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RESUMO

O virus da sindrome da mancha branca (WSSV) é o agente infeccioso que trouxe
maiores prejuizos a carcinicultura brasileira e mundial. Métodos de detec¢ao do
virus sdo importantes na medida em que possibilitam a identificacdo da infecgdo dos
camardes, permitindo que os criadores tomem medidas de contencdo da
disseminacao viral, amenizando assim as perdas econdémicas. As proteinas
estruturais do WSSV, principalmente a VP28, sdo amplamente empregadas na
obtencdo de anticorpos poli e monoclonais, que por sua vez sao utilizados no
desenvolvimento de testes de deteccdo do WSSV. A sintese protéica em sistemas
recombinantes €& amplamente empregada para obtengcdo de proteinas
recombinantes. Neste estudo, a regiao génica mais hidrofilica da proteina do
envelope viral VP28 foi amplificada, clonada, seqlienciada e expressa. A expressao
por meio da cepa de E. coli BL21(DE3) plysS resultou em uma proteina
recombinante de aproximadamente 21 KDa, denominada VP28r. A proteina
recombinante possui uma cauda de histidinas na regiao N-terminal e permaneceu no
interior da bactéria na forma de agregados insoluveis conhecidos como corpos de
inclusdo. Os corpos de inclusao foram solubilizados com uréia 8M e a proteina foi
purificada através de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados em
condigdes desnaturantes. A metodologia para expressédo e purificagcdo da VP28r
desenvolvida no presente estudo demonstrou um bom rendimento protéico final
possibilitando o futuro emprego desta proteina na produgdo de anticorpos que
potencialmente podem ser empregados no desenvolvimento de testes de detecgao
do WSSV.

Palavras-chave: WSSV, VP28, proteinas recombinantes, métodos de diagndstico



ABSTRACT

White spot syndrome virus (WSSV) is the infectious agent responsible by great
losses in the shrimp production in Brazil and around the world. The developing of
reliable methods for virus detection is important in order to allow the identification of
infected shrimps, providing the creators the ability to adopt measures to contain viral
spreading, thereby alleviating economic losses. The structural proteins of WSSV,
mainly VP28, are widely employed in order to obtain poly and monoclonal antibodies,
which in turn may be used in the development of tests for WSSV detection. Protein
synthesis in recombinant systems is widely employed to obtain recombinant proteins.
In this study, the most hydrophilic genomic region of the viral envelope protein VP28
was amplified, cloned, sequenced and expressed. The expression by E. coli BL21
(DE3) plysS resulted in a recombinant protein of approximately 21 KDa, named
VP28r, which is connected to a tail of histidine in the N —terminal. This protein
remained as insoluble aggregates in inclusion bodies. These inclusion bodies were
solubilized with 8M urea and the protein was purified by affinity chromatography of
metallic ions under denaturing conditions. The methodology for expression and
purification of VP28r developed in this study showed a good protein yield, allowing
the possible employment of this protein in the production of antibodies that can be

potentially employed in the development of WSSV detection tests.

Key-words: WSSV, VP28, recombinant proteins, diagnostic methods.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais

A carcinicultura, técnica de criagcdo de camardes em cativeiro, contribui
significativamente na produgdo aquicola mundial. Segundo dados da Food and
Agriculture Organization (2009), a produgdo mundial de camardes no ano de 2008
foi de 6 milhdes de toneladas. No Brasil, em 2006, a carcinicultura produziu
aproximadamente 76.000 toneladas de camardes (FAO, 2006). Os principais
produtores mundiais de camardo sdo o0s paises asiaticos, dentre os quais,
destacam-se: China, Tailandia e Vietna. Na América destacam-se México, Equador

e Brasil sobressaem-se na produtividade desse crustaceo (FAO, 2006).

No Brasil a carcinicultura comegou a ser praticada na década de 70. Nessa
época cultivaram-se principalmente a espécie de camarao nativo Farfantepenaeus
brasilienses, bem como a espécie de camarao exético Marsupeneaus japonicus
(NUNES; SURESH, 2001). Essas espécies, porém, renderam resultados pouco
satisfatorios devido a falta de conhecimento e tecnologia na area de criagdo de
camardes em cativeiro nesta época. Visando reverter essa situagao, na década de
90, Litopenaeus vannamei, espécie de camardo exotica proveniente do Pacifico
Ocidental, foi introduzida nos cultivos do pais devido as suas caracteristicas de alta
produtividade, rapido crescimento, sobrevivéncia e adaptacao a variadas condi¢cbes
de cultivo (NUNES; SURESH, 2001). Atualmente essa é a principal espécie de
camarao empregada na carcinicultura brasileira e mundial (FAO, 2005; LIGHTNER,
2003).

Apesar de toda renda e empregos gerados pela carcinicultura, esta atividade
encontra problemas que ameagam sua viabilidade. Um dos principais problemas que
provoca efeitos devastadores sobre o cultivo, levando a queda na produgao, sao as
enfermidades que podem acometer camardes. Tais enfermidades sdo causadas
principalmente por microrganismos patogénicos transmissiveis como virus,
bactérias, protozoarios e fungos (LIGHTNER; REDMAN, 1998).

Os virus sao considerados os patégenos de maior importancia na
carcinicultura porque provocam altos niveis de mortalidade no cultivo (LIGHTNER,

2003). Dentre os inumeros virus que infectam camardes destacam-se, devido aos



efeitos nocivos sobre o cultivo de peneideos, o virus da infecgcdo na hipoderme e
necrose do tecido hematopoiético (IHHNV), virus da sindrome de taura (TSV), virus
da cabega amarela (YHV), virus da sindrome da mancha branca (WSSV) e o virus
da mionecrose infecciosa (IMNV) (ANDRADE et al., 2007; LIGHTNER, 2003).

O WSSV foi o patdégeno que trouxe maiores prejuizos a carcinicultura mundial
(WANG et al. 1999), uma vez que os peneideos sdo altamente suscetiveis a esse
virus (LIGHTNER, 2003). O primeiro aparecimento do WSSV ocorreu em Taiwan, no
inicio dos anos 90 (CHOU et al., 1995). Apos contaminar os cultivos de camardes
presentes no continente Asiatico, o virus disseminou-se para outras regides do
mundo, atingindo fazendas produtoras de camardes nos Estados Unidos, América
Central, América do Sul, Europa e Australia (SOTO; LOTZ, 2001; VAN HULTEN et
al., 2001).

Entre dezembro de 2004 e janeiro de 2005, o WSSV foi detectado pela
primeira vez no Brasil, em cultivos no estado de Santa Catarina (APHIS-USDA,
2005). A infecgao dos cultivos catarinenses pelo WSSV inutilizou 20% da producéo
catarinense de camardes, aproximadamente 200 toneladas de camardes, causando
prejuizo de 3 milhdes de reais aos produtores (SEIFFERT et al.,, 2006). Desde
entdo, devido a disseminacdo do WSSV nos cultivos do estado, a carcinicultura em
Santa Catarina vive momentos de decadéncia refletindo na diminuicdo da area
produtiva, reducdo da producdo e do lucro, bem como do numero de postos de
trabalho. Esta situacdo somente foi amenizada recentemente no ano de 2008

quando a disseminacao do WSSV foi parcialmente controlada.

