicos envolvidos na defesa imune frente a
Flavobacterium columnare em peixe-alburno (Culter alburnos). O estudo revelou
mecanismos de fagocitose como uma das principais estratégias para eliminar o patdgeno,
elucidando também o mecanismo do patégeno na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro. Colaborando para o entendimento de mecanismo dessa infeccdo na interagao
patogeno-hospedeiro. Peatman et al. (2013) analisaram o perfil de genes diferencialmente
expressos em bagres (Ictalurus puncatus) susceptiveis e resistentes a infec¢do por F
columnare. Os resultaram demostraram que animais susceptiveis apresentavam fenotipo
putativo mucossecretor e tolerogénico que pode estar envolvido na predisposi¢do a infec¢ao
por F. columnare.

Diante da problematica oriunda de surtos de bacterioses associados a Flavobacterium
oreochromis em tambaquis, principalmente em lotes de alevinos, analises do perfil
imunologico através de transcriptoma podem proporcionar informagdes relevantes e ainda
desconhecidas sobre a dinamica do sistema imunologico desta espécie frente a infecgao pela
F. oreochromis. Portanto, o objetivo desse estudo consiste em realizar através da andlise de
transcriptoma por meio do RNA-Seq, a expressdo diferencial de genes associados a resposta

imune, durante a fase aguda de infec¢@o por F. oreochromis em tambaquis.

4. Material e Métodos

4.1 Declaracio de Etica no Uso de Animais

Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendagdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, Brasil) e do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CEMV, Brasil) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
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Universidade Nilton Lins sob o protocolo 008/2021. Todos os procedimentos de
biosseguranca foram realizados para a manipulacdo de cepas bacterianas e animais

infectados.

4.2 Desenho experimental e desafio bacteriano

Os animais foram adquiridos de uma piscicultura comercial, com peso médio de 1-3
g, e mantidos em caixas com capacidade de 1000 L provida de aerag¢do constante, renovacao
parcial da dgua (30%) diariamente e oferta de ragdo comercial trés vezes ao dia. Anterior ao
desafio, uma subamostra de animais fora previamente examinada quanto & bacterioses e
parasitoses.

A infecg¢do experimental foi conduzida com a cepa de Flavobacterium oreochromis
(AMFO 04), isolada de tambaquis com historico da doenga identificada por MALDI-ToF
(Assis et al., 2017) e previamente certificada quanto a patogénese através do postulado de
Koch. A reativagcdo da cepa (armazenada a -80 °C, em caldo G enriquecido com 30 % de
glicerol) foi realizada em meio agar G (25 °C por 48 horas). Entdo, as colonias foram
inoculadas no caldo G estéril e incubadas sob agitacdo (100 rpm a 28°C/ 48 h). Apos o
crescimento bacteriano, o meio de cultura foi centrifugado em 4°C/ 3000g/ 10 min, e o pellet
bacteriano ressuspendido em Phosphate Buffered Saline (PBS) O plaqueamento das
dilui¢des seriados (100 ul) foi realizado em duplicata para constatar a concentracao do
indculo bacteriano em unidade formadora de colonias (UFC/mL).

A dose letal em 50% dos individuos (DLso) foi estabelecida com base em
experimentos anteriores através das concentragdes ajustadas nas densidades optica (DOs25)
de: 0 (controle com PBS), 0.226, 0.414, 0.590, 0.779 e 1.182 nm. Testadas por via
intraperitoneal, em 60 individuos separados aleatoriamente, 10 individuos para cada
concentragdo. Anterior a inoculagdo da bactéria, os individuos foram anestesiados por
imersdo em solu¢do de benzocaina 100 mg/L.

Com base na definicao da DLso, iniciou-se o desafio bacteriano com a F. oreochromis,
onde o inéculo foi injetado na dose 1.19 x 10° UFC/mL, por via intraperitoneal (0,1 mL do
inoculo para cada 10 gramas de peso vivo). Individuos do grupo controle também foram
manejados sob as mesmas condi¢des, mas injetados com PBS.

