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RESUMO

A Sindrome da Mancha Branca, é uma das doencas de maior
relevancia em camardfes peneideos devido ao grande impacto causado na
produtividade dos cultivos. Estudos acerca da interacdo patdgeno-
hospedeiro sdo importantes para elucidar os mecanismos envolvidos na
infeccdo pelo virus. O objetivo desse estudo foi avaliar o envolvimento
da ubiquitina no processo de infec¢do pelo virus da sindrome da mancha
branca (WSSV). O nivel de transcritos do gene que codifica a ubiquitina
foi analisado por gqPCR em branquias de camarfes L. vannamei
infectados experimentalmente por 48h. Também foi realizada a
expressao heteréloga da ubiquitina de L. vannamei e a andlise da sua
estrutura 3D. Por fim, utilizando um anticorpo policlonal sintetizado a
partir da ubiquitina recombinante purificada, foram realizados ensaios
de titulagdo e avaliagdo da concentragdo minima de antigeno
reconhecida pelo anticorpo. Os camarfes infectados apresentaram um
aumento de oito vezes no nivel de transcritos do gene da ubiquitina em
relagdo ao grupo controle (camardes ndo infectados). A ubiquitina de L.
vannamei foi clonada com sucesso em vetor de expressdo e foi expressa
de forma solGvel. A ubiquitina recombinante foi purificada por
cromatografia de afinidade por ions metélicos e uma fracdo com grau de
pureza superior a 95% foi utilizada para sintese de anticorpo policlonal
anti-ubiquitina. As diferentes diluicbes de anticorpo testadas
apresentaram uma eficiéncia similar no reconhecimento do antigeno,
enquanto que, em concentracfes de antigeno abaixo de 1,8 pg, a
deteccdo ficou comprometida. A ubiquitina de L. vannamei apresenta
uma porcdo C-terminal caracteristica e exclusiva, formada por trés
repeticbes de prolina-arginina, e seu modelo 3D construido apontou
diferencas na estrutura secundaria da molécula, assim como um aumento
de cargas positivas na porcdo C-terminal, sugerindo uma possivel
atividade antimicrobiana. Em conclusdo, os resultados desse estudo
corroboram com a hipétese de envolvimento da ubiquitina no processo
de infeccdo pelo WSSV e futuros testes de imunodetec¢do contribuiriam
para determinar o perfil de expressdo dessa proteina ao longo da
infeccdo. Além disso, a diferenca estrutural na ubiquitina de L.
vannamei aqui apontada torna essa proteina um interessante alvo de
estudos, visando a sua completa caracterizacdo estrutural e funcional.

Palavras-chave: WSSV; Litopenaeus vannamei; ubiquitina; gPCR;
expressao heterdloga; imunodeteccao.






ABSTRACT

White Spot Syndrome is a relevant disease of penaeid shrimp due
to its huge impact on shrimp farming production. Studies of host-
pathogen interaction are important to elucidate the mechanisms involved
in virus infection. This report aims to contribute to these studies
analyzing the role of ubiquitin in White Spot Syndrome Virus (WSSV)
infection. The ubiquitin transcript levels were analyzed by gPCR in gills
of L. vannamei experimentally infected for 48h. The heterologous
expression of L. vannamei ubiquitin and its 3D structure analysis were
performed as well. A polyclonal antibody was synthesized from the
purified recombinant ubiquitin and a titration test followed by a
minimum antigen concentration test was performed. Infected shrimp
showed an 8 fold increase in the transcript levels of the ubiquitin gene in
comparison to the control group (non-infected shrimp). L. vannamei
ubiquitin was successfully cloned into an expression vector and it was
expressed in soluble form. The recombinant ubiquitin was purified by
affinity chromatography and a fraction with high purity (>95%) was
used for anti-ubiquitin polyclonal antibody synthesis. Different antibody
titers showed a similar efficiency in antigen recognition, while in
antigen concentrations below 1.8 pg detection was compromised. The L.
vannamei ubiquitin has a unique C-terminal portion formed by three
repeats of proline-arginine and its 3D model presented differences in its
secondary structure, as well as an increase of positive charges in the C-
terminal portion, indicating possible antimicrobial activity. In
conclusion, the results of this study confirm the involvement of
ubiquitin in WSSV infection and future immunodetection tests would
help to determine the expression profile of this protein during the
infection. Moreover, given the structural difference in L. vannamei
ubiquitin, this protein is an interesting target for further studies aiming
its complete structural and functional characterization.

Keywords: WSSV; Litopenaeus vannamei; ubiquitin; gPCR;
heterologous expression; immunodetection.






LISTA DE FIGURAS
Figural. Morfologia do WSSV ...t e

Figura 2. Sintomas observados em camarfes Penaues monodon
iNfectados COM 0 WSSV ..o

Figura 3. Esquema geral de reconhecimento de PAMPSs por PRRs e
ativacdo da resposta inata humoral e celular............c.ccooovvviiiicininiienn,

Figura 4. Esquema detalhado das moléculas envolvidas no processo de
apoptose em células infectadas COM WSSV........ccccoovvveiveceeviisnnicieenns

Figura 5. Esquema de ubiquitinagéo da proteina-alvo...........ccc.cceveenee.

Figura 6. Diferentes cadeias poliubiquitinadas e suas funcfes bioldgicas
(0 (=TTl )7 T PSSP

Figura 7. Via de degradacgdo ubiquitina proteassomo 26S..............cc..c.....

Figura 8. Expressao relativa dos genes analisados..........cc.ccovvevrereesienene.

Figura 9. Perfis de amplificaco e curvas de dissociagdo das reacdes de

Figura 10. Ligacdo do gene IvUbq no vetor de expresséo pET-14b.........

Figura 11. Alinhamento da sequéncia do vetor pET14b-lvUbg com a
sequéncia do gene IvUbq pela ferramenta Clustal W2............ccccoeevvenenn.

Figura 12. Fragmento da traducao da sequéncia de nucleotideos do vetor
PET-14D-IVUDG....oevieieiiie e
Figura 13. Expresséo e purificacéo da lvUbg recombinante.....................
Figura 14. Alinhamento e representacdo da estrutura secundaria da

ubiquitina de L. vannamei e de H. SapIiens...........ccccuvvverinneivnecneenenenns

Figura 15. Ubiquitinas modeladas com destaque para porgédo C-
EEIMINAL ...

Figura 16. Modelos geradas demonstrando as cargas na superficie das
UDIQUITINGS. .. ecveiiie et enas

Figura 17. DotBlot com 5 dilui¢des diferentes de anticorpo primario.....

Figura 18. DotBlot de diluicBes seriadas do antigeno..........c.covevvrrinnans

22

24

26

29

31

32

33

43

44

45

45

46

46

48

49

50

51






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores e as respectivas temperaturas
de anelamento utilizados nesse trabalho............ccccocverviieincienns

Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos da
ubiquitina de L. vannamei obtida a partir da biblioteca de cDNA
realizada por MUller (2009).........ccooiiiernieiiinese e

Tabela 3. Posicdo das estrutras secundarias nas sequéncias de
aminoacidos da ubiquitina de L. vannamei e H. sapiens..................

39

39






LISTA DE ABREVIATURAS

ALFs: Fatores anti-lipopolisacarideos

AMPs: Peptideos antimicrobianos

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BSA: Albumina bovina sérica

cDNA: DNA complementar

dsRNA: RNA de fita dupla

FAO: Organizacdo das NacGes Unidas para Agricultura e Alimentacao
IPTG: Isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo

kbp: kilo Pares de base

kDa: kilo Daltons

IvUbq: Ubiquitina de L. vannamei

MRNA: RNA mensageiro

PAMPs: Padrdes moleculares associados a patdgenos
PDB: Protein Data Bank

PET14b-lvUbq: Vetor de expressdo pET-14b ligado a ubiquitina de L.
vannamei

proPO: Sistema pré-fenoloxidase

PRRs: Receptores para padrdes especificos

gPCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa
RISC: Complexo associado ao RNA

RNAI: RNA de interferéncia

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sodio

SSH: Hibridizagdo Subtrativa Supressiva

Ta: Temperatura de anelamento

TSL.: Fator supressor de tumor

TTBS: Tampdo Tris Base com Tween

Ubq: Ubiquitina

WSSV: Virus da Sindrome da Mancha Branca






SUMARIO

L INTRODUGAO. .......cocieeeeeeeteeieeeeeeeeeeeees e sessies s s 19
1.1 CULTIVO DE CAMARDES. .....ovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eess e 19
1.2 O VIRUS DA SINDROME DA MANCHA BRANCA........c.ccccccvuenn... 21
1.3 SISTEMA IMUNE E INTERAGAO PATOGENO-HOSPEDEIRO EM
CAMARDES. ...ttt r et r et er et es et en e en et en et eneerenes 25
1.4 UBIQUITINA. .ottt ettt ee st sesne e 30

2 OBIETIVOS oottt ee e vt en et er et ene et en et ena e ene s eneesenens 35
2.1 OBJIETIVOS GERAIS. ..ot ev et ere v en s ene e 35
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..ottt 35

3. MATERIAIS E METODOS ....cooeoieeeeeeeeeeeeeeeeeeees s e, 37
3.1 AMOSTRAS UTILIZADAS. ...oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeevesrereeseeeseeseseseneesenens 37
3.2 EXTRACAO DE RNA E TRANSCRICAO REVERSA........coovevvnnnnn. 37
3.3 ANALISE DOS NiVEIS DE TRANSCRITOS DO GENE DA
UBIQUITINA. oot eee s eeneene e 38
3.4 SINTESE DO GENE DA UBIQUITINA. w....orvieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 39
3.5 CLONAGEM DA IvUbg EM VETOR DE EXPRESSAO. ................... 39
3.6 EXPRESSAQ E PURIFICACAQ DA IVUDQ. ..o, 40
3.7 ANALISE DA SEQUENCIA PRIMARIA E MODELAGEM 3D DA
IVUDG. e 41
3.8 PRODUCAO DE ANTICORPO POLICLONAL, PADRONIZACAO E
TESTES INICIAIS DE IMUNODETECCAO. ........cooeeevereeeeeeeereeees 41

4, RESULTADOS ...ttt 43
4.1 ANALISE DOS NiVEIS DE TRANSCRITO DO GENE DA
UBIQUITINA EM BRANQUIAS DE L. vannamei. ........cocoooveeeeereerenenn. 43
4.2 CLONAGEM DO GENE DA IvUbq EM VETOR DE EXPRESSAO. . 44
4.3 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA IVUDBQ. ..o 46
4.4 ANALISE DA SEQUENCIA PRIMARIA E MODELAGEM 3D DA
VA8 oo RO PPRPR 47
4.5 PADRONIZACAO E TESTES INICIAS DE IMUNODETECAQO. ...... 51

5. DISCUSSAD ...ttt eee s en e en s ene e, 53
5.1 A INFECGAO PELO WSSV INDUZ A EXPRESSAO DA
UBIQUITINA EM CAMAROES. ..., 53
5.2 EXPRESSAO HETEROLOGA DA UBIQUITINA DE L. vannamei. .. 57

B.CONCLUSDES. ...ttt ettt n ettt ee et eneeenes 61

7. REFERENCIAS.......oooiiiieiieie ettt 63






19

1 INTRODUCAO
1.1 CULTIVO DE CAMAROES.

O consumo de camardes e outros crustaceos, como lagostas,
caranguejos e siris, tem aumentado significativamente nas Uultimas
décadas (Bondad-Reantaso, 2012) e a sua captura excessiva para suprir
£sse consumo é uma ameaca a manutencdo dos estoques naturais. Além
de ser uma ameaca, a quantidade de pescado capturado ndo é capaz de
suprir a demanda do consumo sozinha. Dessa forma, o cultivo desses
animais representa uma importante alternativa para a producéo rapida e
em alta escala de espécies para alimentacdo humana (Camargo; Pouey,
2005).