1.2 Virus da sindrome da mancha branca

O WSSV é capaz de infectar uma ampla gama de crustaceos. Caranguejos,
lagostas e siris sdo portadores assintomaticos, enquanto os camardes peneideos
sdo altamente suscetiveis a infecgcao e apresentam a enfermidade da sindrome da
mancha branca (FLEGEL, 1997; LO et al., 1996a). Pelo menos 18 espécies de
camardes peneideos desenvolvem a sindrome da mancha branca, tanto camardes
cultivados em fazendas quanto os de vida selvagem (ESCOBEDO-BONILLA et al.,

2008). O virus infecta o epitélio cuticular, tecidos conectivos e hematopoiéticos, os



orgaos linfoides e o sistema nervoso (SHI et al., 2005). Na espécie L. vannamei a
mortalidade pode alcangar niveis de 90 a 100% dentro de 3 a 7 dias apds a infecgéao
(CHOU et al., 1995; ZHAN et al., 1998).

Os sinais clinicos da enfermidade causada pelo WSSV sao camardes
letargicos, exibindo nado lento na superficie, baixo consumo alimentar, corpo com
uma coloragao rosada a pardo-avermelhado e cauda vermelha (NUNES; MARTINS,
2002). Porém o principal sinal que indica infeccdo pelo WSSV sdo as manchas
brancas no exoesqueleto e na epiderme do camardo, na parte dorsal do rostrum
(Figura 1). Estas manchas sdo depésitos de sais de calcio na epiderme cuticular e
podem ser facilmente observadas a olho nu, sendo que o mecanismo exato da
formagdo destas manchas ainda ndo € bem conhecido, mas é possivel que a
infeccdo pelo WSSV induza a disfungdo do tegumento proporcionando a deposigao
dos sais (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008; NUNES; MARTINS, 2002; WANG et
al.,, 1999). Entretanto, as manchas brancas que originaram a denominagdo da
enfermidade nao constituem um sinal clinico exclusivo dessa sindrome, podendo ser
causada por outra enfermidade de origem bacteriana ou até mesmo por condi¢des
ambientais (WANG et al., 2002).

Figura 1: Manchas brancas caracteristica da infeccdo causada pelo WSSV. (A)
Camarao infectado com WSSV apresentando manchas brancas (Fonte:
pacrc.uhh.hawaii.edu/mexico/en/docs/graphics.htm). (B) Mancha branca na
carapaca do camarao da espécie Penaeus monodon (Fonte: ESCOBEDO-BONILLA
et al., 2008).



A transmissao do WSSV ocorre tanto pela via horizontal quanto pela vertical.
Na transmisséao vertical o agente viral € transmitido dos camardes progenitores aos
camarodes na fase pods-larval e na transmisséo horizontal, que € a principal forma de
disseminagdo do WSSV, a transmissdo do virus ocorre através da agua
contaminada com particulas virais ou dos animais infectados principalmente por
meio do canibalismo de camardes infectados (LIU et al., 2007; QUANG et al., 2008).

O WSSV é um virus envelopado com morfologia oliveo-baciliforme e
dimensdes de aproximadamente 275 nm de comprimento por 120 nm de largura
(WONGTEERASUPAYA et al.,1995). A caracteristica morfolégica mais interessante
deste virus é a presenga de uma extensdo em forma de filamento na extremidade da
particula viral (Figura 2) (DURAND et al., 1997). Devido as caracteristicas peculiares
do WSSV, sua classificagdo taxondmica era incerta, tendo sido inicialmente
classificado como um baculovirus. Recentemente, porém, o Comité Internacional em
Taxonomia de Virus classificou o WSSV em uma nova familia e género: familia
Nimaviridae e género Whispovirus (ICTVdB, 2006).

Figura 2: Micrografia eletrébnica do WSSV. As setas apontam para o filamento na
extremidade do virus (bar = 250 nm) (Fonte: DURAND et al., 1997).

O genoma do WSSV consiste em uma molécula de DNA dupla fita com
aproximadamente 300 kb (YANG et al., 2001). Neste genoma foram identificadas
531 possiveis fases de leitura de transcricdo génica (open reading frames-ORFs),

das quais 181 ORFs provavelmente codificam proteinas funcionais. Até o momento



mais de 40 proteinas do WSSV foram caracterizadas, sendo no minimo 38 proteinas
estruturais, destas 21 estdo localizadas no envelope e 10 presentes no capsideo
(ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008).

S&o cinco os principais polipeptideos presentes na particula viral com massas
moleculares de 28 kDa, 26 kDa, 24 kDa, 19 kDa e 15 kDa, sendo essas proteinas
denominadas respectivamente de VP28, VP26, VP24, VP19 e VP15 (VAN HULTEN,;
GOLDBACH; VALK, 2000; VAN HULTEN et al., 2002). Atualmente, é conhecida a
sequéncia de nucleotideos bem como a localizagdo no genoma dos genes
codificadores das proteinas estruturais acima citadas, sendo estes genes
designados como vp28, vp26, vp24, vp19 e vp15 (VAN HULTEN; GOLDBACH,;
VALK, 2000; VAN HULTEN et al.,, 2000, 2002). A proteina VP15 possui 61
aminoacidos enquanto que a proteina VP19 é constituida por 121 aminoacidos (VAN
HULTEN et al., 2002). As proteinas VP28, VP26 e VP24 possuem quantidade de
aminoacidos muito semelhantes, 204, 204 e 208 aminoacidos respectivamente.
Porém, apesar de apresentarem numero de aminoacidos praticamente iguais,
possuem mobilidades eletroforéticas ligeiramente distintas devido a diferenga nos
pontos isoelétricos, bem como a diferengas conformacionais e modificacbes pos-
traducionais das proteinas, principalmente fosforilagbes, uma vez que nao ha
proteinas glicosiladas no WSSV (VAN HULTEN; GOLDBACH; VALK, 2000; XIE; XU;
YANG, 2006). Estas modificagbes pos-traducionais, além da modificagdo pos-
transcricional do splicing, justificam o fato de a proteina VP28 possuir peso
molecular de 28 KDa quando seu peso tedrico estimado € de 22 KDa (VAN HULTEN
et al., 2000). Inumeras pesquisas demonstraram que as proteinas VP26, VP24 e
VP15 localizam-se no nucleocapsideo enquanto que VP28 e VP19 estio localizadas
no envelope da particula viral do WSSV (Figura 3) (VAN HULTEN; GOLDBACH,;
VALK, 2000; VAN HULTEN et al., 2000, 2002). Quando os perfis protéicos de virus
isolados de diferentes regides geograficas sdo comparados percebe-se que nao ha
variabilidade estrutural entre as 4 proteinas principais (VP28, VP24, VP19 e VP15)
bem como ha baixa variabilidade antigénica entre os isolados (ESCOBEDO-
BONILLA et al., 2008).



== VP | VP24 + VP15

= VPI8 + VP19

Figura 3: Representacdo esquemética do WSSV (Adaptado de VAN HULTEN,
GOLDBACH, VLAK; 2000).