No desenho experimental do desafio bacteriano, um total de 108 individuos com peso
médio de 6,84 + 1,8, foram alocados em um sistema estatico, com 6 caixas plasticas com

capacidade de 80 L, providas de aerag@o constante e realizada trocas parciais de agua (30%
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do volume por dia). Sendo distribuidas 3 caixas para o grupo infectados e 3 caixas para o
grupo controles, cada caixa povoada com 18 individuos. Os parametros de qualidade da 4gua
tais como oxigénio dissolvido (6,27 £ 0,60), temperatura (25,5 £ 0,24) e pH (6,96 + 0,24)
mostraram-se dentro das exigé€ncias para a espécie durante o periodo experimental.

A mortalidade e a progressao dos sinais clinicos foram observadas trés vezes ao dia
durante 72 horas. Individuos recém-mortos foram submetidos a necropsia seguida de re-
isolamento bacteriano e identificacdo por MALDI-ToF (Assis et al., 2017) para confirmagao

diagnostica.

4.3 Coleta de amostra, extracio e sequenciamento do RNA

Individuos que apresentaram sinais clinicos caracteristicos da infeccdo por F
oreochromis foram considerados - Individuos Sintomaticos (IS) e individuos sem sinais
clinicos - Individuos Assintomaticos (IA), além dos individuos do grupo controle (CT). A
coleta de amostras para sequenciamento de RNA foi realizada durante o periodo de 48 h,
devido a alta ocorréncia de mortalidade. Previamente, os animais foram eutanasiados em
overdose de benzocaina (0,3 g/L), em seguida amostras de pele foram coletadas de
individuos infectados (6 amostras IS e outras 6 amostras IA) e controle (6 amostras),
totalizando 2 individuos por unidade experimental. A coleta foi realizada simultaneamente
em todos os grupos, no periodo com a maior taxa de mortalidade de individuos sintomaticos.

A extracao de RNA foi realizada utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, CA,
USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Para quantificagdo do RNA total foi
utilizado o kit Qubit RNA em um Flurémetro Qubit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). A integridade do RNA verificada através de eletroforese em gel a 1.5%, através da
identificacdo das bandas 28S e 18S, respectivamente. E a pureza da amostra foi averiguada
através do NanoDrop One (ThermoFisher, CA, USA).

Aproximadamente 1 pg de RNA total de cada amostra foi selecionado para
construcao das bibliotecas. Para obtengdo somente de RNAm, foi empregado o método de
sele¢do através da cauda poli A, otimizado com uso de oligoDT. As amostras foram
convertidas em cDNA e a construgdo das bibliotecas de cDNA foi conduzida através do
protocolo DNBSEQ Eukaryotic Strand-specific mRNA library. O sequenciamento ocorreu
através da plataforma DNBseq.
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No total, foram criadas 10 bibliotecas de cDNA, 5 bibliotecas correspondentes ao
grupo de individuos assintomaticos (IA), 4 bibliotecas correspondentes ao grupo de
individuos sintomaticos (IS) e ao mesmo tempo foram criadas bibliotecas para o grupo de
controle (CTR) a partir da combinacdo de 5 amostras agrupadas, diluidas na mesma
concentragdo. O niumero de bibliotecas do grupo IS foi reajustado, devido uma amostra ndo
apresentar parametro adequado no teste de controle de qualidade, portanto foi retirada para

ndo prejudicar as analises posteriores.

4.4 Controle de qualidadeo e alinhamento das leituras

A qualidade dos dados brutos de sequenciamento foi inicialmente verificada através
do software FASTQC v. 0.11.9 (Andrews, 2010). Conseguinte, a remog¢ao de leituras de
menor qualidade (Q Phred < 30) e remocao de adaptadores Illumina foi realizada por meio
do software FASTP (Chen et al., 2018). Apenas leituras de pares superiores a 36 pb foram
mantidas.

