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“Crescemos em niimero a ponto de nossa presencga esta
perceptivelmente incapacitando nosso planeta, como
uma doenca. A semelhanca das doencas humanas,
quatro sdo os resultados possiveis: destruicdo dos
organismos invasores da doenca, infeccdo cronica,
destruicdo do hospedeiro ou simbiose - um
relacionamento duradouro, beneficiando mutuamente
hospedeiro e invasor”.

James Lovelock
A vinganca de Gaia






RESUMO

A carcinicultura tem crescido muito nos ultimos smevido a grande
demanda do mercado consumidor. No entanto, o sengimde
enfermidades representa uma ameaca concreta pasawencdo dos
niveis de producgédo do setor. Entre as enfermidédss, podemos citar
aguela causada pelo virus da sindrome da manchealbreamo uma das
principais responsaveis por afetar o cultivo de ar@m marinho em
nivel mundial. Este trabalho teve como objetivoacterizar o perfil
diferencial de proteinas expressas em branquiasadwréo branco,
Litopenaeus vannameinfectado com o virus da sindrome da mancha
branca \\Vhite sposyndrome virusWSSV). Espécimes de vannamei
sobreviventes foram coletados em cultivos na regi@de e sul do
estado de Santa Catarina, de 2008 a 2009, entre ®a&etembro,
periodo no qual sdo registradas temperaturas rnagiasona regido. A
segunda parte do estudo foi realizada com camardemnamelivres
de patoégeno especificapecific pathogen freeSPF), os quais foram
divididos em dois grupos, sendo um deles inocul@doculacéo
intramuscular) com o WSSV. Os camarfes (grupo ladocue grupo
controle) foram mantidos em laboratério e monitoseadontinuamente
por um periodo de 72 horas, apés a inoculacdaeBbzada a coleta de
branquias e pledpodes. A confirmacdo da presencd/8&V nos
camarfes coletados no campo e naqueles inoculatdtsberatorio foi
realizada através de PQRsted Posteriormente, a andlise protedmica
foi realizada através de eletroforese bidimensi¢RdDE), seguida de
coloracdo dos géis por nitrato de prata e/ou CBRJ3®. O perfil de
proteinas, revelado com base na analise densifométos géis, foi,
entdo, comparado entre os camardes positivos p#89V e aqueles
sem a presenca do virus. Dentrespsts(proteinas) presentes nos perfis
eletroforéticos determinados para cada um dos grupu total de 56
foi associado a expresséo diferencial entre os rémwanfectados e
camardes ndo infectados pelo WSSV. Qpotsforam observados nos
animais coletados no campo, enquanto 48 deles folm®rvados nos
animais inoculados em laboratério. A identificacdas proteinas
expressas diferencialmente foi realizada atravégspectrometria de
massa MALDI/TOF. As proteinas identificadas podemagyrupadas de
acordo com as suas fungdes celulares, revelandeimae envolvidas
nas respostas de defesa do hospedeiro, ho metabatisergético, na
resposta ao estresse e na apoptose celular. Estathas podem ser
consideradas como biomarcadores moleculares paigncicuja



identificagdo pode contribuir para o melhor enteradito dos
mecanismos de defesa, susceptibilidade e tolerawidVSSV, bem
como, para o delineamento de novas estratégias rpamaizar o
impacto e combater a enfermidade.

Palavras-chaveWSSV, camardo, proteina, 2-DE, virus.



ABSTRACT

The shrimp industry has considerably grown in régears due to the
high demand of the the consumer market. However ethergence of
diseases represents a real threat to the maineranihe production
levels in the marine shrimp farming worldwide. Angorthe viral
diseases, the white spot syndrome can be considesethe most
important affecting farmed shrimp worldwide. Thegent study aimed
to characterize the differential profile of proteiexpressed in gills of
the white shrimp,Litopenaeus vannameinfected with white spot
syndrome virus (WSSV). Farmed shrimp (symptomatiod a
asymptomatic) were collected in the northern angrson regions of
Santa Catarina, Brazil, from 2008 to 2009, betwddny and
September, when lower temperatures are registerdidei state. In an
another experiment, specific pathogen free (SPRingls were divided
into two groups and one of them was challenged WitBSV. Shrimp
(inoculated and control) were kept under laboayatmwnditions and
continuously monitored for a period of 72 hourseafimuscular
inoculation. Gill tissue and pleopods were colldct&he presence of
WSSV in both field and laboratory shrimp was canéd bynested
PCR. Subsequently, the proteomic analysis was et using two-
dimensional electrophoresis (2-DE), followed by g#hining with
Coomassie Brilliant Blue (G-250) and/or silver aig. The protein
profile revealed by densitometry was then compdretiveen WSSV
positive shrimp and those negative for the virusnoftg thespots
(proteins) seen in the electrophoretic profilesaot#td for each group of
shrimp, a total of 56 spots was associated withfferential protein
expression between WSSV infected and non-infectaimp. Eight
spots were seen in farmed shrimp, whereas 48 sgotsseen in shrimp
inoculated in the laboratory. The identification thfe differentially
expressed proteins was performed by mass spectyo(ALDI/TOF)
and revealed proteins involved in several cellutdes, such as, host
defense response, energetic metabolism, stressnss@and apoptosis.
These proteins can be considered as potential oafebiomarkers
which validation can contribute to better underdtadefense,
susceptibility and tolerance mechanisms to WSSWyels as to draw
new strategies to minimize the impact and conheldisease.

Key words WSSV, shrimp, protein, 2-DE, virus.
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INTRODUCAO GERAL
1. Cultivo de camardes

A contribuicdo da aquicultura para o fornecimentandial de
pescado, crustaceos, moluscos e outros animais ti@guatem
aumentado seguidamente, passando de 3,9 % da @ooigl em 1970
a 36 % em 2006. No mesmo periodo, 0 cresciment@rdducéo
aquicola foi mais rapido que o crescimento da Emad e, assim, o seu
fornecimentoper capitapassou de 0,7 kg em 1970 a 7,8 kg em 2006, o
qual supbe um crescimento médio anual de 7,0 %.gdicaltura
proporcionou 47 % do fornecimento mundial de pescauhra
alimentacdo em 2006 (FAO 2008).

A aquicultura de camardes peneideos € uma indistgartante
nas Américas, estando baseada quase que inteirsw@e o cultivo
do camarao branco do Pacifititopenaeus vannameio ano de 2004,
carcinicultores em quatorze paises do Hemisférideédtal produziram
mais de 200 mil toneladas de camarao, gerandodedisS $ 2 bilhdes
em receita, e empregando mais de 500.000 pesséasTNER, 2011).

A atividade de cultivo do camardo ocupa uma positgidestaque
no contexto do setor pesqueiro brasileiro, tantgpdnto de vista da
organizacdo da cadeia produtiva, como da partidipa geracdo de
emprego, renda e divisas, contribuindo de forméabhéges positiva para o
estabelecimento de uma nova estrutura produtiviageente no meio
rural litordneo. Adicionalmente, a carcinicultura promove uma
verdadeira e importante inclusdo social, haja sk a participagédo de
micros, pequenos e médios produtores correspond@foado total de
empreendimentos do setor (ROCHA, 2007).

A atividade da aquicultura estuarina ou maricultuwam
demonstrando ser uma alternativa viavel, do pon® \dsta
socioecondémico, para a manutencao das comunidaxlgestadores
artesanais e rurais adjacentes, evitando-se o édeskas populacdes
para os centros urbanos, o que, nos Ultimos amws, aumentando o
cinturdo da miséria na periferia das cidades lgiggdi (ROCHA,
ROCHA, FREITAS, 1998).

Os crustaceos pertencem a um grupo zoologico argidzem
sucedido, constituido por mais de 42.000 espésisgdo a maioria
aquatica. Este grupo inclui inmeras espécies napteciadas para o
consumo humano, como camardes, lagostas, lagostinsnguejos e
siris, cuja captura vem ameacando a manutencdestogues naturais.
O cultivo de crustaceos, principalmente de camar@esponta neste
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contexto como uma importante alternativa para duyg@o rapida e em
alta escala de espécies para alimentagdo humaxiaraio ainda a

proteger as populagbes naturais de uma extracdcessExa

(BARRACCO, 2004).

Assim sendo, o cultivo de camardes tem um papeh&nio
importante e seu uso na aquicultura tem se expamdapidamente em
varios paises tropicais. Entre o0s desdobramentositijos da
carcinicultura estdo o aumento do suprimento dmeamlffo de alta
qualidade e a geracdo de empregos. Entretantoétixlos de cultivo
inadequados, sdo fatores de estresse e, consagaatdg provocam
uma série de alteragfes fisioldgicas nos organistutivados, dentre
elas, a depressdo do sistema imune, predispondaoimsis a doencgas
de causa e etiologia diversas. A ameaca represepilds doencas,
particularmente aquelas causadas por agentes iodesc tem sido
reconhecida como um gargalo para a carciniculagasionando perdas
econdbmicas significativas (GARGIONI, BARRACCO, 1998
MARQUES, BARRACCO, 2000; FIGUEIREDO, LOPES, LEAL,
2008; VAZQUEZ et al., 2009).

Os organismos aquaticos estao sujeitos a influéheiegniimeros
fatores ambientais resultantes dos ritmos diarios sazonais
caracteristicos dos ecossistemas costeiros e iassiaMuitas vezes, o
estresse ambiental decorrente de atividades acaiHpbde ser um fator
determinante para o aparecimento ou incrementorezal@ncia das
doencas em crustaceos (MOULLAC, HAFFNER, 2000).

As doencas em peneideos cultivados incluem sindrode
etiologia infecciosa e nao-infecciosa. Dentre esthisnas, existem
véarias doencas comuns em camardes cultivados, roajaisestacdes sdo
decorrentes de fatores ambientais, como paramd&ogualidade de
agua criticos (temperatura, salinidade e pH), deiledos ou caréncias
nutricionais, presenca de xenobidticos (pesticigas,exemplo), além
daquelas associadas a fatores genéticos (LIGHTNEBS; BAINY,
2000; GALINDO-REYES et al., 2000; MARQUES, BARRACCO
2000).

Segundo Barbiere-Junior e Ostrensky (2002), a énoia de
enfermidades € uma das maiores preocupacdes pamadigtores de
camardes marinhos. Os organismos vivos estdo eait@selacdo com
o0 ambiente onde vivem formando um sistema Unicofdd® muitas
enfermidades ocorrem em condicdes ambientais desiais
aumentando o impacto em um ambiente adverso panaiiosis.

O cultivo de camardes constitui um importante recute renda e
emprego em muitos paises. Entretanto, doenca<io$as tém afetado
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mundialmente a producdo de camardo em diferenggSese Por essa
razao, a prevencdo de doencas € uma prioridadenmrelogia de

camarfes vem se tornando uma &rea primordial dejuises
(RODRIGUEZ, MOULLAC, 2000).

De acordo com Perazzolo et al. (2002), a modulaig@lguns
parametros imunolégicos e/ou fisioldgicos, com@osta as condi¢cdes
de estresse, pode funcionar como um importanteaddr do estado de
saude, especialmente em animais cultivados, comuaréaes. Uma
avaliacdo rapida e precisa desses fatores podaseal para se obter
sucesso na produgéo.

A utilizacdo de métodos préticos e confiaveis pama analise
rapida do estado de saude do camardo cultivada &imgdcomum entre
0s produtores. Os problemas de saude sdo normaldetdctados em
estagio avancado em sistemas de cultivo por meiardscimento
reduzido, comportamento anormal ou mesmo por nidetd
generalizada. Esta situacdo pode ser melhoradzantib-se melhor o
conhecimento disponivel sobre as alteracdes figicd§, bioquimicas e
imunologicas, bem como da gestdo e das condi¢cBesttesse,
induzidas pelo cultivo. O manejo frequente causaesse para 0S
animais por meios fisicos (variagbes de temperatpoa exemplo),
quimicos (qualidade da &agua, entre outors) ou datdriolégicos
(nutricionais ou infecciosos), o que pode resudtar uma reducédo da
resisténcia imunolégica do camarao e, assim, faci estabelecimento
de infeccbes (PERAZZOLO et al., 2002).

Apesar do crescimento expressivo na producdo miurdbka
camardo cultivado, também tem sido elevada a pexdédica devido a
doencas. Uma estimativa conservadora para a pesti por
enfermidades nos ultimos 15 anos pode ser da aldduS$ 15 bilhdes.
Isto ilustra a importancia e necessidade do cantd® doencas na
industria camaroneira (FLEGEL et al., 2008).

2. Principais enfermidades em camardes peneideos

Doencas tém causado um grande impacto na cartimguhas
Américas desde que esta se tornou uma atividaderc@hsignificativa
a partir da década de 1970. A etiologia das doeirfasciosas de
importancia econbmica para camardes cultivados psmievariada.
Podem ser causadas por bactérias, fungos, protistasétsias,
metazoarios e virus. Muitas das doencas causaddmgpi@rias, fungos
e protozoarios sdo gerenciadas usando boas pratieasnanejo,
saneamento de rotina e o uso de quimioterapicos.eitanto, as
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doencas virais tém sido muito mais probleméticaantpu ao seu
gerenciamento, sendo responsaveis pelas epizadgiasaior custo.
InfecgBes por virus frequentemente sdo as maissti@l@as e nao
existem formas de tratamento eficaz apo6s a infeotgdalada (ROCH,
1999; BACHERE, 2000; LIGHTNER, 2011).

De acordo com FLEGEL (2001), a investigacido dagostas de
defesa dos camarfes a patdgenos virais como, pempdx, 0S
causadores da Doenca da Cabeca Amavato(vHead Virus YHV),
da Sindrome da Mancha Bran&éhite Sopt Syndrome Virug/SSV),
da Infeccdo Hipodermal e Necrose Hematopoiétidafegtious
Hypodermal and Hematopoietiecrosis VirusIHHNV) e da Sindrome
de Taura Taura Syndrome VirysTSV), os quais tém causado grandes
perdas para os produtores nas Ultimas duas décadasidamental.
Mais recentemente, em 2006, Poulos et al., caizatam o virus
causador da mionecrose infecciosipfectious MionecrosisVirus,
IMNV) que teve grande impacto sobre os cultivos Mardeste do
Brasil.

O YHYV, virus da cabeca amarela, foi caracterizamtoccum virus
de RNA, de acordo com BOONYRATPALIN et al, 2003 e
CHANTANACHOOKIN et al. 1993.Com base na morfologia das
particulas virais negativamente coradas por miogiaceletrénica de
transmissdo (TEM), no conteido de RNA (WONGTEERASYR et
al. 1995) e em informacdes sobre a seqliéncia dmatarial genético,
0 YHV é um sensopositivo, virus de RNA fita singpl©kavirus da
familia Roniviridae (RAIDAL et al.,, 2004). O YHV facta células,
tanto de origem ectodérmica gquanto mesodérmica
(BOONYARATPALIN et al. 1993, CHANTANACHOOKIN et al.
1993,KASORNCHANDRA et al. 1995). Com base nos dados BM;T
0 YHV é um virus com 150-170 nm por 40 a 50 nmiotima cilindrica
com uma franja continua de projecdes, chamadasubsgi que se
irradiam para fora cerca de 11 nm do envelope iexter
(WONGTEERASUPAYA et al. 1995).

J& 0 WSSV tem forma cilindrica, ligeiramente etigtiO virido
mede 121 nm x 276 nm (WONGTEERASUPAYA et al., 198 é
um virus de DNA dupla fita, e foi, inicialmenteassificado na familia
Baculoviridae (WANG et al., 1995). Em classificacAmis recente,
passou a integrar a familia Nimaviridae (MAYO, 2002ma das suas
particularidades € o elevado numero de hospedejues apresenta,
incluindo uma grande variedade de crustaceos (Gmmatagostas e
copépodes), além de larvas de insetos. Em penegidefis detectado
em pés-larvas, juvenis e adultos (CHANG, CHEN, WANS98).Sua
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transmissdo pode ser horizontal, através da agyselaucanibalizacéo
de camardes infectados (CHOU et al., 199byertical, passando para a
prole durante a reprodugéo (LO et al., 1997). |

O IHHNV é um virus de DNA de fita Unica, muito peqo,
considerado o menor de todos os virus de penei@edsao tem forma
icosaédrica, € nu e mede 22 nm de didmetro. (WE&E3)2 Considerando
suas caracteristicas morfolégicas e aspectos Hisitroicos, foi
classificado no género Brevidensovirus, familiavBeiridae (BONAMI
et al., 1990). O primeiro registro de IHHN no Btdsi feito por Bueno
(1991), em camarbesPenaeus monodone L. vannamei que
apresentavam reducdo significativa na taxa de iontesto e
deformacdes cuticulares externas, particularmente rostro.
Posteriormente, o IHHNV foi registrado em cultivogensivos e semi-
intensivos da espécie. vannameipor Gesteira e Andrade (2002) e
Martins (2003). De modo geral, pode-se dizer gsa esfermidade tem
registro rotineiro em analises histoldgicas e pe&enica de PCR
realizadas em camardes provenientes de fazendazrvieukuras
nordestinas, embora nédo haja registro de mortaidaldcionado com a
sua ocorréncia (GESTEIRA, 2006). Recentemente, amaSCatarina,
Moser (2005) encontrou uma prevaléncia natural dia IHHNV
(54,8%) em uma populacdo devannamesobrevivente.

O TSV, cujo material genético € RNA de fita simplpertence a
familia Dicistroviridae, género Cripavirus. O vbidnu tem forma
icosaédrica, 32 nm de didmetro e se replica npledma das células
(MAYO, 2002). Seu primeiro registro data de 1991, no Equadodasen
entdo, considerado como uma das maiores enfernsidgagestradas em
cultivos deL. vannameie passou a ser designada como sindrome de
Taura a partir de 1992 (JIMENEZ, 1992pesar doL. vannameiser
seu principal hospedeiro, no qual ataca pds-lajwasnis e sub-adultos,
esse virus pode infectar outras espécies (LIGHTNEB9).

O IMNV é um virus de RNA, de forma esférica e 40 dm
diametro, pertencente a familia Totiviridae. Testeslesafio, realizado
por Tang et al. (2005fiemonstram que a espétievannamei a mais
suscetivel a infeccdo por este virus, em comparagio Penaeus
monodone Litopenaeus stylirostrisDe acordo com Graf et al. (2003),
este virus pode ser transmitido horizontalmente. iGdividuos
infectados apresentam opacidade muscular, primegrde nos ultimos
segmentos abdominais, que podem se tornar avemislhdevido a
necrose dos mdusculos estriados. A mortalidade wd&r nas
popula¢gbes atingidas ocorre de forma gradativa esigbente
(GESTEIRA, 2006).
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Para entender a patogénese de qualquer doencahecguento
das interaces entre o patdogeno e o hospedeifticé.cA relacéo virus-
hospedeiro pode resultar em respostas de defemztarésticas contra o
invasor e pode também ocasionar mudancas metabélio@leculares,
entre elas alteragcdes no nivel de expressdo demiledelos genes do
hospedeiro, o que pode favorecer a replicacdo YWMeANG et al,
2007).

No que diz respeito a agentes patogénicos, a mesgai GAA
revelou que 60% das perdas registradas nos cuftivas atribuidas a
virus e cerca de 20% a bactérias. Assim, a maiw& esforcos no
conhecimento e no controle de doencas (80%) deveclaeamente
focada em patdgenos virais e bacterianos. Na verdmse tem sido o
caso nos anos recentes. O esforgo enfocando wleode doengas em
organismos cultivaveis tem enfatizado a prevengidasso exige o
desenvolvimento de boas ferramentas de diagnésissoal treinado e
uma melhor compreenséo do hospedeiro e sua retagfios patdgenos
(FLEGEL et al., 2008).

Desta forma, as doencas virais tém sido as causasmportantes
das perdas econdmicas registradas na carcinicitarauitos paises.
Para se ter uma idéia do aumento no nimero de a@oele etiologia
viral, em 1990, Lightner, Bell, Redman, registraramis viroses
afetando camardes peneideos. Em 1992, o niUmeilimdes/conhecidas
passou para doze (LIGHTNER, 1996). Em 2001, foragistradas
dezesseis viroses em camardes cultivados (FEGAN;FQRD, 2001).
Madhavi et al (2002), referem-se a ocorréncia de vinte e duas
enfermidades virais diferentes afetando a cardimieu mundial. A
necessidade de um melhor controle destas doenfesciosas em
camarfes cultivados tem intensificado o interessesistema imune e
nas respostas metabdlicas de defesa de crustfeatisularmente de
camardes (ROBALINO et al., 2009).

Para entender a patogénese de qualquer doencahectuento
das interacdes entre 0 patdgeno e o hospedeifticé.cA relagéo virus-
hospedeiro pode resultar em respostas de defemztarésticas contra o
invasor e pode também ocasionar mudancas metabélin@leculares,
entre elas alteragcbes no nivel de expressdo demiledelos genes do
hospedeiro, 0o que pode favorecer a replicacdo YWMeANG et al,
2007).

No que diz respeito a agentes patogénicos, a mesgai GAA
revelou que 60% das perdas registradas nos cuftivam atribuidas a
virus e cerca de 20% a bactérias. Assim, a madw& esforcos no
conhecimento e no controle de doencas (80%) deveclaeamente
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focada em patdgenos virais e bacterianos. Na verdmde tem sido o
caso nos anos recentes. O esforco enfocando @leode doencas em
organismos cultivaveis tem enfatizado a prevengidsso exige o
desenvolvimento de boas ferramentas de diagnogissoal treinado e
uma melhor compreenséo do hospedeiro e sua retagiios patégenos
(FLEGEL et al., 2008).

Desta forma, as doencas virais tém sido as causiasmportantes
das perdas econbmicas registradas na carcinicidtuarauitos paises.
Para se ter uma idéia do aumento no nimero de aoale; etiologia
viral, em 1990, Lightner, Bell, Redman, registraremis viroses
afetando camardes peneideos. Em 1992, o niUmeilimdes/conhecidas
passou para doze (LIGHTNER, 1996). Em 2001, foragistradas
dezesseis viroses em camardes cultivados (FEGANSFQRD, 2001).
Madhavi et al (2002), referem-se a ocorréncia de vinte e duas
enfermidades virais diferentes afetando a cardini@u mundial. A
necessidade de um melhor controle destas doengasciosas em
camarfes cultivados tem intensificado o interessesistema imune e
nas respostas metabolicas de defesa de crustfeetisularmente de
camardes (ROBALINO et al., 2009).

Até 2004, os virus da Sindrome da Mancha BrancaS¥y® da
Cabeca Amarela (YHV), ndo tinham sido registradosBmasil, mas
outras enfermidades de importadncia econémica, camausada pelo
IHHNV e pelo TSV, ja haviam sido detectadas em caampeneideos
cultivados no pais. Porém, as maiores perdas mgio resultaram do
surgimento da Mionecrose Infecciosa Viral (IMNVEgistrada em
fazendas de engorda de camardo marinho na Regidedt® (NUNES,
MARTINS, GETEIRA, 2004). Ap0s as noticias da presedo Virus da
Mancha Branca em fazendas de cultivo na regidoaggia em Santa
Catarina, tem havido uma agdo conjunta de técnicodutores e 6rgaos
governamentais, tanto em nivel estadual como fedeiscando minimizar
0 impacto da doenca para a carcinicultura bragil@AREDES, 2005).
A enfermidade foi diagnosticada e notificada a @izgcao
Internacional de Epizootias (OIE) em janeiro de 200s sintomas
ocorreram em novembro de 2004 e tudo leva a creragqgualidade da
agua e do solo foram os fatores determinantes @avargimento da
enfermidade (SEIFFERT, WINCKLER, MAGGIONI, 2005).