As proteinas estruturais do WSSV sé&o as primeiras moléculas a interagir com
as células do hospedeiro (TSAI et al., 2006). Portanto, acredita-se que as proteinas
do envelope viral exercam papel importante no processo de infeccgao,
desempenhando as fung¢des de reconhecimento e ligagdo aos receptores da
superficie celular do hospedeiro (WU; WANG; ZHANG, 2005). No modelo proposto
para a replicagao viral, o WSSV infecta uma célula suscetivel por meio das proteinas
do envelope viral, principalmente a VP28, que interagem com receptores de
membrana e desta forma o WSSV entra na célula. O envelope fusiona com o
endossomo e o nucleocapsideo é transportado até o nucleo, sendo o genoma do
WSSV liberado dentro do nucleo e entdo o processo de replicagao viral pode ter
inicio. Novas particulas virais sdo formadas no nucleo, resultando na lise da
membrana nuclear. O virus é entado totalmente formado no citoplasma e liberado, por
meio da célula que se rompe, para comecar o ciclo novamente em outra célula
suscetivel (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008; GUOHUA et al., 2004). Além das
funcbes acima citadas, as proteinas estruturais do WSSV também sao importantes
para a determinacido da posicdo taxondmica do virus e para o desenvolvimento de
testes diagnosticos (VAN HULTEN; GOLDBACH; VALK, 2000). A VP28 & muito
importante no processo de infec¢do da célula alvo e juntamente com a VP24,
participa na infeccdo viral (ROBALINO et al., 2006; XIE; XU; YANG, 2006). A
proteina de 28 KDa, umas das proteinas mais abundantes no envelope viral (XIE;

XU; YANG, 2006), possui uma regidao transmembrana de aproximadamente 30 aa na



regido N- terminal (Figura 4) responsavel pela hidrofobicidade, sendo que a remogao

desta regiao aumenta a solubilidade da proteina (TANG et al., 2007).
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Figura 4: Representacao da regido N-terminal transmembranica da proteina
VP28 (Adaptado de TANG et al., 2007).

1.3 Métodos de diagnéstico da sindrome da mancha branca

E essencial diagnosticar precocemente os camarbes doentes para que
possam ser tomadas providéncias a fim minimizar os danos causados pela infeccao
pelo WSSV (OKUMURA et al., 2004). Segundo Lightner e Redman (1998) existem
varios métodos para diagnosticar doengas e identificar patdgenos que acometem
camardes em cultivo. No diagndstico da sindrome da mancha branca as técnicas
laboratoriais mais utilizadas sao: analise histopatolégica, técnicas de biologia
molecular e técnicas que utilizam principios imunoldgicos (POULOS et al., 2001;
YOGANANDHAN et al., 2004).

No exame histologico, cortes de tecido do camardo sao corados com
hematoxilina e eosina e observados ao microscopio Optico comum (BELL;
LIGHTNER, 1988) sendo que as principais manifestagbes histoldgicas visualizadas
no tecido infectado pelo WSSV sao hipertrofia celular e nuclear, além de inclusdes
intracelulares eosinofilicas e necrose tecidual (PANTOJA; LIGHTNER, 2003;



RAJENDRAN et al., 2005). Entretanto, estas manifestagcbes ndo sdo especificas da
infeccao pelo WSSV, uma vez que podem ocorrer em tecidos infectados por outros
patogenos como o YHV, devendo o diagnostico histopatologico ser confirmado com
outra metodologia (PANTOJA; LIGHTNER, 2003).

As principais técnicas de biologia molecular realizadas para detectar WSSV
em amostras de camario sao as reacoes de PCR e hibridizacao in situ. A reagao de
PCR, por ser altamente especifica e sensivel, € considerada padrdao ouro na
deteccdo do WSSV (POULOS et al, 2001). Tapay, Nadala e Loh (1999)
desenvolveram uma das inumeras metodologias de PCR disponiveis para detectar
WSSV, na qual utilizaram iniciadores desenhados a partir de um fragmento do
genoma viral. Esta técnica de PCR foi capaz de detectar WSSV em camardes
infectados provenientes de diferentes regides geograficas. Durand e Lightner (2002)
padronizaram uma metodologia de PCR em tempo real, técnica muito sensivel e
especifica, que quantifica a carga viral presente em diferentes tecidos do camarao.
Apesar de serem técnicas muito especificas e sensiveis existem fatores que limitam
a difusdo da PCR como método de deteccdo, tais como necessidade de enviar as
amostras para laboratorios devidamente equipados, necessidade de pessoal
treinado e principalmente devido a demora na obtencdo do resultado, sendo que
muitas vezes quando o carcinicultor recebe o resultado da reacdo de PCR grande
parte dos camardes ja estdo mortos pela infeccdo por WSSV (ANIL; SHANKAR,;
MOHAN, 2002).

Na técnica de hibridizac&o in situ, sondas especificas para WSSV geradas a
partir de reacdo de PCR e marcadas com composto fluorescente nédo radioativo
hibridizam com o virus presente no tecido e quando observado ao microscépio o
corte histologico positivo para WSSV apresenta-se fluorescente (NUNAN;
LIGHTNER, 1997). Assim como a PCR, a hibridizagéo in situ é bastante sensivel e
especifica, porém este método € pouco viavel como técnica de rotina para detecgao
do WSSV devido a necessidade de ser realizado por profissional treinado em
laboratério devidamente equipado e também devido ao tempo que leva para que o

resultado seja enviado ao carnicicultor (DURAND et al., 1996).

As técnicas laboratoriais que utilizam principios imunologicos fundamentam-

se na interagdo antigeno-anticorpo. Baseados nesse principio basico da imunologia,



os testes para deteccdo do WSSV utilizam anticorpos poli e ou monoclonais
produzidos contra WSSV ou contra suas proteinas estruturais (POULOS et al., 2001;
YOGANANDHA et al., 2004). Os principais testes desenvolvidos até o momento que
utilizam principios imunoldgicos para detectar WSSV sé&o teste de aglutinagdo em

latex, ELISA e teste imunocromatografico.

Zhan et al. (1999, 2004) utilizaram anticorpos monoclonais direcionados
contra WSSV no desenvolvimento de um teste de ELISA que emprega, além destes
anticorpos monoclonais responsaveis pelo reconhecimento do virus, um outro
anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo conjugado com fosfatase alcalina.
Esta técnica apresentou-se especifica para WSSV, uma vez que ndo houve
reatividade com as amostras que continham outros agentes infecciosos de camarao.
Entretanto, a ocorréncia de resultados falso positivo devido a fosfatase alcalina
endoégena do camarao impossibilita o uso deste teste como método de detecgéo
para WSSV. Dentre as varias reacdes imunoenzimaticas desenvolvidas para
deteccdo do WSSV encontra-se a metodologia elaborada por Chen, Wang e Shih
(2002) que emprega trés anticorpos diferentes. Este ensaio utiliza um anticorpo
monoclonal direcionado contra um epitopo da proteina VP28, bem como um
anticorpo policlonal anti-WSSV e um terceiro anticorpo anti-imunoglobulina de
camundongo conjugado com peroxidase. A caracteristica diferencial deste teste é a
capacidade de quantificar as particulas virais presentes na amostra através da

comparacgao da leitura da densidade 6ptica com uma curva padrao.