O mapeamento das leituras de alta qualidade geradas no experimento foi realizada
através do software STAR (Dobin et al., 2013). O STAR funciona em dois passos principais:
(i) E realizada uma busca sequencial por um valor maximo de seeds mapeaveis de cada
transcrito, com base em um genoma de referéncia. (i) Em seguida, o STAR constr6i um
alinhamento de todas as sequéncias a partir da juncao das seeds que foram alinhadas contra
o genoma de referéncia. Para esse estudo utilizamos o genoma de referéncia do tambaqui
(Colossoma macropomum) como modelo (NCBI: GCA 904425465.1).

Apds o mapeamento, a abundancia relativa dos transcritos para cada condi¢ao foi
contabilizada a partir do software RSEM (Li & Dewey, 2011). A abundancia dos transcritos
foi estimada utilizando o algoritmo de expectativa-maximizagdo (EM), selecionando como
parametro padrdo a op¢ao “- - paired-end” e tendo como base o arquivo de anotacdo de genes
(gff) e sequéncias do genoma do tambaqui (fasta). Através do RSEM foi gerado um conjunto
de sequéncias de transcritos de referéncia. Em seguida, o conjunto de reads de RNA-Seq foi
alinhado aos transcritos de referéncia. Os alinhamentos produzidos pelo RSEM foram
aplicados na inferéncia de abundancia de transcritos por milhdes (TPM). Intervalos de
credibilidade a 95% sdo obtidos a partir de uma abordagem bayesiana implementada no

RSEM.
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4.5 Analise de genes diferencialmente expressos

As estimativas de abundancia de transcritos, a caracterizacdo de genes
diferencialmente expressos (DEGs) foi realizada utilizando o software DESeq2 (Love et al.,
2014). Para controlar as taxas de falsas descobertas (FDR) de testes de hipoteses multiplas,
os p-valores calculados pelo DESeq2 foram convertidos em g-valores. Em seguida, foi
gerada a lista de transcritos diferencialmente expressos com valores de corte q inferiores a
0,05 e log2FC (mudanca de dobra (tratamento/controle) para um gene) > 1 ou log2FC < -1)
conforme descrito em estudos de transcriptoma semelhantes (Marancik et al., 2015; Polinski
et al., 2016; Jiang et al., 2020).

Uma analise de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos nas
diferentes condi¢des foi realizada por meio do software SHINYGO (Ge et al., 2020). As
categorias Gene Ontology (GO) e bancos de dados da Enciclopédia de Genes e Genomas de
Kyoto (KEGG) foram usados para atribuir funcdes e rotas metabolicas nos quais os
transcritos foram inseridos. O fold enrichment foi utilizado para quantificar a representacao
de um conjunto de genes em relagdo a uma determinada funcao bioldgica. Sendo calculado
como a razao da propor¢ao de genes em uma condi¢ao especifica associado a um termo GO
em relagdo a proporcao esperada de genes relacionados a esse termo em um conjunto de

referéncia (Khatri et al., 2012).

5. Resultados

5.1 Desafio bacteriano

Ao decorrer do desafio por Flavobacterium oreochromis, os primeiros sinais clinicos
surgiram a partir das 24 horas, evidenciando aumento de muco na dgua do grupo infectados
e alguns individuos com hiperpigmentacdo. A partir de 48 h apos desafio, a taxa de
mortalidade atingiu 70%, e os sinais clinicos evidenciaram letargia, hipdxia (com lesdes nas
branquias verificadas em necropsia), perda de escamas, corrosdo de nadadeiras, lesdes
hemorragicas em regido anal e na base da nadadeira e lesdes ulcerativas em formato de sela
na regido dorsal e em regido caudal (Fig. 1 A — B).