3. O Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

O agente causador da doenca da mancha braibée( Spot
Disease WSD) é o virus da sindrome da mancha brawfaité Spot
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Syndrome VirusWSSV), conforme mencionado acima. O WSSV é um
virus grande, com uma densidade de aproximadamegeg/mi
(LIGHTNER, 2011). Ele pertence ao género Whispayirfamilia
Nimaviridae (MAYO, 2002). Este virus é baciliformavelopado, com
um nucleocapsideo na forma de bastdo, contendo emonga de
aproximadamente 300 kpb), composto por DNA circudapla-fita
(CHEN et al., 2002; TAN, SHI, 2008; ZHANG et alQ@). A analise
das manifestacdes do WSSV em diferentes regidexeandicar que
alguns fatores podem funcionar como gatilhos ingmes no
estabelecimento da doenca (MARQUES, MOSER, MULLER(6;
MULLER et al., 2010).

A sindrome da mancha brand#ll{ite Spot Syndrom&/SS) afeta a
maior parte dos cultivos de camardo marinho no mumdem sido
associada a impactos econdmicos devastadores emendds regides
(MACIEL, MARQUES, 2003). O agente etiologico, o WHESé
extremamente patogénico e generalista, podendatanfeima vasta
gama de hospedeiros e crustaceos decapodes. Reestge por
exemplo, a presenca deste virus foi detectada esmegpecie nativa de
caranguejoChasmagnathus granulgtacoletada em areas adjacentes a
cultivos deL. vannameem Santa Catarina (MARQUES et al., 2011) e,
ainda em siris Qallinectessp) e camarfes nativoEaffantepenaeus
paulensis F. brasiliensis e Litopenaeus schmijti(COSTA, 2010).
Portanto, a sobrevivéncia desses crustdceos depknden eficiente
sistema de defesa ndo s6 contra esse patdgenotambém contra
varios tipos de microrganismos e parasitas, edpemige porque eles
vivem em um ambiente onde esses agentes microlsdioozbundantes
(SODERHALL, CERENIUS, 1998).

Embora notavel progresso tenha sido feito sobraracterizacdo
do WSSV, o mecanismo de infeccdo e as respostadaresl do
hospedeiro ainda ndo estdo bem compreendidos &l.| 2007).

O emprego de metodologias rapidas e sensiveis déaramento
do estado de salde dos animais em condi¢cbes dirocylbde
possibilitar uma tomada de decisdo em curto esga¢empo, podendo
vir a evitar assim, as grandes perdas econbmicas gpebras
significativas de producdo. Segundo Bacheére (208@revencédo e o
controle das doencas sdo agora prioridades patantalslidade da
carcinicultura.

Comparativamente, existe pouca informacdo publichsiaonivel
sobre os mecanismos das respostas moleculares rearées contra
agentes virais em relacdo a outros artropodes.dénaarte da literatura
tem sido focada na utilizag&o de virus para o otbiologico, tanto de
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pragas como de vetores de doencas. Entretantpidm r@umento global
no cultivo de camardes peneideos e as perdas emmsdomgistradas
devido a patdégenos virais, alteraram este quadmdicplarmente nos
Gltimos dez anos. A urgéncia para resolver essgsgmas tem levado a
um exame mais detalhado das respostas de camaedesdgos a
doencas virais na esperancga de encontrar novosiosétie controle da
doenca (FLEGEL, 2007).

Nas duas ultimas décadas, estudos que relatamvab8es de
campo e resultados de experimentos em laboratémiecpm indicar
gue camardes peneideos podem ser capazes de tqresen resposta
adaptativa, especifica para patdégenos, as quais podlem ser
explicadas pelo conhecimento corrente sobre sispostas de defesa
celular e humoral (FLEGEL, 2007; LORGERIL et alo08). Um dos
aspectos a ser destacado parece ser aquele radeiccom a
tolerancia a infec¢des virais simples ou multipken sinais clinicos
intensos ou histolégicos da doenca; um fendmenaeatmEmente
comum para crustdceos e alvo recente de discusiddo a
capacidade de recuperacdo que alguns animais afaesEapPOS
infeccdo e outros que possuem 0 Vvirus, mas por nisgmeas ainda
desconhecidos ndo manifestam a doenca (FLEGEL,; ZA(ZGEL,
SRITUNIALUCKSANA, 2011).

O conhecimento das estratégias de infeccdo utilizgabr um
determinado patégeno, bem como o estudo das deragetabdlicas e
das respostas de defesa por ele desencadeadasspeddico, pode
trazer importante contribuicdo para a compreens@oucha dada
enfermidade e para o delineamento de estratégiasemivas e
sanitarias mais eficazes para a carcinicultura (MOALC, HAFFNER,
2000; MARQUES, BARRACCO, 2000). Desta forma entiibusca por
alternativas vidveis ao produtor que, eventualmergermitam
minimizar a quebra de producdo e aumentar, assiguadidade do
produto final, pode representar uma contribuicdetivef para o
crescimento do setor aquicola.

4. Imunologia de crustaceos

Os invertebrados marinhos estdo em constante opregat seu
ambiente natural, com uma grande diversidade deorgenismos,
incluindo multiplos virus, que podem constituir uggia ameaca a sua
sobrevivéncia. Contudo, o evidente sucesso desgm® gooldgico, ao
longo de 500 milhdes de anos de sua historia évaluindica a
presenca de um sistema imunolégico eficiente ezcdpaprotegé-los
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contra a invasdo por agentes causadores de do@BA&ERACCO,
PERAZZOLO, ROSA, 2007).

Os camarfes, assim como 0s demais animais aquatizes) em
um ambiente rico em microrganismos. Desde os pdimgrdo estudo
das doencas infecciosas, € de conhecimento com@racagua € o
maior veiculador de agentes patogénicos. Muitosedemicrorganismos
fazem parte da microbiota destes animais, ou @&gn na superficie e
no intestino dos camardes, ndo causando doenc#e MNisno caso,
esses microorganimso auxiliam na digestdo dos afores competem
com outros agentes microbianos que podem causarcame Para
sobreviver nesse meio indspito, 0s camardes, assimo outros
animais, desenvolveram mecanismos para identificgsresenca de
patégenos e combaté-los (FIGUEIREDO, LOPES, LEAIQ®).

A primeira linha de defesa desses animais € caolafefela
presenca de uma carapaca externa rigida, ou exdesruque funciona
como uma barreira fisico-quimica protetora. Alémssdj todo o trato
digestivo desses animais, que é a principal via etrada de
microrganismos, € repleto de enzimas, capaz dévamag digerir a
maioria dos microrganismos que néo faz parte denscr@abiota natural
(BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007).

A imunidade inata desempenha um papel critico ntrale inicial
da infecc¢éo viral, bem como na iniciacéo e postali@cdo da resposta
imune (BARBER, 2001). Por conseguinte, devido aag® primordial
para a sobrevivéncia do organismo, esta respog@nde da acédo de
diversos 6rgaos para combater os processos inflaose infecciosos.
Esses 6rgdos atuam de forma orquestrada, cadaaah sua funcao
determinada, e, em geral, integram processos segi€ne
interdependentes (FIGUEIREDO, LOPES, LEAL, 2008).

Essa resposta é o resultado de uma cascata deswaiitiplos, de
convergéncia orientada, para a eliminacdo do sjual provocou a
reacdo de reconhecimento. A multiplicidade de misp@rs pode ser
grande dentro de um individuo, dentro de variassels ou dentro do
filo. Esta multiplicidade é uma consequéncia daoirt@mcia da resposta
(e/ou do conjunto de respostas) a ser desencadéadao que uma
funcdo relevante, como a resposta de defesa, Isejacada através de
um mecanismo simples em um organismo (DU PASQUZBR1).

O sistema imune é responsavel pela defesa do enganiEssa
protecdo € conferida por um grande conjunto dela=le 6rgaos
diferentes. O entendimento desse sistema é neicegsdis alteracdes
em seu funcionamento podem diminuir ou incremeantzapacidade dos
animais de responder a desafios do ambiente. Efeibgivos para o
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sistema imune sdo comumente observados em algutuasdes da
pratica aquicola, como por exemplo: préaticas de ejpamcorretas;
cultivo com densidades de estocagem acima da caplscde suporte
do sistema; mé& nutricdo ou dieta desbalanceadsiagites ambientais,
como aumento ou diminuicdo (brusca ou por tempdopgado) da
temperatura da agua; baixa qualidade do meio agu&ntre outras. A
diminuicdo da resposta imune em animais, sob targlicdes, esta
associada a quadros de estresse agudo ou croniégdR(QMES,

BARRACCO, 2000; FIGUEIREDO, LOPES, LEAL, 2008).

O sistema imune inato é uma forma universal e amtegdefesa do
hospedeiro contra a infeccdo (JANEWAY, MEDZIHITO\2002).
Como destacado anteriormente, a primeira linha désd dos
crustaceos é conferida pela presenca da carapagaaxigida, ou
exoesqueleto, que funciona como uma barreira ftpiémica protetora.
Quando essa barreira é transposta, ndo sendcestdigara impedir a
penetracdo de patdgenos, desencadeia-se no hosped® série de
reacBes imunolégicas complexas com o objetivo detralezar e
eliminar os agentes invasores (BARRACCO, PERAZZOIRMSA,
2007).

A exemplo de outros invertebrados, os crustacessseptam
apenas um sistema imune inato, diferentemente ddebvados que
possuem, além desse, um sistema imune adquiridibéta chamado
adaptativo), o qual se caracteriza por uma grargpecdicidade e
memodria imunolédgica (VARGAS-ALBORES, BARRACCO, 200D
sistema imune inato € baseado em componentesreslgldumorais do
sistema circulatério, 0s quais interagem para thatee eliminar
microrganismos e parasitas estranhogotencialmente perigosos
(BACHERE, 2000; BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007).

O mecanismo de defesa em crustaceos depende campitee do
sistema imune inato que é ativado quando padrdekecuoiares
associados a patdgenos sdo reconhecidos por pteoidveis ou
presentes na superficie das células do hospedeirm as lectinas, além
de peptideos antimicrobianos, e proteinas de recimbnto de
padrBes, as quais, em parte, ativam mecanismosrefehumorais e
celulares para destruir patdgenos invasores (VAZRDEEI., 2009).

Estudos sobre a imunidade em espécies de vertasbrado
invertebrados sugerem que o mecanismo de defesmvemebrados
pode ser considerado precursor da imunidade debrados. Esse
evento requer a participacdo de grupos celularéstoees humorais
gerados contra antigenos especificos, como temdsdwmnstrado em
mamiferos (HOFFMANN et al., 1999; IWANAGA, LI 2005Em
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invertebrados h& pouca evidéncia identificando queal um desses
fatores como antigeno-especifico. Entretanto, adguoglulas e fatores
celulares livres na hemolinfa mostram alta espeddde pelo néo-
préprio ou por células defeituosas, similarmentac@demonstrado para
0s anticorpos de vertebrados (YEATON, 1981; VASTAlg 1999).

Os crustaceos possuem um sistema circulatorio aberide
nutrientes, oxigénio, hormdnios e células saoidistlos na hemolinfa.
Os hemodcitos (células circulantes) podem ser andlegs leucocitos
dos vertebrados, porque estdo envolvidos princig@ien no
reconhecimento e eliminagcdo do nao-préprio (MARQUES
BARRACCO, 2000; BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007,
SRITUNIALUKSANA, SODERHALL, 2000), bem como, na
coagulacédo (CERENIUS et al., 1994; VAZQUEZ et 3097). Estudos
relacionados a imunidade de invertebrados tém padouidentificar
mecanismos de defesa e rotas bioquimicas ativadesntd uma
infeccdo, e, ainda, na identificacdo de fatoresllaeds ou livres na
hemolinfa envolvidos na destruicao de patégengsilaedo e reparo de
danos celulares (VAZQUEZ et al., 2009).

5. Mecanismos de defesa em crustaceos

Em invertebrados as barreiras fisicas sao o ponudistaculo para
deter microrganismos patogénicos (SODERHALL, 19827QUEZ et
al., 2009). Quando ela esta danificada e os miardsgnos invadem o
tecido, caminhos proteoliticos ocorrem instantarezde) permitindo a
eliminacdo ou destruicdo de microbios invasoresTRAFFE et al.,
1985). O mecanismo efetor para resposta imunewtegtéibrados inclui
a cascata de coagulagédo, a qual evita perda delinEanestimula
oxidacdo de metabdlitos e a producdo de melanite givacdo do
sistema da pré-fenoloxidase (proPO) (SRITUNIALUKSAN
SODERHALL, 2000; VARGAS-ALBORES, YEPIZ-PLASCENCIA,
2000). A ativacdo da pro-fenoloxidase estimula amtiprocessos
importantes na resposta imune, como fagocitoseapsntacdo e
formacéo de nodulos (SODERHALL, ASPAN, DUVIC, 198MITH,
CHISHOLM, 2001).

Segundo Bachére (2000), a resposta imune em atgdépocorre
em trés etapas ou estagios. O primeiro estagioesmonde ao
reconhecimento dos fatores estranhos e ao inicicesi@osta imune,
envolvendo a participacdo de hemdcitos e proteiplasmaticas
(MARQUES, BARRACCO, 2000). Os principais sistemas defesa
atualmente reconhecidos nos crustaceos sdo: (1yulegdo da
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hemolinfa; (2) melanizacdo mediada pelo sistemaqndloxidase; (3)
reconhecimento e aglutinagéo celular mediada ptinkes; (4) sistemas
antibacterianos, antifiingicos e antivirais mediggos peptideos, RNA
de interferéncia e por proteinas de reconhecimeadodo; (5) producao
de espécies reativas de oxigénio e de nitrogén(®); sistema fagocitico
e de encapsulamento (IWANAGA, LEE, 2005). Variaotginas
envolvidas no reconhecimento de microrganismos j@rant
identificadas, como por exemplo, proteinas que nieecem
peptideoglicanas, proteinas ligantes a lipopolemddeos e proteinas
similares a imunoglobulinas (SODERHALL, 1999). @ueedo estagio
compreende uma resposta celular e a sintese deesfeAs moléculas
de reconhecimento interagem e ativam os hemoatsjuais tém um
papel importante e central na defesa contra miaresgi0s
(BACHERE, 2000). Existem trés tipos de hemdcitadulas hialinas,
semi-granulares e granulares (MARTIN, GRAVES, 1988ZQUEZ
et al., 2009). Estas células estdo envolvidas,cipatmente, com a
fagocitose, encapsulagdo, producdo de lectinagutaggio e ativacao
do sistema pro-fenoloxidase (GARGIONI, BARRACCO, 989
JOHANSSON, SODERHALL, 1985).

5.1. Proteinas de reconhecimento de padrées etaaeos (PRPs)

Microrganismos tém moléculas altamente conservaassuas
paredes celulares, como lipopolisacarideos (LPs)eptidoglicanas
(PGNSs) nas paredes celulares bacterian@d 8-glucanos em paredes
celulares de fungos, as quais ndo sdo encontradasiteos organismos
multicelulares (PADHI, VERGHESE, 2008).

O sistema imune inato no mecanismo de defesa duetieso é
evolutivamente conservado de plantas até humaestiesnvolvido no
reconhecimento e controle do estigio inicial daedgdo por
microrganismos. Esse reconhecimento e controle ndigpe de
mecanismos efetores que permitem a eliminacdo ttgye@os pela
inducdo de modificacbes quimicas oxidativas naséomtds pelo
sistema proPO, através de processos proteoliticae dagocitose,
envolvendo a interacdo especifica com receptorkdaces ou pela
opsonizacgdo, a qual facilita a fagocitose pelosdu#tos dos crustaceos.
A cascata proPO é desencadeada na sua forma atiRGN ep-1,3-
glucanos. Esse mecanismo é ativado por um grupgedeptores,
conceitualmente chamados proteinas de reconhecmadtédo (PRPS),
capazes de reconhecer determinadas superficieshbiicas como LPS,
PGN e B-1,3-glucanos. No momento do reconhecimento, esses
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receptores ativam cascatas de sinalizacdo distigizs regulam
proteinas imunes relacionadas, objetivando elimimé&rorganismos
patogénicos (SMITH, SODERHALL, 1983; LEE, SODERHALL
2001).

Yoshida, Ochiai, Ashida (1986) mostraram que cesist proPO
pode ser desencadeado pet,3-glucano ou pela PGN; entretanto, os
mecanismos que desencadeiam esse efeito foranifickeltis somente
depois da identificacdo subsequente e clonagemudtasrproteinas de
reconhecimento/ligacdo de peptidoglicanas (PGBRso permite
postular que, ao se ligar a PGN, esse complexazirdativagdo da
cascata de proPO; entretanto, tem sido demonsttadoPGBPs sao
conservadas de inseto e até mamiferos (KOIZUMH. el 899). Para
investigar a fungéo biolégica da proteina de reeoimhento padréo de
B-1,3-glucano (BGBP) no sistema de cascata proP@G8&8P de
importantes espécies de invertebrados e, em partiae crusticeos,
tem sido purificada e caracterizada. EntretantoPRBs identificadas
demonstraram dupla funcéo biolégica comum, como eaton da
atividade de serino-protease ao se ligap-h3-glucano, induzindo,
subsequentemente, atividade da fenoloxidase reenqga deB-1,3-
glucano mais ion célcio; interessantemente, nadotatividade da
fenoloxidase na presenca de um peptidoglicano edtmio, sugerindo
que a BGBP é um receptor especifico gaia3-glucano no sistema de
ativacdo da proPO (LEE, WANG, SODERHALL, 2000).

Esses mecanismos efetores para a resposta imuneedebrados
como o sistema proPO, evitam perda de hemolinfstengam a
oxidacdo de metabdlitos e a producdo de melanidZ QUEZ et al.,
2009). Além disso, os camardes, como a maioria att®podes,
produzem peptideos antimicrobianos que s&o atigofrac um grande
numero de patdégenos. Atualmente, em camardes peseidois tipos
de peptideos antimicrobianos foram bem caracterizaals peneidinas
de hemdcitos (DESTOUMIEUX et al., 1997) e os peguidanidnicos
derivados da hemocianina, isolados do plasma de arGéasn
(DESTOUMIEUX-GARZON et al.,, 2001). Finalmente, dtimo
estadgio da resposta imune em artropodes envolve remgperacao
celular e humoral do organismo.

5.2. Lectinas
Uma caracteristica essencial no desenvolvimentondaidade de

invertebrados é a habilidade para distinguir esgrparticulas proprias e
nao-préprias. Moléculas com a fungcdo de reconheton&m sido
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descritas em organismos unicelulares. Essas pastefronsideradas
como precursoras funcionais de anticorpos, coestitum grupo de
proteinas genericamente denominadas de lectinaslatdo legere
selecionar) (KILPATRIC, 2000).

As lectinas e outras proteinas de reconhecimentirdpaséo
componentes importantes no mecanismo de imunidadé iem
vertebrados e invertebrados. O desafio do sistemaeé inato é lidar
com a grande diversidade de microbios potenciaknémfiecciosos.
Embora o conceito de reconhecimento padrdo propojpieaapenas
algumas moléculas conservadas precisam ser reddabe@ superficie
microbiana para o sucesso da defesa imune inat@omsnidades
microbianas altamente diversificadas a que todo®rganismos sao
expostos e as mudancas dinamicas em componentgpr@ssao de sua
superficie indicam que uma diversidade substanmi@ainecanismos de
reconhecimento do ndo-préprio pode ser necessara @ protecdo
imunolégica (VASTA et al., 2007).

Em crustaceos, as lectinas séo responséaveis pmlohecimento
imune do ndo-proprio e pela fagocitose de patdégeatsvés da
opsonizagdo (CERENIUS, SODERHALL, 2004). As lediinado
proteinas sem atividade catalitica, com capaciddde se ligar
especificamente a carboidratos na superficie deratifes células,
incluindo microrganismos, causando sua aglutinagé@inda, conduzir
para outros eventos diversos, como fagocitose, tisupdo ou
opsonizacdo (LEE, SODERHALL, 2002). Essa propriedddriva do
fato de estas moléculas serem pelo menos bivalapessentando dois
ou mais sitios de ligacdo. Devido a essa caratiterisacreditava-se
inicialmente que as lectinas dos invertebrados efossanalogas
funcionais das imunoglobulinas dos vertebrados, Images se sabe que
sdo estrutural e funcionalmente distintas (MARQUBBRRACCO,
2000; SAHOO et al., 2007).

Devido ao fato das lectinas, tanto de vertebradoantp de
invertebrados, serem capazes de reconhecer e ae digaclcares
especificos da superficie de patdégenos, estas udésdo também
definidas como PRPs (BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 7200
Algumas lectinas de invertebrados parecem estalaamplicadas na
ativacdo do sistema proPO de insetos (YU, GAN, KAY01999) e
possuir atividade antibacteriana em tunicados elitfeos (SUZUKI et
al., 1990; KAWABATA, IWANAGA, 1999). Em respostaiafeccdes
microbianas, insetos desencadeiam diversas reagbekindo a
inducdo de cascatas proteoliticas que levam a uoagutacio e
melanizacdo localizada (ELEFTHERIANOS, REVENIS, @D1As
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lectinas de crustdceos sao muito menos conhecidtagestigadas do
que as de outros artropodes, como insetos e lieagidNestes dois
Gltimos grupos zoolégicos, ja foi descrita a ocacié de lectinas
multiplas na hemolinfa, com especificidade pararéifites tipos de
microrganismos. Algumas destas lectinas apresentam amplo
espectro de reconhecimento, ligando-se tanto &tesiGram-positivas
como Gram-negativas, enquanto outras sdo altamespecificas,
reconhecendo configuragdes quimicas de acucarsspeaficie de um
determinado microrganismo (MARQUES, BARRACCO, 2008m
células livres na hemolinfa elas foram identifica@dan quase todos os
crustaceos; entretanto, lectinas com caractedstieatruturais e
especificidade idéntica as lectinas de célulagdivia hemolinfa foram
identificadas na membrana de hemdcitos e em gramdocitoplasma
(VAZQUEZ et al., 1997).

6. Resposta celular

Wang e Zhang (2008) propuseram que a respostaacgbolr
apoptose e fagocitose desempenha um papel importantesposta de
camarfes a infec¢cdo por WSSV, mais do que aqustndadeada pela
proPO do sistema humoral.

6.1. Apoptose

Apoptose ou morte celular programada € um procdssn
conhecido e geneticamente regulado. Inicia-se esposta a uma
variedade de estimulos, incluindo infecgdes vimisnvolve alteragcbes
morfolégicas celulares, como a condensacdo da trmapaa
fragmentacdo do nucleo, o encolhimento celular iealrhente, a
fragmentacdo da célula em pequenas vesiculas idasestpor
membrana, denominadas de corpos apoptéticos, @ $i@ em geral,
rapidamente fagocitados pelas células vizinhas (¥8/Aet al., 2004).
As alteracdes bioquimicas subjacentes a estas@tg morfoldgicas
incluem a ativacdo de enzimas nucleases e projedesgse as quais se
destaca a familia das caspases.

As caspases tém um papel crucial no processo djpoptPois
catalisam muitos dos diferentes passos na mon&acetiesempenhando
papel efetor central em varios estagios do progcessduindo a
interacdo entre varias familias de proteinas (OEBRI 1998;
WONGPRASERT et al.,, 2003; GRANJA et al., 2006; BARTTO,
PERAZZOLO, ROSA, 2007; WANGet al., 2008). O mecamisde
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suicidio celular desempenha papel importante nerdedvimento e na
homeostase pela eliminacdo de células velhas, dess@ias e
defeituosas. Durante a infeccdo viral em camar@esapoptose é
frequentemente observada, mas se o fenbmeno ajuckamardo a
sobreviver & infeccdo ou o conduz a morte isscaaindontroverso. Um
numero de genes relacionados a apoptose tem sidciado a resposta
frente & infeccéo viral de camarfes, sendo algwhss dexpressos e
outros suprimidos (FLEGEL, SRITUNYALUCKSANA, 2011).