O cultivo de camardes tem se demonstrado de grande relevancia
socioecondmica nas Ultimas décadas, devido sua acelerada expansdo em
paises do sudeste asiatico e das Américas a partir da década de 70
(Bondad-Reantaso, 2012). As primeiras aplicacdes da carcinicultura
moderna ocorreram no Japdo na década de 30, através de trabalhos com
larvicultura de Marsupenaeus japonicus, mas somente a partir da década
de 70 que essa pratica foi aplicada em grande escala (Andreatta,
Beltrame, 2004).

Segundo dados da FAO (2013), o sudeste asiatico destaca-se
como maior produtor de camardes cultivados, sendo responsavel por
mais de 75% da producdo mundial nos ultimos anos. Apesar dessa
grande concentragdo de producdo no continente asiatico, regides
produtoras nas Ameéricas também apresentam um papel significativo,
incluindo a participacdo do Brasil como um dos 10 maiores produtores
mundiais. Atualmente, nos cultivos de camardes marinhos destaca-se a
espécie de camardo Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) como a mais
cultivada.

O camardo L. vannamei (Familia Penaeidae; Ordem Decapoda;
Subfilo Crustacea), popularmente conhecido como camardo branco do
Pacifico, ou camardo de patas brancas, é natural da costa oeste da
América Latina, e apresenta uma distribuicdo desde o norte do Peru ao
sul do México. A espécie foi introduzida na Asia e no restante da
América no final da década de 70 para implantacdo em cultivos. A
preferéncia pelo cultivo dessa espécie estd associada a uma gama de
fatores como: a disponibilidade de camarbes livres de patdgenos
especificos (Specific Pathogen Free, SPF); a alta taxa de crescimento
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dos individuos; a sua tolerancia a estocagem em grandes densidades;
uma dieta com baixa necessidade de proteinas; e a grande sobrevivéncia
na larvicultura (Briggs et al., 2004).

Além do sudeste asiatico, paises como Equador, Brasil e México
sdo importantes produtores no cendrio internacional (FAQO). No Brasil,
as primeiras fazendas comerciais surgiram no nordeste com o cultivo de
M. japonicus, porém essa espécie ndo se adaptou as condicdes
ambientais da regido e o cultivo ndo apresentou viabilidade técnica.
Novas tentativas de cultivo foram realizadas com as espécies nativas do
Brasil, Farfantepenaeus subtilis, Farfantepenaeus paulensis e
Litopenaeus schmitti. Entretanto, esses novos cultivos apresentaram
baixa produtividade e rentabilidade, causando o fechamento de muitas
fazendas de cultivo (Costa, 2010). Na década de 90, com o
desenvolvimento das técnicas de larvicultura e a implantacéo da espécie
L. vannamei para o cultivo, houve um grande aumento da produgéo
brasileira. Passando de uma média de 4 mil toneladas produzidas em
1997 para um pico de 90.190 toneladas em 2004 (Rocha; Rocha, 2009).

Em Santa Catarina, a introducdo da espécie L. vannamei se deu
em 1998, permitindo um grande aumento da produgdo local, devido aos
excelentes resultados técnico-econdmicos obtidos. O sucesso de
implantacdo dessa espécie no cultivo do estado permitiu o crescimento
da carcinicultura local e o surgimento de novas fazendas, passando de
uma producdo de 50 toneladas em 1998 para uma producdo de 4.166
toneladas no ano de 2004 (Costa, 2010). Em 2004 foi detectado pela
primeira vez, no Brasil, o Virus da Sindrome da Mancha Branca
(WSSV), em fazendas do estado de Santa Catarina. Essa sindrome, entre
outros fatores socioeconémicos, contribuiu para a acentuada queda na
producdo local de camardo, causando grande prejuizo econémico e
fechamento de varias fazendas de cultivo do estado (Seiffert et al.,
2005).

Desde o comego dos cultivos, as doengas de camardes foram
consideradas uma grande ameaca para a produtividade, podendo gerar
um grande prejuizo econbmico (Lightner; Redman 1998). Essas
enfermidades podem ser causadas por diversos agentes, como virus,
bactérias, fungos e protozoarios. Dentre esses agentes infecciosos,
destacam-se 0s virus como principais responsaveis pela perda de
produtividade nos cultivos de camardo (Lightner; Redman 1998;
Lightner et al., 2012).



21

1.2 O VIRUS DA SINDROME DA MANCHA BRANCA.

A Sindrome da Mancha Branca é considerada uma das
enfermidades de camaro de maior relevancia. E uma doenca de origem
viral, causada pelo virus de mesmo nome (White Spot Syndrome Virus,
WSSV). O WSSV infecta varias espécies de crustaceos, causando, em
poucos dias, altas taxas de mortalidade em camarfes peneideos
(Lightner; Redman 1998).

Os primeiros casos da doenca foram observados em viveiros de
M. japonicus na Asia. A doenca emergiu em agosto de 1992 na
provincia de Fujian, China (Zhan et al., 1998) e se espalhou
rapidamente para outras fazendas de cultivo (Lo, 2003). A identificagdo
e caracterizacdo do agente causador dessa doenca se deu em 1994, ap6s
as altas taxas de mortalidade observada em fazendas do Japdo apos a
importacdo de M. japonicus juvenis da China. (Nakano et al., 1994).
Além do ocorrido no Japdo, outros surtos foram observados ao longo do
sudeste asiatico nesse mesmo periodo, demonstrando a grande
capacidade de dispersdo e infec¢do desse virus (Ecobedo-Bonilla et al.,
2008).

Devido ao crescimento acelerado da carcinicultura na década de
90, muitos patégenos de camardes foram disseminados sem a devida
capacidade de deteccdo. Nesse periodo, patdgenos como o WSSV,
foram transmitidos de pais a pais através de estoques vivos de camardes
infectados antes mesmo de que métodos de diagndstico tivessem sido
descritos (Lightner et al., 2012).

O primeiro relato do WSSV no continente americano foi em 1995
em laboratérios de larvicultura nos Estados Unidos da América
(Lightner; Redman, 1998) e a partir dessa data, novos casos foram
identificados ao longo da América Central e do Sul. No Brasil, o
primeiro caso de Sindrome da Mancha Branca foi detectado no ano de
2004 em fazendas de cultivo no estado de Santa Catarina (Seiffert et al.,
2005). Nesse perido as taxas de mortalidade atingiram mais de 90%,
representando um grande prejuizo econdmico para a regido, que
apresentou dificuldades em retomar a produgdo (Seiffert et al., 2005,
Cavalli et al., 2008). Além da ocorréncia no sul do pais, o0 WSSV
também foi identificado em fazendas de cultivo do nordeste, no estado
do Ceara em 2005 e no estado da Bahia em 2008 (Cavalli et al., 2008;
Trindade et al., 2008; Miiller et al., 2010). A hip6tese mais aceita para a
entrada e dispersdo do virus em territorio nacional é a de importacéo e
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movimentacdo de reprodutores e pés-larvas infectados (Seiffert et al.,
2005).

O WSSV é um virus de fita dupla de DNA, pertencente ao género
Whispovirus e & familia Nimaviridae (Vlak et al., 2002; ICTV, 2014). E
formado por um nucleocapsideo envelopado com uma membrana
trilaminar e com um apéndice no formato de um flagelo em uma das
extremidade (figura 1). Seu formato é ovoide a bacilariforme, com um
tamanho de 250-380 nm de comprimento e de 80-120 nm de largura,
variavel nos diferentes isolados geograficos (Vlak et al., 2002;
Escobedo-Bonilla et al., 2008; Leu et al., 2009).

Figura 1 - Morfologia do WSSV. A: Eletromicrografia de particulas virais do
WSSV, com apéndice no formato de flagelo. B: Eletromicrografia com
destaque para o nucleocapsideo. C: Esquema das proteinas envolvidas na
estrutura das particulas virais do WSSV.

C

Nucleocapsid proteins:

VP664, VPE0A,
VP160B, VP51C,
Tegument proteins: VP15
VP95, VP39A,
VP36A, VP26, Envelope proteins:
VP24 VP53A, VP51B,

VP38A, VP36B,
VP31, VP28,
VP19

Fonte: Leu et al., 2009.

O genoma do WSSV foi descrito a partir da sequéncia de 3
isolados distintos originados da China, Tailandia e Taiwan (Yang et al.,
2001; Van Hulten et al., 2001; Chen et al., 2002) e foi o primeiro
descrito para virus de animais marinhos. O genoma dos trés isolados
sequenciados apresenta em média 300 kbp e mais de 180 Open Reading
Frames (ORFs) que codificam proteinas funcionais. Apesar de
apresentar diferencas no tamanho do genoma, a variagdo genética entre
as sequéncias é muito pequena, apresentando alta identidade entre os 3
isolados, sugerindo uma evolucdo a partir de um ancestral comum
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(Marks et al., 2004). Cerca de 80% das ORFs sequenciadas codificam
proteinas com baixa ou nenhuma homologia com proteinas de outros
virus, indicando a exclusividade dessa espécie e reforcando a distancia
evolutiva entre virus terrestres e marinhos (Yang et al., 2001).
Atualmente, apesar de um aumento na quantidade de estudos
relacionados as proteinas do WSSV, ainda ha uma grande escassez de
informag0es acerca de suas estruturas e fungdes (Escobedo-Bonilla et
al., 2008).

As principais proteinas descritas sdo as Viral Proteins (\VPs) de
membrana VP28 e VP19, e as do nucleocapsideo VP26, VP24 e VP15
(Escobedo-Bonilla et al., 2008). A VP28 ¢é importante alvo de estudos,
devido seu envolvimento na fixacdo e penetracdo nas células do
hospedeiro, contudo o mecanismo de entrada na célula ndo foi
completamente descrito (Yi et al., 2004; Escobedo-Bonilla et al., 2008).

A infeccdo pelo virus ocorre tanto pela imersdo de hospedeiros
em aguas contaminadas com particulas virais, quanto pela ingestdo de
tecidos de animais contaminados com o virus. Sendo essa Ultima, a
principal forma de infeccdo de animais de cultivo em condigdes naturais
(Chou et al., 1995; Escobedo-Bonilla et al., 2008). Apds a infeccdo, o
virus faz uso do sistema circulatério do hospedeiro para atingir novos
tecidos. O WSSV infecta principalmente tecidos de origem ecto e
mesodérmica, incluindo o epitélio cuticular, tecidos conectivos e tecidos
hematopoiéticos (Leu et al., 2009). A replicacdo das particulas virais
ocorre no nucleo das células infectadas e nos estagios avangados da
infeccdo ocorre um rompimento da membrana nuclear para a liberagéo
das novas particulas virais (Leu et al., 2009).