Apo6s 72 h houve a taxa de mortalidade atingiu 100 % dos individuos. A F.
oreochromis foi isolada e identificada por MALDI-ToF (Assis et al., 2017), em diferentes
orgdos (cérebro, rim e pele) de todos os animais analisados, confirmando a infeccao

bacteriana por esse patdgeno. Os individuos do grupo controle ndo apresentaram sinais
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clinicos e mortalidade. Ao final do experimento todos os individuos foram devidamente

descartados de acordo com as recomendagdes do CEUA e as normas de biosseguranga.
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Figura 1. Agua com excesso de muco; individuo manifestando letargia, hipoxia e hiperpigmentagdo (A); Lesido
na branquia (seta) (B); Lesdo em formato de sela proximo a nadadeira dorsal, corrosdo de nadadeira e
tegumento na regido caudal.

5.2 Sequenciamento do RNA

O sequenciamento de RNA das amostras de pele gerou aproximadamente 24 milhdes
de leituras pair-end por biblioteca. Posteriormente as leituras brutas foram filtradas para
remover sequéncias de adaptadores, contaminacdo e leituras de baixa qualidade (inferior a
36 bp e Q Phred < 30), de acordo com a Tabela 1. O processo de mapeamento das sequéncias
do RNA-seq ao genoma de referéncia através do STAR resultou em média de 21 a 22
milhdes de leituras por amostra (91-92%), com 290 bp de comprimento médio mapeado

(Tabela 2). Posteriormente, os transcritos foram processados no software Rsem
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contabilizando uma matriz de abundancia em transcritos por milhdes (TPM) composta por

30.268 genes ou isoformas para cada condi¢do (Controle - CTR e Infectados assisntomaticos

—IA; Controle -CTR e Infectados sintomaticos - IS).

Tabela 1. Quantidades das leituras brutas e leituras limpas posterior ao controle de qualidade

Condicao Leituras brutas Leituras limpas
Controle 24060858 23287470
Assintomatico 24146713 23330427
Assintomatico 24008980 23190546
Assintomatico 24101273 23400727
Assintomatico 24107788 23312082
Assintomatico 24093959 23360576
Sintomatico 24008157 23254038
Sintomatico 24078201 23348002
Sintomatico 24089984 23262142
Sintomatico 24027287 23343933

Tabela 2. Mapeamento das leituras das condi¢des IA e IS no genoma do tambaqui

Condic¢ao Leituras Tamanho médio
mapeadas mapeado
Controle 22052492 (94.70%) 298.25
Assintomatico 22161363 (94.99%) 298.12
Assintomatico 21750825 (93.79%) 298.15
Assintomatico 22211220 (94.92%) 298.09
Assintomatico 22034400 (94.52%) 298.09
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Assintomatico 22018735 (94.26%) 298.00

Sintomético 22125851 (95.15%) 298.06
Sintomatico 22233759 (95.23%) 298.13
Sintomatico 22023238 (94.67%) 298.24
Sintomatico 22185391 (95.04%) 298.20

5.3 Analises de componentes principais

A analise dos componentes principais (PC1 e PC2) dos grupos CTR e IA evidenciou
78% de variancia total entre os dados. Nos grupos CTR e IS a variancia total foi de 83%. Os
primeiros componentes (PC1) revelaram uma variancia de 64% entre os grupos CTR e 1A
(Fig. 2), como também 67% de variancia para CTR e IS (Fig. 3). Os segundos componentes
(PC2), que correspondem a similaridade intragrupo, apontaram uma variancia de 14% no

grupo infectados assintomaticos e 18% de variagdo nos sintomaticos.
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Figura 2. Grafico de componentes principais dos grupos controle e individuos assintomaticos (IA). Pontos em
azul representam o grupo resistente ¢ pontos em vermelho o grupo controle, o eixo x (PC1) indica a variancia
entre os grupos controle e resistente e o eixo y (PC2) representa a variancia dentro do grupo resistente.
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Figura 3. Grafico de componentes principais dos grupos controle e infectados sintomaticos (IS) . Pontos em
azul representam o grupo susceptivel e pontos em vermelho o grupo controle, o eixo x (PC1) representa a
variancia entre os grupos controle e susceptiveis e o eixo y representa a variancia dentro do grupo susceptivel.