Viroses podem induzir apoptose pela ativacio deoses na célula
hospedeira que desencadeiam a morte celular, a igi@h um
importante papel protetor na eliminacdo de célinfectadas por virus
(EVERETT, MCFADDEN, 1999). Viroses tém desenvolvikiratégias
distintas para escapar ou retardar a apoptoseadaicipor Vvarios
caminhos apoptéticos na célula. Interferéncia copoptose pela
inibicdo da atividade proteolitica da caspase gfrial acido aspartico
proteases) prolongam a vida da célula infectadaipes, resultando em
um aumento da replicacdo viral e, desta forma,ribomhdo para a
persisténcia viral (TSCHOPP et al., 1998).

A apoptose celular no estagio final do ciclo delicapéo viral
oferece muitas vantagens ao virus. Durante esteegso, todo o
conteudo celular, incluindo a progénie viral, € aoggado nos corpos
apoptoticos. Os virus tornam-se assim indetectpadssistema imune,
ficando protegidos dentro dos corpos apoptétiopgtando desta forma
as respostas inflamatérias e a sua inativacao rgmogpos e proteases
do hospedeiro. Estes corpos apoptéticos, alojamdwneéros virus
replicados, sdo, em seguida, rapidamente fagositgmdas células
vizinhas, e, ironicamente, garantem a propagagiinfeccao viral. Ou
seja, a inducdo da apoptose tardia parece ser gtnatégia de
propagacao viral 6tima, ajudando nas defesas aptidjicas e nos
mecanismos de evasdo imunoldgica (ROULSTON, MARGEEL
BRANTON, 1999).

6.2. Acomodacgéo viral

Uma alternativa para se encarar 0s surtos virascentrole de
infecgcbes em camardes refere-se ao conceito deodeq@o viral, que
propde a adaptacdo dos crustaceos aos novos \dtagépicos que
surgem, desenvolvendo uma espécie de memoéria Bspeapie impede
0 mecanismo de apoptose induzido pelo virus (FLEGEL
PASHARAWIPAS, 1998; FLEGEL, 2007). Este conceitobseseia no
fato de que, apés surtos virais graves nos cultd®scamarfes, a
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severidade do problema regularmente se atenuarde fadpida, em
termos temporais (cerca de 1 a 2 anos), apesavie hinda uma alta
prevaléncia destes virus em camardes de aparéagdavel. Tudo
indica que os camardes sobreviventes desenvolvemtalerancia ao
virus e se tornam portadores de infeccdo persistse nenhum efeito
negativo aparente ou sintoma da doenca (BARRACERAZZOLO,
ROSA, 2007; FLEGEL, 2007).

De acordo com Flegel (2007), as infec¢Oes persesesmtuariam
como uma espécie de memodria, que levaria a umauiigdio especifica
da severidade da doenca, através de uma reducdmodesso de
apoptose induzida pelo virus. Esta hipétese baseiao fato, ja
mencionado, que os niveis de apoptose aumentarticdrasnte em
camardes moribundos durante os surtos virais, plmdatingir valores
muito altos, até 40%, de morte celular, € a mosteamardo seria uma
consequéncia deste excesso de apoptose (SAHTOUTSSAN,
SHARIFF, 2001).

O conceito de acomodacéo viral propde, assim, gquanoardo
coexista com os virus sem haver efeitos negatidesjdo a um
processo combinado virus-hospedeiro, que envolveedaicdo do
processo apoptético no hospedeiro induzido pelontageviral
(BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007). Reforcando esiaceito,
foi ainda evidenciado que camardes sem sintomameleca, mas com
infeccdo viral persistente, ndo apresentavam apepttas células
infectadas (WONGPRASERT et al., 2003). Porém, fattmprovar se
esta aparente tolerancia adquirida € efetivamerteopada por uma
reducdo/supressdao de apoptose, ou se é devidar@ qubcessos
celulares/moleculares de controle viral ainda desecidos
(BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007; FLEGEL, 2007).

Este conceito é apoiado no fato de que altos néeiseplicacao
viral de alguns virus causam mortalidade para aguespécies, mas
nao para outras, ou, ainda, causam mortalidadeuypagadada espécie
em algumas condicdes especificas, enquanto iste r@mservado em
outras. Propfe-se ainda que a acomodacdo virakeseme um
desenvolvimento alternativo evolutivo de resisténioem sucedido e
que surgiu a partir da interacdo de crustaceosaleezt outros
artropodes) hospedeiros com seus patdégenos Waisomodacao viral
€ caracterizada pela presenca de um mecanismaodatitaderancia a um
patégeno e pela auséncia de uma defesa ativa celgraAssim,
contrasta com a resposta de crustaceos (ou sdjesadativa ou
resisténcia) para bactérias e fungos patogénicqary dessa viséo, a
resposta de crustaceos a patdgenos pode seraistautro enfoque. A
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acomodacdo ativa pode ter vantagens evolutivas, veza que a
auséncia da pressdo de resisténcia do hospedeit® mtardar o
desenvolvimento da viruléncia e acelerar a progmegsara a existéncia
mutua hospedeiro/virus (FLEGEL, PASHARAWIPAS, 198BEGEL,
2001).

7. Imunoestimulantes

Doencas epidémicas tém causado custos econdmieesdes e
perdas significativas na carcinicultura. O uso d#&aminas,
imunoestimulantes e vacinas aumentam a imunidadeadwrdes e
peixes e, consequentemente, sua eficiéncia no demdpaagentes
infecciosos (FIGUEIREDO, LOPES, LEAL, 2008). Paraontrole da
epidemia de doencas, uma abordagem muito eficéné@mentar a
imunidade do camaréo através de imunoestimulaNgeaquicultura, no
entanto, as aplicacdes dos imunoestimulantes diggiensdo muito
limitadas devido a falta de informagfes sobre agdas dos mesmos na
imunidade dos animais (ZHI, TANG, ZHANG, 2011).

Estes compostos incluem os carboidratos simplewadiers de
algas ou fungos ou, ainda, componentes de polisdaoa extraidos de
algas e da parede externa de bactérias. Em crostgméncipalmente
camardo, acredita-se que estes compostos possamcaroreacdes
imunoldgicas e, assim, proteger o hospedeiro, pant&llo em um
estado responsivo de hiper-imunidade. Varios dessagostos sdo
atualmente comercializados. Embora relatos posititenham sido
feitos quanto a avaliacdo bem sucedida e o sudessas biomoléculas
por alguns pesquisadores, outros tém apontado disténcia nos
resultados, apresentado, ainda, argumentos de equéeneficio ao
hospedeiro pode ser menor do que o custo acarrgeldoseu uso,
especialmente em altas doses. Em particular, hdaao risco de que o
tratamento repetido pode ser prejudicial em longez@ através da
inducado persistente e inapropriada de respostasnatorias e do custo
energético para regenerar repetidamente componeatdesistema
imunolégico (SMITH, HAUTON, 2009).

8. Protedmica no diagnostico e no estudo de enfewmides de
camarfes

O proteoma celular € composto de milhares de el
importantes. Estudar o proteoma de uma espécieeragu esforco
analitico significativo em que pese, entre outrogtores, a
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disponibilidade de equipamentos determinados e daopzacdo da
metodologia, adaptada para cada tipo de amostrgaéinular no que
se refere a qualidade dos extratos protéicos.

O rapido sequenciamento do genoma humano foi pssimente
pela aplicacdo de um esforco industrial. Exatament@mesmo tem
acontecido mais recentemente na analise proteGWMESTERMEIER,
NAVEN, 2002).

A analise de sistemas bioquimicos complexos compeeea
interacdo de proteinas, peptideos e outros comfEmesnvolvendo a
elucidacdo da estrutura primdria, ou seja, dasésmips de seus
aminoacidos. A eletroforese bidimensional (2-DE)néa estratégia de
separacdo de proteinas a qual pode prover umaake®isualizacdo da
complexidade biol6gica de amostras, uma estimajivantitativa de
proteinas individuais presentes nas mesmas, sugamaslecular
aproximada e a deteccdo de certos tipos de maghisa pos-
traducionais (MAHMOUD, RIGHETTI, 2005).

A grande expectativa e 0 grande impulso da protmiirgiram
na pesquisa farmacéutica para novas drogas ragigas, como na
identificagdo de linhagens celulares alteradas ecidés doentes
(WESTERMEIER, NAVEN, 2002). Nos ultimos anos, atpfnica se
desenvolveu para dar suporte aos métodos de adé@lipeoteinas em
larga escala (PANDEY, MANN, 2000).

9. Espectrometria de massa na andlise de proteinas

A espectrometria de massa é uma técnica analitieantede a
raz8o massa/carga dos ions baseada em seu desltwatnavés de um
campo elétrico ou magnético. E um método de detergdo de massas
molares. H& varias décadas esse método vem selidando como
ferramenta insubstituivel para a determinacdo deitesas quimicas.
Amostras moleculares sdo convertidas em ions na f@Esosa e
separadas de acordo com a razdo massa/carga; wngugeions
carregados positivamente ou negativamente podem faremados
(CUNHA, CASTRO, FONTE, 2006; WESTERMEIER, NAVEN,
2002).

O uso da espectrometria de massa abre caminho egéwdos
futuros visando a identificacdo e o uso de prote#specificas como
potenciais biomarcadores (ORTEA et al., 2010). &idag décadas, esse
método vem se consolidando como ferramenta indéspeh para a
determinacdo de estruturas quimicas, principalmeetecompostos
organicos pequenos e volateis. Durante a décadd986, foram
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desenvolvidos novos mecanismos de ionizagcdo enttedpetros de
massa para moléculas grandes e polares como pepdd®oteinas, até
entdo impossiveis de serem analisadas por esseatéorgque permitiu
que varios problemas bioquimicos pudessem ser atbosd(CUNHA,
CASTRO, FONTES, 2006).

A excelente acuracia da massa, alta resolucdo sibdelade
permitem o uso da técnica para identificar prowimeoduzindo um
mapa peptidico. Nessa abordagem, proteinas sadifichetas por
comparagcdo com massas de peptideos obtidas exptimente com
massas de peptideos obtidos a partir de uma batsdds. Esse tipo de
analise requer uma amostra pura e isto € comumgilizado em
conjungdo com proteinas separadas em gel de elesefbidimensional
(MAHMOUD, RIGHETTI, 2005).

A espectrometria de massa consiste de trés panestantes: a
fonte de ion, o analisador de massa e o detectoiMALDI-TOF o
analisador de massa separa os ions de acordo diferemca de tempo
entre o tiro de laser e o pulso gerado quando cliega ao detector,
isso € o tempo de vbéo (WESTMAN-BRINKMALM, BRINKMALM
2008).

Dentro deste contexto, o trabalho realizado teveocobjetivo
caracterizar o perfil diferencial de proteinas espas em branquias
do camardo brancd,itopenaeus vannameinfectado naturalmente
com o virus da sindrome da mancha bravghite spotsyndrome
virus WSSV), utilizando espécimes He vannameisintomaticos e
assintoméaticos) coletados em cultivos na regidteresul do estado
de Santa Catarina, entre 2008 a 2009. A segunda garestudo
envolveu a caracterizacao do perfil diferenciapdeeinas expressas
no mesmo tecido em camardkes vannameilivres de patdgeno
especifico gpecific pathogen freeSPF), os quais foram inoculados
em laboratério (inoculagdo intramuscular) com o WSSs
resultados do primeiro estudo, apresentados notut@@®, serdo
submetidos para publicacdo no periédéguaculture Os resultados
referentes ao estudo realizado com os camaroes &pREsentados
no Capitulo 3, serdo submetidos para publicacdopaddico
Comparative Biochemistry and PhysiologyPart B: Biochemistry
and Molecular Biology
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CAPITULO 1

Padronizac&o da metodologia de Eletroforese Bidimsional (2-DE)
para a determinacédo do perfil diferencial de protaias no camardo

Litopenaeus vannamgifectado naturalmente com WSSV

RESUMO

A técnica de separacao de proteinas por eletr@fdrelimensional em
gel de poliacrilamida vem se desenvolvendo muite éikimos anos.
Devido a sua resolugdo e sensibilidade essa tétoic@u-se uma
ferramenta importante para andlise e deteccdo ateipas. Estas sé@o
separadas de acordo com seu ponto isoelétricamaiga dimensao por
focalizagdo isoelétrica e sua massa molecular gansa dimenséo em
gel de poliacrilamida. Através da padronizagéo adéétnica para o
estudo protedbmico em camarfes obteve-se um protadelquado para
extracdo e separacao de proteinas de animaisadéecpor WSSV e
nao infectados. A partir dai foi tracado um perdié proteinas
diferencialmente expressas por estes animais.dPatse das proteinas
extraidas das branquias dezannameias amostras homogeneizadas e
precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1% em PBS, ctadas com
Clean-upKit, dessalificadas em colun@® MiniTrape, posteriormente,
submetidas a focalizacao isoelétrica de acordoa@pnotocolo 3, foram
aquelas que apresentaram o0s melhores resultadosletr@forese
bidimensional. Para os géis corados com nitratqrdgéa e CBB, a
melhor concentracdo de proteinas totais foi iguab@ pg e 250 pg,
respectivamente. Estas condigcbes e protocolos f@a@otados como
padrdo para todos os procedimentos posterioras adi estabelecer o
perfil de proteinas expressas diferencialmente eémduias del.
vannamei infectados pelo virus da sindrome da mancha branca
(WSSV), comparando animais infectados e néo inflesta

Palavras-chave: virus da mancha branca, camardejma, 2-DE.
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INTRODUCAO

1. A protebmica e seus avangos

O genoma de um organismo é essencialmente esttic®NA
gendmico, que pode ser extraido em principio de Umea célula,
contém toda a informag&o. Em contraste, o protemiyearvavel de uma
dada célula, definido como a colecdo de todasaisipas existentes em
seu fendtipo molecular especifico, é altamentendicd e dependente
do estado da célula, bem como das suas interag@ies tneio onde se
encontra (GODOVAC-ZIMMERMANN, BROWN, 2001). Portanto
proteoma ndo € estacionario, mas dindmico e muda @
desenvolvimento do organismo e com alteracbes querean no
ambiente (KAZMI, KRULL, 2001).

Pode-se considerar como o registro inicial da protea, os
trabalhos iniciados em 1975 por O Farrel, enfocaadeeparacdo de
proteinas por eletroforese bidimensional em gel pdéacrilamida
(PAGE). Devido a sua resolucdo e sensibilidade, letroforese
bidimensional de proteinas é uma ferramenta podevasa analise e
deteccdo de proteinas de fontes biolégicas congpléxesta forma, as
proteinas séo separadas de acordo com seu poeltetieo na primeira
dimenséo e, na segunda dimensdo, com base na sga malecular,
em gel de poliacrilamida em condi¢bes desnaturangepresenca de
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE).

Com o desenvolvimento da técnica, a quimica deefiras tem
passado por um periodo de grandes avancgos tearusdgicientificos.
Com a conclusdo do sequenciamento do genoma des \@ganismos,
a pesquisa envolvendo proteinas ganhou uma noénitia e entrou
numa fase conhecida como pds-genémica (CUNHA, CARTR
FONTE, 2006).

Avancos nos meétodos de deteccdo de proteinas t@imhzdo em
paralelo ao desenvolvimento de novas técnicasmiagho nos Ultimos
anos. A selecdo dos procedimentos de visualizagimuada de
proteinas é tdo importante quanto a técnica deagmempregada na
andlise a partir de misturas complexas (MERRIL, \MART, 1998).

No caso do WSSV, a compreensdo da enfermidade e
determinacdo do caminho celular afetado apds agafe podem ser
investigados pela eletroforese bidimensional, d pode ser utilizada
como ferramenta para se obter o perfil difererdgaproteinas expressas
em camardes infectados com este virus.
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Por outro lado, com a conclusdo do sequenciamengedoma do
WSSV, a atencdo dos trabalhos mais recentes teonceidtrada na
andlise funcional das proteinas codificadas, ealmente das suas
proteinas estruturais. Uma vez que estas protei@asas primeiras
moléculas a interagir com o hospedeiro, elas devportanto,
desempenhar papéis criticos na célula alvo, bem ocomo
desencadeamento de diferentes linhas de defedarcd@ANG et al,
2007; TAN, SHI, 2008).

A rapida evolucdo da protedmica tem continuado rdaras
Gltimos anos com uma série de inovagdes tecnol®gieaeletroforese
bidimensional, na espectrometria de massa e ureasitiade de estudos
e pesquisas, envolvendo diferentes temas. O abjptiicipal € estudar
0 proteoma inteiro de uma amostra em um determinetodo ou
situacdo (ANDERSON, MATHESON, STEINER, 2000; PETRIZal.,
2012).

JUSTIFICATIVA

As enfermidades de camarfes cultivados representanrisco
concreto para a carcinicultura brasileira, podendmpactar
negativamente a producao ao ocasionar elevadazéndée mortalidade,
de forma analoga ao ja registrado em nivel murediabdiversos paises
produtores. Nos Ultimos anos, pesquisas relacienadgatologia de
crustaceos com énfase, principalmente, em camaéesideos, tém
sido realizadas de modo intensivo, procurando nimdmas perdas
econdmicas associadas as mesmas. Medidas sand&itsatégias de
protecdo para evitar a disseminacdo da doenca fadmtadas, assim
como um mecanismo de monitoramento e controle dees &afetadas
(PEREDES, 2005).

O cultivo de camarfes peneideos tem crescido myiidamente,
desde os primeiros cultivos experimentais ha cdecguatro décadas
(LIGHTNER, REDMAN, 1998). Para que este crescimersga
mantido, o estado sanitario dos animais € um faiportante para sua
comercializacdo e para a competitividade no praceks producao
globalizado.

Dentro deste contexto, o estudo dos mecanismosefiisad dos
animais frente a infec¢@o por agentes patogéniasds pontribuir para o
delineamento de estratégias preventivas e sasitagise possam
minimizar o impacto causado pelas doencas na @aultira
(BACHERE, 2000).
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A caracterizacao e/ou identificacdo de proteinasleidas nestas
respostas de defesa, bem como nas altera¢cfes fzastassociadas
com o estado patolégico, constituem uma etapa foedtal deste
estudo.

A determinacdo do perfil de proteinas associadas cmna
determinada patologia, ou diferencialmente expsesate a infeccéo,
oferece uma oportunidade Unica para a compreerssiondcanismos
potencias de infeccéo e de defesa, bem como pseaddver técnicas
com base em protedmica que possam ser aplicadadiagadstico
precoce. Desta forma, a protedmica diferencial pssfebastante util
para a comparacao qualitativa e quantitativa dateimras expressas em
uma dada patologia e para a identificacdo de bitedares moleculares
potenciais de susceptibilidade e de defesa frentaféccao por
patégenos.

OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Testar e padronizar protocolos para a separacgurafeinas de
branquias de camardesvannameinfectados com o virus da sindrome
da mancha branca (WSSV), através de eletroforaefimdmsional (2-
DE), visando realizar a comparacéo qualitativa antjtativa do perfil
diferencial de proteinas expressas em camardestddfis e néo
infectados.

3.2. Objetivos Especificos

a) ldentificar camarfes néo infectados e camar@asraimente
infectados pelo WSSV a partir de espécimes colstado fazendas de
cultivo de Santa Catarina;

b) Testar e avaliar protocolos de homogeneizacfeparo das
amostras de proteinas de branquias de camarfemnnameipara
eletroforese bidimensional (2-DE);

c) Padronizar a melhor concentracdo de proteingsstale
branquias de camardés vannameia serem utilizadas na focalizacédo
isoelétrica, seguida de eletroforese (2-DE);

d) Avaliar e comparar os resultados obtidos ampdo$ diferentes
protocolos, através da coloracdo dos géis.
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MATERIAIS E METODOS
4.1. Coleta do material biolégico

Os camarbes da espécle vannameiforam coletados com
aproximadamente 13 gramas em fazendas de cartim&cuio litoral
norte e sul do estado de Santa Catarina, incluindegido de Laguna
afetada pelo virus da sindrome da mancha branc&WV8o ano de
2005, segundo registros na Organizacdo Interndcid@aEpizootias
(OIE). As coletas foram realizadas entre os ano@@8 e 2009.
Branquias e pledpodes, de camardes sobrevivente® pESSV, foram
dissecados utilizando-se material estéril, armaimnamediatamente
em nitrogénio liquido e, em seguida, transportguive. 0 Laboratério
de Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e Imunmicga da
Universidade Federal de Santa Catarina. As amogiras estocadas
em freezer a -80 °C para posterior analise. O geapdrole foi formado
pelos camarbes negativos para o WSSV, enquanto acsarges
positivos para 0 WSSV constituiram o grupo infegtadonforme
determinado pelas andlises realizadas através aga®em Cadeia da
Polimerase (PCR).

4.2. ldentificagdo dos grupos positivos e negativopara o
WSSV e o IHHNV

4.2.1. Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada conformretqcolo
adaptado de Maciel e Marques (2003). Os ple6paonkesnf digeridos
em tampédo TE 1x estéril (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 miiH 8.0) com
SDS 1% e 20 mg/mL de proteinase K por 1 hora £6%fa segunda
incubacao foi realizada por 1 hora a 55 °C, apadigio de cloreto de
sé6dio 5M e CTAB 10%. Subsequentemente a adicdo de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v/v), o matrifoi centrifugado a
14.000 x rpm por 8 minutos a 4 °C e ao sobrenadantadicionado
igual volume de alcool isopropilico. O precipitédolavado com élcool
etilico 70% e seco a temperatura ambiente. O rahferiressuspendido
em tampao TE 1x, tratado com RNAse (1mg/mL) e éfwroio/alcool
isoamilico (24:1). Apds centrifugacédo (14000 x rpar 8 minutos a 4
°C), o sobrenadante foi coletado, adicionando-sey@smo acetato de
sédio 3M e alcool etilico 95%. Apds nova centrifg@a o precipitdo foi
seco e eluido em agua de biologia molecular. Uneu@tia do material
foi utilizada para a determinagdo espectrofotomwetda concentracao
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de DNA da amostra, através da razdo de absorb@n@é0 e 280
nandmetros (nm) e posteriormente a integridade al@nmal gendmico
foi visualizada em gel agarose 1%.

4.2.2. PCR

Na PCR para sele¢éo dos animais foram utilizadomdores para
sequencias gendmicas dos virus WSSV e IHHNV, pensestes virus
aqueles cuja ocorréncia ja teve registro nos adtide camarbes em
Santa Catarina.

4.2.2.1. PCRiestedpara deteccdo do WSSV

A PCR nested(ou PCR de dois passos) foi realizada conforme
descrito por Lo et al. (1996), nas condicOes recaoladas pela OIE
(2003). Para a primeira reacdo de amplificacdoedaéncia especifica
do WSSV, foram utilizados iniciadores 146F1 (5-ABTT-AACTTC-
AGC-CTA-TCT-AG-3) e 146R1 (5-TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-
GTT-CTT-ACG-A-3"). Foi utilizado 1uL de DNA para 25iL de reacdo
contendo tampao 1X, Mg&3 mM, dNTP 1 mM cadayrimer 140 nM
cada e Taq 1U. Ap6s uma desnaturacgéo inicial £9b? 2 minutos as
amostras foram submetidas a 39 ciclos de desnatue@®4 °C por 30
segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos res&ata 72 °C por
40 segundos. A extensdo final foi realizada a 726€C5 minutos O
tamanho do fragmento amplificado, utilizando-se insciadores
descritos, corresponde a 1447 pb (pares de baa®).oPsegundo passo
da reacdo (PChuested, foi utilizado 1uL do produto da primeira
reacdo em 24iL de uma nova mistura de reacdo, substituindo-se o
primeiro par de iniciadores pelo segundo: 146FZBA-ACT-GCC-
CCT-TCC-ATCTCC-A-3") e 146R2 (5-TAC-GGC-AGC-TGC-Ts
ACC-TTG-T-3"). O protocolo de amplificacéo utilizadoi o mesmo
descrito para o primeiro passo. O tamanho espedaddragmento
amplificado nessa segunda reacdo corresponde api®4Controles
positivos e negativos foram incluidos em todosnsai®s. O produto da
reacdo foi submetido a eletroforese em gel de aga@o para
visualizacao dos resultados, apds coloracdo comdimde etideo.