Liu et al. (2002) padronizaram uma reagao de ELISA para detecgdo do WSSV
diferente das citadas anteriormente, pois utiliza anticorpos monoclonais direcionados
contra diferentes epitopos da proteina VP28. Dois anticorpos monoclonais foram
usados no revestimento dos pocos da placa e um terceiro anticorpo monoclonal foi
conjugado com peroxidase. Estes anticorpos reconhecem a proteina VP28
constituinte do envelope do WSSV e como resultado dessa interacdo antigeno-
anticorpo ocorre uma reacao colorimétrica nos pocgos. Este teste é capaz de detectar
pequenas quantidades de virus presentes na hemolinfa e possui sensibilidade e
especificidade comparavel com a PCR. A realizagado do teste de ELISA é simples,
entretanto necessita ser realizado em laboratorio devidamente equipado. Assim

sendo, o teste de ELISA surge como mais uma técnica para detecgdo do WSSV,



porém, o fato de ser um método enzimatico colorimétrico que necessita ser realizado

em laboratério impede sua aplicagéo nas fazendas de cultivo.

Visando um teste de detecgdo para WSSV que pudesse ser realizado nos
cultivos de camardo, Okumura et al. (2004) produziram um ensaio de aglutinagéo
utilizando particulas de latex. As particulas de latex contém anticorpos policlonais
direcionados contra WSSV aderidos a sua superficie e que interagem com a
particula viral presente na amostra promovendo aglutinagao visivel a olho nu. O
ensaio de aglutinagdo em latex mostrou boa sensibilidade, porém, houve aglutinagéo
nao especifica entre o latex e componentes da hemolinfa, gerando resultados
falsamente positivos o que limita enormemente a utilizagdo desta técnica como
método de diagndstico (OKUMURA et al., 2004, 2005).

Por fim, métodos imunocromatograficos para detecgdgo do WSSV foram
desenvolvidos por diferentes grupos de pesquisadores com o objetivo de
desenvolver um teste de diagndstico rapido, barato e simples que possa ser
realizado nos cultivos de camardes (POWELL et al., 2006; SITHIGORNGUL et al.,
2006; WANG; ZHAN, 2006). De um modo geral, os testes imunocromatograficos
para deteccdao do WSSV utilizam anticorpos de captura e anticorpos conjugados
com ouro coloidal, ambos direcionados contra o WSSV ou contra suas proteinas
estruturais (SITHIGORNGUL et al.,, 2006; WANG; ZHAN, 2006). Nas amostras
infectadas com WSSV submetidas ao teste imunocromatografico, ocorre ligagao
entre o antigeno viral e os anticorpos presentes na tira de papel, resultando em uma
banda colorida visivel a olho nu (Figura 5). Quando realizado com amostras
infectadas com YHV ou TSV, bem como com amostra livre de patégenos, o teste
nao gerou resultado positivo (POWELL et al., 2006; SITHIGORNGUL et al., 2006;
WANG; ZHAN, 2006). Os testes imunocromatograficos para deteccao do WSSV
apresentam sensibilidade inferior quando comparados com a sensibilidade
apresentada pelas técnicas de PCR e ELISA. Estes testes imunocromatograficos
sao também pouco sensiveis na deteccado das fases iniciais da infeccio por WSSV,
que corresponde a poucas horas apds a contaminagao. Entretanto, apresentam boa
sensibilidade quando decorrido aproximadamente 24 horas apos a infecgéo, ou seja,
antes dos sinais clinicos como o aparecimento da mancha branca tornarem-se

evidentes. Portanto, o teste imunocromatografico € uma ferramenta util que pode ser



utilizada no processo de identificacdo de camardes infectados pelo WSSV (POWELL
et al., 2006).
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Figura 5: Diagrama do teste imunocromatogréfico para deteccdo do WSSV
(adaptado de SITHIGORNGUL et al., 2006).



2. JUSTIFICATIVA

A principal técnica utilizada atualmente para deteccdo do WSSV é a PCR.
Embora se trate de uma técnica bastante especifica e sensivel, possui o
inconveniente da demora na liberagdo do resultado. O teste imunocromatografico é
uma otima alternativa de técnica para deteccado do WSSV, pois € bastante rapido,
fornecendo o resultado em poucos minutos, de baixo custo, facil de ser manuseado
e interpretado, ndo havendo necessidade de pessoal capacitado para sua execugao,
podendo ser realizado nas fazendas de cultivo de camarbes sem a necessidade de
enviar amostras para serem analisadas em laboratorios. O diagnéstico precoce que
pode ser obtido pelo teste imunocromatografico apresenta ainda a possibilidade de
controle da enfermidade através de observagdes simples, possibilitando a corregcéo
de problemas ainda em sua fase inicial. Ao ser incluido na rotina da fazenda, torna-
se ferramenta importante no combate as perdas de produgdo e consequentemente

perda financeira na regido sul do pais.

No desenvolvimento do teste imunocromatografico, bem como de outros
métodos de diagndstico baseados no principio imunolégico como teste de ELISA e
aglutinacdo em latex, sdo utilizados anticorpos poli ou monoclonais anti-VP28, que
geralmente sao obtidos empregando-se a proteina recombinante VP28 sintetizada
em sistema heterdlogo. Portanto, a proteina recombinante VP28 € uma importante
ferramenta biotecnolégica que podera ter inumeras aplicacbes, dentre elas a

utilizagdo na produgao de anticorpos monoclonais.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Clonar, expressar e purificar um fragmento recombinante e hidrofilico da

proteina de 28 KDa do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) de camardes.

3.2 Objetivos especificos

e Amplificar o fragmento de DNA codificante para a regido da VP28
compreendida entre o nucleotideo 87 até o final da sequéncia nucleotidica a partir
do DNA total extraido de camardes naturalmente infectados com WSSV;

e Realizar a clonagem do fragmento acima descrito no vetor pGEM-Teasy e
posteriormente no vetor de expressao pET-14b;

e Confirmar a natureza do fragmento de interesse por meio de
sequenciamento de DNA;

e Padronizar as condigdes de expressao da proteina VP28r;

e Expressar a proteina VP28r em sistema procariético;

e Purificar a proteina VP28 recombinante;



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Extracdo do material genético de tecidos de camarfes da espécie

Litopenaeus vannamei naturalmente infectados com WSSV

Material genético total proveniente de tecidos infectados com WSSV foi
purificado pelo método de extracdo do fenol-cloroférmio (LO et al., 1996b;
SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Inicialmente o cefalotorax contendo manchas
brancas foi picotado com auxilio de uma lamina de bisturi e em seguida macerado
em presencga de tampao de extragao (10 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS, 10mM
Tris-HCI, pH 7,4). Ao tecido macerado foi adicionado cerca de 4 volumes do tampéo
de extragado contendo 200 pg de proteinase K/ml de tampao e incubado a 42°C até a
completa digestdo do tecido. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume de uma
mistura fenol-cloroférmio, misturado por inversao e centrifugado por 10 min a 14.000
xg, sendo este processo repetido até obtengdo de uma fase aquosa limpida. A fase
aquosa foi entdo transferida para novo tubo e adicionado um volume igual de
cloroférmio, misturado por inversdo e centrifugado nas mesmas condigdes acima
descritas. Apds a centrifugacao, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e a ela
foi adicionado solugdo de acetato de sédio 0,3 M pH 5,2. Sobre essa solucgao foi
acrescentado 2,5 X volumes de etanol 100% gelado e em seguida a solugéao foi
incubada a -80°C por 1h. Apds esse periodo, o tubo foi centrifugado durante 30 min
a 14.000 xg, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado suspenso com 500 pl
de etanol 70% gelado e centrifugado novamente por 10 min a 14.000 xg. Mais uma
vez o sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o precipitado mantido em uma
estufa a 37°C até a completa volatilizagdo do etanol. Em seguida o precipitado foi
suspenso em 50 uyl de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4) e permaneceu
durante aproximadamente 16 h a temperatura ambiente, sendo entdo incubado com
20 mg/ml de RNAse por 1h a 37°C. Foram, entao, adicionados 50 ul de isopropanol
e o material foi centrifugado por 10 min a 14.000 xg. Ao término da centrifugagéo o
sobrenadante foi descartado e o precipitado suspenso em 500 pl de etanol 70%
gelado e novamente centrifugado nas mesmas condigdes anteriormente descritas. O