5.4 Identificacdo de genes diferencialmente expressos

A expressao diferencial entre as amostras correspondentes aos grupos CTR e TA
resultaram em 24.053 genes expressos diferencialmente, no qual 1.358 (5.6 %) foram
representados como superexpressos (up-regulated) e 488 (2%) foram sub-expressos (down-
regulated) considerando o p-valor ajustado < 0.05, log2FC > |1| (Tabela 2). Adicionalmente,
a expressdo diferencial entre os grupos CTR e IS geraram um total de 23.545 genes
diferencialmente expressos, abrangendo 2.470 (10%) superexpressos (up-regulated) e 1.305

(5.5%) sub-expressos (down-regulated) p-valor ajustado < 0.05, log2FC > |1]) (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de transcritos expressos diferencialmente em tambaquis desafiados com Flavobacterium

oreochromis.

Grupos D.E Superexpresso Subexpresso
(padj< (LFC>1) (LFC <-1)
0.05)

IA x CTR 1.846 1.358 488
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IS x CTR 4.295 2.701 1.594

D.E = Diferencialmente expressos; IA = Individuos assintomaticos; IS = Sintomatic individuals

5.5 Analise de enriquecimento funcional de genes diferencialmente expressos

Os resultados do enriquecimento funcional dos genes expressos diferencialmente
foram classificados em 3 categorias: Fungdo molecular, componente celular e processo
bioldgico. A andlise de GO revelou o enriquecimento de genes semelhantes nas duas
condicdes (sintomaticos e assintomaticos) nas 3 categoriais analisadas. Os termos GO mais
representados na condi¢ao de assintomatico foram: proteassomal protein catabolic. proc.,
autophagy, proc. utilizing autophagy mechanism, ribosome biogenesis (processo bioldgico)
(Fig. 4 — A); proteasome-activing activity, insulin receptor binding e threonine-type
endopeptidase activity (funcdo molecular) (Fig. 4 — B); proteasome core complex alpha-
subunit complex, proteasome regulatory particle e proteasome core complex (componente
celular) (Fig. 4 — C). Na condi¢do de sintomatico os termos mais abudantes foram:
Autophagy, proc. utilizing autophagy mechanism e ribosome biogenesis (processo biologico)
(Fig. 5 — A); proteasome-activing activity, polyubiquitin modification — dependente protein
binding € RNA polymerase Il complex binding (fungdo molecular) (Fig. 5 — B); proteasome
core complex alpha-subunit complex, proteasome regulatory particle e proteasome core
complex (componente celular) (Fig. 5 — C).

Os principais termos GO menos enriquecidos na condigdo de assintomatico foram:
membrane raft assembly, membrane raft organization e plasma membrane raft assembly
(processo biologico) (Fig. 4 — D); L-lactate dehydrogenase activity, Bisphosphoglycerate
mutase activity and lactate dehydrogenase activity (fungdo molecular) (Fig. 4 — E); collagen
type V trimer, Fibrillar collagen trimer e Banded collagen fibril (componente celular) (Fig.
4 — F). E na condigdo de sintomatico: myotube cell development, skeletal fiber development
e myotube differentiation (processo biologico) (Fig. 5 — D); collagen binding, intramolecular
transferase activity phosphotransferases and extracelular matrix structural constituent
(funcdo molecular) (Fig. 5 — E); fibrillar collagen trimer, banded collagen fibril € Caveola
(componente celular) (Fig. 5 — F).
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Figura 5 — Barplots do enriquecimento funcional na condigio IS — Individuos sintomaticos. Classificados nas
categorias: processo biologico (A), funcdo molecular (B) e componente celular (C). Mecanismos menos
enriquecidos estdo representados ao lado do mais representados: processos bioldgicos (D), fungdo molecular
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significancia de cada transcrito ¢ indicada pelo valor -Log10 FDR. A escala de Fold Enrichment ¢é utilizada
para representar o grau de enriquecimento funcional.