4.2.2.2. PCR para deteccéo do IHHNV

Para a reacdo de amplificacdo da sequéncia espeddfilHHNV,
foram utilizados iniciadores F3 (5-TCG-GAA-AAC-TGACA-CTG-
GCC-T-3) e R2 (5-CGG-CGT-GTT-CTT-CGT-CTT-CAT-T)3'
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descritos por Moser, 2005. Foi utilizadqull de DNA para 25.L de
reacdo contendo tampdo 1X, Mg@,5 mM, dNTP 0,2 mM cada,
primer 1uM cada e Taq 1U. Apds uma desnaturacao inicial €C9gor
3 minutos, as amostras foram submetidas a 29 diedafesnaturacéo a
94 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C porgthdes e extenséo
a 72 °C por 45 segundos. A reagdo foi mantida €C20or 10 minutos.
O tamanho do fragmento amplificado, utilizando-se ioiciadores
descritos, corresponde a 512 pb. Controles posivoegativos foram
incluidos em todos os ensaios. Apés a reacao, walizacdo dos
produtos amplificados foi realizada através der@fi@tese em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etideo.

4.3. Homogeneizacao do tecido branquial

Apoés a analise dos resultados da PCR foram estadede os
grupos de camardes com e sem WSSV, ou seja, grfgmiado e grupo
controle, respectivamente. Para cada um dos giigoogo infectado e
grupo controle) foram utilizadas réplicas compogsiastrés animais
cada. O tecido branquial dmool foi pesado (aproximadamente 800
pg/amostra) e macerado com pistilo em nitrogérgoiidio. A este
homogeneizado foi acrescentado tampéo PBS (NaChi\3/7KCl 2,7
mM, NaHPO, 10 mM, KH,PO, 2 mM, pH 7,4) na proporcdo de uma
parte de amostra para duas de tampdo com PMSRg4OL). A
amostra foi centrifugada e o sobrenadante tradsfgyara microtubo
onde as proteinas foram precipitadas de acorddteamy.4.

4.4. Precipitacdo de proteinas

Foram testados e avaliados diferentes protocols pacipitacdo
de proteinas com o objetivo de se determinar oonglifocedimento de
extracdo para as proteinas totais. Desta formamfabtidas amostras
com varios niveis protéicos e o melhor deles fotadb nas extracdes
seguintes.

4.4.1. TCA 15% em PBS

A amostra homogeneizada, conforme o item 4.3.¢cdatrifugada
a 2.000 x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadaaisferido para
novo microtubo. Ap6s obtencéo das proteinas, fmi@hdo o0 mesmo
volume de PBS contendo TCA 30% (concentracdo fitE#o). A
mistura permaneceu por no minimo 1 hora em freez@0 °C. Apoés
este periodo as amostras foram centrifugadas @A 0g por 30
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minutos a 4 °C com subsequente descarte do solareadO
precipitado contendo as proteinas totais foi sexalubilizado em 1 mL
de solucao de reidratagéo (uréia 7M, tiouréia 2MABS 2%) com 20
uL de PMSF (4 mg/mL). Uma aliquota de 10D foi retirada para
dosagem de proteinas e o restante da amostra auadaza -80 °C para
0s procedimentos posteriores.

4.4.2. TCA 8% em Acetona

A amostra homogeneizada, conforme o item 4.3.dofrdfugada a
2.000 x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadaaisfierido para novo
microtubo. Apds obtencdo das proteinas, foram @ukcios quatro
volumes de acetona gelada contendo TCA 10% (caagéat final 8%).
A mistura foi deixada por no minimo 1 hora a -20 ABés este periodo
a amostra foi centrifugada a 20.000 x g por 20 mir4 °C com
subsequente descarte do sobrenadante. O precipitaniendo as
proteinas totais foi lavado com 1 mL de metanchdel Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido em metanol geladgitado até adquirir
um aspecto de suspensdo, sendo novamente cerdafaga0.000 x g
por 5 minutos e o sobrenadante descartado. A lavdgierealizada no
minimo mais duas vezes. Apés lavagem com metarmmeapitado foi
lavado da mesma forma com acetona gelada por @aas yara livrar a
amostra de qualquer traco de TCA e metanol. O gitadd final foi
seco e solubilizado em 1mL de solucdo de reidratgdg@éia 7M,
tiouréia 2M, CHAPS 2%) com 2QL de PMSF (4 mg/mL). Uma
aliquota de 10QL foi retirada para dosagem de proteinas e o restin
amostra armazenada a -80 °C para os procedimerdteripres.

4.4.2.1. TCA 8% em Acetona com maior centrifugagao

A amostra homogeneizada, conforme o item 4.3.doirdugada a
15.000 x g por 2 horas a 4 °C e 0 sobrenadantsféréio para novo
microtubo. Os demais procedimentos de precipitdgéam realizados
conforme o item 4.4.2. a partir da adicdo de 4 melsl de acetona
gelada contendo TCA 10% (concentragao final 8%).

4.43. TCA10% e DTT 0,1% em PBS

A amostra homogeneizada, conforme o item 4.3.doirdugada a
15.000 x g por 1 hora a 4 °C e o sobrenadanteférdshs para novo
microtubo. Apds obtencdo das proteinas, foram @ukcios quatro
volumes de PBS contendo TCA 12,5% e DTT 0,125% geoinacéo
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final 10% e 0,1% respectivamente). A mistura fokdea por 1 hora no
gelo. Apds este periodo foi centrifugada a 10.090oer 30 minutos a 4
°C com subsequente descarte do sobrenadante. itacie contendo
as proteinas totais foi lavado com 1 mL de metgetaido. Em seguida,
o precipitado foi ressuspendido em metanol gelaagitado até adquirir
um aspecto de suspensdo, sendo novamente cerdafaga0.000 x g
por 5 minutos e o sobrenadante descartado. A lavdgierealizada no
minimo mais duas vezes. Apoés lavagem com metarkdpitado foi
lavado da mesma forma com acetona gelada por @aas yara livrar a
amostra de qualquer traco de TCA e metanol. O mtadp contendo as
proteinas totais foi ressuspendido em acetona mdnt@,1% de DTT e
novamente centrifugado a 10.000 x g por 30 minaod °C e o
sobrenadante descartado. O precipitado final @ sesolubilizado em
1mL de solucéo de reidratacdo (uréia 7M, tiourdvg ZHAPS 2%)
com a adicdo de A0 de PMSF (4 mg/mL). Uma centrifugacgéo final de
10.000 x g por 30 minutos a 15 °C o sobrenadante &dracdo de
proteinas sollveis foi coletado. Uma aliquota d&lOfoi retirada para
dosagem de proteinas e o restante da amostra aadaza -80 °C para
0s procedimentos posteriores.

444, TCA10% e DTT 0,1% em Acetona

A amostra homogeneizada, conforme o item 4.3.dofrdfugada a
15.000 x g por 1 hora a 4 °C e o sobrenadante féndohs para
microtubo. Apds obtencdo das proteinas, foram @ukcios quatro
volumes de Acetona contendo TCA 125% e DTT 0,125%
(concentracéo final 10% e 0,1% respectivamentejisiura foi deixada
por 1 hora no gelo. Apos este periodo foi centatlaga 20.000 x g por
20 minutos a 4 °C com subsequente descarte do nsumtaete. O
precipitado contendo as proteinas totais foi lavamo 1 mL de metanol
gelado. Em seguida, o precipitado foi ressuspenelidenetanol gelado
e agitado até adquirir um aspecto de suspensadp seovamente
centrifugado a 20.000 x g por 5 minutos e o soldami@ descartado. A
lavagem foi realizada no minimo mais duas vezes$sAavagem com
metanol, o precipitado foi lavado da mesma forma emetona gelada
por duas vezes para livrar as amostras de quatgagy de TCA e
metanol. O precipitado contendo as proteinas téthisessuspendido
em acetona contendo 0,1% de DTT e novamente aegadbd a 10.000
x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante deslcar@ precipitado
final foi seco e solubilizado em 1 mL de solucaoreidratacéo (uréia
7M, tiouréia 2M, CHAPS 2%) com a adicdo de 20 de PMSF
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(4mg/mL). Uma centrifugacao final de 10.000 x g 0min. a 15 °C o
sobrenadante com a fracdo de proteinas soluveisaletado. Uma
aliquota de 10QL foi retirada para dosagem de proteinas e o restin
amostra armazenada a -80 °C para os procedimenfussteriores.

4.5. Clarificagéo e dessalificagdo das amostras
4.5.1.Clean-up Kit

Algumas amostras foram tratadas con€Clean-up Kit2-D (GE
Healhcar&) visando melhorar a qualidade dos resultados paraeio
das proteinas na eletroforese bidimensional, radozstrias, coloracéo
de fundo, e outros artefatos, devido a contamisamérferentes,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricantere@gentes dkit
precipitam proteinas, deixando as substanciasféeneates, tais como
detergentes, sais, lipidios, fenéis e acidos mumi¢iem solucdo. As
proteinas foram precipitadas numa combinacdo deucded
precipitantes e co-precipitantes fornecidas pelo Ris proteinas
precipitadas foram centrifugadas a 8.000 x g pomittutos a 4 °C e o
precipitado foi novamente lavado para remover ggarninantes nao
protéicos. Apds uma segunda centrifugacao de &@0por 10 minutos
a 4 °C, o precipitado obtido foi solubilizado em llmte solucdo de
reidratacéo (uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 2%) cobnu2 de PMSF
(4 mg/mL).

4.5.2. PD MiniTrap G-10

Algumas amostras foram tratadas com o PD MiniTrap0GGE
Healhcar&) para retirada de sal e de outras impurezas. Aragfo das
moléculas de interesse com alta massa moleculegdlizada através de
fitracAdo de 300 pL de amostra na coluna de Sephadguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. A amostria nimvamente
solubilizada em 300 pL de solucéo de reidratac@@igurM, tiouréia
2M, CHAPS 2%) com @L de PMSF (4 mg/mL).

4.6. Dosagem de proteinas
4.6.1. Método de Bradford

A concentracdo de proteinas totais nas amostradeterminada
pelo método de Bradford (1976) modificado. Comor@adoi utilizado
de 0 a 5 pg/uL de Albumina Bovina Sérica (BSA). fsaéo foi
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realizado em triplicata em microplaca com 5 pL desira em 45 pL
de agua e adicdo de 50 pL de HCI (0,0011 M) e 106.CBB (0,194
mg/mL). A leitura da absorbancia a 595 nm foi mla apos 5 minutos
de incubacgdo em temperatura ambiente, utilizandoftware SoftMax
PRO 5.2 emespectrofluorimetro. Aomparacdo das absorbéncias das
amostras com a curva padrao permitiu a determindgdmncentracao
total de proteinas nas mesmas.

4.7. Reidratacdo do strip para a primeira dimensao

O volume necessério de amostra (150 e 250 pg deipas totais)
apos tratamento com 2-Clean-upKit (item 4.5.1.),PD MiniTrap G-10
(item 4.5.2.), determinado apés a dosagem de pestditem 4.6.1.), foi
transferido para microtubo e acrescido de DTT f@gdmL), IPG (1%),
PMSF (4 mg/mL), azul de bromofenol (0,002%) e sadtucde
reidratacdo (uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 2%) pacepletar um
volume final de 250 pL. A amostra foi centrifugaad&0.000 g x por 20
minutos a 15 °C e o0 sobrenadante aplicado no cetdgraima das
canaletas da bandeja de reidratacdo, de formatar @viformacéo de
bolhas. A tira desidratada de poliacrilamida (3tcpm gradiente de pH
imobilizado (IPG-Immobiline Dry Strip Gels, AmershaBioscience?)
de 13 cm, com gradiente de pH na faixa entre 3rE@d, foi reidratada
direta e passivamente sobre os 2h0da solucdo de reidratagdo com
150 ou 25Qug de proteina por 12-14 horas.

4.8. Focalizacgao Isoelétrica — 1° Dimenséao

Apés a hidratacdo, os strips, com gradiente de plhixa linear
entre 3-10, contendo as amostras, foram submetddsecalizacao
isoelétrica (primeira dimensédo) em sistef@dan IPGphor 3 (GE
Healthcar&). Os strips foram colocados no equipamento e tabeom
6leo mineral DryStrip Cover Fluid (GE Healthcdre Sobre cada
extremidade do strip foi colocando papek-cut eletrode wicKGE
Healthcar&) hidratado em 150 pL de agua e sobre eles ooty de
acordo com as recomendag0des do fabricante.

4.8.1. Programa de Focalizacao Isoelétrica
Foram testadas e avaliadas diferentes programagiasque as

moléculas migrassem sob acdo de um campo elétricogel de
poliacrilamida, em um gradiente de pH. A migracae groteinas cessa
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ao atingirem o seu ponto isoelétrico. As condi¢cdasprogramacao
testadas para as focalizagGes isoelétricas (IEB) gi6p de 13 cm com
pH 3-10 linear, em V/hora, seguiram os protocolo2 &u 3, conforme
descrito abaixo.

Tabela 1.Protocolo 1 IEF.
Intervalo depH Etapa Modo Voltagem (V) Tenpo (hora)

3-10 1 Step 500 100
2 Gradiente 1000 100
3 Gradiente 8000 2:30
4 Step 3000 0:30

Tabela 2.Protocolo 2 IEF.
Intavalo depH Etpa Modo Vaoltagem (V) Tempo (hora)

3-10 1 e 1] 030
2 Step EEH 1:00
3 Gradieme 1000 1:om
] Crradiente 5000 230
5 Enep &0aa 030

Tabela 3.Protocolo 3 IEF.
IntarvalodepH Etpa Moda Valtagem (V)  Tempo (homa)

310 1 Step 50 ]
2 Step 500 1:00
3 Gradients 1000 1:00
4 Gradiente 4000 1:00
5 Gradiente 3000 230

L] Shep 000 i
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4.8.2. Armazenamento do strip apés Focalizacadéisma

Ao final da Focalizacdo Isoelétrica (item 4.8.1s) sirips foram
retirados do Ettan IPGphor 3 (GE health&ree armazenados
individualmente em microtubo de ensaio fechadot®fsma os strips
podem permanecer armazenados por até um més &G, &htes do
equilibrio com DTT e lodoacetamida (item 4.9.).

4.9. Equilibrio do strip com DTT e lodoacetamida

Imediatamente antes da segunda dimensao (item),40B0strips
contendo as proteinas inicialmente separadas ddcacom o seu pl,
foram equilibradas, sob agitacdo constante, em&anspntendo uréia
6M, Tris-HCI 75 mM, pH 8,8, glicerol 29,3%, SDS 2%zul de
bromofenol 0,002% e DTT (preserva o estado totaleneeduzido de
proteinas nao alquiladas) 1,25% por 20 minutos. deguida, foram
mantidos, sob agitacdo constante, em tampao cantaméih 6M, Tris-
HCI 75 mM, pH 8,8, glicerol 29,3%, SDS 2%, azul m@mofenol
0,002% e lodoacetamida (alquila grupos tidis entgnas, impedindo
sua re-oxidagao durante a eletroforese) 2,5% pami@gtos.

4.10. Eletroforese em SDS-PAGE — 2° Dimensao

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrikdani(SDS-
PAGE) foi realizada em sistema SE-600 Ruby (GE tHeat€) com
refrigeracdo. Os géis de poliacrilamida 12,5% awite0,27% N,N'
metilenebisacrilamida, Tris-HCI 375 mM, SDS 0,195AP0,06% e
Temed 0,06% foram preparados em placas de 14 xmi,6com
espessura de 1,5 mm. Os géis foram polimerizadoswoa etiqueta
numerada na parte inferior esquerda para idergéiwe catalogacao.
Strips e marcadores de massa molecular foram dpBcsobre os géis
previamente preparados e entdo, selados com soldedagarose
(agarose 0,5%, Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, S@$%) aquecida
a 70 °C. A eletroforese foi realizada em tampaoateda 1X Laemmli
SDS (Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%) a °C,
inicialmente a 15 mA fixos por gel até que as pnate migrassem para
0 gel de acrilamida. Em seguida, foi utilizada aragem constante de
30 mA por gel e voltagem livre por aproximadamehteras ou até que
as amostras migrassem até o final do gel. Ao tétneletroforese, os
géis foram retirados das placas de vidro e fixad®sacordo com o
método de coloracédo a ser utilizado (itens 4.11.).
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4.11. Métodos de coloragéo

Para a deteccéo de proteinas nos géis foram dtikzas métodos
de coloragcdo com Coomassie Briliant Blue G-250itato de prata.

4.11.1. Coomassie Briliant Blue G-250 (CBB)

A coloracdo com CBB foi realizada de acordo com étoaho
descrito por Neuhoff, Stamm, Eibl (1985) o qualgste das seguintes
etapas: fixagdo com solugcdo contendo acido fosfcti8% e metanol
20% durante 1 hora. Coloracdo overnight com 400 dalLsolucéo
contendo &cido fosforico 2% e sulfato de aménia Do¥h 10 mL de
solugdo CBB 5%. Neutralizagdo em tampéo Tris-HCI N, (pH 6,5)
durante 3 minutos. Limpeza com metanol 25% por m&#ol minuto.
Estabilizacdo com sulfato de aménia 20% overni@istprocedimentos
de coloragdo a estabilizacdo devem ser repetidosigoaninimo duas
vezes. Apos coloracdo, os géis foram mantidosgesfidos a 4 °C ao
abrigo da luz e suas imagens digitalizadas confdeserito no item 4.12.

4.11.2. Nitrato de Prata

A coloracdo com nitrato de prata foi realizada d&osOne Silver
Staining Kit, Protein (GE Healthcar® de acordo com as
recomendacdes do fabricante, com pequenas modiisagos tempos
de incubagdo como segue: fixagdo com solucdo admtetanol 30% e
acido acético glacial 10% por no minimo 1 hora.s##glizacdo com
etanol 30%, tiosulfato de soédio 0,2%, acetato ddios®,8% e
glutaraldeido 0,125% durante 1 hora. Limpeza cés lavagens de dez
minutos cada com 4gua destilada em seguida incolga nitrato de
prata 0,25% e formaldeido 0,0148% durante 1 hdarapéza com uma
lavagem de dois minutos com agua destilada. Ré@legm carbonato
de so6dio 2,5% e formaldeido 0,0296% durante 3 m@uterrupcao da
reacdo de revelacdo com solugédo contendo EDTA 1di6%mte 1 hora
e preservacao com glicerol 8,7% por no minimo AhApos coloracao,
0s géis foram mantidos refrigerados a 4 °C ao abdig luz e suas
imagens digitalizadas conforme descrito no iteni24.1

4.12. Digitalizacdo das imagens

Os géis de proteinas oriundos de amostras de aninfiectados e
ndo infectados com o Virus da Sindrome da Mancleadr tiveram
suas imagens digitalizadas com o usolmage Scannef(Amersham
Biosciencé).
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4.13. Andlise dos géis

A andlise dos géis e a identificacdo das protadifagencialmente
expressas foram realizadas a partir da imagemaliigitla dos géis,
obtida a partir das amostras de branquias dos Gasarfectados e dos
camardes ndo infectados, utilizando-se 0 Image riecafAmersham
Biosciencg). As imagens foram analisadas e o pl, a MW, asitiade,
a area e o volume daspots foram comparados utilizandsoftware
Image Master Platinum, versdo 7.0 (GE Healtiftyamm o objetivo de
identificar o melhor protocolo para deteccéo sjostsde proteinas.

4.14. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com a utiliagh método
ANOVA para a comparacdo dos dados de densitometiiee 0s
diferentes grupos experimentais, considerando p<0,6omo
estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo dos camarfes positivos e negais/ para o
WSSV e o IHHNV

5.1.1. PCRhestedpara deteccdo do WSSV

A PCRnestedoi realizada conforme descrito por Lo et al. (1996
nas condi¢Bes recomendadas pela OIE (2003). O tmfragmento
amplificado, utilizando-se os iniciadores descritdsi de 941 pb.
Controles positivos e negativos foram incluidostedos os ensaios.

Fig. 1. Eletroforese representativa do resultadmestedPCR para detecgéo do
WSSV em amostras de camardel0) Animais positivos para o0 WSS\G-)
Controle negativoC+) Controle positivo 1K) marcador de massa molecular.
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Na figura 1, pode ser observado um gel represeatatios
resultados obtidos no ensaio de P@éstedutilizado na deteccdo da
amplificacdo de uma sequencia gendmica do WSSV.

5.1.2. PCR para detec¢éo do IHHNV

Para a reacdo de amplificacdo da sequéncia espeddigenoma
do IHHNV, foram utilizados iniciadores descritos pdoser 2005, que
amplificaram um fragmento correspondente a 512 @bntroles
positivos e negativos foram incluidos em todos osal®s. A
visualizacdo das reaces positivas para o IHHNVréalizada apds
eletroforese em gel de agarose 2% (figura 2).

<+ 512

Fig. 2. Eletroforese representativa do resultado da PCR pateccdo do
IHHNV em amostras de camardb-5 e 8)Animais negativos para o IHHNV;
6, 7, 9 e 10)animais positivos para o IHHN\WG+) Controle positivo;C-)
Controle negativo 8K) marcador de massa molecular.

Na figura 2, pode ser observado um gel represeatatios
resultados obtidos no ensaio de PCR utilizado ntecdéo da
amplificacdo de uma sequéncia genémica do IHHNV.

5.2. Precipitacdo de proteinas

As eletroforeses bidimensionais foram realizadagerde acrilamida
10%, com proteinas extraidas de branquias de camar&annamei
obtidas de animais positivos para o WSSV e negatianao IHHNV.

5.2.1. TCA 15% em PBS e TCA 8% em Acetona

As proteinas foram preciptadas com TCA 15% em PB&ufa
3A) e TCA 8% em Acetona (Figura 3B). Apés solulgiido em solugéo
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de reidratagédo e quantificacao, 250 pg de protdoram imobilizadas
em strip de 13 cm, com pH 3-10 linear e isofocdlizade acordo com o
protocolo 1. A coloracdo em nitrato de prata rewale spots protéicos
como representado pela Figura 3.

A B
LR - E 0T R T

Fig. 3: 2-DE de proteinas preciptadas com TCA 15% em PBEA 8% em
Acetona. (A) Proteinas precipitadas com TCA 15% em PHS. Rroteinas
precipitadas com TCA 8% em Acetoh&W.) Marcador de massa molecular.

Quando comparados os resultados da eletroforesmdbisional
das amostras precipitadas com TCA 15% em PBS @igaA) e TCA
8% em acetona (Figura 3B) pode-se observar queeaipfiacéo
realizada com TCA 8% em acetona (Figura 3B) aptesemelhor
qualidade e reducado de estrias, embora ainda exidédiciéncias em
relacéo a coloracao de fundo e a presenca de autedatos.

5.2.2. TCA 8% em Acetona e TCA 8% em Acetona conpma
centrifugacéo

As proteinas foram preciptadas com TCA 8% em aeetBigura
4A) e TCA 8% em acetona com maior centrifugacagufa 4B). Apos
solubilizagcdo em solucdo de reidratacdo e quamgdio, 250 pg de
proteinas foram imobilizadas em strip de 13 cm, @bin3-10 linear e
isofocalizadas de acordo com o protocolo 2. A emldo em nitrato de
prata foi utilizada para revelar sgotsprotéicos, como pode ser visto ha
Figura 4.
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Fig. 4: 2-DE de proteinas preciptadas com TCA 8% em AwetoTCA 8% em
Acetonacom maior centrifugaga@A) Proteinas precipitadas com TCA 8% em
Acetona. (B) Proteinas precipitadas com TCA 8% em Acetopban maior
centrifugacdoMK) Marcador de massa molecular.