sobrenadante foi descartado e o tubo mantido na estufa 37°C para eliminar o



restante do etanol. Adicionou-se entdo 50 ul de TE, sendo o tubo mantido por 6 h a
temperatura ambiente. A qualidade do DNA extraido foi analisada em gel de agarose
1,0% corado com brometo de etideo (0,5 mg/ml), sendo o resultado visualizado sob
luz ultravioleta. A concentracdo de DNA foi estimada em espectrofotdbmetro

(Biophotometer, Eppendorf) na absorbancia de 260 nm.

4.2 Desenho dos iniciadores

Foram desenhados iniciadores especificos para clonar o fragmento hidrofilico
da proteina VP28 a partir do nucleotideo 87 até o nucleotideo 615 da sequéncia
codificante. O par de iniciadores VP28 senso e anti-senso foi projetado com base na
sequéncia codificante da molécula disponivel no GenBank (acesso DQ681069;
NCBI- National Center for Biotechnology Information, disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e com auxilio do programa de bioinformatica
DNASTAR. Nos iniciadores senso e anti-senso foram inseridos, respectivamente,
sitios de restricdo para as enzimas Ndel e BamHI (BioLabs). As sequéncias dos
iniciadores estao listadas na tabela 1. Os iniciadores sintetizados liofilizados foram

suspendidos em agua ultra purificada.

Tabela 1: Iniciadores utilizados na amplificacdo da seqiiéncia codificadora da
regido hidrofilica da VP28.

Nome do Sequéncia 5 - 3’ Sitio de | Temperatura de
iniciador restricdo | anelamento (°C)
VP28 CATATGAATCACAACACTGTGACCAAGACCA Ndel 70
senso
VP28 anti- | ATAGGATCCAGCACGATTTATTTACTC BamHl 60
senso

Regido sublinhada corresponde ao sitio de acdo da enzima de restricao



4.3 Amplificacdo da regido que codifica a sequéncia da regido hidrofilica
da VP28

A amplificagdo da regido que codifica a sequéncia codificadora da regiao
hidrofilica da VP28 foi realizada por PCR na presenca de 20 ng de DNA, 10 pmol de
cada iniciador, 1U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 0,2 mM de cada
dNTP (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, na presenga do tampao da enzima e em um
volume final de 10ul de reacdo. A reagcao de PCR foi feita no termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf), nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a
95 C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 45 seg, etapa de
ligagao dos iniciadores a 60°C por 45 seg e etapa de extensado a 72°C por 1 min. Ao
término dos ciclos, as amostras foram submetidas a uma extensao final a 72°C por 5
min. Os produtos de PCR foram examinados em gel de agarose 1,0% corado com
brometo de etideo (0,5 mg/ml), visualizados sob luz ultravioleta em transluminador e
o resultado fotodocumentado através de camera fotografica digital (KODAK)

utilizando o programa UVP Life Science Software versao 4.0.

4.4 Clonagem do produto de PCR daregiéo hidrofilica da VP28 no vetor
pGEM-Teasy

O produto de PCR de 558 pb foi ligado no vetor plasmidial pGEM-Teasy
(Promega). A reacdo de ligacao foi feita na presenga de 3U da enzima T4 DNA
Ligase (Promega), 50 ng do pGEM-Teasy, 5 pl do tamp&o da enzima, 2 ul do
produto de PCR e 1 ul da agua DEPC, durante 14h a 16°C. O plasmideo resultante
desta ligacao foi denominado pGEM-Teasy-VP28r.

As bactérias Escherichia coli DH5a competentes, previamente preparadas
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001), foram transformadas com o plasmideo pGEM-
Teasy-VP28r por eletroporagdo. Inicialmente as células eletrocompetentes foram
retiradas do freezer -80°C e mantidas no gelo para descongelar lentamente. Em
seguida, sob condicbes estéreis, foi pipetado na cubeta de eletroporagdo 2 pl da
reacao de ligagao e aproximadamente 100ul das células descongeladas. A cubeta
mantida em gelo foi entdo levada ao eletroporador (MicroPulser Electroporator, Bio-

Rad) e submetida ao pulso de aproximadamente 5000 V por 4,8 miliseg. Apds o



choque, com a cubeta ainda no gelo, foi adicionado 1 ml de meio SOC. As bactérias
suspensas em meio SOC foram transferidas para tubo tipo eppendorf e mantidas
durante 1h a 37 'C sob agitagdo. Decorrido esse tempo, 300 pl das bactérias
transformadas foram plaqueados em placas de Petri contendo meio agar LB na
presenca de X-GAL (20 ug/ml), IPTG (0,5 mM), ampicilina (100ug/ml) e incubadas
por 16 h a 37°C.

Apos o crescimento bacteriano foi possivel visualizar colénias de coloragao
brancas e azuis. Para comprovar a presenga do inserto no plasmideo pGEM-Teasy-
VP28r foi realizada reacdo de PCR diretamente das colénias bacterianas de
coloracdo branca, que sdo as colbnias que supostamente contém pGEM-Teasy-
VP28r. Na reacdo de PCR utilizou-se os iniciadores pGEM-F (5-
ACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATA-3) e Excel-R (5-
GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT-3’), os quais sao direcionados para regides
do vetor préximas ao sitio de clonagem. A PCR foi feita utilizando-se uma aliquota
da colbnia bacteriana branca e demais reagentes e condicbes de reagdo foram
idénticas a anteriormente descrita. Os produtos de PCR foram examinados em gel
de agarose 1,0% corado com brometo de etideo, visualizado sob luz ultravioleta em
transluminador para verificagao de presenga de um fragmento de tamanho esperado

de 720 pb correspondente aos pares de bases do inserto mais os do vetor.

4.5 Isolamento de DNA plasmidial das bactérias contendo o plasmideo
pGEM-Teasy-VP28r

Apo6s a comprovagao da presenga do inserto, procedeu-se o isolamento do
DNA plasmidial das colénias bacterianas contendo plasmideo recombinante.
Portanto, as coldnias positivas na reacdo de PCR foram cultivadas em placa de 96
cavidades profundas (deep well) contendo 1 ml de meio LB acrescido de ampicilina
(100 ug/ml) por cavidade, sendo mantida sob agitacdo (120 rpm) a 37°C por um
periodo de 20-24h. Apds o crescimento bacteriano, a placa foi centrifugada por 7
min a 4.000 xg, o sobrenadante foi descartado e em cada cavidade foi adicionado
240 ul de GET (glicose 50 mm, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0). A placa foi
entdo selada com adesivo e agitada em voértex por 2 min, sendo em seguida

centrifugada por 6 min a 4.000 xg, o adesivo entdo removido e o sobrenadante



descartado. Adicionou-se em cada cavidade 80 ul de GET contendo 10mg de

RNAse/ml de solugao e a placa foi agitada no vortex por mais 2 min.