As vias do KEGG mais representadas revelaram resultados semelhantes para as duas
condicdes (sintomaticos e assintomaticos). Um total de 20 processos foi identificado para a
condicdo IA, no entanto os mecanismos de proteassomas e autofagia foram os principais
processos super-representados em [A (Fig. 6 — A). Para o grupo IS 20 vias foram
relacionadas, sendo evidenciado mecanismo de proteassomas como o principal super-

representado, seguido do processo de biogénese do ribossomo em eucariotos (Fig. 7 — A).
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Um total de 8 vias foram reveladas como menos enriquecidas para IA e IS, os mecanismos

“focal adhesion e ECM-receptor interaction” foram menos representados para ambas as

condigoes (Fig.6 — B; Fig. 7 — B).
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5.6 Genes diferencialmente expressos

De acordo com a andlise de genes expressos diferencialmente (Fig. 8 A — B), o
transcrito kIf9 foi regulado positivamente nas duas condi¢des estudadas, envolvido em
processo de proliferagdo celular e estresse oxidativo. Assim como os principais genes
superexpressos em sintomaticos que também relacionados ao estresse oxidativo como:
txnipa e ddit4. Outros principais genes descritos como superexpressos na condicdo de

assintomaticos estdo associados ao processo de autofagia, sendo eles atg4b e ulk?2.
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Alguns genes do principais como o unc45b, akap6 e rcn3 que estao relacionados a
estrutura musculo esquelética, mostraram-se regulados negativamente tanto na condigdo de
assintomaticos como sintomaticos. No contexto de sintomaticos, outros genes subexpressos
identificados foram spon2b e thrap3a. Na condi¢do de assintomaticos identificou-se como

genes de menor expressao como nmrk2, clec3bb e fkbp10a
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significancia (eixo Y, - Log10 P) de cada transcrito. Os transcritos com expressao diferencial (adjusted p-value
< 0.05) estdo destacados em vermelho, localizados como pontos mais distantes do centro ¢ da aglomeragio
entre outros pontos (regido esquerda corresponde a subexpressos e regido direita superexpressos.

6. Discussao

Este estudo caracteriza, pela primeira vez, mecanismos moleculares envolvidos na
resposta imunologica de tambaqui (Colossoma macropomum) durante a fase aguda de
infec¢do por Flavobacterium oreochromis. A fase inicial de uma patologia, também chamada
de fase aguda, traz informagdes relevantes a respeito da progressao da imunidade inata e sua
relacdo com a imunidade adaptativa (Bayner & Gerwick, 2001). Diversos estudos tém sido
conduzidos sobre o transcriptoma do perfil imunologico na fase aguda de outras espécies de
peixes acometidas por diferentes bactérias emergentes em pisciculturas de diversas regioes
(Liu et al., 2021; Li et al., 2021; Peatman et al., 2007), evidenciando achados que eram
pouco conhecidos sobre a modulacao da resposta imune.

A modulagdo da reposta imunologica pode variar entre espécies e até mesmo dentro
de uma mesma espécie. Tais fatores podem ser atribuidos a variabilidade genética, que pode
induzir respostas fisiologicas diferentes para cada organismo (Buchamann & Secombes,
2022; Rauta; Nayak & Das, 2012; Magnadottir, 2006; Bowden et al., 2007). Como
observado nas analises de componentes principais, que evidenciaram uma pequena diferenca
de resposta intragrupos dos IS e IA. Isso pode estar relacionado a caracteristicas do perfil
imunoloégico de cada individuo.

Nao foi evidenciado super expressdo de genes relacionados ao sistema complemento,
uma das fungdes desse sistema envolve opsonizagao, lise e inflamagao, desempenhando um
papel crucial na ligacdo entre imunidade inata e adaptativa (Mokhtar et al.,2023). Em
diferentes espécies de peixes, o sistema complemento ¢ descrito como um dos principais
mecanismos imunolégicos para elimina¢do de bactérias (Mokhtar et al.,2023; adicionar mais
autores), inclusive em estudos com outras espécies nativas brasileira como o pacu (Piaractus
mesopotamicus), infectados por Aeromonas hydrophila (Mastrochirico-Filho et al., 2020)Os
mecanismos de defesa ativados pela F. oreochromis foram semelhantes para o IA e para IS,
evidenciando processos proteossomicos e autofagia como super-representados e
superexpressos € transcritos relacionados ao desenvolvimento de componente