A doenga € caracterizada pela presenga de inclusGes brancas na
cuticula do camardo (figura 2), porém, apesar desse sintoma ter
originado o nome da doenga, ele nem sempre é observado em animais
infectados (Escobedo-Bonilla et al., 2008).
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Figura 2 - Sintomas observados em camardes Penaues monodon infectados com
0 WSSV. A. P. monodon juvenis infectados com WSSV apresentado o sintoma
das manchas brancas na cuticula. B. Espécimen em destaque.

Fonte: Network of Aquaculture Centres in Asia—Pacific, NACA.

O mecanismo envolvido na formacdo dessas manchas ainda néo
foi completamente descrito, mas provavelmente estd associado a uma
disfuncdo no tegumento do animal, resultando no acimulo de calcio na
cuticula (Wang et al., 1999). Outros sintomas associados sdo: uma
coloracdo avermelhada dos apéndices; a reducdo no consumo de
alimentos; letargia; cuticula menos resistente; aumento no tamanho do
hepatopancreas; e aumento no tempo de coagulagédo da hemolinfa (Chou
et al., 1995; Escobedo-Bonilla et al., 2008).

O WSSV é capaz de infectar inUmeras espécies de crustaceos,
incluindo camar®es, caranguejos, siris, lagostas e lagostins, porém a sua
alta patogenecidade e viruléncia sdo observadas somente em infeccfes
de camarbes peneideos (Leu et al., 2009). Em relacdo as espécies
nativas do Brasil, Marques et al., (2011) apontaram a detec¢do desse
virus em caranguejos nativos (Chasmagnathus granulata) coletados em
areas adjacentes a cultivos de camardo em Santa Catarina. O virus
também foi detectado em tecidos de siris (Callinectes sp.) e camardes
nativos (F. paulensis, F. brasiliensis e L. schmitti) (Costa, 2010; Costa
et al., 2012). Além da deteccdo em tecidos de crustaceos, particulas do
WSSV ja foram detectadas em microalgas, assim como em sedimentos e
na agua de fazendas de cultivo, o que dificulta o processo de erradicacéo
do virus em ambientes contaminados (Natividad; Nomura; Matsumura,
2008).
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1.3 SISTEMA IMUNE E INTERAGCAO PATOGENO-HOSPEDEIRO
EM CAMAROES.

Os camarfes em seu habitat natural sdo constantemente expostos
a microrganismos patogénicos e necessitam de mecanismos capazes de
reconhecer e ativar respostas de defesa contra esses patdgenos.
Diferentemente dos vertebrados, cujo sistema imune compreende tanto
respostas inatas quanto adaptativas (producdo de anticorpos especificos
e memdria imunologica), os invertebrados apresentam apenas um
sistema de defesa inato. Contudo, o sucesso dos invertebrados ao longo
de sua histéria evolutiva, confirma a presenca de um sistema
imunoldgico eficiente contra a infeccdo de agentes patogénicos
(Barraco; Perazzolo; Rosa, 2007).

A primeira linha de defesa se da pela barreira fisico-quimica
proporcionada pelo epitélio de revestimento, assim como pelas enzimas
e pH acido do trato digestivo do animal (Barraco; Perazzolo; Rosa,
2007). Caso os patdgenos consigam atravessar essa barreira, inicia-se
uma série de respostas humorais (sistema pré-fenoloxidase, peptideos
antimicrobianos) e celulares (fagocitose, RNA interferente, apoptose)
atuando em conjunto a fim de combater a infeccéo (Xu et al., 2014).

Em linhas gerais a resposta imune inata estd associada ao
reconhecimento de padrdes moleculares associado a patdgenos
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) por receptores
especificos (pattern recognition receptors, PRRS), que ativam, por meio
de cascatas de transducédo de sinal, a resposta de defesa inata humoral e
celular (figura 3) (Barraco; Perazzolo; Rosa, 2007; Li; Xiang, 2013; Xu
etal., 2014).
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Figura 3 - Esquema geral de reconhecimento de PAMPs por PRRs e ativacdo da
resposta inata humoral e celular.
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Fonte: Barraco; Perazzolo; Rosa, 2007.

A melanizacgdo, realizada a partir da atuacdo do sistema pro-
fenoloxidase (proPO), tem uma fungdo importante no sistema
imunoldgico de invertebrados, sendo uma via rapida de resposta a
infeccdo por patdgenos. O reconhecimento de PAMPs pelos PRRs ativa
uma cascata de serina proteases que clivam a proPO (inativa) em PO
ativa, que junto de outras enzimas atuam na transformacéo de tirosina
em dopamina e melanina. O sistema proPO atua de forma sinérgica,
ativando ndo s6 a melanizacdo como também a atracdo de hemdcitos
para fagocitose, formacdo de nodulos e producdo de moléculas
citotdxicas levando a cicatrizacéo de feridas e protecdo contra patdgenos
e parasitas (Amparyup; Charoensapsri; Tassanakajon, 2013; Li Xiang,
2013).

Uma outra forma de resposta humoral de grande importancia é a
producdo de peptideos antimicrobianos (antimicrobiol peptides, AMPS).
Os AMPs estdo presentes em diversos taxons, desde bactéria a
vertebrados e 15 familias distintas desses peptideos ja foram descritas
para crustaceos (Rosa; Barraco, 2010; Tassakanajon et al., 2011). Esses
peptideos sdo chamados de “antibidticos naturais” devido sua alta
eficiéncia contra microrganismos como bactéricas gram negativas e
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postivas, leveduras, fungos filamentosos e virus envelopados (Bulet;
Stocklin; Menin, 2004). Os AMPs de crusticeos sdo normalmente
pequenos peptideos catibnicos (menores que 10 kDa), produzidos pelos
hemacitos, que sdo encontrados principalmente no plasma e mucosas
(Rosa; Barraco, 2010). De maneira geral, seu mecanismo de acdo estd
associado a desestabilizacdo da membrana celular do patégeno e/ou
formagdo de poros, devido as porcdes anfipaticas e catidnicas desses
peptideos (Salditt; Li; Spaar, 2006). Porém, estudos apontam que 0s
AMPs podem ser translocados para o interior da célular do patégeno e
atuarem impedindo vias metabolicas ou causando danos celulares,
sugerindo assim, novos mecanismos de agdo para esses peptideos
(Kamysz; Okroj; Lukasiak, 2003).

O envolvimento de algumas familias de AMPs ja foi apontado em
casos de infecgdo de crustaceos pelo WSSV (Tassanakajon et al., 2006).
A principal familia associada a resposta de defesa ao WSSV é a dos
fatores anti-lipopolisacarideos (anti-lipopolysaccharide factors, ALFs).
Estudos apontaram que o silenciamento desses peptideos, resulta no
aumento da expressdo de proteinas virais em P. leniusculus infectados
(Liu et al., 2006). Em contrapartida, a pré-incubacdo do WSSV com
ALF recombinante de P. monodon reduz a eficiéncia de infec¢do desse
virus (Tharntada et al., 2009). Esses resultados apontam a importancia
dos ALFs de crusticeos na defesa contra a infeccdo pelo WSSV,
indicando um interessante alvo de estudos.

A fagocitose é uma resposta celular altamente conservada
utilizada para englobar microparticulas como patégenos e restos
celulares. E uma importante via de defesa da imunidade inata em
organismos multicelulares e se da inicialmente pelo reconhecimento de
patégenos por receptores na superficie celular dos hemécitos. O
reconhecimento pelos receptores ativa uma cascata de sinalizagdo
celular que ativa a reorganizacdo do citoesqueleto e da membrana
celular causando o envolvimento das particulas patogénicas e formagédo
dos fagossomos. Em seguida se da a fusdo dos fagossomos com os
lisossomos celulares, formando o chamado fagolisossomos, um
ambiente hostil onde os patdgenos sdo destruidos devido baixo pH e alta
concentracao de espécies reativas de oxigénio (Stuart; Ezekowitz, 2008;
Xuetal., 2014).

Inicialmente identificado em plantas como um mecanismo natural
de defesa contra virus, 0 RNA de interferéncia (RNAIi) tem sido
apontado como peca chave na resposta de defesa inata de artrdpodes
(Wang et al., 2006). O RNAI é um mecanismo importante tanto na
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regulacdo da expressdo de genes da célula, quanto na defesa contra
virus. Segundo a revisdo de Labreuche & Warr (2013) o mecanismo de
acdo do RNA. é dividido em trés grandes etapas, incialmente moléculas
de RNA dupla fita (dsSRNA) de origem viral, ou produzidas pela prépria
célula, sdo processadas pelas enzimas Dicer em pequenos fragmentos.
Em seguida as duas fitas (senso e antisenso) desses fragmentos de RNA
sdo separadas e uma delas é acoplada ao complexo de inducdo de
silencimanto de RNA (RISC), que contem uma RNAse H chamada de
Argonauta. Por fim, o fragmento de RNA acoplado ao RISC serve de
"isca" e quando fitas complementares de mRNAs de origem viral ou
transcritos pela célula se ligam a esse complexo o RISC cliva 0 mMRNA
complementar, impedindo a sua expressao.

Essa técnica pode ser aplicada para auxiliar na defesa de
patologias de animais de cultivo e estudos tém apontado com sucesso o
silenciamento de genes do WSSV a partir da técnica de RNAI,
diminuindo os efeitos da infec¢do (Zhu; Zhang, 2011). Dessa forma, a
descricdo de proteinas de camarBes envolvidas no processo de RNAI,
principalmente a Dicer e Argonauta, tem sido alvo de muitas pesquisas.
Contudo, apesar do grande avanc¢o nas ultimas décadas, trata-se de um
mecanismo de grande complexidade e muitas etapas ainda precisam ser
descritas para camar@es peneideos (Labreuche; Warr, 2012).

A apoptose, ou morte celular programada, € um importante
mecanismo de defesa celular em organismos pluricelulares, utilizado
para remover células danificadas ou infectadas (Everret; McFadden,
1999). E regulada por uma complexa maquinaria molecular altamente
conservada de nematddeos a mamiferos. Esses mecanismo pode ser
ativado tanto por sinais enddgenos da célula (dano ao DNA, estresse
oxidativo, infeccbes virais), como por sinais exdgenos (ativacdo dos
receptores de morte, TNF-a-TNFR, exclusivo de mamiferos) (Danial;
Korsmeyer, 2004). Os sinais enddgenos, atuam sobre a mitocondria
liberando proteinas pro-apoptéticas armazenadas no espago inter-
membrana. Uma das proteias liberadas é o citocromo C, que quando
exposto no citosol inicia uma série de cascatas enzimaticas que levam a
ativagdo das Caspases (Saelens et al., 2004). As caspases Ss&o
consideradas as proteinas efetoras da apoptose, pois interagem com
diversas outras protéinas causando as alteracBes bioquimicas e
morfoldgicas observadas no processo apoptotico (Korsmeyer et al.,
2000; Bao; Shi, 2007). A apoptose é um importante mecanismo de
defesa contra infeccdes virais e se ativada em estagios iniciais de
infeccdo, as particulas virais sdo destruidas antes mesmo de sua
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replicacdo, controlando, assim, a dispersdo do virus e impedindo a
infeccdo de outras células (Leu et al., 2012).