Quando comparados os resultados da eletroforesmdnigional
das amostras preciptadas com TCA 8% em acetonaré~pp) e TCA
8% em acetona com maior centrifugacdo (Figura 4Bpgse observar
gue aquelas com TCA 8% em acetona com menor ceyagéo (Figura
4A) apresentram melhor qualidade e reducdo deass@&imbora a
resolucdo ainda apresente limitagcdes, conforme pedebservado apos
coloracao dos géis. Aparentemente, a presencaydesaartefatos pode
ser ainda observada. Por outro lado, com amogseaipjpadas com TCA
8% em acetona com focalizagdo isoelétrica de aamdoo protocolo 1
(Figura 3B) e protocolo 2 (Figura 4A), pode-se oleeque no protocolo
2 de focalizagédo isoelétrica foram obtidos melhoessltados.

5.2.3. TCA 8% em Acetona e TCA 10% com DTT 0,1% em
Acetona

As proteinas foram preciptadas com TCA 8% em Aee{figura
5A) e TCA 10% com DTT 0,1% em Acetona (Figura 5Bpés
solubilizacdo em solucdo de reidratacdo e quamgdio, 250 pg de
proteinas foram imobilizados em strip de 13 cm, @bn3-10 linear e
isofocalizados de acordo com o protocolo 3. A @gép em nitrato de
prata revelou ospotsprotéicos, como mostrado nos géis apresentados
Figura 5.
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Fig. 5. 2-DE de proteinas preciptadas com TCA 8% em Aze®TCA 10% e
DTT 0,1% em AcetonaA) Proteinas precipitadas com TCA 8% em Acetona.
(B) Proteinas precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1% eweténa. MK)
Marcador de massa molecular.

Quando comparados os resultados da eletroforesmdbisional
das amostras preciptadas com TCA 8% em acetonaréFigh) e TCA
10% e DTT 0,1% em acetona (Figura 5B), pode-seredseue a
amostra preciptada com TCA 10% e DTT 0,1% em aeeteigura 5B)
apresentou melhor qualidade e reducdo de estndmra ainda exista a
coloracdo de fundo com artefatos. Com TCA 8% entomee com
focalizacdo isoelétrica de acordo com o protocol¢Fgura 4A) e
protocolo 3 (Figura 5A), observou-se que o protc8l apresentou
melhor resultado na focalizag&o isoelétrica. Emlaoracomendacéo do
fabricante indique que a concentracéo de protedtais nos strips (GE)
para imobilizagdo seja de 250 pg esta parece umeestacio alta
frente a coloracdo testada, principalmente devidofaka de
sensibilidade maior do nitrato de prata quando esega com a
coloracdo por Coomassie Blue.

5.2.4. TCA 10% e DTT 0,1% em PBS e TCA 10% e DTI®®,
em Acetona

As proteinas foram preciptadas com TCA 10% e DTIF®Oem
PBS (Figura 6A) e com TCA 10% e DTT 0,1% em Acet@rgura
6B). Apo6s solubilizacdo em solugéo de reidratacgaamntificagdo, 150
Kg de proteinas foram imobilizadas em strip de b3 aom pH 3-10
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linear e isofocalizadas de acordo com o protocol®8spotsprotéicos
visualizados apas coloragdo com nitrato de prafemesostrados em um
gel representativo na Figura 6.
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Fig. 6: 2-DE de proteinas preciptadas com TCA 10% e DIPA0em PBS e
TCA 10% e DTT 0,1% em Aceton@d) Proteinas precipitadas com TCA 10%
e DTT 0,1% em PBSB) Proteinas precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1%
em AcetonaM.W.) Marcador de massa molecular.

Nos resultados da eletroforese bidimensional da®staas
precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1% em PBS (FidiAxe TCA
10% e DTT 0,1% em acetona (Figura 6B, pode-se vasaue a
amostra preciptada com TCA 10% e DTT 0,1% em PB@u(& 6A)
apresentou melhor qualidade e reducéo de estri@émppodem ser
ainda observados linhas horizontais na parte supelo gel. Nas
amostras precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1% entoaae com
250 pg (Figura 5B) e 150 pug (Figura 6B) de protdaftal, pode-se
observar que 150 pg de proteinas totais parecensarconcentracdo
mais adequada para ser imobilizado nos strips, pditeve-se
melhores resultados para a analise do perfil difgad, utilizando esta
coloracéo.

5.2.5. TCA 10% e DTT 0,1% em PBS com e $&ean-up
As proteinas foram preciptadas com TCA 10% e DTIF®Oem

PBS e submetidas (Figura 7A) ou ndo (Figura 7B)nmgpdza com
Clean-up Kit. Apds solubilizacdo em solugcdo de reidratagd@o
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guantificagdo, 150 ug de proteinas foram imobibzadm strip de 13
cm, com pH 3-10 linear e, isofocalizadas de acomio o protocolo 3.
A coloragdo em nitrato de prata revelou sEots protéicos como
representado pela Figura 7.

Fig. 7: 2-DE de proteinas preciptadas com TCA 10% e D;I¥0em PBS com
ou sem limpeza cor€lean-upkit. (A) Limpeza comClean-upkit. (B) Sem
limpeza conClean-upkit. M.W.) Marcador de massa molecular.

Entre as amostras precipitadas com TCA 10% e DTV%0em
PBS com limpeza er@lean-upkit (Figura 7A) e sem a limpeza com o
Clean-upkit (Figura 7B), pode-se observar que a amogtnadicom o
Clean-up kit (Figura 7A) apresentou reducdo das linhas zbotais,
melhora na resolugdo e aumento do numerspbds detectaveis em
comparacgédo com a amostra néo tratada (Figura 7B).

5.2.6. TCA 10% e DTT 0,1% em PBS cdtean-upcom e sem
PD Minitrap G-10

As proteinas foram preciptadas com TCA 10% e DTIF®Oem
PBS, limpas conClean-upKit e submetidas (Figura 8A) ou néo (Figura
8B) a limpeza conPD MiniTrap G-10 Apds solubilizagdo em solucao
de reidratagédo e quantificacao, 150 pg de protdoram imobilizadas
em strip de 13 cm, com pH 3-10 linear e isofocdtizade acordo com o
protocolo 3. A coloracdo em nitrato de prata rewelespotsprotéicos
como mostrado nos géis representativos da Figura 8.
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Fig. 8 2-DE de proteinas limpas co@lean-upKit e submetidas ou ndo a
limpeza comPD MiniTrap G-10 (A) Limpeza com PD MiniTrap G-10B)
sem limpeza cor®D MiniTrap G-10 M.W.) Marcador de massa molecular.

Os resultados da eletroforese bidimensional das s@a®m
precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1% em PBS, cormadza no
Clean-upkit e, submetidas (Figura 8A) ou nédo (Figura 8Birgeza
posterior comPD MiniTrap G-1Q0 monstraram que a amostra que
passou pelos dois tratamento§lean-upkit e PD MiniTrap G-10
(Figura 8A), apresentou melhor qualidade e redugéoestrias de
fundo.

5.3. Clarificagéo e dessalificagéo das amostras
5.3.1.Clean-upKit

Como pode ser verificado a partir da comparacad-tasas 7A e
7B, os resultados de eletroforese bidimensionahmestras tratadas
com o Kit Clean-up 2-D (GE healthcafd apresentaram melhor
gualidade, reducéo de estrias e coloracdo de fuleddgo a reducéo de
contaminantes interferentes.

5.3.2.PD MiniTrap G-10

As eletroforeses bidimensionais de amostras querativ o sal
retirado (dessalificadas) com o uso &b MiniTrap G-10 (GE
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Healhcar®) apresentaram resultados de qualidade superianéat da
reducdo da presenca de contaminantes interferecesy pode ser
observado nas Figuras 8A e 8B.

5.4. Dosagem de proteinas

A comparacdo dos métodos de precipitacdo foi amddiada
através da quantificagdo da concentracdo de pastefatais nas
amostras em espectrofluorimetro. Esta avaliagéelagevvalores de
rendimento distintos entre si. Nos extratos protice branquias
obtidos com TCA 8% foram observados valores quaran de 2,013
a 4,307ug/uL, enquanto para as proteinas extraidas com TCA 0%
DTT 0,1% em PBS, os valores observados foram denoie 2,237 e
3,459 ug/uL. Este segundo protocolo monstrou um melhor radolt
dentre os demais protocolos utilizados e foi o w@tadotado como
padrdo para todos os procedimentos posteriores.

5.5. Programacao da Focalizag&o Isoelétrica

A comparacdo dos protocolos 1 (Figura 3), 2 (Figdyae 3
(Figuras 5, 6, 7 e 8) das programacdes para grifBccm com pH 3-10
linear possibilitou a seguinte avaliacdo: o prokoc® de focalizacao
isoelétrica (primeira dimensao) foi associado a ummhor migracéo
das proteinas sob acdo do campo elétrico em geolderilamida, ou
seja, uma maior eficiéncia na segunda etapa deagdoa (segunda
dimenséo). Desta forma, foi possivel obter-se unedhon resolucéo
apos a corrida dos géis na segunda dimenséo.

5.6. Concentracgdo de proteinas e métodos de colddiag

Foram avaliadas diferentes concentracdes de pasteiplicadas
em géis, os quais foram corados com nitrato deaprailizando-se o
PlusOne Silver Staining KitProtein e, sua replica, corf@oomassie
Brilliant Blue (CBB). Como esperado, a coloracdo dos geéis caatait
de prata mostrou-se mais sensivel quanto a detelecgmtsprotéicos
quando comparado ao CBB. Os melhores resultadamfobservados
com 150 g de proteinas para geéis corados contoniteaprata e 250 g
para géis corados com CBB (Figura 9).
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Fig. 9. 2-DE de 150 ou 250 pg de proteinas coradas ctnatanide prata ou
CBB. (A) 150 pg de proteinas coradas com nitrato de pomtaRiusOne Silver
Staining Kit, Protein(B) 250 g de proteinas coradas com CBB G-R&8V.)
Marcador de massa molecular.

5.7. Andlise dos géis

As eletroforeses bidimensionais em SDS-PAGE com [igQe
proteinas de branquias de camardo, dos grupos ceemeWSSV,
precipitadas com TCA 10% e DTT 0,1% em PBS e inmdidas em
strip de 13 cm com pH 3-10 linear, foram resultarda focalizacdo
isoelétrica de acordo com o protocolo 3 e coloragamitrato de prata
com PlusOne Silver Staining KitProtein Os perfis eletroforéticos
obtidos mostraram que os extratos protéicos deghid@s apresentaram
spotsde proteinas com massa molecular inferior a 22Q kBrado mais
abundantes ospotsabaixo de 97 kDa e entre os valores de pls d& 3 a
(Figura 10).
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Fig. 10 2-DE de camarfes com e sem WSE¥ e C) Proteinas extraidas de
animais negativos para WSSV e IHHNYB e D) Proteinas extraidas de
animais positivos para WSSV e negativos para IHHNW.W.) Marcador de
massa molecular.

CONCLUSOES

Para a andlise das proteinas extraidas das branmpliavannamei
as amostras homogeneizadas e precipitadas com 0%21DTT 0,1%
em PBS, clarificadas co@lean-upKit, dessalificadas em colunB®
MiniTrap e, posteriormente, submetidas a focalizagdo ismeléde
acordo com o protocolo 3, foram aquelas que apt@sen os melhores
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resultados na eletroforese bidimensional. Para és gorados com
nitrato de prata e CBB, a melhor concentracdo déjoras totais foi
igual a 150 pg e 250 pg, respectivamente.

Estas condicdes e protocolos foram adotados cordigepara
todos os procedimentos posteriores a fim de estedrelo perfil de
proteinas expressas diferencialmente em branguéak. drannamei
infectados pelo virus da sindrome da mancha braWe8SsV),
comparando animais infectados e néo infectados.
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CAPITULO 2

Perfil diferencial de proteinas em branquias dé.itopenaeus
vannameinfectado naturalmente com o virus da
sindrome da mancha branca
Pedro A. V. Netd, Ana P. M. Fragd Gabrielle A. S. Miillef, Maria R. F.

Marques’

2LABCAI, Dep. Bioquimica, CCB, NEPAg, Universidadel&ral de Santa Catarina
Floriandpolis, SC. 88034-257.
b CEBIME, Dep. Bioquimica, CCB, Universidade Fededsl Santa Catarina.
Floriandpolis, SC. 88040-970.

RESUMO

Para entender melhor a patogénese molecular de diausindrome da
mancha branca (WSSV) no camardo brahdopenaeus vannamebi
comparado o perfil diferencial de proteinas expressas branquias de
camardes infectados e ndo infectados pelo virus. inugstigacdo da
presenca do WSSV nos camardes de cultivo foi medizpor PCRiested
A homogeneizacao das branquias foi realizada emp&an®BS, contendo
inibidor de protease, seguida de precipitagcdo c@w Bm acetona. As
proteinas totais foram quantificadas pelo métodBraelford modificado. A
analise protedmica foi realizada utilizando eletre$e bidimensional (2-
DE), com focalizacado isoelétrica em tiras de pHO3ifhiear, seguida pela
separagdo por massa molecular através de elesefoesn gel de
poliacrilamida 12,5% em condi¢bes desnaturantesS(BBGE). A andlise
comparativa entre os dois grupos revelou um totalodo proteinas
expressas diferencialmente: 07 proteinas com es@wespenas no grupo
infectado pelo WSSV e 01 proteina com expressamasp&o grupo
controle. Por outro lado, duas proteinas ndo faasociadas com nivel de
expressédo distinto entre os dois grupos. A ideaiiio das proteinas foi
realizada com sucesso por analise em MALDI-TOF/PAB-proteinas que
apresentaram expressdo apenas nos animais infedtadm as seguintes:
peptidil-prolil  isomerase, mortality factor 4-like, calreticulina,
recombination activatingprotein, failed axon connectiongFAX), 40S
ribossomal S2 e N-deacetilase/N-sulfotransferase. pfoteina que
apresentou expressdo apenas no grupo controledémitificada como
inibidora de apoptose. As enzimas arginina quin@€d€) e a anidrase
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carbdnica (AC) mostraram-se presentes nos doigremao apresentaram
diferenca significativa nos seus respectivos nigeisxpressdo entre os dois
grupos. As proteinas expressas diferencialmente brdsmquias dos
camardes infectados naturalmente pelo WSSV podenagr@padas em
termos de seu papel biolégico, estando envolvidasfuncdes celulares
importantes como, resposta de defesa do hospederiabolismo
energético e apoptose. Essas informagbes podemarajod melhor
compreensdo das respostas moleculared .deannameiinfectado com
WSSV e na identificacdo de biomarcadores molecsilpm#enciais para a
avaliacéo da susceptibilidade ao virus e do estaddarios dos camardes
de cultivo.

Palavras-chave: 2-DE, vannameibranquias, WSSV, Analise proteémica

1. Introdugéo

A expanséo global da industria aquicola de crustaoas ultimas
duas décadas tem sido acompanhada pelo crescimenpsoblemas
com doencas em animais confinados, culminando emdgs perdas
financeiras experimentadas por muitos produtoresticplarmente
aqueles da Asia e América do Sul. Fatores que ibaatn para a
dispersao de enfermidades pré-selecdo de estoquenidgis para
crescimento ao invés de resisténcia a doencadcgmétie cultivo
intensivas que favorecem a transmissdo de patogenosfeito
imunosupressivo pelas altas densidades e estresssnaporte (Smith e
Hauton, 2009).

Os crustaceos representam um grupo de relevanmigmica por
sua adaptagdo a aquicultura, entretanto, crustés@msafetados por
doencas causadas, pricipalmente, por patégenosuntas causando
enfermidades severas. Efeitos adversos no sistemanei s&o
comumente observados em algumas situacdes, popkxegimaticas de
manejo incorretas, cultivos com densidades de estoacima da
capacidade de suporte do sistema, nutricdo pobre dmta
desbalanceada, mudancas ambientais, como suUbitoentmmou
diminuicdo da temperature da agua, baixa qualided&e outros. A
diminuicdo da resposta imune em crustaceos somakaondicdes esta
associada com fatores de estresse agudo e crénasiresse causa uma
série de mudancas fiosioldgicas no corpo, aléndejaessao do sistema
imune (Figueiredo et al., 2008). Estudos da imufedae invertebrados
tém procurado identificar mecanismos de defesasrdioquimicas
ativadas durante a infecgdo, identificacdo de éatoelulares e livres na
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hemolinfa envolvidos na destruicao de patégengsilaedo e reparo de
danos (Vazquez et al., 2009). Os camardes sdo amagpécies mais
importantes economicamente na aquicultura devidsua grande
demanda mundial. Com o aumento gradativo da expésiée esforco
no desenvolvimento de tecnologias de producéo, télasse tornado
importante produto de exportagdo para muitos pai®esonsumo
doméstico de camardes tem também aumentado propalmiente e
resultado em um rapido crescimento na producédo ablgiela
aquicultura. Inevitavelmente, a producéo na inéistquicola em larga
escala e em alta densidade tem desencadeado pasbkawveros no
manejo das doencas de camardes incluindo paté¢®aodhoonwiwat
et al., 2010). Desde 2002 a producéo global de rég@sh. vannamei
predominantemente reprodutores, tem aumentadoarapitte enquanto
a producdo d@enaeus monodepredominantemente do ambiente, tem
permanecido relativamente estavel (Preston e2@09).

Um melhor entendimento dos mecanismos de defesardarbes
peneideos podera contribuir com o desenvolvimeetestratégias para
0 controle das doencas, bem como com a sustedtat®lidos cultivos
de camardo (Pongsomboon et al., 2008). A necessidiadim melhor
controle de doencas infecciosas na carcinicultura @émportancia
ecologica dos crustaceos nos ecossistemas martéhoslespertado
interesse no estudo do sistema imune de crustgmmtisularmente dos
camarfes. Como camardes e outros crustaceos séo guatendidos do
ponto de vista imunolégico, pesquisas envolvender®mica funcional
e a protedbmica tém sido aplicadas como ferrameapadas na obtencéo
de informagfes moleculares consideraveis sobrstensh imune desses
organismos (Robalino et al.,, 2009). Como a inddistio camaréo se
desenvolveu de forma rapida e intensiva, doengasadas por virus,
bactérias, protozoarios e fungos foram encontradasgistradas nos
cultivos em nivel mundial, causando um impacto icmmavel na
carcinicultura desde que o cultivo de camardo tos®uma entidade
comercial significativa na década de 1970 (Lighteieal., 2009). Para
minimizar o risco de doengas, biosseguranca enstodoestagios de
producdo é muito importante, mas também as corsligéeproducéo
devem ser otimizadas, vetores de doencas contslachunidade e
resisténcia ao estresse do camardo devem ser ometid excelentes
condi¢cbes. Ha uma indicacao de efeito sinérgicd/&SV e espécies de
Vibrio patogénicos (Moriarty e Decamp, 2009). Enosamecentes, a
producdo anual de camardo cultivado tem declinaduidd as
mortalidades massivas nos viveiros predominantemeatisadas por
viroses (Tan e Shi, 2008). A sindrome da manchachrdVSS) é uma
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doenca letal que afeta as espécies de camarb@mdodt e muitos

outros crustaceos. Em camardes cultivados o vids pausar 100% de
mortalidade cumulativa de 2—10 dias. O agente dausta sindrome da
mancha branca (WSS) é considerado 0 virus maisstela no

camardo cultivado, associado com grandes perdas0®oRS

registradas na carcinicultura mundial (Wang et28Q7). Até agora, ndo
se tem métodos efetivos para prevenir a infecca&BSYV em cultivo

de crustaceos. O estudo da patogénese molecul#/SBV trara um

grande beneficio para o controle e prevencdo dacdoéliu et al.,

2011). Objetivando a identificagdo de biomarcadonesleculares

associado com a susceptibilidade e/ou resposteefiesad ao WSSV,
proteinas diferencialmente expressas em branquiasmhardo branco
L. vannameinfectado com esse virus foram determinadas.

2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta de animais

Camarded.. vannameisobreviventes com aproximadamente 10 g
foram coletados durante os meses de maio a setaal®607, 2008 e
2009, que corresponde ao periodo de baixas tempesaa agua na
regido, época em que o WSSV se manifesta na rddiéidotal de 110
animais foi coletado dos viveiros nas regides déapelo virus da
mancha branca, localizadas no norte e sul do estadanta Catarina,
de acordo com registros da Organizacdo Interndcid@eEpizootias
(OIE, 2005). Pledpodes e branquias foram coletatibizando material
estéril, armazenados em nitrogénio liquido e tramagos ao
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Acpatie
Imunoquimica, Universidade Federal de Santa Cataripara
procedimentos posteriores. O grupo controle fango pelos animais
coletados negativos para o virus, como determinzala andlise de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

2.2. Deteccéo do WSSV

Plebpodes de camardao foram coletados para detelccdISSV
por PCR (Lo et al., 1996) de acordo com (OIE, 2003)ndo WS146
F1(5-ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCT-AG-3") e WS146 R1(5
TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-3") os pares de prr
internos: WS146 F2 (B5TA-ACT-GCC-CCT-TCC-ATCTCC-A-3 e
WS146 R2 (BTAC-GGC-AGC-TGC-TGC-ACC-TTG-T-3, gerando
um produto de 941 bp. O DNA genbmico total, extvadds pledpodes



76

seguindo protocolo (Moser, 2005), foi utilizado pamplificagdo da
PCR. Os resultados da amplificagcdo foram visuatigadm gel de
agarose 2% e corados com brometo de etidio.

2.3. Quantificagdo da carga viral do WSSV

A quantificagdo da carga viral foi realizada porRP@al time
(gPCR). Para a curva padraoqrCR foram utilizadas concentra¢des de
1,0 x 18% até 1,0 x 1Bcopias viraigdl para quantificar a carga viral das
amostras. O numero de copias virais foi calculala mterpolacao do
Cycle threshold (CT) através da curva padrdo exgarialmente
determinada. A partir deste niamero de copias, oltaee® final foi
expresso como numero médio de copias WS®V microlitro de
amostra. A especificidade do produto amplificadb Vierificada pela
andlise da curva melting da temperatura de diss@cide cada produto
da gPCR, e as faixas de temperaturas utilizadas panatragdo do
gréfico foram de 72 até 95 °C. A carga viral nagstnas foi de 2,43 x
10 até 4,89 x 1YpL.

2.4. Extracdo de proteinas das branquias

A amostra foi homogeneizada com pistilo e mant&kdriada em
nitrogénio liquido para evitar degradacéo, logosag¥escida de tampéao
PBS com PMSF e centrifugada a 15.000 x g por 1 horh °C, o
sobrenadante transferido para novo microtubo. Apdsbtencdo das
proteinas, foram adicionados quatro volumes deofeetontendo TCA
12,5% e DTT 0,125% (concentracao final 10% e 0,&%peactivamente).
A mistura foi colocada por 1 hora no gelo paraipitagdo. Apos este
periodo uma nova centrifugacédo 20.000 x g por 2utos a 4 °C com
subsequente descarte do sobrenadante. O preciptadizndo as
proteinas totais foi lavado com 1 mL de metanchdml Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido em metanol geladgitado até adquirir
um aspecto de suspensao, sendo novamente cemtofadg?.000 x g por
5 minutos e o sobrenadante descartado. A lavagemedtizada no
minimo mais duas vezes. Apds lavagem com metanmieapitado foi
lavado da mesma forma com acetona gelada por éuas para livrar as
amostras de qualquer traco de TCA e metanol. Opiteeto contendo as
proteinas totais foi ressuspendido em acetona ramte,1% de DTT e
novamente centrifugado a 10.000 x g por 30 minatod °C e o
sobrenadante descartado. O precipitado final fm sesolubilizado em 1
mL de solucado de reidratacéo (uréia 7M, tiouréia EMAPS 2%) com a
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adicdo de 2@.L de PMSF (4mg/mL). Uma centrifugacéo final de 00.0

x g por 30 min. a 4 °C o sobrenadante com a frdgaroteinas sollveis
foi coletado. Uma aliquota de 1QQ. foi retirada para dosagem de
proteinas de acordo com Bradford (1976) e o restaiat amostra

armazenada a -80 °C para os procedimentos de Enmuesteriores.