musculoesquelético como pouco representados e subexpressos nas duas condigdes. Os
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resultados desse estudo sdo semelhantes a andlises transcriptomicas em outras espécies de
peixes infectados por Flavobacterium (Rivas-Aravena et al., 2019; Zhou et al., 2014). Para
melhor compreensdo, destacamos os principais genes diferencialmente expressos envolvidos
na fisiopatologia da F. oreochromis, sendo agrupados em categorias com base nos

mecanismos moleculares relacionados.

6.1 Autofagia

O mecanismo de autofagia tem sido descrito como primordial em importantes
processos fisiologicos e patologicos, como observado em desenvolvimento,
proliferagdo,diferenciagio e homeostase celular (Pant ef al., 2022). E um mecanismo chave
para a ativacao da imunidade inata e adaptativa, podendo ser uma afetiva defesa contra
bactérias (Luo et al.,, 2018; Xia et al., 2019).

Foram identificados genes significamente upregulados relacionados ao mecanismo
da autofagia. Como o gene atg4b (Autophagy-related protein 4 homolog B) envolvido na
modificagdo da proteina LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), que
desempenha papel na estrutura de autofagossomos (vesiculas envolvidas na degradacgao
celular) (Kunduu et al., 2018). Assim como o ulk? (Unc-51 Like Autophagy Activating
Kinase 2), atua como componente do complexo de iniciagdo da autofagia. Observou-se a
superexpressao nas condi¢oes de IS e IA sugerindo relevancia na fisiopatologia da infecgao
por F. oreochromis.

Embora a autofagia esteja relacionada como um mecanismo de defesa imune, ¢
essencial a regulagdo adequada para que se mantenha uma homeostase constante
promovendo a sobrevivéncia do hospedeiro. Uma vez que, mecanismo de diferenciagdo
celular que medeiam a ligacdo da imunidade inata e adquirida s6 iniciam a partir de um nivel
de expressao adequado que ainda nao ¢ muito bem compreendido em peixes teledsteos (Xia
et al., 2019; Liu, Pham, et al., 2020; Liu et al., 2015).

Possivelmente, a superexpressdo de genes associados a autofagia interage fortemente
com mecanismos proteossomicos também evidenciado como super-representados nas duas
condigdes IA e IS. De acordo com a literatura, a autofagia pode ser induzida por estresse
oxidativo em condi¢des de manifestacdes patoldogicas como isquemia e reperfusao e regulada
fortemente por alteragdes em espécies reativas de oxigénio (ROS) (Matsui et al., 2007; Lee

et al., 2012).
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6.2 Proteassomas

Os proteassomas sdo complexos proteicos associados a degradagdo de proteinas nao
funcionais. Atuam na manutencdo da homeostase celular, realizando a remogao de proteinas
danificadas que possam prejudicar o funcionamento adequado da célula (Yasuda et al.,
2020). O fator de transcricdo nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) atua como
regulador dessa via e pode atuar como regulador em condigdes de estresse oxidativo e
repostas inflamatorias (Chapple ef al., 2012)

O Krueppel-like factor 9 (kif9) desempenha a funcao de proliferacdo e diferenciagao
de células como macréfagos/monocitos e células B. Sua expressdao pode ser aumentada por
inducao do nrf2 em condigdes massivas de estresse oxidativo (Zucker et al., 2014; Mannava
et al., 2012). Em condi¢des de subexpressao esse gene atua como mediador na resposta
imune inata do salmdo (Sal/mo salar), como regulador positivo na diferenciacdo de
macrdfagos/monocitos estabelecendo ligagcao para imunidade adquirda (Pérez-Stuardo et al.,
2023; Smith et al., 2021).