Em relacdo a Sindrome da Mancha Branca, estudos confirmaram
que a infeccdo pelo WSSV induz a apoptose em crustaceos. Contudo, a
guantidade de células em processo apoptético varia de acordo com o
progresso da infecgdo (Sahtout; Hassan; Shariff, 2001), com o tipo de
tecido (Wongprasert et al., 2003) e com a espécie do hospedeiro (Sahul
Hameed et al., 2006). Curiosamente, dados de -eletromicroscopia
apontam que as células em processo de apoptose ndo apresentavam
particulas virais no seu interior, sugerindo entdo que o WSSV apresenta
mecanismos de silenciar a apoptose nas células infectadas protegendo a
replicacdo das particulas virais (Wongprasert et al., 2003). Atualmente
alguns mecanismos utilizados pelo WSSV para inibir a apotose ja foram
identificados. Em linhas gerais, o virus apresenta duas principais
proteinas, AAP-1 e WSSV222, que atuam inibindo os sinais celulares
iniciais da apoptose, além de atuar induzindo a expressdo de proteinas
anti-apoptose da prépria célula hospedeira (Leu et al., 2012; Xu et al.,
2014). Na figura 4, podemos observar um esquema detalhado das
interacdes entre 0 WSSV e 0 mecanismo de apoptose em camarao.

Figura 4 - Esquema detalhado das moléculas envolvidas no processo de
apoptose em células infectadas com WSSV, demonstrando pontos em que o
virus atua para inibir esse processo.
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Na ultima década houve um grande avanco no estudo dos
mecanismos moleculares envolvidos nas interacfes patdgeno-
hospedeiro em camardes e outros invertebrados. O avango em técnicas
de sequenciamento de genomas, producdo de bibliotecas de cDNA (Li;
Xiang, 2013), analises protedmicas (Sangsuriya et al., 2014), assim
como utilizacdo de ferramentas de bioinformatica (Sun et al., 2014),
contirubuiram significativamente para esse avan¢o. Contudo, dada a
complexidade das interacGes moleculares e bioquimicas, muitas vias de
defesa e interagBes entre moléculas ainda ndo foram completamente
elucidadas. Assim, novos estudos sdo importantes para contribuir com o
avanco dessa area de conhecimento.

O Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e
Imunoquimica (LABCALI) tem colaborado com estudos sobre moléculas
envolvidas na resposta de camarfes frente a infecc¢do pelo WSSV
(Muller, 2009; Valentim-Neto, 2010) assim como, sobre a influéncia de
diferentes estresses ambientais na resposta de infecgdo (Moser, 2011).
Dentre os resultados obtidos, a ubiquitina tem se mostrado um
interessante alvo de estudos e serd abordada mais detalnadamente no
préximo topico.

1.4 UBIQUITINA.

A ubiquitina (ubg) é uma proteina pequena, altamente
conservada, que esta presente nos diversos grupos taxondmicos de
eucariotos. E composta normalmente por 76 residuos de aminoacidos,
com um peso molecular de aproximadamente 85 kDa e ¢é
essencialmente associada a via de degradagdo de proteinas por meio do
complexo proteassomo 26S. Contudo, uma gama de outras funges
estdo associadas a essa proteina como: ativacdo de células do sistema
imune (Scheid et al., 1975); interacdo com histonas (Siegelman et al.,
1986); ativacdo e regulacdo da cascata de sinalizacdo ativada por PRRs
(Liu et al., 2013); e atividade antimicrobiana (Seo et al., 2013).

A maioria das proteinas sdo modificadas covalentemente ap6s sua
traducdo e essas modificacdes sdo essencias para atribuir e coordenar as
suas funcbes frente a diferentes sinais captados pela célula. As
modificacdes podem ser conferidas a partir do ligamento de pequenas
moléculas (fosfatos, agrupamentos metil, carboidratos), como também
de pequenos peptideos como ubiquitinas e proteinas similares a
ubiquitinas (ubiquitin-like proteins) (Liu et al., 2013).
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O processo de ligacdo da ubg em uma proteina alvo é chamado de
ubiquitinacdo e se da principalmente por meio de ligagBes covalentes,
em um processo envolvendo trés classes de enzimas denominadas:
ubiquitin activating enzyme (E1), ubiquitin conjugating enzyme (E2) e
ubiquitin ligase (E3). A primeira etapa é a de ativacao e se da por meio
de uma ligacdo tio-éster da E1 com o residuo de glicina (Gly76) da
extremidade C-terminal da ubiquitina, em um processo dependente de
ATP. A seguir, ocorre a substituicdo de E1 pela E2 na ligacdo com a
ubiquitina ativada. E por fim, a E3 interage com a E2 facilitando a
transferéncia da ubiquitina para a proteina-alvo, através de uma ligacao
isopeptidica, normalmente entre uma lisina da proteina-alvo com a
extremidade C-terminal terminal da ubiquitina (figura 5) (Liu et al.,
2015).

Figura 5 - Esquema de ubiquitinacdo da proteina-alvo. Ub. ubiquitina; Target.
Proteina Alvo; E1. ubiquitin activating enzyme; E2. ubiquitin conjugating
enzyme; E3. ubiquitin ligase.
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Fonte: Liu et al., 2015

Normalmente durante o processo de ubiquitinagdo, ndo apenas
uma, mas varias ubiquitinas sdo associadas a proteina-alvo formando
uma cadeia poliubiquitinada. Dado a presenca de 7 residuos de lisina na
ubiquitina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 e K63), diferentes tipos de
cadeias poliubiquitinadas podem ser formadas, e quando associadas as
proteinas-alvo sinalizam para fungdes bioldgicas especificas (figura 6).
Ainda, sabe-se muito pouco sobre as funcdes especificas sinalizadas por
cada tipo de cadeia poliubiquitinada, as mais bem estudadas séo as
ligadas nos residuos K48 e K63 (Davis; Gack, 2015).
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Figura 6 - Diferentes cadeias poliubiquitinadas e suas fungdes bioldgicas
descritas.
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Proteinas-alvo ligadas com cadeias no residuo K48 sdo
sinalizadas para a via de degradacdo de proteinas pelo complexo
proteassomo 26S (Davis; Gack, 2015). A degradacdo de proteinas é um
processo importante que evita o acimulo de proteinas anormais ou
desnecessarias na situacdo atual da célula, permitindo a reciclagem dos
aminoacidos (Voges; Zwickl; Baumeister, 1999). Ap6s a ubiquitinagéo,
as proteinas alvo sdo direcionados ao complexo proteico Proteassomo
26S. O Proteassomo é formado por um subcomplexo central no formato
de barril, que apresenta atividade proteolitica e dois subcomplexos
reguladores em cada lado do barril. A particula central é formada por
guatro anéis que apresentam trés tipos de atividades proteoliticas na
porcdo interna (chymotrypsin-like; trypsin-like; e caspase-like
activities). Enquanto que a particula reguladora, apresenta regides com
atividade de ATPase que atua desenovelando as proteinas antes de
entrarem no barril catalitico, facilitando a sua protetlise. A particula
reguladora também atua reconhecendo e removendo as ubiquitinas das
proteinas-alvo antes da sua degradacdo (Voges; Zwickl; Baumeister,
1999; Hochstrasser, 2009).
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Figura 7 - Via de degradacdo ubiquitina proteassomo 26S. As proteinas
ubiquitinadas sdo direcionadas ao complexo proteassomo 26S. Os
subcomplexos reguladores (RP) atuam desenovelando a proteina-alvo e
liberando as ubiquitinas (Ub). Enquanto que o subcomplexo central (CP) atua
clivando a cadeia polipeptidica da proteina alvo
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Fonte: Hochstrasser, 2009.

Em contraste proteinas ligadas com cadeias no residuo K63 nédo
sdo sinalizadas para a degradacdo, mas sim sdo importantes em vias de
transdugdo de sinais. Como mencionado anteriormente, a resposta
imune inata é ativada através da deteccdo de PAMPs por PRRs que
ativam uma cascata de sinalizagdo resultando na expressdo de genes
envolvidos na defesa. A ubiquitina e outras ubiquitin-like proteins tem
sido identificadas como essenciais na regulacdo dessa cascata de
sinalizacdo, dado que algumas das proteinas envolvidas necessitam ser
ubiquitinadas (cadeia K63) para se tornarem completamente ativas e
transmitirem de maneira eficiente o sinal captado pelos receptores
celulares (Liu et al., 2013; Davis; Gack, 2015).

Alguns estudos vém apontando o envolvimento da ubg em
camardes frente a infeccdo do WSSV. Muller (2009) identificou o gene
da ubiquitina em sua biblioteca de transcritos induzidos pela infec¢éo do
WSSV. Assim como validou a inducdo desse gene por qPCR em L.
vannamei infectados naturalmente, provenientes de surtos da doenga no
estado de Santa Catarina. Valentim Neto (2010), comparou as proteinas
induzidas pelo WSSV em L. vannamei infectados experimentalmente ao
longo de vérios periodos pds infeccdo e identificou a inducdo da
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ubiquitina em alguns grupos. Vidya, Gireesh-Babu, Pani Prasad (2012),
apontaram a inducdo da ubq tanto em nivel génico quanto protéico em
Penaeus monodon frente a infeccéo pelo WSSV.

Uma das principais hipoteses aceitas € o envolvimento da ubg na
degradacdo de proteinas efetoras da apoptose na célula, inibindo o
processo apoptético e permitindo a replicacdo viral (Leu et al., 2012).
Contudo, uma série de outras func¢des pode ser atribuidas a essa proteina
e novos estudos sdo necessarios a fim de elucidar os possiveis
mecanismos moleculares envolvidos. Dentro desse contexto, 0 presente
trabalho visa fornecer dados que corroborem a importancia da ubiquitina
no processo de infeccdo do WSSV, assim como, servir de base para
futuros estudos estruturais e funcionais da ubq de L. vannamei.



35

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS.

Esse estudo teve como objetivo avaliar o nivel de transcritos do
gene da ubiquitina em camardes L. vannamei infectados pelo WSSV.
Assim como, realizar a expressao heteréloga dessa proteina, visando sua
caracterizacdo estrutural preliminar e a producdo de anticorpos
especificos para a imunodeteccdo da ubiquitina de L. vannamei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Auvaliar por gPCR o nivel de transcritos do gene da ubiquitina,
em brénquias de camarGes L. vannamei infectados
experimentalmente pelo WSSV;

e Clonar o gene da ubiquitina de L. vannamei, sintetizado a partir
de uma sequéncia génica obtida em trabalhos anteriores;

e Expressar e purificar o produto desse gene para futura andlise
funcional e estrutural da proteina;

e Modelagem in silico da ubiquitina de L. vannamei;

e Obter anticorpo policlonal anti-ubiquitina e caracteriza-lo com
base em ensaios de titulagdo e concentracdo de antigeno,
visando sua utilizagdo em futuros experimentos de
imunodeteccao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 AMOSTRAS UTILIZADAS.

As amostras de tecido de camardo utilizadas neste estudo
pertencem a colecdo do LABCAI e estavam armazenadas a -80°C. Para
a andlise dos niveis de transcritos, foram utilizadas branquias de L.
vannamei infectados experimentalmente por 48h com o WSSV e seu
respectivo grupo controle (n=5 para cada grupo), amostras cedidas por
Valentim Neto. O grupo escolhido foi o de 48h, pois representava um
estagio intermediario da infecgéo.