2.5. 2-DE

2-DE foi realizado com Ettan IPGphor 3 e SE 600 \Rsystem
(GE healthca® usando o protocolo de acordo com fabricante.
Brevemente, as proteinas totais (26 foram misturadas em 250
de tampéo de reidratagédo (7 M uréia, 2 M tiourgta, wiv CHAPS,
0,28% w/v DTT, 1% v/v tampdao IPG e 0,002% de azmubrbmofenol)
e focalizacao isoelétrica (IEF) usando tiras IP@mh3mobilizadas com
pH 3-10 gradiente linear (GE health@3rdEF foi realizada utilizando
0s seguintes passos: 50 V por 30 min., 500 V por 21000 V por 1 h,
4000 V por 1 h, 8000 V por 2:30 e 8000 V por 30.raté que um total
de 20 kVh tenha sido acumulado. As proteinas fgpasteriormente
reduzidas com DTT e alquiladas com iodoacetamidesatta segunda
dimenséo (SDS-PAGE). Depois do equilibrio com acd® contendo 6
M uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 75 mM Tris—HCI, pk880,002% de
azul de bromofenol e 1% w/v DTT por 15 min., emuseég oS strips
foram tratados com a mesma solucdo contendo 2,5%oddacetamida
no lugar do DTT por mais 15 min. a tira de gel Blopgda foi entdo
colocada no topo do gel SDS-PAGE 12,5% e seladaagarose 0,5%
contendo azul de bromofenol. A corrida em gel SB&P foi
realizada com 15 mA por gel durante 25 min. de@bisnA por gel até
a linha de fronte da corrida chegar ao final do geto apds, os géis
foram fixados em solu¢do contendo metanol 50% ,(\du)do acético
10% (v/v) e corado com CBB contendo sulfato de am@08% (v/v),
acido fosforicol0% (v/v), metanol 20% (v/v) e CBEED 0,12% (v/v)
(Merck, Germany). Os géis foram produzidos em quadatas para os
grupos controle e infectado, cada gel da amos@acemposto por
proteinas do tecido branquial de trés animais.

2.6. Analise das imagens

As imagens dos géis foram adquiridas no Image Scatin(GE
healthcar) e analisadas usando programa Image Master 2DRtat
7.0 (GE healthcafy. Os sposts individuais de cada gel foram
detectados pelo seu limite e o volume (abundadcigpotfoi calculado
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automaticamente. A porcentagem do volume (% vadn ktomo, o
valor normalizado da intensidade do volume de cagat e a
intensidade do volume de todos spots detectados no gel foram
estatisticamente analisados por ANOVA usando urelrde 0,05 de
significancia estatistica. Para identificagpots diferencialmente
expressos, a intensidade dgmotsdo grupo infectado foi comparado
aquela do grupo controle e dividido em trés grupesacordo com seu
nivel de expresséo relativa; expressos (presergesaa no grupo
infectado), suprimidos (presentes apenas no grupotrate) e
fracamente mas ndo significativamente diferentenstantes”
(presentes nos dois grupos). §petsexpressos diferencialmente foram
selecionados com nivel de significAncia estatigtie@,05).

2.7. Digestao da proteina em gel

Os spots expressos diferencialmente foram excisados doegel
transferidos individualmente para tubos estéreiglo§ os fragmentos
de gel foram lavados trés vezes com agua destilieg@js cobertos com
200puL de acetonitrila 40% (ACN) em 200 mM bicarbonawamdnio
(pH 8.5) e mantidos a 37 °C por 30 min. Cada fragmede gel
desidratado com 1Qd. de ACN por 5 min. a temperatura ambiente,
seco por 15 min. e reidratado coml%le solucdo de tripsina contendo
20 pg/mL Tripsina (Proteomics Grade, Sigma, United €gt40 mM
de bicarbonato de ambnio e 9% de ACN no gelo panih5 O excesso
da solucdo de tripsina foi removido, depoigl5de bicarbonato de
amoénio 40 MM em ACN 9% foi adicionado a cada tub87&C e
deixado overnight. Depois da incubagdo o liquidoveniente do
fragmento de gel foi transferido para um tubo ifieatio. Um total de
5 uL de acido trifluoroacético 0,1% (TFA) em solucaAICN 50% foi
adicionado a cada tubo, o qual ficou incubando 3@omin. a 37 °C.
Finalmente, a solucdo foi combinada com bicarborddgo aménio
40 MM em ACN 9%. O sobrenadante foi coletado, secgacuo e
dissolvido em TFA 0,1% depois submetido ao MALDIF/IBMF.

2.8. MALDI-TOF/PMF

Os peptideos digeridos foram misturados 1:1 comrinate
MALDI digeridos com um ul de solugdo da matriz acghturada (5
pg/mL a-ciano-4-acido hidroxicinamico, ACN 50% e TFA 0,1%)
colocados na placa e deixados cristalizar a terhparambiente. Os
dados de MS foram adquiridos com laser 2000-308fadbs foram
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acumulados para cada espectro obtido do AutoflesMALDI-TOF
(Bruker Daltonics). O espectrometro de massa fostafo no modo
relfetor para MALDI-TOF impresséo digital do pegid (PMF) com
modo automatico total usando o programa FlexComtrdtoi utilizada
uma aceleracdo de 20 kV e frequéncia de laser €oHE5A calibracdo
externa foi realizada usando uma mistura de peyidem [M + H]+
ions de angiotensina |, angiotensina I, substamidbombesina e
horménios adrenocorticotropico. O espectro geradaralisado pelo
programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Brem&ermany). As
proteinas foram identificadas por PMF e a listardessa derivada dos
peptideos foram pesquisados no NCBInr usando agrayMASCOT
(http://www.matrixscience.com/cgi/protein-view). Agesquisas no
banco de dados foram realizadas utilizando os stguiparametros:
Base de dados, NCBInr; taxonomia, Metazoa; enzinpsjna. O limite
de erro de massa do peptideo foi fixado em + 100; ppS tolerancia
da massa do ion foi fixado em 0,6 Da. Carbamiddagdtd da Cisteina
e oxidac&o da metionina foram selecionadas comdficexgbes fixa e
variavel respectivamente. A identificacdo positilaa proteina ocorreu
quando o escore foi significante (>40), bem comealeres estimados
de pl e MW. S6 proteinas com escore (>40) forarartegas.

3. Resultados

3.1. Comparacéo do perfil de proteinas expressére @amarfes WSSV
positivos e controle

Todas as branquias WSSV positivas e controle&.deannamei
foram coletadas e identificadas pmstedPCR. Um total de 38 animais
WSSV positivo foi detectado com carga viral ente8 10 até 4,89 x
10°/uL. Essa carga viral é considerada alta/severactedo com a
classificacdo (Shekhar et al., 2006; Souza, 2008)0 apds, todo o
conteudo protéico foi extraido e submetido ao siat@-DE objetivando
encontrar proteinas diferenciais entre animais ctafios e nao
infectados. A selecéo da faixa de pH foi feita derdo com pls mais
abundantes de proteinas de camardo de acordo clieradura e
observou-se uma predominancia na faixa de 3-10r{Bookarn et al.,
2008; Robalino et al., 2009; Jiang et al., 2009%iEh al., 2010; Zhang
et al., 2010; Somboonwiwat et al., 2010). ApGsimeira e a segunda
dimensdes os géis foram corados com CBB G-250 tenmrsnente
foram detectados aproximadamente 15p6tspor gel nos dois grupos:
branquias WSSV positivas e controle. O mapa protéienostrado na
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Fig. 11. Comparando a abundancia dpetsentre os grupos foram
encontradas oito proteinas com expressdo difetepei@d05 e duas
constantes escolhidas aleatoriamente e n&o alerada
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Fig.11. 2-DE perfil de proteinas das branquiak.dennamecontrole (A) e
WSSV infectadas (B)Spotsnumerados indicando oito proteinas expressas
diferencialmente e duas controle entre os grupos.

O Spotsexpressos apenas no WSSV infectado
O Spotexpresso apenas no controle
O Spotsconstantes nos dois grupos

3.2. Identificacéo das proteinas

Um total de 2Gspotsfoi submetido ao PMF (figura 12) e as buscas
no banco de dados para identificacdo dos peptfoasombinacéo para
identificacdo das proteinas. Finalmente, 10 prate{®7 com nivel de
expressao aumentada, 01 com nivel de expressédmilgpe 02 com
nivel de expressdo constante entre os grupos) fatantificadas com
sucesso e as informagdes relacionadas dessasnpsotaebstradas na
tabela 4. Proteinas com expressdo apenas nos sninfactados
incluem: peptidil-prolilisomerase (cyclophilin Hydot 143], fator de
mortalidade 4-like §pot 144], calreticulina §pot 198], recombination
activating protein §pot 259], failed axon connectionsgdot 286], 40S
ribossomal $pot 324], N-deactilase/N-sulfotransferasspdt 350].
Proteina com expresséo suprimida: inibidora de tagepgpot 265].
Arginina quinase gpot 336] e Anidrase carbbnicasgdot 379] séo
comuns nos dois grupos.
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4, Discussao

O WSSV pode infectar uma variedade de crustacaaiiaqgs incluindo
peneideos marinhos, de agua salobra e doce, cejasgel lagostins
(Maeda et al., 2000; Escobedo-Bonilla et al., 200@rques et al.,
2011). A grande maioria de trabalhos publicadosuisz de animais
infectados experimentalmente (Xie et al., 2006; r@gsatja et al., 2007;
Wang et al., 2007; Wu et al., 2007; Rattanarojpengl., 2007; Tan e
Shi, 2008; Bourchookarn et al., 2008; Chai et2010; Zhang et al.,
2010; Somboonwiwat et al., 2010; Liu et al., 2044y e Zhang, 2011),
0 qual permite um bom controle do experimento daws gerados na
pesquisa, mas ndo levam em conta a interacaoaeatrenal e os varios
fatores abidticos, os quais podem gerar resultgdesnéo refletem a
realidade dentro dos cultivos (Souza, 2008). Ain&la existem estudos
com animais cultivados, infectados naturalmenteo peélrus. Sob
condi¢cbes naturais, a resposta ao virus pode $eremle daquela
encontrada em camardes infectados experimentalmdesele que as
condi¢cbes ambientais influenciem a resposta imoseadimais (Mdller,
2009). No presente estudo, apresentamos o printefmlho com
branquias de camardo vannameiem condi¢fes de cultivo infectado
com WSSV analisado por protedmica. O mapa de mferéda
eletroforese bidimensional de branquias WSSV pesti de L.
vannameifoi estabelecido e oito proteinas diferencialmemtpressas
foram identificadas usando MALDI-TOF/PMF. As proias
imunoldgicas com expressdo maior émvannameicom WSSV em
comparagdo com ndo infectados possivelmente esté@alvilas nas
respostas de defesa contra a infec¢ao viral eipest&lo sistema imune
em animais negativos para o WSSV podem ser repeissdela
resisténcia contra a infec¢éo viral. A caractepadessas proteinas
pela espectrometria de massa permite a identificalg®d mesmas e
contribui na formulacdo de estratégias para o ctembacontrole da
doenca. Proteinas diferencialmente expressas fidadds por 2-DE
participam de uma variedade de fun¢des importate® respostas de
defesa e metabolismo energético do hospedeiroa@ssdornecem uma
fonte de informac&o rica sobre os mecanismos g®sts molecular do
L. vannamei contra a infeccdo por WSSV (Liu et al, 2011).
Invertebrados, 0os quais ndo possuem um sistemaeiameptativo, tém
desenvolvido sistemas de defesa que respondenaamtintigenos na
superficie de patégenos potenciais. Os mecanismeogiaflesa em
crustaceos dependem completamente do sistema imateeo qual €
ativado quando padrdes moleculares patdégeno-adssciasdo
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reconhecidos por proteinas sollUveis ou proteinasigerficie celular do
hospedeiro, como as lectinas, peptideos antimanoisi coagulacdo e
proteinas de reconhecimento de padrbes, as quaisup vez, ativam
mecanismos efetores celulares ou humorais parauitepaitégenos
invasores (Marques e Barracco, 2000; Vazquez et?28I09). Os
mecanismos efetores para resposta imune em inkaualtEd inclui
cascata de coagulacéo a qual evita perda de hémeliproducdo de
melanina pela ativacdo do sistema proPO (Kawabttal.e 1996;
Sritunyalucksana e Soderhall, 2000; Vargas-Albores Yepiz-
Plascencia, 2000; Barracco et al., 2007). A metdinum pigmento
marrom escuro com propriedades biolégicas diverpas, exemplo,
inibicdo da atividade enzimética de fungos e basté{Smith e
Soderhall, 1983). A melanizagcdo é uma resposta copara parasitas
gue entram em animais invertebrados, especialmaritépodes, é
devido a atividade de uma oxidoredutase, fenol@eda melanina
desempenha um papel importante na cicatrizag&ereeintos e contra
infeccdo por patégenos no sistema de defesa entabvados e isso é
um mecanismo de defesa importante atualmente recith em
crustaceos, esse mecanismo é mediado pela tiresmagpresenta
especificamente um processo potente contra infe¢Saderhall e
Cerenius, 1998; lwanaga e Lee, 2005; Barracca,e2@07). Spot143)
Peptidil-prolil isomerase, essa proteina tem umacdo importante
como as chaperonas, proteinas de choque térmicorBl$€hen et al.,
2011) e esta envolvida na atividade catalitica rdeigdo da tirosina
quinase (Brazin et al., 2002). Tirosina quinasen@ @nzima que pode
transferir um grupo fosfato do ATP para uma praeia célula.
Quinase de adesdo focal (FAK) é uma proteinadieosijuinase
citoplasmatica envolvida na transducdo do sinagmma-mediada o
qgual regula multiplas fun¢des celulares nos mawsfeEm contraste,
apesar das propriedades bem definidas da FAK emlasélde
mamiferos, em crustaceos ainda nado estdo recoabeeidmesmo
nenhuma sequéncia de gene ou proteina é conhedsloautores
registraram pela primeira vez o clone da FAK Mearsupenaeus
japonicus (designada como MjFAK) e a identificacdo do seu
envolvimento na infec¢é@o viral e defesa do hosped@hang et al.,
2009). FAK é amplamente abordada com papel fundiinea adeséo
celular, antiapoptose e montagem da actina (Sdelaep al., 1999;
Sonoda et al., 2000; McLean et al., 2005; Serttedd. £2007). Entre os
mecanismos de evasdo viral em camarfes atualmentmais
proeminente é o atraso/supressdo do processo #popédn células
infectadas (Barracco et al.,, 2007)Spft 286) A “failed axon
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connection” (FAX) é um gene que codifica uma noxatgina 47 kDa
expressa em um padrdo de desenvolvimento semelaarda tirosina
quinase (Hill et al., 1995)Spot144) Fator de mortalidade 4-like é uma
proteina nuclear ligante envolvida na inducdo deptgse celular e
reparo do DNA (Liang et al., 2010). Essa familimpoeende as MORF
no cromossomo 4 (MORF4) e acredita-se que a mesmighui com a
senescéncia celular. MORF4 é uma proteina altammstével e
rapidamente degradada pela ubiquitina (Tominagaalet 2010).
Membros da familia das MORF estdo envolvidos nalleg§o da
senescéncia celular e possuem motivos comuns oaes de
transcricdo e localizacdo no ndcleo, o que sugeve @les
provavelmente tém fung&o na regulac@o da transc(Bértram et al.,
1999). Provavelmente, mecanismos utilizados pelosvidurante a
infeccdo retardando o processo de divisdo cely@pot 198) A
calreticulina, € outra proteina importante relaadacom a homeostase
do célcio e teve sua expressdo aumentada indueldairfeccdo pelo
virus da necrose aguda &hlamys farreril(AVNV) (Chen et al., 2011).
A calreticulina foi alterada na resposta do cama@eWSSV (Wang et
al., 2007). E uma importante chaperona molecularoleita no
“controle de qualidade” dentro das vias secretdEassa proteina esta
envolvida na regulacéo intracelular da homeostasgad e aumento da
sua capacidade de armazenamento no reticulo esdwlao (RE)
(Gelebart et al., 2005). Essa proteina reside moemd do RE e
desempenha papel importante como chaperona malecha
calreticulina na superficie celular pode moduladaséo, fagocitose e
sinalizacdo integrina-dependente do**C@.uana et al., 2007). Foi
descrito que a calreticulina presente na superé®iglar dos hemacitos
de insetos estd envolvida na sinalizacdo para itagecde células
apoptéticas (Asgari e Schmidt, 2003; Kuraishi et @007). Isso
possivelmente explicaria 0 aumento da calreticulmazs animais
infectados, talvez uma forma de limpeza do orgamisontra o virus,
como um meio para barrar a infeccdo. Camardes néeuciio aguda
por WSSV frequentemente mostram depdsitos anordwisélcio na
cuticula e isso pode ser relacionado ao aument@xpaessido na
homeostase do Capela proteina calreticulina nos estagios finais da
doenca em camardes desafiados (Wang et al. 20@6aLet al. 2007;
Flegel e Sritunyalucksana 2011). Os resultados ramstque as
proteinas chaperonas séo ativas na defesa cointfeacedo por WSSV
(Zhang et al., 2010). Recentes avanc¢os na imurelbgiinvertebrados
levaram a uma mudanca de paradigma no nosso entmdi sobre os
caminhos pelos quais os animais respondem aosatesatinoldgicos.
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Previamente, foi assumido que proteinas de respiostame em
invertebrados foram codificadas pela linhagem geativa e
selecionadas na escala do processo evolutivo pargploa
reconhecimento de padrdes moleculares patégenociadso
conservados (PAMPs) (Terwilliger et al., 2007). Eamardes, trés
classes de peneidinas mostram significativa didadg populacional e
possuem atividade antimicrobial variada contra fsng bactérias
Gram-positiva baseadas na substituicdo e deleg#@mdie regides ricas
em prolina e cisteina (Cuthbertson et al., 20Q2hkertson et al., 2004;
Cuthbertson et al., 2005).Sfgot 259) A proteina ativadora de
recombinacdo € expressa pelo complexo RAG1 respeingéela
recombinacdo genética no sistema imune, desenwvatomndo 6rgao
linféide em alguns organismos e produgédo de imwimdinas (Schatz
et al., 1989; Corripio-Miyar et al., 2007). O érdadoide em camardes
€ reponsavel pela defesa, atuando no sistema indeésempenhando
papel na eliminacdo de particulas virais e outigantes infecciosos
(Hasson et al. 1999; Duangsuwan et al. 2008; Portgzsamet al., 2008;
Danwattananusorn et al., 2011$p6t336) Arginina quinase (AK) esta
envolvida no metabolismo relacionado a producdo AdEP em
organismos no sistema tampao/resisténcia ao estasbiental. O
aumento no consumo de oxigénio pode ser esserwigraducéo de
ATP, bem como na respiracdo oxidativa (Wang et 2007). Os
mesmos resultados foram encontrados por Somboohwived. (2010),
eles observaram que AK é uma enzima importantecioslada a
producao de energia no metabolismo celular de telverdos e teve sua
expressao aumentada na resposta de camarfes aodwirmancha
branca (Wang et al., 2007). Todos esses resulteki8o em
conformidade com as reagfes imunologicas e asstspoelulares via
fagocitose ou resposta humoral através da proddedcomponentes
antimicrobianos, o que implica crescente demandendegia (Adema et
al., 1991; Roch, 1999). De acordo com Robalinol.e2809) algumas
dessas proteinas estdo implicadas na resposta imataee em alguns
casos, como a AK que é virus-regulada, foi observaih estudos
semelhantes ja realizados (Rattanarojpong et@07;2Nu et al., 2007).
No caso da AK é importante salientar que seu mR&le tinducéo
aumentada por expressdo diferencial com WSSV Penstylirostris
(Astrofsky et al., 2002), mas também teve sua agdie suprimida em
resposta a infeccdo pelo mesmo virus Eemeropenaeus chinensis
usando analise de microarray (Wang et al., 2008hgJet al., 2009
mostraram que AK foi suprimida em condi¢des deesst por hipoxia
no hepatopancreas da mesma espécie de camardoutRorado, o
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presente trabalho mostrou que AK é constante nisggdapos infectado
e controle, talvez devido ao fato da infeccdo vipaksistente nos
viveiros analisados, de acordo com teorias propgsta Flegel (2007);
Flegel e Sritunyalucksana (2011) onde em animdigvados ndo se
tem idéia do tempo de infec¢cdo ao qual 0s mesntés expostos e
ainda porque existem isoformas desta proteina cmpdés diferentes
(Wang et al., 2007; Robalino et al., 200Bp¢t 324) Proteina 40S
ribossomal S2 estd relacionada com a sintese gao(Zhang et al.,
2010) e teve sua expressdo aumentada no grupdatidetalvez por
responder a infecgdo viral com maior producao déepras. $pot350)

N-deacetilase/N-sulfotransferase esta envolvidbiosintese de quitina
e controle de uma grande variedade de processligjibims, incluindo

proliferacdo celular, diferenciacéo e apoptoser{idsone e Hirschberg,
1998; Shi et al., 2011), isso explicaria sua exg&@smaior no grupo
infectado com o virus da mancha branc@pot 265) A proteina
inibidora de apoptose (IAP) desempenha papel impt@tno sistema
imune inato e apoptose. Ela faz parte de um grupwervado de
proteinas que regulam o processo de apoptose ¢amtwertebrados
guanto invertebrados (Crook et al., 1993; Leu et2408). Viroses tém
desenvolvido estratégias distintas para escapaetaudar a apoptose
desencadeada por diversas vias apoptoéticas. h#ecia na apoptose
com inibicdo da atividade proteolitica das caspésisteina aspartico
acido proteases) prolongam a vida de células vwuifestadas,

resultando em aumento da replicacdo viral e cangdto para

persisténcia do virus (Tschopp et al., 1998; Baoaet al., 2007).