Toda a suspensao de bactérias foi transferida para placa de 96 cavidades
com fundo redondo e adicionado 80 ul de uma solugao contendo NaOH 0,2M e SDS
1% em cada cavidade. A placa foi selada com outro adesivo e por inversao o
conteudo foi misturado. Este processo foi seguido de um periodo de incubagéo por
10 min em temperatura ambiente e em seguida a placa foi centrifugada por alguns
segundos a 4.000 xg. Apos esta centrifugacéo foi adicionado 80 ul de uma solugéo
contendo acetato de potassio 5M e acido acético glacial P.A em cada cavidade. A
placa foi novamente selada e submetida a inversao para misturar as solugoes.
Incubou-se novamente por 10 min a temperatura ambiente e submeteu-se a
centrifugagédo por alguns segundos a 4.000 xg. ApoOs esta breve centrifugagado o
adesivo foi removido e placa foi incubada por 30 min a 90°C, sendo novamente
selada e incubada no gelo por 15 min. A placa foi entdo centrifugada durante 4 min a
4.000 xga4°C.

Cerca de 120 ul de cada cavidade foram transferidos para uma placa filtro
(Millipore MAGV N22) fixada sobre uma microplaca com fundo em V, sendo este
conjunto de placas centrifugado por 5 min a 4.000 xg a 20°C e apods a centrifugagéo
a placa filtro foi removida. Na placa de fundo em V foi adicionado 100 ul de
isopropanol em cada cavidade e esta foi centrifugada por 45 min a 4.000 xg a 20°C.
Apbés o sobrenadante ser descartado foi adicionado 150 pl de etanol 70%
gelado/cavidade e em seguida procedeu-se nova centrifugagdo de 5 min a 4.000 xg
a 20°C. O sobrenadante foi descartado, a placa levada para a estufa a 37°C até a
completa eliminagdo do etanol e entdo foi adicionado 30 pl de agua DEPC para
suspender o precipitado e mantido as 16h a temperatura ambiente. A placa foi

guardada a 4°C até o momento do uso do DNA plasmidial (o GEM-Teasy-VP28r).

4.6 Subclonagem do fragmento codificante da regido hidrofilica da VP28
em vetor de expressao pET-14b

Para a etapa de expressdo protéica, o fragmento codificante da porgao

hidrofilica da VP28 foi extraido do vetor pGEM-Teasy-VP28r e clonado no vetor de



expressao pET-14b (Novagen) (Figura 6). Inicialmente foi feita, separadamente, a
restricdo de aproximadamente 50 ng/ul de pET-14b e de pGEM-Teasy-VP28r com
40U de BamHI (BioLabs), em condi¢gbes salinas adequadas, num volume final de
40ul durante 16h a 37°C. Apds a reagdo de digestdo enzimatica, foi efetuada
separadamente a precipitacdo de cada uma das reac¢des. Adicionou-se inicialmente
80 pl de isopropanol 100% sobre o produto da restricdo, que foi entdo centrifugado
por 30min a 14.000 xg. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao precipitado
100 pl de etanol 70% gelado. Os tubos foram novamente centrifugados a 14.000 xg
por 5min, o etanol descartado, os tubos levados a estufa 37°C para eliminagao total
do etanol e apés a secagem na estufa o precipitado foi suspenso em agua DEPC.
Procedeu-se entdo a reagao em presenga de 40U da enzima Ndel (BioLabs), 15 ul

da primeira reagao, em condi¢des salina adequada, durante 3h a 37°C.

Para comprovar a digestdo completa dos plasmideos, apos a segunda reagao
de digestdo enzimatica, as amostras foram analisadas em gel de agarose 1,0%
corado com brometo de etideo (0,5 mg/ml) e visualizadas sob luz ultravioleta em
transluminador. Os fragmentos esperados correspondiam a uma banda de
aproximadamente 4671 pb correspondente ao pET-14b linearizado, uma outra
banda em torno de 558 pb que corresponde ao fragmento VP28 e também a banda
de 3015 pb referente ao pGEM-Teasy linearizado. Comprovada a digestao
enzimatica por meio da visualizagdo no gel dos produtos das restricbes, pET-14b
linearizado e o fragmento VP28 que foi liberado do pGEM-Teasy estes foram
submetidos & purificacdo, utilizando-se o kit GFX™ PCR DNA and gel band
purification (Amersham) conforme recomendacgdes do fabricante. Apds a purificagao,
o fragmento que codifica a porgcao hidrofilica de VP28 e a forma linearizada do
plasmideo pET-14b, foram entdo submetidos a reacdo de ligagado contendo 1 ul de
tampéao da enzima 10X, 3U de T4DNA ligase (Promega), aproximadamente 50ng de
pET-14b (Novagen) e a mesma quantidade do fragmento que codifica a porgao
hidrofilica de VP28 durante 16h a 16°C, gerando o plasmideo denominado pET-14b-
VP28r.
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Figura 6: Representacdo esquematica do vetor pET-14b (Adaptado de
Novagen, 2006).

4.7 Sequenciamento do fragmento VP28r inserido no vetor de expressao
pET-14b

O PpET-14b-VP28r foi utilizado no processo de transformagdo por
eletroporagdo de bactérias E. coli DH5a. As bactérias transformadas por
eletroporacao foram cultivadas e apds o crescimento bacteriano, o pET-14b-VP28r
foi extraido pelo método de extragao de DNA plasmidial em placa anteriormente
descrito. O sequenciamento do plasmideo contendo o inserto de interesse foi
realizado utilizando-se o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare). Na
reacdo de sequenciamento foram utilizados os iniciadores T7 Promoter (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3') (Novagen) e T7 Terminator (5'-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3") (Novagen), especificos para o vetor pET-14b. A
PCR foi feita com 5 pmol de cada um dos iniciadores, 3,2 pl do Mix dyenamic et
terminator (GE Healthcare) e aproximadamente 1.200 ng de pET-14b-VP28r, sendo
as condic¢des utilizadas as seguintes: 95°C por 1 min, seguido por 30 ciclos de
desnaturagao a 95°C por 20 seg, temperatura de ligagao dos iniciadores a 55°C por

15 seg e extensdo a 60°C por 90 seg. Os produtos foram precipitados com



isopropanol 70% e a leitura das bases foi realizada no sequenciador MegaBace
1000 DNA Analysis System (GE Healthcare).

As sequéncias génicas obtidas foram submetidas a uma avaliacdo de
qualidade pelo programa Phred (indice de confiabilidade >20) (EWING et al., 1998) e
agrupadas em consenso (clusters) através do programa CAP3 (Sequence Assembly
Program) (HUANG; MADAN, 1999). Apo6s essa analise, as sequéncias nucleotidicas
e aminoacidicas deduzidas foram confrontadas e analisadas utilizando-se o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool: http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast), a fim de se
encontrar similaridades com sequéncias nucleotidicas (BLASTN) e protéicas
(BLASTX) de peptideos da proteina VP28. A tradugdo e analise das seqiéncias
aminoacidicas deduzidas foram estimadas utilizando-se o programa virtual ExXPASY

Proteomics (Expert Protein Analysis System: http://us.expasy.org/tools).