A metodologia utilizada por Valentim Neto (2011) esta descrita a
seguir: camardes L. vannamei, livres de patdgeno especifico (SPF) com
peso aproximado de 10 g foram mantidos em caixas de 50 L com
condi¢des controladas (aeragdo constante, oxigénio dissolvido 4,0
mg/mL, aménia (NH3) 0,5-1,5 mg/L, pH 8,5, temperatura 23 °C e
salinidade de 25%o). No total foram utilizadas 6 caixas com 15 animais
cada, 3 caixas representavam o grupo controle enquanto que 3 caixas
representavam o grupo infectado. Os animais foram aclimatados por um
periodo de trés dias e ap6s este periodo, foi realizada a infeccéo
experimental nos animais do grupo infectado. A infec¢do foi realizada
através de um inéculo preparado com tecidos de camardes infectados
naturalmente em cultivos de Santa Catarina (carga viral de 5,5 x 10°
copias virais em 100 plL/camardo). Apos infeccdo foram realizadas
coletas em triplicatas dos tecidos nos intervalos de 6, 12, 24, 48 e 72
horas. Em cada intervalo foi verificada por gPCR a carga viral presente
nos animais coletados. Todas as amostras foram diagnosticadas por
Nested PCR para detec¢do do WSSV no grupo tratado e auséncia no
grupo controle, seguindo os padrdes da Organizacdo Mundial de Salde
Animal (OIE).

3.2 EXTRACAO DE RNA E TRANSCRICAO REVERSA.

O RNA total de branquias foi extraido usando o reagente Trizol
(Invitrogen). Adicionou-se 1 ml de Trizol para cada 100 mg de tecido e
incubou-se por uma hora a temperatura ambiente. Ap6s a incubacédo,
adicionou-se 200 pl de cloroférmio por mL de Trizol e agitou-se
intensamente o material, realizando uma nova incubagdo a temperatura
ambiente por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 14.000g por 30
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minutos a 4°C e o sobrenadante resultante foi transferido para um novo
tubo. Adicionou-se 500 uL de isopropanol por mL de Trizol e ap6s
incubacdo de 10 minutos, a temperatura ambiente, o material foi
centrifugado a 10.000g por 40 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e os precipitados obtidos foram lavados com etanol 75% e
centrifugados a 7.500g por 5 minutos a 4°C. Novamente o sobrenadante
foi descartado e os precipitados foram secos a temperatura ambiente,
ressuspendidos em agua estéril e armazenados a -80°C.

A partir do RNA total extraido foi realizada a transcrigao reversa
utilizando o kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen), de acordo
com o protocolo do fabricante. O DNA complementar (CDNA)
sintetizado foi quantificado em espectrofotémetro (Nanodrop 2000) e
diluido em &gua para as concentracles desejadas. Para a curva padréo
foi realizado um pool de todas as amostras, que foi quantificado e
diluido nas seguintes concentrages (1000, 500, 100, 50, 10 e 5 ng).

3.3 ANALISE DOS NIVEIS DE TRANSCRITOS DO GENE DA
UBIQUITINA.

A expressdo relativa do gene da ubiquitina foi avaliada
utilizando-se 0 RNA Ribossomal 18S como referéncia. Os iniciadores
utilizados para amplificacdo foram desenhados para o trabalho de
Muiller (2009) (tabela 1). Para anélise dos niveis de transcritos realizou-
se reacBes de gPCR utilizando o kit QuantiTect SYBR Green PCR
(Qiagen) com 0,3 uM de cada iniciador forward e reverse e 100 ng de
cDNA. O programa de amplificacdo utilizado continha: um passo de
iniciacdo de 15 min a 95°C para ativacdo da enzima, seguido de 40
ciclos de desnaturagdo por 15s a 94°C, anelamentos por 30s
(temperaturas especificas para cada primer) e extensdo por 30s a 72°C.
As temperaturas de anelamento de cada iniciador estdo indicadas na
tabela 1. Curvas de concentragdes conhecidas de cDNA foram utilizadas
para a determinacdo da eficiéncia da reacdo e curvas de dissociacdo
foram realizadas posteriormente as rea¢fes de amplificacdo para analisar
o perfil dos produtos obtidos.
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Tabela 1 - Sequéncia de iniciadores e as respectivas temperaturas de anelamento
(Ta) utilizados nesse trabalho.

Gene Sequéncia Forward (F) e Reverse (R) Ta (°C)

Ubiquitina F: > AAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAG3’ 57
a R: 5’ AGTCAGACAGAGTGCGACCATCTT3’

RNA Ribossomal | F: 5’GGCCTCGCAATTGGAATGAGTACA3’

18S R: 5>’TACGAGCGTTTCAACCGCAAC3’ >

Para calcular a expressdo relativa do gene utilizou-se do software
REST (Qiagen) e os gréficos foram gerados no software GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software).

3.4 SINTESE DO GENE DA UBIQUITINA.

O gene da ubiquitina de L. vannamei (IvUbq) foi sintetizado e
subclonado em vetor plasmidial bacteriano (pIDT-Ubg, IDT
Technologies) a partir da sequéncia de nucleotideos obtida na biblioteca
de cDNA realizada por Miller (2009) (tabela 2). Além da regido
codificante foram adicionados sitios de restrigdes para as enzimas Ndel
e BamHI, sendo que o cddon da metionina inicial é restaurado pela
clivagem do sitio para Ndel.

Tabela 2 - Sequéncia de nucleotideos e de aminoécidos da ubiquitina de L.
vannamei obtida a partir da biblioteca de cDNA realizada por Miller (2009).

Sequéncia de
nucleotideos

5’CAGATCTTTGTGAAAACGCTGACTGGCAAAACCATTACCCTGGAAGTG
GAACCGAGTGACACCATTGAAAACGTGAAAGCGAAGATCCAAGACAAA
GAGGGTATCCCGCCGGATCAACAGCGCTTAATTTTCGCAGGCAAGCAAT
TGGAAGATGGGCGCACACTGTCTGACTACAATATTCAGAAAGAGTCAAC
CCTTCACCTGGTACCGCGCCCGCGTCCCCGTTAA3’

Sequéncia de
aminoécidos

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDG
RTLSDYNIQKESTLHLVPRPRPR

3.5 CLONAGEM DA IvUbg EM VETOR DE EXPRESSAO.

O gene sintetizado foi clivado do plasmideo fornecido através

das enzimas de restricdo Ndel e BamHI (Thermo Scientific). O produto
da digestdo foi visualizado em gel de agarose 2% corado com Gelred
(UniScience) e o fragmento correspondente ao tamanho do gene foi
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purificado pelo kit Quiaquick Gel Extraction (Qiagen) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O fragmento purificado foi quantificado e
ligado ao vetor de expressdo pET-14b (Novagen) pela enzima T4 DNA
ligase (Thermo Scientific), seguindo as especificacdes do fabricante.

O DNA plasmidial obtido foi sequenciado em sequenciador ABI
3130 Genetic Analyzer através de inciadores para a regido promotora T7
do vetor e as sequéncias obtidas foram analisadas pela ferramenta de
traducdo do ExPASy (SIB Bioinformatics Resource Portal, Artimo et
al., 2012) e pela ferramenta de alinhamento Clustal W2 (EMBL-EMBI,
McWilliam et al., 2013).

O produto de ligagdo (pET-14b-IlvUbq) foi inserido em bactérias
competentes E. coli BL21 (DE3) pLysS através de choque térmico. Para
transformacdo 50 ng do vetor pET-14b-lvUbq foram incubados com 50
pl de célula competente por 30 min no gelo, seguidos de um banho a
42°C por 1 min e outro em gelo por 1 min. Entdo, foi adicionado 800 pL
de meio LB Broth (Sigma-Aldrich) sem antibiéticos e incubou-se por 1h
30 min a 37°C sob agitagéo, apds o crescimento, plaqueou-se 200 pL em
LB Sodlido (Sigma-Aldrich) com Ampicilina (100pg/mL) e
Cloramfenicol (34pg/mL) e a placa foi incubada overnight a 37°C.

3.6 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA IvUbq.

Colbnias isoladas foram selecionadas e postas para crescer
overnight a 37°C sob agitacdo em meio LB Broth, com os respectivos
antibidticos. Para inducdo, uma fracdo da cultura crescida overnight foi
adicionada em 250 mL de meio LB fresco (numa diluigdo de 1:100)
com os respectivos antibidticos e incubada a 37°C, sob agitacdo, até
atingir uma Densidade Otica a 600 nm de absorbancia (DOg) entre 0,6
e 0,8. Apds atingir essa DOggo adicionou-se IPTG 0,5 mM na cultura
para indugéo da expressdo da proteina recombinante por 3h a 37°C. Uma
fracdo foi coletada em cada hora pés adicdo de IPTG para analisar o
efeito da inducéo por SDS-PAGE.

Apos as 3h de indugdo o restante de cultura foi centrifugada a 4°C
por 30 min a 3.000g, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi
ressuspendido em tampao de lise fosfato (20mM Fosfato; 150mM NaCl,
pH 7,0) e sonicado 10x por 30s com intervalos de 30s para resfriar a
amostra. Apds sonicada, a amostra foi centrifugada a 6.000g por 30 min
a 4°C e o sobrenadante foi purificado por cromatografia de afinidade
com metal imobilizado (IMAC). Foram utilizadas colunas de niquel
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HisTrap (HisTrap HP Kit for Purification of Histidine Tagged Proteins,
GE), conectadas a um cromatografo AKTA purifier (GE Healthcare). A
coluna foi inicialmente equilibrada com o tampédo de lise fosfato e
lavada com concentragdes crescentes de Imidazol pelo tampédo de
eluicdo (20mM Fosfato; 150mM NaCl; 500mM Imidazol, pH 7,0).

O efeito da indugdo e a pureza das fragcbes proteicas foram
verificados em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% corado com
Comassie Blue G-250 (Sigma-Aldrich). Para a quantificacdo do
contetdo proteico foi utilizado o método de Bradford, utilizando-se de
albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3.7 ANALISE DA SEQUENCIA PRIMARIA E MODELAGEM 3D
DA IvUbg.

A partir da sequéncia de aminoacidos da IlvUbq foi realizada
comparacdo e alinhamento entre as sequéncias depositadas em bancos
de dados independentes e do PDB (Protein Data Bank) através das
ferramentas Blastx (NCBI, Altschul et al., 1990) e Clustal W2.

A modelagem 3D da estrutura da proteina foi realizada a partir
do alinhamento entre a ubiquitina humana (Referéncia PDB, 1UBQ) e a
IvUbg com a ferramenta Swiss-Model (SIB, Arnold et al., 2006). O
modelo gerado foi analisado através do software PyMol (PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.7.4 Schrodinger, LLC) para
analise de estrutura secundéria, terciéria e distribuicdo de cargas. Assim
como, para a producdo das imagens 3D utilizadas nesse trabalho.