Apoptose é um processo de suicideo celular proglamaneticamente
gue elimina células indesejadas ou doentes e iesengpenha papel
fundamental na embriogénese, homeostase, metamatfosnsetos e
imunidade (Leu et al., 2008). Apoptose ou morteleelprogramada é
um processo evolutivamente conservado em uma greartedade de
diferentes sistemas biologicos, desempenhando pajtal na

manutencao das fungbes normais de varios tecidasgéos em

organismos multicelulares pela remocédo de célutasfidadas, mal

posicionadas ou que se tornaram ineficientes (Zteng., 2004). O

mecanismo de apoptose desempenha papel importanterocesso

antiviral de muitos organismos incluindo camardek gliminacdo de
células infectadas por viroses como WSSV e YHV (Kalee et al.,

2002; Barracco et al., 2007; Molthathong et al80Como o camardo
necessita de uma resposta imune humoral, a apoptake ser uma
resposta primitiva de defesa antiviral e propicia mecanismo para
prevenir a replicacdo do virus nas células do hiespe quando ocorre
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precocemente (Wongprasert et al., 2003). Baixanidalle e
temperatura no ambiente com altos niveis de chs&adipicos no sul
do Brasil durante o inverno e isso ocasiona majies na
osmorregulagcdo do camardo. Mudancas na osmolaraiatiemolinfa,
concentracdo de ions e atividade enzimatica Spot(379) anidrase
carbbnica (AC) nas branquias, tecido epidermal é&KMaPase em
branquias durante o ciclo de muda foram estudadasamarédo branco
L. vannameibem como mudancas na concentracio de iohs I e
osmolaridade na hemolinfa (Morris, 2001; Khodabandtal., 2006;
Roy et al., 2007; Santos et al., 2007; Tsai e RB07; Jasmani et al.,
2010). AC sdo metaloenzimas generalizadas por tadarvore
filogenética, com quatro familias de genes dissifoe as codificam, e
estas desempenham papel fisiolégico crucial (Smp@08). Elas sédo
enzimas ubiquas envolvidas em processos importameso
fotossintese, respiracéo, homeostase em relac@él aptransporte de
ions. O mecanismo de captacao de ions tem sidaarapte estudado
em caranguejos, lagostas, lagostins e camardes, angsau de
conservacdo ao nivel do mecanismo molecular erdelginda ndo é
claro, porém em camarfes acredita-se que a AC édamaroteinas
centrais neste processo. Em vannamei o nivel de atividade
enzimatica da AC nas branquias parece ser sersBadlnidade, sendo
aumentada depois da exposi¢éo a altas ou baiaslades (Roy et al.,
2007). Em concluséo, infec¢do por WSSV em brangleds vannamei
foi associada com a replicacédo viral de particules proteinas virais
que surgem podem exigir proteinas do hospedeimsuar conformacao
e modificagdo. De outra forma, mecanismos de de&edaalanco
fisiologico das células do hospedeiro foram deskidas para
erradicacdo viral. Neste trabalho, foram identde® com sucesso
mudancas protebmicas nas branquias infectadas c@SWV As
proteinas com aumento no nivel de expressao duaaimfeccdo com
este virus foram relacionadas a importantes papesnecanismos de
defesa, enquanto as proteinas com declinio na &swedevem estar
envolvidas no arranjo e montagem do citoesquetegbabolismo e vias
de trafego. Esses achados fornecem inUmeras regotesssiveis, as
quais merecem novas investigacdes e podem levawvasridéias na
interacdo virus-hospedeiro, particularmente os miscws de defesa
nas branquias d&. vannameidurante a infeccdo por WSSV. Esta
infeccdo induz diferentes respostas na expressawani@s proteinas.
Mudancas na expressao padrao de proteinas refiéteisd respostas do
camardo em relagdo ao virus, mas também sugere OCONUSSV
subverte funcdes celulares para a sua multiplicadd&m disso, as
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proteinas alteradas reportadas neste estudo fonnacm rica fonte de
informacao para a identificacdo de novas protefiaasesposta antiviral
do camardao.
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CAPITULO 3

Expresséo diferencial de proteinas em branquias detopenaeus

vannameinfectado com o virus da sindrome da mancha branca

RESUMO

A protedmica é uma ferramenta muito Gtil no diagicésde enfermidades
virais e sua aplicacdo é muito ampla. Sua utiliagggrmite a determinacao
do perfil das proteinas expressas diferencialmerte hospedeiro em
resposta a infecdo viral, podendo ser aplicada cdemamenta na
investigacdo das respostas moleculares do camagiwadilitopenaeus
vannameifrente a infecgdo pelo virus da sindrome da marwbaca
(WSSV), possibilitando, assim, tracar estratégisaees para minimizar
seu impacto nos cultivos. No presente trabalhoacdes livres de patégeno
especifico $pecific Pathogen FreeSPF), de aproximadamente 10 g, cujo
estado sanitario foi confirmado por PCR, foramnmaatados durante trés
dias em laborat6rio em caixas plasticas de 50slita@m aeracéo constante,
oxigénio dissolvido 4,0 mg/ml, aménia (RHO0,5-1,5 mg/L, pH 8,5,
temperatura 23*C e salinidade de 25%.. Ao término do periodo de
aclimatacdo, um grupo de camarfes (n=45) foi inferexperimentalmente
com o WSSV, através da inoculacdo intramusculaumein6culo viral,
preparado a partir do tecido muscular de camarésitiyps para o WSSV.
A quantificacdo do inéculo foi realizada atravésRIER em tempo real
(qPRC), contendo uma carga viral de 5,5 ¥ tOpias virais em 100
pL/camardo. O periodo de acompanhamento da infeecaocoleta dos
tecidos (branquias e pleépodes) foram realizadsesntervalos de 6, 12, 24,
48 e 72 horas apés infeccdo. Os tecidos coletamamfcongelados a -80
°C. Em laboratério, a homogeneizacdo das branquiaseflizada em
tampdo PBS, contendo inibidor de protease, segigédprecipitacdo com
TCA em acetona. As proteinas totais foram quaatiis pelo método de
Bradford modificado. A andlise protedbmica foi reatla utilizando
eletroforese bidimensional (2-DE), com focaliza¢gmelétrica em tiras de
pH 3-10 linear, seguido pela separacdo por masskcuotar usando
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDSSEA Proteinas
diferencialmente expressas nas branquias dos anim&ctados com
WSSV foram determinadas apés a coloracdo e a arg#issitométrica dos
géis. Um total de 48 proteinas foi selecionadods&Y proteinas expressas
nos animais infectados, 20 nos animais ndo infestael uma proteina
constante, ou seja, presente nos dois grupos. ifidacéo foi realizada



101

com sucesso por analise em espectrémetro de masisBIM OF/PMF e a
linha de corte na identificacdo das proteinas éon @score >40. O perfil
diferencial de proteinas cria um novo paradigmamélise da resposta do
camarad..vannamei infeccdo pelo WSSV e da relacdo virus-hospedeiro
Desta forma, fornece subsidios para compreendehomeds repostas
moleculares de defesa do animal contra a infecdgam propor
biomarcadores potenciais que permitam tracar égiest, tanto de sele¢édo
de individuos menos susceptiveis, como para miamozampacto do virus
sobre os cultivos.

Palavras-chave: prote6mica, WSSV, camardo, infedgédmarcadores

INTRODUCAO

Os crustaceos pertencem a um grupo zoolégico armtigmem
sucedido, constituido por mais de 40 mil espécimstas apreciadas
para o consumo humano, como camarbes lagostasstitego
caranguejos e siris (BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 200

O cultivo de camarao cresceu muito nos Ultimos &nas doencas
ocasionaram um impacto significativo principalmemies paises da
América e Asia, onde se concentram grande parte pdgogutores
mundiais. S6é nas Américas a industria do camardodugar
aproximadamente 20% de todo camardo cultivado nadmuOs
principais produtores sdo Equador, Brasil, HondwaMéxico. Em
termos de producéo significativa na aquiculturamardoL. vannamei
€ 0 mais cultivado respondendo por mais de 95%oté, to segundo
mais cultivado é ditopenaeus stylirostrifLIGHTNER, 2011).

Mas, o principal fator limitante para o sucessocdecinicultura
mundial consiste atualmente no controle das infeg¢principalmente
as de origem viral. As altas densidades populaigpnsualmente
requeridas nos cultivos, propiciam a rapida progagados agentes
infecciosos, resultando geralmente em mortalidad®scas e levando,
por consequéncia, a prejuizos econémicos incaleisfBARRACCO,
PERAZZOLO, ROSA, 2007). As doencas virais de cammriém
causado efeitos negativos na economia de muitcsepaia Asia,
América do Sul e América (LU, SODERHALL,
JIRAVANICHPAISAL, 2009).

Os virus séo 0s patdégenos mais comuns no mar, @ssentes em
até dez bilhbes por litro e podem infectar diversoganismos
(FUHRMAN, 1999). As infeccdes virais sdo doencasnaos em
crustaceos como os camardes peneideos, que podémestados por
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mais de vinte diferentes viroses (LOH et al., 199V)roses de
crustaceos pertencem ou estdo relacionadas a ¥andkas como a
Baculoviridae, Bunyaviridae, Herpesviridae, Piceiridae,
Parvoviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Togaveidaidoviridae ou
uma nova familia Nimaviridae (JIRAVANICHPAISAL, 26D

Dentro da familidNimaviridae estd o WSSV que possui uma vasta
gama de hospedeiros dentro dos crustaceos decdh@ies al., 1996;
FLEGEL, 1997; FLEGEL, ALDAY-SANZ, 1998; NADALA, LOH
1998) e potencialmente letal para a maioria dasoésp de camardes
peneideos cultivados (OIE, 2006). A doenca da naabchnca (WSD)
surgiu na Asia entre 1992-1993 e foi rapidamenspedsada pelo
continente até a India onde causou a maior pandemiperdas
significativas na regido. A primeira quebra de pigE foi registrada no
Japao em 1993 (INOUYE et al., 1994, 1996; NAKANQ@let1994).

Com isso, para o melhor controle de qualquer erideuahe,
necessitamos de uma compreensao maior sobre maisteune dos
camarfes. Os mecanismos de defesa dos crustacqemnddm
completamente do sistema imune inato que € atiamlo padrbes
moleculares de reconhecimento. Estes quando adesciapatdgenos
séo reconhecidos por proteinas solUveis ou preseatesuperficie das
células do hospedeiro, como as lectinas, antimigibcoagulantes e
proteinas de reconhecimento padrdo, as quais, eme, pativam
mecanismos efetores humorais e celulares paraublegmtégenos
invasores  (KAWABATA, IWANAGA, 1999; MARQUES,
BARRACCO, 2000; VAZQUEZ et al., 2009).

Neste contexto, o estudo do sistema imunoldgicardstaceos
desponta como uma estratégia recente e promisssta,que permite
conhecer as bases da susceptibilidade e resistdastas animais a
microrganismos patogénicos e parasitas, além deeder subsidios
valiosos para o0 estabelecimento de parametros delesae
imunomarcadores para selecdo genética de animassresstentes a
infeccdes (BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007; ROBAIONet
al., 2009).

Do ponto de vista imunoldgico camardes e outrostéoeos sao
pouco compreendidos, abordagens gendmica e pra@dioncionais
tém sido aplicadas como um meio de obtencdo derniafgbes
moleculares de forma r4pida sobre as respostas esnurestes
organismos (ROBALINO et al., 2009).

Assim sendo, com o avan¢o de técnicas analitidasrdagens
bioguimicas complementares e biologia moleculan&ise protedmica
tem se tornado uma nova ferramenta no estudo div8gsde expressdo



103

de proteinas dos 6rgaos, células ou compartimeotoselulares. Desta
maneira, novos caminhos estio se abrindo para tampes efetores na
resposta imune de crustaceos, incluindo o sistenirloxidase e
peptideos antimicrobianos que podem ser rapidaneutgdados com
um nivel rozoavel de cobertura. Em circunstanciagrshas, tais
estudos, podem fornecer uma compreensdo da respelsiar aos
varios fatores externos (BACHERE et al., 2004; CHRE,
SODERHALL, 2004; SOMBOONWIWAT et al., 2010).

OBJETIVOS

a) Caracterizar o perfil diferencial de proteinapressas pelo
hospedeiroLitopenaeus vannameem resposta a infeccdo viral da
mancha branca, utilizando branquias de camarbes SPEcific
Pathogen Freg infectados experimentalmente com o virus, agdate
um periodo de 72 horas, apoés a infeccao.

b) Propor alvos protéicos potenciais como biomanesd
moleculares para o desenvolvimento de novos méeakagndstico e
de novas ferramentas para o monitoramento preweitds cultivos,
bem como para a selecdo de animais menos suste@HN/&VSSV e
para estudos visando compreender melhor a etiottgita infecgcdo em
camardes cultivados.

MATERIAL E METODOS
3.1. Material biologico

Camarbed.. vannamei livres de patégeno especifico (SPF) com
aproximadamente 10 g foram colocados em caixaggdatle 50 litros,
divididos em dois grupos (controle e infectado) teiplicatas, no total
de 15 animais por caixa, de forma a compor pmoel com tecido
branquial de trés animais por caixa para cadavaiterde tempo do
experimento. Os camardes foram mantidos em aeragastante,
oxigénio dissolvido 4,0 mg/mL, aménia (RH0,5-1,5 mg/L, pH 8,5,
temperatura 23C e salinidade de 25%.. Os animais foram aclimatados
por um periodo de trés diaspods este periodo, foi realizada a infeccao
experimental com um inéculo preparado a partir mienais positivos,
advindos de cultivos da regido de Santa Catariom historico de
mancha branca e nos quais a presenca do virusrffiirnada por PCR
nested.O inéculo foi de 5,5 x fcépias virais em 100 pl/camaréo
guantificado através dgPCR. O periodo de acompanhamento da
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infeccdo e a coleta dos tecidos (branquias e ptEs)doram realizados
nos intervalos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas apdsailiacdo. A cada um
destes intervalos de tempo, foi realizada a queax#o da carga viral
nos animais coletados pgiPCR (Tabela 5).

Tabela 5. Quantificacdo da carga viral em diferentes inteva
apos infecgcdo com WSSV no camatd@annamei

PCRreal time Carga viral
Tempo ap6s infeccao Copias virais/uL

6 horas 3,00 x 10

12 horas 7,37 x 0

24 horas 8,38 x 10

48 horas 2,57 x f0

72 horas 7,79 x O

Os pledpodes e as branquias foram coletados utllizanaterial
estéril, armazenados em nitrogénio liquido, trartados para o
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Acpatie
Imunoquimica da Universidade Federal de Santa iGatare
armazenados em freezer D para 0s procedimentos posteriores.

3.2. Detecgdo do WSSV

Pledpodes de camarfes foram coletados para a @etdeg/VSSV
por PCRnested(LO et al., 1996) de acordo (OIE, 2003) usando ¥¥S1
F1 (5'-ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCT-AG-3 ') e WS14R1 (5
TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-3 ') pares de prime
interior: WS146 F2 (5'-GTA-ACT-GCC-CCT-TCC-ATCTCC-3") e
WS146 R2 (5-TAC-GGC-AGC-TGC-TGC-ACC-TTG-T-3'), gedo
um produto de 941 bp de comprimento. DNA gendémital textraido
seguindo protocolo (MOSER, 2005), foi utilizadogamplificagdo por
PCR. Os resultados da amplificagcdo foram visuatigzadm gel de
agarose 2% e corados com brometo de etidio.

3.3. Extragdo de proteinas das branquias
A amostra foi macerada com pistilo e mantida rag&i em

nitrogénio liquido para evitar degradacdo, logo sap@rescida de
tampéo PBS com PMSF e centrifugada a 15.000 x @ pora a 4 °C, o
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sobrenadante transferido para novo microtubo. Agpdsbtencdo das
proteinas, foram adicionados quatro volumes deoaaetontendo TCA
125% e DTT 0,125% (concentragdo final 10% e 0,1%
respectivamente). A mistura foi colocada por 1 hocagelo para
precipitacdo. Apds este periodo uma nova centrgEig20.000 x g por
20 minutos a 4 °C com subsequente descarte do remaete. O
precipitado contendo as proteinas totais foi lavamo 1 mL de metanol
gelado. Em seguida, o precipitado foi ressuspenglidanetanol gelado
e agitado até adquirir um aspecto de suspensadp seovamente
centrifugado a 20.000 x g por 5 minutos a 4 °C sobrenadante
descartado. A lavagem foi realizada no minimo rdaiss vezes. Apos
lavagem com metanol, o precipitado foi lavado damree forma com
acetona gelada por duas vezes para retirada dguguataco de TCA e
metanol. O precipitado contendo as proteinas tdthisessuspendido
em acetona contendo 0,1% de DTT e novamente aegadbd a 10.000
x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante deslcar@ precipitado
final foi seco e solubilizado em 1 mL de solucaoreidratacéo (uréia
7M, tiouréia 2M, CHAPS 2%) com a adicdo de 20 de PMSF
(4mg/mL). Uma centrifugacao final de 10.000 x g pérmin. a 4 °C o
sobrenadante com a fracdo de proteinas solluveisaletado. Uma
aliquota de 10QL foi retirada para dosagem de proteinas e o restin
amostra armazenada a -80 °C para os procedimertoimgeza
posteriores.

3.4. 2-DE

2-DE foi realizado com Ettan IPGphor 3 e SE 600 \Rsystem
(GE healthca® usando o protocolo de acordo com fabricante.
Brevemente, as proteinas totais (26 foram misturadas em 250
de tampéao de reidratacdo (7 M uréia, 2 M tiour2fas, w/v CHAPS,
0,28% wiv DTT, 1% v/v tampéo IPG e 0,002% de azubtbmofenol)
e focalizacao isoelétrica (IEF) usando tiras IP@m3mobilizadas com
pH 3-10 gradiente linear (GE health@3rdEF foi realizada utilizando
0s seguintes passos: 50 V por 30 min., 500 V plor 21000 V por 1 h,
4000 V por 1 h, 8000 V por 2:30 e 8000 V por 30.raté que um total
de 20 kVvh tenha sido acumulado. As proteinas fgpasteriormente
reduzidas com DTT e alquiladas com iodoacetamidesatia segunda
dimensao (SDS-PAGE). Depois do equilibrio com agas contendo 6
M ureia, 30% glicerol, 2% SDS, 75 mM Tris—HCI, pk8,80,002% de
azul de bromofenol e 1% w/v DTT por 15 min., emuség as proteinas
foram tratadas com a mesma solugéo contendo 2,5%dgacetamida
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no lugar do DTT por mais 15 min. a tira de gel Bopgida foi entdo
colocada no topo do gel SDS-PAGE 12,5% e seladaagarose 0,5%
contendo azul de bromofenol. A corrida em gel SB&P foi
realizada com 15 mA por gel durante 25 min. de@bisnA por gel até
a linha de fronte da corrida chegar no final da gebo apoés, os géis
foram fixados em solugcdo contendo metanol 50% ,(\dejdo acético
10% (v/v) e corado com CBB contendo sulfato de am@0% (w/v),
acido fosférico10% (v/v), metanol 20% (v/v) e CBESR 0,12% (w/v)
(Merck, Germany). As amostras foram produzidas rigtictas para o
grupo controle e infectado, cada gel da amostraceraposto por
proteinas do tecido branquial de trés animais.

3.5. Analise das imagens

As imagens dos géis foram adquiridas no Image ®caihin(GE
healthcar®) e analisadas usando programa Image Master 2Rtat
7.0 (GE healthcafd. Os sposts individuais de cada gel foram
detectados pelo seu limite e o volume (abundadciapotfoi calculado
automaticamente. A porcentagem do volume (% vadn kcomo, o
valor normalizado da intensidade do volume de cagat e a
intensidade do volume de todos spots detectados no gel foram
estatisticamente analisados por ANOVA usando urel rde 0,05 de
significancia estatistica. Para identificagpots diferencialmente
expressos, a intensidade dgmotsdo grupo infectado foi comparado
aguela do grupo controle e dividido em trés grupesacordo com seu
nivel de expressdo relativa; expressdo maior olusixa no grupo
infectado, suprimidos ou expressdo maior no grupntirgle e
fracamente mas ndo significativamente diferenteonstantes”
(presentes nos dois grupos). §petsexpressos diferencialmente foram
selecionados quando apresentavam nivel de sigmifacéestatistica
(p<0,05).

3.6. Digestéao da proteina em gel

Os spotsde proteina diferencialmente expressos foram adofs
do gel, transferidos individualmente e colocados tebbs estéreis.
Segundo protocolo de Chai et al. (2010), csmtatfoi lavado trés vezes
com agua destilada, apés o qual 200 mL de acelariti% (ACN) em
200 mM de bicarbonato de amdnio (pH 8,5) foi adiamo a 37 ° C por
30 min. Cadaspotfoi entdo desidratado com 100 mL ACN por 5 min a
temperatura ambiente, seco por 15 min, e reidratado5 mL de uma
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solucéo de tripsina contendo 20 mg/mL de TripsP@teomics Grade,
Sigma, United States), 40 mM de bicarbonato de @r®ACN 9% no
gelo por 45 min. A solucdo de tripsina em excessadmovida, em
seguida, 5 mL de bicarbonato de amoénio 40 mM em ACAH foi
adicionado a cada tubo a 37 °C, e mantidos overnigbos a
incubacdo, o liquido foi transferido para um noubat rotulado. Um
total de 5 mL de &cido trifluoroacético 0,1% (TFh solugédo de ACN
50% foi adicionado a cada tubo que permeneceu cspoipfoi entéo,
deixado para incubar por 30 min a 37 °C. Finalmeatsolucéo foi
combinada com o liquido de 40 mM de bicarbonatardénio em ACN
9%. A mistura liquida foi seca a vacuo, dissohéda TFA 0,1% e, em
seqguida, submetida ao MALDI-TOF.

3.7. MALDI-TOF/PMF

Os peptideos apoés sua tripsinizacdo foram mistarddd com
matriz de MALDI digeridos com 1luL de solucdo da mzatcida
saturada (5 pg/mh-ciano-4-acido hidroxicinamico, ACN 50% e TFA
0,1%), colocados na placa e deixados cristalizamperature ambiente.
Os dados de MS foram adquiridos com laser onde-32000 disparos
foram acumulados para cada espectro obtido do laxtdl MALDI-
TOF espectrébmetro de massa (Bruker Daltonics). ggaOmetro de
massa foi ajustado no modo MALDI-TOF impressaotdigia massa
do peptideo (PMF) com modo automatico total usaodprograma
FlexControl™. Foi utilizada uma aceleragdo de 20ekffequéncia de
laser com 50 Hz. A calibrag&o externa foi realizasiando uma mistura
de peptideos com [M + H]+ ions de angiotensinangi@ensina I,
substancia P, bombesina e horménios adrenocodfiotr. O espectro
gerado foi analisado pelo programa FlexAnalysis(Braker Daltonics,
Bremen, Germany). As proteinas foram identificagasPMF e a lista
de massas derivada dos peptideos foram pesquisaddSBInr usando
0 programa MASCOT (http://www.matrixscience.comijggitein-
view). As pesquisas no banco de dados foram reakzatilizando os
seguintes parametros: Base de dados, NCBInr; taxandVetazoa;
enzima, tripsina. O limite de erro de massa doigeptfoi fixado em +
100 ppm; MS tolerancia da massa do ion foi fixado @6 Da.
Carbamidometilacdo da Cisteina e oxidacdo da nietiofioram
selecionadas como modificacdes fixa e varidvel aetsamente. A
identificac@o da proteina ocorreu quando o esarsidgnificante, bem
como comparados também os valores de pl e MW. 8&ipas com
escore (>40) foram reportadas.