4.8 Expressao da proteina VP28r em E. coli BL21(DE3) plysS

Com a finalidade de expressar a proteina VP28r, bactérias E. coli BL21(DE3)
plysS eletrocompetentes foram transformadas com o pET-14b-VP28r. Esta cepa
bacteriana é a indicada pelo fabricante do pET-14b (Novagen) para ser utilizada na
expressao de proteinas cuja sequéncia codificante esta inserida neste plasmideo.

Para isso, o plasmideo pET-14b-VP28r e as células bacterianas foram
submetidos ao processo de eletroporacido realizado como descrito anteriormente,
porém apds o choque as bactérias foram plaqueadas em meio agar LB contendo
ampicilina (100 ug/ml). Apés a transformacéo, foi realizado um pré-cultivo de 10 ml
de meio LB contendo 100ug/ml de ampicilina e 34 ug/ml de cloranfenicol a partir de
uma colbnia isolada da placa de LB agar contendo as coldnias bacterianas
transformadas. O pré-cultivo foi realizado a 37°C por 15h, em uma incubadora com
plataforma de agitacdo a 140 rpm. Deste pré-cultivo foi transferido 1 ml para tubo de
50 ml contendo 24 ml do mesmo meio. O crescimento bacteriano a 37°C foi
verificado por espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf) até atingir a fase
logaritmica de crescimento correspondente a densidade éptica de aproximadamente
0,5-0,7 no comprimento de onda a 600 nm. Neste momento, foi retirada uma

aliquota de aproximadamente 2 ml para verificacdo da expressao protéica basal.



A inducao da expressao foi testada empregando diferentes concentracdes de
IPTG combinadas com diversas temperaturas e tempos de indugéo (Tabela 2). Apds
os testes, o cultivo teve a expressdo induzida com a melhor condicdo que
compreende na adigdo de IPTG em uma concentragdo final de TmM sob agitagcéo
(120 rpm). Apos 4h, duas aliquotas de 2 ml foram retiradas do cultivo, centrifugadas
por 10 min a 10.000 xg, a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e o0s
precipitados bacterianos suspensos em 200 pl de tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0
(Tris-HCI) contendo inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma).
Uma das amostras, mantida no gelo, foi submetida a 5 ciclos de sonicagéo a 12 Hz
por 40 s no sonicador 60 sonic Dismembrator (Fisher Scientific). Apds a sonicacao a
amostra foi centrifugada a 10.000 xg por 10 min a 4°C, o sobrenadante e o
precipitado foram separados em diferentes tubos, sendo o precipitado suspendido
em tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0.

Tabela 2: CondicOes de inducéo de expresséao da VP28r

Concentracao de Temperatura de Tempo de inducgéao (horas)
IPTG (mM) inducao ('C)

1 37 1,3,4e5
1 17 1,3e5
1 27 5

0,5 27 5
1 17 16

0,5 17 16




4.9 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blotting
do extrato protéico das bactérias contendo plasmideo recombinante pET-14b-
VP28r

O perfil de expressao protéica a partir das aliquotas recolhidas foi analisado
por eletroforese em gel de poliacrilamida (Ready Gel System, Bio-Rad) sob
condigdes desnaturantes e redutoras (SDS-PAGE). As amostras analisadas foram
misturadas ao tampao de amostra (SDS 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol
0,02%, beta-mercaptoetanol 200mM, Tris-HClI 240mM, pH 7) e submetidas a
aquecimento a 100°C por 5 min, sendo posteriormente aplicadas no gel. O gel onde
as amostras foram aplicadas compreende em um gel de empacotamento na
concentragdo de 5% de poliacrilamida e um gel de separagcdo de 15% de
poliacrilamida, sendo a eletroforese feita em presenga de tampao de corrida (SDS
0,1%, glicina 190mM, Tris 25mM) numa corrente elétrica de 20 mA por

aproximadamente 3h.

As bandas protéicas foram reveladas incubando-se os géis em solugéo
corante contendo Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,25% dissolvido em isopropanol
50% e acido acético 10% v/v em agua DEPC. Uma solugao contendo acido acético
glacial a 10% e metanol a 45% v/v em agua ultrapura foi utilizada para descorar o

gel e assim possibilitar a visualizagdo das bandas protéicas.

A outra aliquota colhida do cultivo, que nao foi submetida a sonicacéao, foi
utilizada para avaliar a expressao da proteina VP28r através da imunodeteccao da
cauda de polihistidina presente na proteina recombinante por meio do Western
blotting. Inicialmente esta amostra foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE em
condicbes desnaturantes, nas mesmas condicdes acima descritas. Apds a
separagao das bandas protéicas no gel foi realizada a transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose. A transferéncia se deu através do sistema mini trans-
blot cell (Bio-Rad) utilizando tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%, agua ultrapura q.s.p 2l) durante 15 h a 25 v em banho de gelo dentro
da geladeira. Para verificagdo da transferéncia a membrana foi corada com
vermelho de Ponceau 0,5%. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada com
solugdo de bloqueio (leite em pd desnatado 5%, PBS-Tween 0,1%) por 1h a

temperatura ambiente (TA), em constante agitacdo. Apos 1h, lavou-se a membrana



4x por 5 min com tampéo de lavagem (Tris 25 mM, NaCl 0,15M, Tween 0,1%). Em
seguida a membrana foi incubada por 90 min a TA com anticorpo anti-polihistidina
de camundongo (Sigma) diluido em tampao de lavagem (1:5000). Lavou-se
novamente a membrana 4x por 5 min e foi entdo incubada com anticorpo secundario
anti-imunoglobulina de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma), também
diluido em tampao de lavagem (1:10000), por 1h e apds a incubagao a membrana

foi lavada 5 x de 5 min com tamp&o de lavagem.

Para revelagdo, 500 yl de uma mistura dos reagentes do kit ECL (ECL
western blotting, GE healthcare) foi colocada sobre a membrana, cobrindo toda a
superficie da membrana. Apdés 1min, escorreu-se o excesso da mistura e a
membrana foi depositada sobre uma placa de vidro dentro do cassete e sobre a
membrana foi colocada uma transparéncia. Neste momento apagou-se a luz, o filme
foi cortado na dimensdo correspondente a membrana, colocado sobre a
transparéncia, o cassete foi fechado em seguida e aguardou-se 5 min. Decorrido os
5min, o cassete foi aberto, o filme foi retirado com auxilio de uma pinga e
mergulhado durante 2min em solucao reveladora (KODAK). Em seguida, o filme foi
mergulhado no acido acético por 30s, seguiu para a solugdo fixadora (KODAK) onde

ficou imerso durante 30s e finalmente lavado com agua.

4.10 Purificacao da VP28r

A proteina VP28r foi purificada da frac&do insoluvel do precipitado bacteriano,
a partir de corpos de inclusdo, por metodologia baseada na afinidade por ions
metalicos imobilizados. A purificagdo foi realizada sob condicbes desnaturantes,
empregando tampdes com alta concentragcdo de uréia (8M) e pH decrescente (8,0
6,3 e 4,5) (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquemética do processo de purificacdo da
VP28r (Adaptado de QIAGEN, 2003).