Tecidos de garoupas infectadas por Nervous necrosis virus (RGNNV) e Singapore
grouper iridovirus (SGIV) a superexpressao desse gene promoveu uma inibicao de
processos inflamatorios favorecendo a replicacdo de RGNNV e SGIV, sugerindo que sua
superexpressao reduz a liberagdo de citocinas inflamatorias que seriam cruciais para a
homeostase do organismo (Xia et al., 2019). No presente estudo, o k/f9 foi destacado como
superexpresso nas condicoes IS e IA. Além disso, outros genes associados a estresse
oxidativo também foram identificados como o txnipa (Thioredoxin-interacting protein)
identificado em IS e IA e o gene ddit4 (DNA damage-inducible transcript 4 protein)
identificado em IS. Sugerindo a presenca de estresse oxidativo em ambas as condi¢des, o
qual possivelmente se intensificava a medida que a infeccdo avangava, suprimindo
mecanismos imunes mais especializados.

Possivelmente esse cenario possa estar envolvido na patogénese da infeccdo, uma
vez que estudos descrevem mecanismos de bactérias como Aeromonas hydrophila (Jiang et
al., 2016), Providencia rettgeri (Souza et al., 2019), Pseudomonas aeruginosa (Souza et al.,
2017), capazes de induzir intenso stress oxidativo e inibi¢do do sistema antioxidante,

favorecendo o agravo do quadro clinico e mortalidade do hospedeiro.
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6.3 Interacdo do Receptor com a Matriz Extracelular (ECM) e Adesao focal

Genes associadas a Interacdo entre a matriz extracelular e adesdo focal foram
significamente downregulados em IS e IA. Outros termos GO como Fibrillar collagen
trimer e Banded collagen fibril associados a matriz extracelular também foram
significamente upregulados. As vias ECM-receptor interaction ¢ focal adhesion sao
relacionadas a processos e estruturas de interacdo entre células e a matriz celular (Godoy et
al., 2015). O ECM se refere a integragcdo entre células e componentes da matriz celular
(Hynes, 2009). As adesOes focais medeiam a ligacdo entre a matriz extracelular e o
citoesqueleto celular (Liu et al., 2023)

Os genes unc45b (Unc-45 Myosin Chaperone e akap6 (A-kinase anchor protein 6)
que apresentam relacdo com desenvolvimento da estrutura corporal como tecido muscular,
esquelético e tegumento (Gao et al., 2021; Lee et al., 2015) foram identificados em IS e TA.
Assim como a subexpressao de outros genes relacionados ao desenvolvimento musculo
esquelético como rail4 e spon2b, identiticado apenas em IS. Dessa forma, as subexpressoes
foram mais frequentes em IS do que IA, essa resposta pode ter associacdo com a ineficiéncia
da cicatrizagdo, observada pelas lesdes no tegumento e nadadeiras causadas pela F
oreochromis, principalmente no grupo IS. Resultados semelhantes foram reportados em truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), onde os transcritos subexpressos estavam relacionados a
atrofia musculo esquelética causada pela Flavobacterium psychrophilum (Rivas-Aravena et

al., 2019).

7. Conclusao

Os resultados sugerem que o processo de autofagia e estresse oxidativo esta
relacionado a um mecanismo de homeostase do tambaqui durante a fase aguda causada por
F. oreochromis. A progressdao de mecanismos imunoldgicos mais eficientes parece ser pouco
desenvolvida, possivelmente associada a desequilibrios nos mecanismos moleculares
envolvidos na homeostase, o que pode prejudicar a progressdo da imunidade inata e
adquirida. Além disso, F. oreochromis pode estar envolvida em estratégias de supressdo de
vias e/ou mecanismos imunes. No entanto, para uma compreensdo mais aprofundada da
interacdo hospedeiro-patdgeno, sdo necessarios mais estudos relacionados a andlises
protedmicas, avaliacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e sistema antioxidante do

hospedeiro. Esses achados fornecem informacdes basicas sobre a imunogenética do
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tambaqui durante a fase aguda da columnariose, os quais colaboram para o desenvolvimento

de medidas profilaticas e terapéuticas para a espécie.
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