108

RESULTADOS

4.1. Comparacdo do perfil de proteinas expressas tem
camardes WSSV-infectados e controle.

As branquias dé&. vannameido grupo controle e infectado foram
coletadas, homogeneizadas e submetidas a 2-DE.&\pdisracdo com
nitrato de prata, cerca de 1580otsem cada gel foram detectados por
softwarelmage Master PlatinunT.0, mas apenas aqueles com p<0,05
foram considerados significativamente diferenteda panalise de
variancia de uma via (ANOVA). A andlise dos géig(iFa 13) revelou
o perfil de proteinas expressas nas branquias dwmrdoas WSSV
infectado e controle. A comparacdo destes perfimifia identificar
oito proteinas que foram suprimidas e 20 expreggasas nos animais
infectados. Dentre as proteinas constantes apenadai selecionada
aleatoriamente como comum aos dois grupos. Outtes [goteinas
foram observadas com expressdo maior nos animaivicas e 12 com
expressao menor, embora estivessem presentes ess amprupos. No
total 22spotsforam identificados.
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Fig.13. Géis 2-DE representativos do perfil de proteitas branquias de
Litopenaeus vannam@&R horas ap0s a infeccdo por WSSV. (A) animais do
grupo controle, (B) animais do grupo infectado.
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4.2. ldentificacdo de Proteinas

Um total de 48 proteinas foi submetido ao PMF ¢gu4) e
posteriormente ao MASCOT para identificagdo. As chasforam
realizadas no banco de dados para homologia eifidegdio das
proteinas no NCBinr. Ficaram entdo os grupos dévida seguinte
forma 6 horas: 09 proteinas (2 expressas, 2 swasne 5 com
expressao diminuida no grupo infectado); 12 ho@&s:proteinas (5
expressas e 2 suprimidas no grupo infectado); 24sh66 proteinas (4
expressas e 2 com expressdo aumentada no gruptadldy 48 horas:
11 proteinas (3 suprimidas, 7 com expressao diagnuio grupo
infectado e 1 constante nos dois grupos) e 72 hafagproteinas (9
expressas, 1 suprimida e 5 com expressdo aumemadgrupo
infectado). Com excec¢éo da proteina constante @slaemais citadas
acima apresentaram diferenca estatistica (p<O@Sya expresséo para
mais ou para menos entre 0s grupos controle etémfecAs proteinas
identificadas e as informagdes relacionadas a estae apresentadas na
Tabela 6.
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DISCUSSAO

O diagnéstico de enfermidades por PCR ajuda nacgiiede
animais positivos e negativos tanto para o WSSVocpara outros
virus, desta forma permitindo a separacdo dos grygama estudos
posteriores, visto que alguns animais tém a capdeidie apresentar
infecgBes virais simples ou mdltiplas sem sinaisiabs aparentes da
doenca. Além disso, um modelo tedrico de acomodeicdiopor alguns
animais tem sido proposto (FLEGEL, PASHARAWIPAS, 989
FLEGEL, 2007; FLEGEL, SRITUNIALUCKSANA, 2011), ondsstes
podem apresentar 0 virus, porém sem necessariamieséavolver a
doenca.

Este modelo propde que camarbes e outros artropédesum
mecanismo ativo (adaptativo) para acomodacéo y@ads virais onde
0 mecanismo de apoptose é blogqueado e prové algtotegdo contra
mortalidade pelo virus da mancha branca ou outasiyeis viroses.
Um elemento essencial para o modelo de acomoddg@ioeva um
mecanismo de memdria desconhecida (FLEGEL, PASHARAS,
1998), posteriormente proposta como sendo deviddeacdes virais
continuas gerando uma memoria temporaria no an{fRaEGEL,
2007).

A interacdo permite a fagocitose ou encapsulacdoagiente
patogénico e ainda acdo de lectinas pelo reconkatinde padrbes
moleculares do invasor (MARQUES, BARRACO 2000; VAZEY et
al., 2009). Outro mecanismo de acdo sdo os pepti@imicrobianos
0s quais atuam diretamente na membrana de célidaterianas
ocasionando abertura de poros na parede celulaNHE&I
NOROUZITALLAB, BARUAH, 2009). Eles sdo componentes
essenciais no sistema imune inato e possuem al@&idaicrobicida
rapida e potente contra um amplo espectro de mg@NBMOS
(BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007). Os crustaceosspem
um mecanismo de defesa eficiente, porém sem meinduizolégica e
anticorpos como o0s Vvertebrados. Desta forma, ostidess
antimicrobianos ajudam na defesa contra bacté&igs Gram-positivas
guanto Gram-negativas, fungos e virus envelopadesy como, um
efeito na imuno-modulacédo que deve ser usado cg®ote promissor
antimicrobiano na aquicultura (SINHA, NOROUZITALLAB
BARUAH, 2009).

Certos fatores fisiologicos sdo importantes na idade destes
animais. Tudo depende do estagio de ecdise, spsagda ao ambiente
aquatico e condicdes de estresse aos quais o0 adisabmetido em
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cultivo de maneira extensiva. Respostas contra@pao parecem ser
diferentes para cada espécie de crustaceo (VAZQiBEZ, 2009).

Para isso utilizou-se a eletroforese bidimensicnaio ferramenta
no estudo viral, desta forma, as proteinas forgmaragdas em primeira
dimenséo pelo seu ponto isoelétrico, pois cadaep@tpossui uma
carga relativa positiva ou negativa dependendo da sarater
constitucional. Logo apés, corrida em gel de pdlanida para
separacdo em segunda dimens&o de acordo com o melesalar de
cada uma delas. Desta forma obteve-se o perfitedifdal pela andlise
dos spotscomparando-se os géis dos grupos de animais adfeste
nao-infectados. Foram selecionadosspBtsnos grupos 6, 12, 24, 48 e
72 horas ap0s a infec¢do. Onde, do total, 34 falderencialmente
expressos, sendo estes tanto de animais positvog negativos para o
WSSV. Os demaisspots apresentaram intensidades diferentes de
expressao, possivelmente devido a uma respostertdifal ao virus. As
proteinas diferentes, provavelmente, sdo enzimaghédas no
metabolismo de amino&cidos, bem como, proteinasigaen em outras
funcbes celulares de acordo com resultados endwostrapor
Rattanarojpong et al. (2007), Wang et al. (200Qhengsatja et al.
(2007). Muitas destas enzimas, como por exemplmlasa e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) estéwolvidas no
papel de regulagéo transcricional da apoptose (KIMNG, 2005; LIU,
QIAN, YAN, 2011), bem como, aumento na producademocianina
gue pode estar ligada a maior obtencéo de oxighmente a replicacédo
viral (RATTANAROJPONG et al., 2007; CHONGSATJA dt, 2007)
e estava presente em todos os géis dos animaitaitdés com o WSSV,
com massa molecular de aproximadamente 66 kDa.mfdgudestas
proteinas podem funcionar como biomarcadores pégadgdes virais de
acordo com sua intensidade de expressao.

Trabalhos sobre os aspectos moleculares na interafgés-
hospedeiro em camarfes parecem estar no iniciarderescimento
significativo que ird indubitavelmente prover novdéias na diferenca
entre vertebrados e artropodes (FLEGEL, 2007).

Esses trabalhos consistem na caracterizacdo deresfetnunes
propostos pela analise dos niveis de expressaoaeirs \tecidos sob
condicbes normais ou apos desafio viral (FLEGEL,
SRITUNIALUCKSANA, 2011). Progressos tém ocorrido no
entendimento do sistema imune de invertebradossEsstudos tém
levado ao descobrimento de novas reacBes de defasmléculas
protéicas, propiciando novos achados no papel isale regulacédo de
processos. Analise protebmica pode ser de parntigelavancia na
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identificagdo de estruturas e sequéncias de fatdaediemolinfa e
determinar sua participacdo nha resposta imune destaceos
(SIRIPAVEE et al., 2005). Esses estudos sdo devénetéa para o
entendimento dos mecanismos de defesa envolvidesi@ma imune e
suas modificacdes evitando perdas na producaodguic

A observacdo das proteinas pode ser feita pelaessqw ou
supressao das mesmas em resposta ao virus. Umar roethpreensao
da resposta do hospedeiro ao WSSV ajudara a eliggdamecanismo
de infeccdo e patogenicidade. Muitas destas pagtef#m importante
papel biolégico na célula e podem ser utilizadasma@gotenciais
biomarcadores, bem como, no desenvolvimento dedasdintivirais.
Nos ultimos anos estudos da defesa de camarderehmolecular tém
aumentado rapidamente tanto para respostas celudarso humorais
com o intuito de elucidar os mecanismos de atadqua & resposta
imune do hospedeiro (BOURCHOOKARN et al., 2008; RQBO et
al., 2009; CHAI et al., 2010; ZHANG et al., 201@MEBOONWIWAT
et al., 2010).

(Spot 258) Beta-actina, uma proteina ubiqua envolvida na
formacdo de filamentos que sdo importantes compeserdo
citoesqueleto. A interagdo com miosina fornece selbda contracio
muscular e muitos aspectos de motilidade celuladaCprotdmero de
actina liga uma molécula de ATP e ions de célcionagnésio. Actina
existe como um mondmero em baixas concentra¢cdesatjemas
filamentos se formam rapidamente quando se elex@neentracdo de
sal, com a consequente hidrolise de ATP. A polizagdo é regulada
por proteinas chamadas de nivelamento. Actina é hmerde uma
superfamilia a qual inclui HSP 70. O dominio ATPdseactina tem
partes semelhantes com dominios de proteinas HSE/AW DEN
ENT, AMOS, LOWE, 2001). Teve sua expressdo aumantaekte
trabalho 24 apos infeccdo provavelmente devido arecrutamento
maior de fibras no processo de contracdo muscoiatilidade celular e
provavel envolvimento no processo de fagocitose Y{MMMACHESKY,
2001).

(Spot544) Fator de transcricdo mitocondrial importathieante a
biogénese no processo de desenvolvimento e difagdiac do DNA
mitocondrial (LARSSON et al., 1998) e sua regulag@mece estar
ligada a proteina FAK (TORNATORE, 2011).

(Spots494, 787) Arginina quinase (AK) tampéao celulamdeel de
ATP, a qual catalisa reversivelmente a transfdsigiD entre
fosfoarginina e ADP. AK teve expressdo aumentaddasus edwardsii
e P. stylirostris ambos infectados com WSSV (SPEED et al., 2001;
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ASTROFSKY et al., 2002). Similar aumento de exgiessa AK foi
observada também er8. serrata infectado com o mesmo virus,
indicando que AK regula a resposta fisiolégica dtea infeccéo viral e
esta ligada ao mecanismo de imunidade inata (ROBALét al., 2009),
isso explicaria o baixo metabolismo em algumas @spénfectadas
com WSSV. Interessantemente, entre proteinas fidaaas, duas AKs
possuem diferentes pls e massa molecular, sugeqondodiferentes
AKs existem na hemolinfa d&. serratae devem desempenhar
diferentes fungBes na resposta celular frente écgab viral (LIU,
QIAN, YAN, 2011). Em nosso trabalho encontramos wfiminui¢ao
na producdo de AK 12 e 48 horas apds a infeccad, yporém no
resultado encontrado nos animais de campo veriieogue o nivel de
AK se manteve constante nos dois grupos (controlefectado),
provavelmente devido a infecgéo viral persisterpessivel processo de
acomodacé@o no animal infectado em campo em respostdrus da
mancha branca, jA que se tratava da mesma profEitEBGEL,
PASHARAWIPAS, 1998; FLEGEL, 2007, FLEGEL,
SRITUNIALUCKSANA, 2011).

(Spot 426) As caspases sdo efetores centrais na apoptose
desempenhando um papel importante no processdraintie muitos
organismos incluindo os camardes pela eliminacamelgas infectadas
por viroses (O'BRIEN, 1998; GRANJA et al.,, 2006; W@ et al.,
2008). Foi demonstrado que 24 horas apds a infepQdNSSV o
ndcleo da célula ja estd preenchido com virionslepados e néo
envelopados (WONGPRASERT et al, 2003). Neste #®stag
mecanismo pode ndo ser tdo eficaz para evitar gerdoranimal. Em
nosso trabalho a caspase-2 teve sua expressadotaden@d horas apos
a infeccdo o que demostra uma resposta do anim&@l/a8V como
forma de contrer a infecgdo viral através da amaptporém nesta fase
este mecanismo ira favorecer ao virus, visto goeesmo ja estara apto
para infectar outras células (WONGPRASERT et alQ032
BARRACCO, PERAZZOLO, ROSA, 2007)Spot528) Receptor de
laminina é necessario para a montagem e/ou edtaddlida subunidade
ribossébmica 40S. Importante para o processamentsutbanidade
ribossémica 20S precursora para 18S rRNA madurarametapa final
da maturagdo das subunidades ribossémicas 408l @afa 0 camarao
L. vannameina sintese protéica (PHIWSAIYA et al.,, 2010). Isso
explicaria o fato pelo qual esta proteina teveesqmessao suprimida no
grupo infectado 48 horas, provavelmente um mecanigenacao viral
para impedir a inducdo de apoptose nas célulasctanfas do
hospedeiro. Desta forma, favorecendo uma maiadatie de sintese no



124

processo de infec¢do viralSgot 551) Proteina ribossomal 60S em
estudos recentes foi demonstrado que quando l@adunidade 40S
pela proteina QM é responsavel pela inducdo de tegp@mpcelular
(PEREIRA, 2009). Estudos mostraram que a deplegdoniades da
proteina ribossomal 60S estd associada com adanila proliferacdo
celular e apoptose, onde a p53 desempenha pajpedl geste processo
como na Drosophila melanogaster(YAN, XIA, MIAN, 2010).
Aparentemente, a proteina QM participa de procesfesentes na
defesa antiviral, indicando um papel importantealpsoteina na defesa
contra patégenos. De acordo com trabalho de M{2@D9) camardes
infectados aumentaram a transcricdo para o ge@vbprovavelmente
como forma de defesa contra o WSSV. No presentbaltra
verificamos uma diminuicdo da proteina ribosson@h ®ios animais
infectados apo6s 48 horas o que de acordo com aseautitados
anteriormente poderia induzir apoptose provavelemenmo resposta a
infeccdo por este virus.

(Spot 566) A calcitonina esta envolvida no processo de
metabolismo do calcio durante o ciclo de muda amtéaceos (ARLOT-
BONNEMAINS et al., 1986; LUQUET, MARIN, 2004). Tevsua
expressao diminuida nos animais com virus 6 hopés a infeccéo,
possivelmente porque 0s animais estavam no pefbelonuda. $pot
466) Metionina sintase é uma enzima envolvida rgerreracdo da
metionina um aminoacido importante no metabolisneo cdmarfes
necessario na sintese protéica (RICHARD et al.,1pQkve sua
expressao aumentada no grupo infectado apds 18, hakaez pelo fato
de estar em uma maior atividade de sinte3eot399) kelch domain-
containing (KD) € uma proteina ligada a regulacd@ pb3 que
desempenha papel central na integridade celulaepaosta a fatores de
estresse. A regulacdo fina da p53 é essencial parautencéo da
integridade  do genoma e proliferagcdo celular narmal
Significativamente, KD inibe transcricdo da p53imiduicdo no seu
nivel estabiliza a atividade da p53, promove aEgptelular e mantém
a célula na fase G1. Esse dado indica que a KDaéraguladora critica
negativa da p53 e representa uma via para sua emgaiot estavel em
células nédo estressadas (SUN et al., 2009). No#tades encontrados
esta proteina teve seu nivel de expressdo dimino@o animais
infectados apés 6 horas, o que possivelmente jéaira o inicio de
uma resposta do animal ao virus nas primeiras lierasfeccao.

(Spot446) Proteina Kinase Ancora (PRKA) responsavel yroa
diversidade de respostas fisioldégicas e comporgmfEirosina Kinase.
PRKA esta ligada a células do citoesqueleto e ageon do calcio
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(MOCHLY-ROSEN, 1995). $pot 566) Calcitonina, em insetos, uma
familia de peptideos com homologia de sequéncia galcitonina de
vertebrados e tem sido implicada no controle daed&j um processo
gue inclui mistura da hemolinfa. Foi descrita também crustaceos
como a lagostddomarus americanug o camaradalaemon serratus
durante o ciclo de muda mostrando diminuicdo doiedirculante na
hemolinfa com o aumento da calcitonina (LAMHARZI,992;
CHRISTIE et al., 2010).

(Spot 343) Myocyte enhancer factor (MEF) € uma proteina
célcio/calmodulina dependente e estd envolvida mocgsso de
diferenciacdo celular do musculo esquelético (MCBHY, ZHANG,
OLSON, 2000), teve sua expressao aumentada no gnégtado 24
horas, 0 que sugere uma regulacdo maior no meaanism
célcio/calmodulina, onde alguns estudos especula® @ mesma
medeia o0 processo de apoptose (YU et al., 208ppté43) Vacuolar
ATP sintase, motor molecular ligado a membranaryerbe a energia
livre armazenada na molécula de ATP e do gradieleteoquimico de
cations, H ou Na, através da membrana (LOLKEMA, BOEKEMA,
2003; NAKANO et al., 2006).Spot477) F1-ATP sintase beta similar a
BP53 no camardb. vannameiesta envolvida no processo de infeccao
viral por WSSV. Desempenha papel central na sntes ATP em
varios organismos que foi originalmente descrifgagir da membrana
interna da mitocondria. A BP53 foi encontrada npesiicie celular
tanto de branquias como de hemdcitos, confirmande E1-ATP
sintase beta existe no camardo, servindo como toEcepm
invertebrados. Acredita-se, que a F1-ATP sintase lpode estar
relacionada com o processo de infeccdo do hospegelo WSSV
(LIANG et al., 2010), o que justificaria a dimigéb desta proteina nos
animais infectados apds 48h possivelmente um nwoanie defesa do
animal em resposta ao viruSppt552) Triosefosfato isomerase (TIM),
esta enzima desempenha papel importante na giicékndo essencial
para uma producdo eficiente de energia e atividadamatica em todos
os tecidos (SCHNEIDER, 2000; OLAH et al., 2002)s#a expressio
estava diminuida no grupo 48 horas apds infeccam WSSV
possivelmente, devido a diminuicdo na alimentacdmetabolismo,
causando letargia, frente ao avanco da infeccab vir

(Spot288) Receptor de célula T cadeia delta, esta ipatgua no
reconhecimento de antigenos através de fragmergogpegptideos,
relacionada a funcéo de defesa nos vertebradofaSas proteinas de
reconhecimento padrédo em crustaceos (PRPs) asajuaia no sitema
de defesa imune inata (BARRACCO, PERAZZOLO, ROSAQR2
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VAZQUEZ et al., 2009) ja que os camardes ndo possamticorpos
nem células T. Teve sua expressdo apenas nos sarimitados e
apareceu 72 horas apds a infec¢c&pof314) Imunoglobulina cadeia
pesada (lg), proteina encontrada em anticorpoddigaduncao de defesa
imunoldgica. Interesse tem sido focado nessas miakde defesa para
reduzir doengcas em camardes na aquicultura. Enntéfrados, varias
moléculas superfamilias de imunoglobulinas (IlgSFprar
caracterizadas e desempenham papel significativefesa inata. Além
disso regides conservadas foram encontradas esttredi|anina e Ig de
cadeia pesada humana. Esses resultados mostramal@wedo cobre
vinculado na hemocianina tem também um dominidkky-donservado,
0 que confere novas fungBes para o pigmento régparanultifuncional
de crustaceos de acordo com trabalho de Zhang, ViPang (2004) em
L. vannamei Estudos recentes mostraram que a hemocianina é
responsavel pelo transporte de oxigénio, atividealgiviral e
profenoloxidase (DECKER, JAENICKE, 2004; ZHANG dt, 2004,
TERWILLIGER, RYAN, 2006; LEI et al.,, 2008). Possinente a
expressao desta proteina foi aumentada nos amo@ivirus 72 horas
apos a infeccao viral porque a mesma de acordoldopQian, Yan
(2011) esta envolvida na resposta imune contraus o WSS. §pot
350) Proteina ribossomal 28S, também encontraddemaolifa do
caranguejdsceylla serratae teve uma inducdo maior apdés infecgcdo com
WSSV como neste trabalho.

(Spot 266) Apolipoproteina atua no transporte e aumeddo
colesterol e lipideo com diferentes receptores @@N et al., 1991)
sabe-se que esse mecanismo atua em humanos, reafretada foi
descrito ainda para crustacedSp@t356) Proteina de transferéncia do
colesterol ester, liga-se e neutraliza lipopoliss@eos na membrana
externa de bactérias Gram-negativas funcéo sentelRah.GBP em
crustaceos descrita por Lee, Wang, Soderhall (26G@®) proteinas de
reconhecimento padrdo que se ligam a lipolissamasidtanto em
bacterias Gram-negativas quanto a fungos e esta@sermie nos
hemoécitos levando a ativagdo do sistema proPO. Emades
infectados por WSSV a LGBP foi aumentada na faseaga infeccéo
demonstrando uma resposta também ao virus (ROUX.,e2002) o
mesmo encontrado neste trabalho 72 horas apés cafec
provavelmente como mecanismo de resposta a aglo vir

(Spot 285, 399) Ubiquitina desempenha papel importante n
processo de proteolise e é uma proteina evolutiveemeonservada.
Atua em varios processos, degradacéo de protednedlula, progresséo
celular, biogénese de organelas, regulacédo traimstal, processamento
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de antigenos e esta envolvida no processo antzgmPCHEN et al.,
2008; SHEN et al., 2009). Apos infecgdo viral poB8YW no camaréo
funciona como proteina supressora. Desta formgopcmna ao virus
chance de maior replicacdo viral e disseminaca&GHL, 2007; HE et
al., 2009; SUDHAKARAN et al., 2011). De acordo cdrabalho de
Muller (2009) o gene da ubiquitina teve sua trag8or aumentada
durante a infeccdo por WSSV. Neste trabalho nogagr24 e 72 horas
apos infeccdo a proteina ubiquitina teve maior eésg#o corroborando
com resultados encontrados pelos autores citadderiaamente.
Provavelmente, o virus esta utilizando este meganigara poder se
propagar durante o processo infeccioso, bloqueanddegradando
proteinas pré-apoptoticasSgot 360) Zinc finger sdo proteinas ligases
relacionadas a inibicdo de proteinas pré-apoptase camaraol.
vannameinfectado com WSSV. Elas iniciam o processo dedatile da
autoubiquitinacdo desencadeada por baculovirosesstaD forma,
proteinas pré-apoptose do camardo sao ubiquitinedassteriormente
degradadas impedindo o processo de defesa (CROQEMC
MILLER, 1993; HOYT, COFFINO, 2008). O que explicamomento da
expressao desta proteina nos animais infectados/y8l 72 horas apés
infeccdo. Fato importante, pois durante este perimsdanimais ficam
moribundos, letargicos, diminuem o consumo de aitme que debilita
muito o camarao, na maioria das vezes levando-orgem

CONCLUSOES

Em conclusdo, o mapa protebmico de referéncia @& 2He
branquias infectadas com WSSV envannamefoi estabelecido até 72
horas apés infeccdo. As proteinas expressas difahemente foram
identificadas por espectrometria de massa e masiraer proteinas que
participam de varias fun¢des celulares importargesio por exemplo,
respostas de defesa do hospedeiro, relagéo vigpetieiro no processo
de infeccdo, metabolismo energético e respiracidaceEsses dados
aumentam nosso conhecimento das respostas mo&cualarcamardo
contra 0 agente patogénico WSSV, o que possililitana melhor
compreensdo na interagdo virus-camardo e 0S poscesHivirais
envolvidos.

A partir destas informacdes, podem ser tracadaasnawetas de
estudo com base nas proteinas identificadas e aapiimorar o
conhecimento sobre as respostas moleculares doedwisp A
carcinicultura ainda busca ferramentas para lidam este agente
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patogénico e todos os mecanismos de infeccdo ergiroteinas
envolvidas na resposta imune ainda nédo foram eldowl

Esses resultados s&o importantes, pois podem lmgintpara a
selecdo de reprodutores, para a sanidade dos argoiwvados e para a
manutencdo e a melhoria da producédo. A presengéra® da mancha
branca é algo inevitavel. A busca por metodologasgs de cultivo e
maneiras adequadas de producdo, aliadas ao mom#oi@ dos
cultivos, dentro da perspectiva da presenca do WW&® 0s novos
desafios concretos do setor.

PERSPECTIVAS

- Conhecer melhor os mecanismos de respostas makeswa animal
frente a infec¢do por WSSV;

- Sequenciamento das proteinas identificadas deaf@ aprimorar as
informacdes ja existentes sobre as defesas imunatddo animal;

- Utilizacdo destas proteinas do inicio da infeag@imo biomarcadores
moleculares no combate ao virus da mancha brancar®nitoramento
do estado de salude e sanitario dos camaroes;

- Desenvolvimento de novas biotecnologias paracodestas proteinas
de maneira aplicada, por exemplo, microencapsuadenoparticulada
na ragdo ou nos viveiros, ajudando a melhorar posts imune do
camarao;

- Selecdo genética de animais com melhor respostmalogica e
tolerdncia ao virus da mancha branca para compdoaotel de
reprodutores.
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