3.8 PRODUNQAO DE ANTICORPO POLICLONAL,
PADRONIZACAO E TESTES INICIAIS DE IMUNODETECCAO.

Uma amostra da lvUbq recombinante obtida com grau de pureza
acima de 95% foi dialisada (Mini Dialysis Kit, GE Healthcare) na
propor¢do de 1:1000 em tampéo de lise fosfato (20mM Fosfato 150mM
NaCl, pH 7,0), sob agitacdo, para remog¢do do Imidazol. A amostra foi
concentrada em filtros Amicon-Ultra (MiliPore) e uma fracdo de
1mg/ml foi enviada para o laboratério Célula-B (UFRGS) para produgéo
de anticorpo policlonal anti-lvUbg em coelho. As fragbes de soro
obtidas foram aliquotadas e armazenadas a -20°C, de acordo com as
recomendacles da empresa.
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Para padronizar os testes de imunodetec¢do da ubiquitina foi
realizado um DotBlot com diferentes diluicdes do anticorpo produzido,
a fim de determinar o seu titulo. No ensaio inicial foram utilizados 30
pug da IvUbg recombinante purificada e foram testadas diferentes
concentragcGes de anticorpo policlonal anti-lvUbg (1:500, 1:1.000,
1:3.000, 1:5.000 e 1:10.000), como anticorpo primario, diluido em 5%
de leite em p6 com baixo teor de gordura, dissolvido em TTBS (20 mM
Tris Base e 150 mM NaCl, pH 7,5 com 0,05% de Tween 20 — Sigma). A
diluicdo de anticorpo secundario anti-coelho (Amershan ECL Rabbit
IgG, GE Healthcare) foi de 1:3.000, diluido em 5% de leite em po
dissolvido em TTBS. Aplicou-se 7 pL de antigeno na concentragéo
determinada sobre a membrana de nitrocelulose (Amershan ECL
Hybond). Em seguida, as membranas foram bloqueadas em leite em pé
5% dissolvido em TTBS por 1lh sob agitacdo & temperatura ambiente.
Entdo, as membranas foram incubadas com as respectivas diluicdes de
anticorpo primario por 1h 30 min, sob agitacdo em temperatura
ambiente. Entdo, as membranas foram lavadas com jatos de agua
destilada e 3 banhos com TTBS de 10 min cada, sob agitacdo. Apds a
lavagem, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario
por 1h 30 min, sob agitagdo em temperatura ambiente e, dado o tempo
de incubacéo, o processo de lavagem foi repetido como anteriormente.
Para revelacdo foi utilizado o método de quimioluminescéncia com
solucdo de Luminol, Acido p-Cumaérico e peroxido de hidrogénio,
expondo a membrana a solu¢do de quimioluminscéncia por 3 min e ao
filme por mais 3 min.

Apos a determinacdo do titulo do anticorpo, foi realizado um
segundo DotBlot a fim de determinar a concentragdo minima de
antigeno reconhecido pelo anti-lvUbg. Para isso foram testadas 7
diluicBes seriadas da IvUbg recombinante (30, 15, 7.5, 3.75, 1.8, 0.9,
0.45 png) com uma diluicdo fixa de anticorpo priméario (1:1.000) e
secundario (1:3.000). A metodologia utilizada foi exatamente a mesma
do DotBlot anterior.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS 1\ITVEIS DE TRANSCRITO DO GENE DA
UBIQUITINA EM BRANQUIAS DE L. vannamei.

O nivel de transcritos do RNA ribossomal 18S ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos controle e infectado (figura 8, A),
portanto o gene foi utilizado como referéncia para analise da expressao
relativa da ubiquitina. Em relacdo a expressdao do gene de interesse,
camardes infectados experimentalmente por 48h apresentam um
aumento significativo (p<0,05) de 8 vezes no nivel de transcritos do
gene da ubiquitina em rela¢do ao grupo controle (figura 8, B).

Figura 8 - Expressdo relativa dos genes analisados, os valores apresentados
representam a média de cada grupo e as barras representam o erro padrao
(GraphPad Prism). A. Expressdo relativa do RNA 18S Ribossomal, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos grupos; B.
Expressdo relativa da ubiquitina, indicando um aumento estatisticamente
significativo de 8 vezes na taxa de transcritos do gene. * indica diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05).
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Os perfis de amplificacdo de ambos os genes podem ser
visualizados na figura 9, A e B. Em relagdo ao gene 18S ribossomal
obteve-se um perfil de amplificacdo com eficiéncia de 1,00, um R*de
0,997 e um {nico pico na curva de dissociacdo em aproximadamente
84°C (Figura 9, C). Em relacdo ao gene da ubiquitina obteve-se uma
eficiéncia de 0,97 e um R? de 0,973 na reagdo de amplificacdo. A curva
de dissociacdo pode ser visualizadas na figura 9, D, um Gnico pico em
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aproximadamente 83°C foi formado, demonstrando especificidade do

iniciador utilizado.

Figura 9 - Perfis de amplificacdo e curvas de dissociagdo das reacdes de gPCR,
linhas vermelhas representam amostras do grupo infectado e linhas amarelas do
grupo controle (software Rotor-Gene, Qiagen); A. Perfil de amplificacdo com
inciador para 18S Ribossomal; B. Perfil de amplificacdo com inciador para
ubiquitina. C. Curva de dissociacdo do iniciador RNA Ribossomal 18S. D.

Curva de dissociagdo do iniciador ubiquitina.

A

B

42 CLONAGEM DO GENE DA
EXPRESSAO.

IvUbg EM VETOR DE

O gene da IvUbq foi ligado no vetor de expressdo pET-14b como

pode-se observar na figura 10. E possivel observar uma banda de
aproximadamente 230pb, o peso esperado para a sequéncia do gene em
guestdo, apos a clivagem do vetor clonado com as enzimas de restricdo

Ndel e BamHI.
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Figura 10 - Ligacdo do gene IvUbg no vetor de expressdo pET-14b, gel de
agarose 2% corado com Gelred. M1. Peso molecular de 1kb; 1. pET-14b nédo
digerido; 2. pET-14b-lvUbqg digerido com Ndel; 3. pET-14b-lvUbq digerido
com BamHI; 4. pET-14b-lvUbq digerido com Ndel e BamHI, presenca de
fragmento esperado (~230pb); 5. pIDT-Ubg néo digerido; M2. Peso molecular
de 100pb.

O vetor clonado foi sequenciado para confirmar a insercéo
correta da sequéncia de interesse. Por meio da ferramenta de
alinhamento Clustal W2 comparou-se a sequéncia de nucleotideos
obtida do vetor clonado (pET-14b-lvUbq) com a sequéncia de interesse
(tabela 2), obtendo um alinhamento com 100% de identidade (figura
11).

Figura 11 - Alinhamento da sequéncia do vetor pET14b-lvUbg com a sequéncia
do gene IvUbq pela ferramenta Clustal W2.

T T CAGATCTTTGTGAAA 15
vetor CATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCOOCAGCCATATGCAGATCTTTGTGARA 120
ubg ACGCTGACTGGCAAAACCATTACCCTGGAAGTGGAACCGAGTGACACCATTGAAAACGTG 75
vetor ACGCTGACTGGCAAAACCATTACCCTGGAAGTGGAACCGAGTGACACCATTGAAAACGTG 180
SR R R R EpPR R e S
ubg AAAGCGAAGATCCAAGACAAAGAGGGTATCCCGCCGGATCAACAGCGCTTAATTTTCGCA 135
vetor AAAGCGAAGATCCAAGACAAAGAGGGTATCCCGCCGGATCAACAGCGCTTAATTTTCGCA 240
ubg GGCAAGCAAT TGGAAGATGGGCGCACACTGTCTGACTACAATATTCAGAAAGAGTCAACC 195
vetor GGCAAGCAATTGGAAGATGGGCGCACACTGTCTGACTACARTATTCAGARAGAGTCAACC 300
..... eSS S e eIt e i
ubg CTTCACCTGGTACCOCGCCCGCGTCCCCGTTAR == == =m==smm=mmmmmmmcmann 228

vetor CTTCACCTGGTACCGCGLCCGCGTCCCCGTTAAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAA 360

L L T AExRALEL
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A sequéncia de nucleotideos do vetor clonado também foi
traduzida pela ferramenta EXPASy Translate Tool e pode-se observar no
primeiro frame de leitura a sequéncia para a cauda de histidinas seguida
da sequéncia da IvUbq (figura 12). Confirmando que o gene de interesse
foi inserido de forma correta no vetor de expressao.

Figura 12 - Fragmento da traducdo da sequéncia de nucleotideos do vetor pET-
14b-lvUbg, em destaque a cauda de histidinas seguida da IvUbq (ExPASy
translate tool).

53" Frame 1

PEIIFVLTLRRRYTMetGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMetQIFVKTLTCKTITLEVE
PSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVPR
PRPRStopGSGCStopQSPKGSStopVGCCHRStopAITSITPWGLStopTGLEGFFAER
RNYIRISTGRVWSPStopSRSRStopWLQVAKRAGLGGGQSGRTVLRERVRIEIAS

4.3 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA IvUbq.

A lvUbg recombinante (aproximadamente 10kDa) foi expressa de
forma sollvel em grande quantidade a partir de 3h de indugdo com
IPTG 0,5 mM, como observado na figura 13. Na purificacdo por
cromatografia de afinidade foi possivel obter uma fragdo com mais de
95% de pureza, apds duas eluicdes de 200 mM e 250 mM de imidazol.

Figura 13 - Expressdo e purificacdo da lvUbq recombinante (~10kDa). SDS-
Page 15%. PM: peso molecular; NI: fragdo ndo-induzida; I: fragdo induzida
com IPTG 0,5mM por 3h; P: precipitado p6s-indugdo de 3h; S: fracdo sollvel
pos-inducdo 3h; U: proteinas que ndo ligaram a coluna (unbound); E1: proteinas
pos eluicdo com 200 mM de imidazol; E2: proteinas pds eluicdo com 250 mM
de imidazol.

PM NI 1 P S U El E2

12kDa

~10kDa
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4.4 ANALISE DA SEQUENCIA PRIMARIA E MODELAGEM 3D
DA IvUbg.

Os resultados de alinhamento de sequéncias de aminoacidos
mostram que a ubiquitina é altamente conservada nos diversos tdxons de
Eucariota. Comparando a sequéncia da IvUbq atraves da ferramenta
Blastx junto aos bancos de dados independentes e do PDB, obteve-se,
com excecdo da porcdo C-terminal, 100% de similariedade em todas as
sequéncias analisadas (total de 200 sequéncias analisadas - dados nao
mostrados). A IvUbq apresenta 3 repeticdes de Prolina-Arginina na
porcdo C-terminal, enquanto que todas as outras sequéncias
apresentavam 2 repeti¢des de Leucina-Arginina seguidas por uma ou
duas glicinas finais. Dado que, todas as sequéncias de aminoacidos
encontradas no banco de dados eram idénticas a de H. sapiens
(referéncia PDB, 1UBQ) o alinhamento demonstrado na figura 14, A foi
feito apenas com essas duas sequéncias.

A partir do alinhamento gerado, foi construido o modelo de
estrutura tri-dimensional com a ferramenta Swiss-Model. O modelo
criado apresentava uma identidade de 96% e QMEAN4 de -0,67. Em
seguida, outros parametros como estrutura secundaria, cadeias laterais
da porcdo C-terminal e superficie de cargas foram visualizados no
software PyMol. O modelo criado para a IvUbq apresenta 4 folhas p e 3
a—hélices, enquanto que a ubg humana apresenta 5 folhas p e 2 a-hélices
(figura 14). Os aminoacidos que fazem parte de cada estrutura
secundéria estdo listados na tabela 3.
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Figura 14 - Alinhamento e representacdo da estrutura secundaria da ubq de L.
vannamei e de H. sapiens. A: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos pela
ferramenta Clustal W2 e representacéo esquematica da estrutura secundaria do
modelo criado. B: Modelo costruido para IvUbq representando estruturas
secundarias [PyMol]. C: Modelo da ubiquitina humana representando
estruturas secundarias [PyMol]. * indica aminoacidos idénticos, a-hélices estdo
representadas em vermelho e folhas p em amarelo.

A Bl g2 al o2 B3 o3
G =
1.vannamei MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN 60
h.sapiens MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN 60
(—1 &=
Bl B2 al B3 B4 02
B4
1.vannamei IQKESTLHLVPRPRPR 76
h.sapiens IQKESTLHLVLRLRGG 76
Bs
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Tabela 3 - Posicdo das estrutras secunddrias nas sequéncias de aminoacidas da
ubg de L. vannamei e H. sapiens

Posicio Folhas p Posicao a-Hélices |
Bl Metl até Thr7 al 1123 até Glu34
. B2 Gly10 até Val16 a2 Pro38 até GIn40

L. vannamei

B3 GIn41 até lle44 a3 Leu56 até Tyr59

B4 Thr66 até Pro71

Bl Metl até Thr7 al 11e23 até Glu34

B2 Gly10 até Vall6 a2 Leu56 até Tyr59
H. sapiens B3 GIn40 até Phe45

B4 Lys48 até Leu50

B5 Glu64 até Arg72

A Unica diferenca observada na sequéncia de aminoacidos entre
as duas ubgs se localiza na regido C-terminal. Na figura 15 podemos
visualizar em maior destaque essa diferenca em termos das cadeias
laterais de cada amino&cido substituido.

Figura 15 - Ubiquitinas modeladas com destaque para por¢do C-terminal. A e
B: representam IvUbq, as cadeias laterais diferenciadas (Pro71, Pro73, Pro75 e
Arg76) estdo identificadas em azul, enquanto que as idénticas em amarelo. C e
D: representam ubg humana, todas as cadeias laterais estéo representadas em
amarelo [PyMol]
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Em relacdo a superficie de cargas da mélecula, a lvUbq apresenta
uma porgcdo C-terminal carregada positivamente, enquanto que a
ubiquitina humana apresenta uma por¢do C-terminal principalmente
neutra. A figura 16, ilustra o total de cargas na superficie das duas
ubiquitinas em dois angulos opostos, permitindo visualizar 0 aumento
de cargas positivas na porcdo C-terminal da IvUbg em comparacdo com
a humana.

Figura 16 - Modelos geradas demonstrando as cargas na superficie das
ubiquitinas. A e B: representam a IvUbg em dois angulos opostos. C e D:
representam a ubiquitina humana em dois angulos opostos. Superficies
avermelhadas indicam carga negativa, enquanto que superficies esbranquicadas
indicam cargas neutra e superficies azuladas, cargas positiva.

B

180°
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4.5 PADRONIZACAO E TESTES INICIAS DE IMUNODETECAO.

A titulagdo do anticorpo policlonal anti-lvUbq foi realizada por
DotBlot a partir de 5 diluicbes diferentes (1:500; 1:1.000; 1:3.000;
1:5.000; 1:10.000, figura 17). Em todos os casos foi possivel observar o
reconhecimento do antigeno com intensidade muito similar. Esse
resultado estd associdado, provavelmente, a alta concentracdo de
antigeno aplicada (30 pug) e/ou ao método utilizado para a deteccdo do
imunocomplexo.

Figura 17 - DotBlot com 5 diluigdes diferentes de anticorpo primario, a amostra
utilizada foi 30 pg de IvUbg recombinante pura. 1: 1:500; 2: 1:1.000; 3:
1:3.000; 4: 1:5.000; 5: 1:10.000.

1 2 3 4 5

Ap6s a determinacdo do titulo do anticorpo, foi realizado um
DotBlot com diluigdes seriadas da IvUbqg recombinante pura, a fim de
detectar a faixa de reconhecimento do anticorpo obtido (figura 18). Ao
todo, foram feitas 7 diluicGes seriadas partindo de uma concentracao
incial de 30 ug de proteina (antigeno). A partir da quinta diluicdo (1,8
Mg) podemos perceber uma diminui¢do da identificagdo do antigeno,
gue se torna quase inexistente/ndo detectavel na Gltima diluicdo testada

(0,4519).

Figura 18 - DotBlot de dilui¢cBes seriadas do antigeno (IvUbg recombinante
pura). 1: 30 pg; 2: 15 ug; 3: 7,5 ug; 4: 3.75 ug; 5: 1,8 ug; 6: 0.9 pg; 7: 0.45 pg
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5. DISCUSSAO

51 A INFECGCAO PELO WSSV INDUZ A EXPRESSAO DA
UBIQUITINA EM CAMAROES.

Os camarBes sdo constantemente expostos a patégenos e
necessitam de mecanismos de reconhecimento e ativacdo da resposta de
defesa para resistir as infecgdes. As interacdes moleculares envolvidas
nesses processos sdo bastante complexas e novos estudos vém
contribuindo para elucidar esses mecanismos a eles associados. A
ubiquitina € uma proteina associada a diversos processos celulares,
como degradacdo de proteinas, interagdo com histonas e DNA
(Siegelman et al., 1986), atividade antimicrobiana (Seo et al., 2013) e
ativacdo da resposta imune inata (Liu et al., 2013) e a sua participacéo ja
foi identificada em diversos estudos com camardes peneideos infectados
com o WSSV.

Muller (2009), gerou duas bibliotecas de cDNA a partir de
branquias de L. vannamei naturalmente infectados com WSSV,
utilizando a técnica de Hibridizacdo Subtrativa por Supressdo (SSH). A
ubiquitina foi um dos genes encontrados na biblioteca de genes
induzidos e para confirmar a sua inducdo, o nivel de transcritos desse
gene foi quantificada por gPCR. Os dados de Muller (2009) apontaram
um aumento estatisticamente significativo de 91 vezes na expressao da
ubiquitina em animais infectados naturalmente em relacdo ao grupo
controle.

No presente estudo, foi avaliado o nivel de transcritos do gene da
ubiquitina em L. vannamei infectados experimentalmente por 48h. O
resultado obtido nesse trabalho indica um aumento estatisticamente
significativo de 8 vezes na expressdo do gene da ubiquitina em relagdo
ao grupo controle (figura 8), confirmando os dados encontrados por
Muller (2009). Apesar de a metodologia adotada nesse estudo ter sido
baseada no trabalho de Muller (2009), é possivel observar uma grande
diferenca em relacdo ao aumento do nivel de transcritos desse gene entre
0s dois estudos (91 vezes para 8 vezes). Essa diferenca provavelmente
esta associada a fatores bioldgicos e experimentais, como: 0s animais
infectados naturalmente podiam estar em estagios diferentes de
infeccdo; os animais infectados naturalmente sdo expostos a uma série
de estresses ambientais, diferentemente dos matindos em condicfes
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controladas de laboratdrio; a rota de infeccdo viral; e os kits de
amplificacdo de gPCR utilizados nos dois estudos sdo diferentes.

Além da biblioteca de Muller (2009), outros estudos sobre o
perfil de genes induzidos em L. vannamei pelo WSSV, apontam a
inducdo da ubiquitina em diferentes tecidos. Chen et al., (2013)
analisaram o transcriptoma do hepatopancreas de L. vannamei
infectados experimentalmente por 72h e também identificaram a
indugdo da ubiquitina em seu estudo. Xue et al., (2013) construiram a
biblioteca de genes induzidos em hemocitos frente a infeccdo
experimental por WSSV em diferentes estagios de infeccdo: incial (5h
pos infeccdo) e final (48h pds infecgdo). Os resultados obtidos apontam
a inducéo de genes referentes ao processo de ubiquitinacdo e degradacéao
pela via proteassomo em estégios finais de infeccéo.

A indugdo da ubiquitina também foi observada em diferentes
espécies de camardes peneideos. Wang et al., (2006) analisaram o perfil
de genes induzidos em Fenneropenaeus chinensis moribundos
infectados naturalmente e experimentalmente, apontando uma indugéo
no quantidade de transcritos da ubiquitina em ambos os casos. Vidya,
Gireesh-Babu, Pani Prasad (2012), analisaram os niveis de transcrito da
ubiquitina em branquias e tecido muscular nas horas iniciais da infe¢do
pelo WSSV em P. monodon. Curiosamente, 0s dados encontrados por
eles, indicam que hd uma repressdo da transcricdo desse gene em
branquias nas primeiras horas de infec¢do (6-12h). Porém, ap6s 18h de
infeccdo, h4 um aumento acentuado na sua expressdo em ambos 0S
tecidos.

Moser (2010) analisou a expressao de alguns genes de interesse
em L. vannamei expostos ao agrotoxico Permetrina, assim como em
camar@es expostos ao agrotéxico e subsequentemente infectados com
WSSV. A ubiquitina foi um dos genes avaliados e os resultados desse
trabalho apontaram a inducéo desse gene frente a infeccdo pelo WSSV,
porém ndo houve diferenca estatistica em animais expostos somente a
Permetrina.

Em suma, uma série de estudos vém apontando que a infeccéo
pelo WSSV induz a expressdo do gene da ubiquitina em diferentes
tecidos de diferentes espécies de camarbes peneideos. Essa inducdo é
observada tanto em infecgBes naturais quanto experimentais,
corroborando, assim, a relevancia desse gene no processo de infec¢do do
virus.
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Em relacdo a expressao a nivel proteico, estudos tém apontado a
inducdo de proteinas relacionadas ao processo de ubiquitinacdo frente a
infeccdo pelo WSSV. Valentim Neto (2011) identificou a inducdo da
ubiquitina em camar@es L. vannamei infectados experimentalmente por
24h e 72h, assim como uma zinc-finger ligase associada a ubiquitinacao,
também em 72h. Em F. chinensis os estudos de protedmica
identificaram a inducéo de enzimas E2, em hepatopancreas de camardes
infectados por 6h, 12h e 24h (Chai et al., 2010). Enquanto que em
hemdcitos de F. chinensis infectados por 24h foi detectada a inducéo de
proteinas SUMO (small ubiquitin-like modifier) (Li et al., 2014). Em P.
monodon Vidya, Gireesh-Babu, Pani Prasad (2012) analisaram a
expressdo da ubiquitina através de anticorpos policlonais em musculo e
brénquia e encontraram uma supressdo da ubiquitina nas horas iniciais
de infeccdo seguido de aumento na sua expressdo apds 18h de infecgéo.

Apesar de comprovada a inducdo da ubiquitina frente a infeccdo
pelo WSSV, ainda ndo se sabe a exata funcdo dessa proteina no
processo de infeccdo. A apoptose € um importante mecanismos de
defesa contra infecgdo viral e sua ativagdo ja foi descrita pela infec¢do
do WSSV em camardes peneideos (Henderson; Stuck, 1999). Para se
proteger e conseguir se replicar com sucesso, 0 WSSV desenvolveu uma
série de mecanismos para silenciar o processo apoptotico (Leu et al.,
2012). Um dos mecanismos adotados é a expressao da proteina viral
WSSV222 que ativa a degradacdo de um fator supressor de tumor
através da sua ubiquitinagdo. A WSSV222 apresenta um dominio
RING-H2 que é normalmente encontrado em proteinas com uma funcéo
de E3 ligase. Essa proteina viral se liga a um fator supressor de tumor
(Tumor supressor like protein, TSL), causando sua ubiquitinacdo e
direcionamento para a via de degradacdo proteassomo 26S (He et al.,
2006). Em células de mamifero a expressdo do TSL ativa a apoptose e,
portanto, a WSSV222 atuaria como um inibidor do processo apoptotico
(He et al., 2006). Jeena et al., (2012) apontaram que a expressao de uma
proteina viral WSSV199 e a expressdo de uma E2 (conjugating enzyme)
de Penaeus monodon apresentavam mesmo perfil de expressdo ao longo
da infeccdo pelo WSSV. Essa proteina viral também apresenta um
dominio RING, refor¢ando a hipotese de que o virus atua modulando o
padrdo de ubiquitinacdo de proteinas da célula do hospedeiro. Em L.
vannamei um processo similar também ja tinha sido descrito por Wang
et al., (2005). Em contrapartida estudos recentes tém reportado a
importancia da ubiquitina na regulacdo da imunidade inata antiviral (Liu
et al., 2013; Davis; Gack, 2015; Liu et al., 2015). A ubiquitinacdo de
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diferentes proteinas é essencial para a transducdo de sinais recebidos
pelos PRRs e ativagdo dos genes de defesa antiviral, contudo esses
mecanismos ainda nédo foram descritos em crustaceos.

Como a ubiquitina é uma proteina que atua em diversos processos
celulares os dados encontrados na literatura atual remetem tanto a uma
fungdo pro-infeccdo viral induzida pelo WSSV, como a uma possivel
funcdo anti-viral produzida pelo proprio hospedeiro. Dada a
complexidade de inferir a sua funcéo, novos estudos sdo necessarios a
fim de caracterizar o papel da ubiquitina no processo de infeccdo pelo
WSSV.

No presente trabalho, optou-se por avaliar apenas um tempo pos-
infeccdo experimental com o WSSV, o qual representava um estagio
intermediario de infeccdo e com uma carga viral semelhante &
encontrada em animais infectados naturalmente por Muller (2009).
Contudo, um estudo analisando a expressdo do gene da ubiquitina ao
longo dos diversos tempos de infeccdo experimental realizada por
Valentim Neto (2011), assim como o de algumas das proteinas virais
descritas acima (WSSV222 e WSSV119) seria interessante para
completar os dados de transcricdo génica e protedmica ja levantados.
Dentro desse mesmo contexto, experimentos de imunodeteccdo da
ubiquitina nesses mesmos tecidos forneceriam dados importantes para a
construcdo de um perfil de expressao da ubiquitina ao longo dos tempos
de infeccéo.

A partir dos dados de expressdo heteréloga da ubiquitina de L.
vannamei (que serdo abordados mais detalhadamente no préximo
tépico) foi produzido um anticorpo policlonal anti-ubiquitina (anti-
IvUbq) em coelho, cuja titulacio e faixa de detecgdo de antigeno foram
determinadas. O anti-lvUbq obtido é capaz de detectar com intensidade
similar o antigeno, mesmo em altas diluicdes (figura 17). Contudo, a
concentracdo de antigeno utilizada nesse teste foi bastante elevada (30
Lg) e em extratos de proteinas totais de diferentes tecidos de camaréo é
pouco provavel que a ubiquitina seja encontrada nessa concentracao.
Portanto, para futuros testes de imunodeteccdo em tecidos, €
recomendado testar uma diluicdo inicial menor de anticorpo primario
(2:1.000 ou 1:3.000).

O anticorpo produzido reconhece o antigeno até a faixa de
concentracdo de 1.8 ug; abaixo dessa concentragcdo a detecgdo fica
comprometida (figura 18). Os dados de Vidya, Gireesh-Babu, Pani
Prasad (2012), apontam que ap6s 18h de infeccdo com o WSSV, o0s
niveis de ubiquitina encontrados em branquias é de aproximadamente
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1.85 pg/mg de proteinas totais. Dessa forma, para testes de detec¢do
dessa proteina neste e, possivelmente, outros tecidos de camardo da
colecdo do LABCAI, é provavel que seja necessario concentrar a
amostra e/ou aumentar o tempo de incubag&o.

Os resultados de imunodeteccdo obtidos nesse trabalho séo
bastante preliminares, mas fornecem subsidios para futuros estudos
voltados a imunodeteccdo dessa proteina em tecidos de camardo e a
investigacdo do perfil temporal de sua expressdo frente a infeccdo pelo
WSSV.

5.2 EXPRESSAO HETEROLOGA DA UBIQUITINA DE L. vannamei.

A expressao heteréloga de uma proteina é uma técnica bastante
utilizada para se estudar a sua estrutura e funcdo. Atualmente, existem
diversos estudos descrevendo a expressdo heter6loga de proteinas
envolvidas no processo de ubiquitina¢do, contudo, sdo raros os estudos
acerca dessa técnica para a propria ubiquitina. Além disso nenhuma
referéncia bibliogréafica descreve a expressdo heteréloga de ubiquitinas
de camardes.

A ubiquitina € uma proteina pequena, de aproximadamente
8.5kDa formada por 76 residuos de aminoacidos. Nesse trabalho foi
realizada a expressdo heter6loga da ubiquitina de L. vannamei a partir da
sequéncia de nucleotideos encontrada na biblioteca subtrativa (SSH) de
Muller (2009). O gene de interesse foi clonado com sucesso no vetor de
expressao pET-14b através das enzimas de restricdo Ndel e BamHI
(figuras 10, 11 e 12). O sistema de expressdo do vetor pET-14b fusiona
na proteina recombinante uma cauda de Histidinas de aproximadamente
2.0 kDa que permite a purificacdo da proteina recombinante a partir da
cromatografia de afinidade por ions metalicos. A IvUbqg recombinante
foi expressa de forma solGvel em uma alta concentracdo apds 3 horas de
indugdo com IPTG 0,5 mM (figura 13) e foi possivel obter uma fragéo
com pureza acima de 95% através da purificacdo por cromatografia de
afinidade. Esses dados confirmam que ubiqutina de L. vannamei foi
clonada, expressa e purificada com sucesso, permitindo que essa
metodologia seja repetida em futuros estudos funcionais com essa
proteina.

A ubiquitina € uma proteina altamente conservada presente em
diversos taxons de eucariotos (Hicke, 2001). A sequéncia de
nucleotideos da IvUbq foi comparada aos bancos de dado independentes
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e do PDB através da ferramenta Blastx, e os resultados obtidos
confirmam que se trata de uma proteina bastante conservada.
Curiosamente, a IvUbq € a Unica que apresenta uma por¢do C-terminal
formada por 3 repeticbes de prolina-arginina (Pro71, Arg72, Pro73,
Arg74, Pro75, Arg76), enquanto que todas as outras sequéncias
apresentavam 2 repetigdes de leucina-arginina seguidas por uma ou duas
glicinas finais (Leu71, Arg72, Leu73, Arg74, Gly75, Gly76). Dado a
grande similariedade entre todas as sequéncias depositadas nos bancos
de dados, os resultados desse estudo sdo comparados apenas com a
ubiquitina humana.

O modelo criado para a IvUbq, apresentava algumas diferengas
na estrutura secundaria (4 folhas B e 3 o-hélices) em relacdo a
ubiquitina humana (5 folhas B e 2 a-hélices, figura 14). Analisando a
estrutura 3D, podemos perceber que a substituicdo na lvUbq da Leu71
pela Pro71l é a provavel causa dessas alteracdes. Na sequéncia da
ubiquitina humana as folhas f1 e f2 s@o antiparalelas, enquanto que oS
amino4cidos da B3 interagem tanto com a P4 e¢ B5. A prolina é um
aminoacido com cadeia lateral apolar ciclica distinta, 0 grupo amino
secundario de residuos de prolina é mantido em uma conformagcéo rigida
gue reduz a flexibilidade estrutural de regiGes polipeptidicas contendo
prolina (Nelson; Cox, 2011). Na sequéncia da IvUbg, a substitui¢io
Leu71-Pro71 quebra a Gltima folha p um residuo antes da humana. Essa
quebra encurta a folha B4 e consequentemente também encurta a sua
folha B antiparalela (B3 na IvUbg). O programa entdo calcula que os
aminoacidos que ndo formam mais a ligacao entre B3 e f4, formariam
uma pequena a-hélice (a2 na IvUbq). Por fim, o surgimento dessa
hélice interfere na formagdo de uma folha  antiparela (B4 na ubiquitina
humana) que reduz ainda mais a f4 da IvUbq. Essas alteracOes estdo
ilustradas na figura 14.

E possivel perceber que a subistituicio de aminoacidos concede a
IvUbg uma porcdo C-terminal carregada positivamente. A alteracdo de
carga na superficie de uma molécula pode interferir nos processos
bioldgicos que ela participa. Seo et al., (2013) identificaram que a
ubiquitina purificada do extrato de proteinas totais de branquias de ostra
(Crassostrea gigas), apresenta atividade antimicrobiana a uma série de
bactérias gram negativas e positivas. A sequéncia de amino4cidos da
ubiquitina de C. gigas € idéntica a de H. sapiens, com exce¢do da
auséncia das duas glicinas finais (Gly75 e Gly76). Segundo o autor, a
atividade antimicrobiana da ubiquitina de C. gigas estaria relacionada a
por¢do C-terminal e a auséncia de glicinas finais intensifica a acéo
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antimicrobiana desse peptideo. Em comparacdo aos dados obtidos no
nosso estudo, é possivel que ubiquitina de L. vannamei também
apresente uma atividade antimicrobiana, dado que as glicinas finais
estdo ausentes e sua por¢do C-terminal é mais positiva em relacdo a
outras ubiqutinas.

Em conclusdo, a ubiquitina de L. vannamei apresenta
caracteristicas interessantes e exclusivas que apontam uma possivel
atividade antimicrobiana. Porém, estudos futuros sdo necessérios a fim
de comprovar essa hipotese.
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6.CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram os dados
encontrados na literatura acerca do envolvimento da ubiquitina no
processo de infec¢do pelo WSSV. Contudo, a sua fungdo durante o
processo ainda ndo foi descrito e, portanto, novos estudos sdo
necessarios visando elucidar sua funcéo.

A obtencdo de um perfil transcricional e de um perfil da
expressdo da ubiquitina ao longo de diferentes tempos de infeccdo pelo
WSSV seriam importantes ferramentas para auxiliar a compreensdo das
repostas moleculares do hospedeiro frente a infec¢do viral. Além da
questdo temporal, a obtengdo destes perfis poderia ser analisada ainda
sob a ética da carga viral e da analise conjunta de outros genes, de forma
a validar os biomarcadores de infeccdo viral e/ou susceptibilidade ao
virus, conforme tem sido proposto pelo nosso grupo.

Por fim, devido as caracteristicas estruturais exclusivas
encontradas na ubiquitina de L. vannamei e sua possivel atividade
antimicrobiana, novos estudos com essa proteina sao relevantes, tendo
em vista a sua completa caracterizacdo estrutural e funcional.
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