Para purificacdo protéica foi necessario aumentar o volume do cultivo
bacteriano. Portanto, 5 ml do pré-cultivo das colénias bacterianas transformadas
com o pET-14b-VP28r foram transferidos para um erlenmeyer de 500ml contendo
150 ml do meio LB com 100ug/ml de ampicilina e 34 pg/ml de cloranfenicol. O cultivo
teve a expressao induzida pela adicéo de IPTG (concentragao final de 1mM), sendo
as condicdes de expressao 37°C por 4h, sob agitagao (120 rpm). Ao término das 4h,
uma aliquota de 2 ml foi retirada do cultivo, centrifugada por 10 min a 10.000 xg a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado bacteriano suspendido em 200 ul
de tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0. O restante do cultivo foi centrifugado a 6.000 xg
por 20 min a 4°C sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado celular

suspenso em Tris-HClI 20mM pH 7,4 e novamente centrifugado nas condi¢des



descritas acima. Apds esta segunda centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e

o precipitado bacteriano submetido a purificacdo descrita a seguir.

Para a purificagcdo da VP28r utilizou-se primeiramente a resina Ni-NTA
agarose (QIAGEN). Cerca de 200ul de resina foram equilibrados com 400ul de
tampao contendo uréia 8M, NaH,PO4 100mM, Tris-HCI 100mM pH 8,0. As células
bacterianas foram ressuspendidas neste tampao na proporgdo de 5ml de tampao/g
de precipitado, mantidas sob leve agitagcdo por 1h a 60°C. Decorrido esse tempo,
procedeu-se uma centrifugacdo a 10000 xg por 30 min a 4°C, sendo que o
sobrenadante retirado e misturado a resina. A resina em contato com o
sobrenadante foi entdo mantida a 4°C por 1h sob agitagao, centrifugada por 3min a
100xg, o sobrenadante passado para novo tubo e a resina submetida a 3 etapas de
lavagem por 3 min a 1000xg com 1ml de tampao de lavagem (uréia 8M, NaH;PO4
100mM, Tris-HCI 100mM pH 6,3). Procedeu-se entdo a etapa de eluicdo da
proteina, na qual a resina foi misturada com 200ul de tampao de eluicéo (uréia 8M,
NaH;PO4 100mM, Tris-HCI 100mM ph 4,5), mantida no gelo por 3 min e em seguida

centrifugada por 3min a 1000xg a 4°C, sendo este processo repetido por 3x.

Apos esta etapa de purificagdo, as aliquotas provenientes desta primeira
purificacdo foram submetidas a um segundo protocolo de purificagdo, utilizando a
coluna de purificagdo NTA colum (QIAGEN). Inicialmente a coluna foi equilibrada
com 600pl de tampao contendo uréia 8M, NaH,PO4 100mM, Tris-HCI 100mM pH
8,0, sendo centrifugada por 2min a 700xg. Em seguida foi adicionado 600ul das
fragbes eluidas na primeira etapa de purificagdo na coluna e esta foi centrifugada
durante 4min a 700xg. A coluna foi entdo lavada 3x com 600ul de tamp&o de
lavagem sendo centrifugada por 2min a 700xg. Para finalizar, adicionou-se 200ul de
tampao de eluicdo na coluna e esta foi centrifugada por 2min a 700xg sendo este
procedimento efetuado 3x. Em ambos os protocolos de purificacdo seguiu-se as
orientagdes do fabricante. Durante as etapas do segundo processo de purificagéao,
foram separados pequenos volumes das lavagens e eluigbes que foram submetidas
a analises por SDS-PAGE.

As eluicbes provenientes da ultima purificagcdo foram submetidas a dialise
para eliminagdo da uréia presente nas amostras purificadas, utilizando uma

membrana de celulose (MW 5.3 kDa, SIGMA) colocada entre as eluigdes e o tampao



de dialise contendo NaCl 500 mM, EDTA 0,5 mM, glicerol 20-40% , DTT 5 mM, Tris-
HCI 100 mM, pH 8,5. As amostras foram dialisadas por 48h sob agitacdo a 4°C,
sendo o tampéao de didlise trocado a cada 16h. Apds a diadlise, a determinacao da

concentragao protéica foi realizada de acordo com o método descrito por Bradford
(1976).



5. RESULTADOS

5.1 Amplificacao da sequiéncia codificadora da proteina VP28r

A porg¢ao do gene que codifica a regido hidrofilica da proteina foi amplificada
por PCR a partir de DNA total extraido do tecido de camardes infectados
naturalmente com WSSV. A temperatura ideal de anelamento dos iniciadores foi de
60°C e a amplificagdo da regido de interesse produziu um fragmento de

aproximadamente 558 pb, condizente com o tamanho esperado (Figura 8).

1000 pb

500 pb 558 pb

100 pb

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de
etideo, demonstrando a amplificacdo do fragmento de interesse (558 pb) pela
PCR, a partir do DNA total extraido de camardes infectados com WSSV. 1:
padrao de peso molecular (Genruler 100 pb DNA ladder) 2: controle negativo
(reagdo de PCR realizada na auséncia de DNA); 3: amplificagdo da porgéo do gene
de VP28.



5.2 Clonagem, expresséao e purificagdo da VP28r

5.2.1 Clonagem da regiao codificadora da por¢ao hidrofilica da proteina
VP28r

O produto de PCR obtido (558 pb) foi clonado primeiramente no vetor pGEM-
Teasy (Promega). O produto da ligagdo, denominado pGEM-Teasy-VP28r, foi
utiizado na transformacédo de bactérias E. coli DH5a, resultando em diversas
colonias bacterianas contendo o plasmideo. O plasmideo pGEM-Teasy-VP28r foi
extraido das bactérias transformadas e submetido as reacdes enzimaticas de
clivagem, resultando na liberagcdo do fragmento correspondente a sequéncia
codificadora da VP28r. A sequéncia codificadora da porgcao hidrofilica da VP28
liberada do pGEM-Teasy foi purificada e entdo submetida a reagéo de ligagdo com o
vetor de expressado pET-14b (Novagen). A reagao de ligagao resultou no plasmideo
pET-14b-VP28r que foi empregado tanto nas etapas de seqlenciamento quanto na

de expressao da proteina recombinante.

5.2.2 Sequenciamento da regido codificadora da porc¢éao hidrofilica da proteina
VP28r

Para a reacdao de sequenciamento, primeiramente procedeu-se a
transformacado de bactérias E. coli DH5a com o pET-14b-VP28r. Das colbnias
bacterianas resultantes do processo de transformacao foi extraido DNA plasmidial e
este DNA foi empregado na reagao de seqlenciamento. O sequenciamento do pET-
14b-VP28r foi realizado utilizando-se o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare) no sequenciador MegaBace 1000 DNA Analysis System (GE
Healthcare).

A sequéncia nucleotidica gerada na reagao de sequenciamento do fragmento
de DNA codificante para a porgao hidrofilica da proteina (VP28r) inserido no
plasmideo pET14-b foi confrontada com a sequéncia correspondente a proteina
VP28 disponivel no GenBank (acesso n°. DQ681069) e observou-se a totalidade de

similaridade entre as bases (Figura 9).



VP28-GB ATGGATCTTTCTTTCACTCTTTCGGTCGTGTCGGCCATCCTCGCCATCACTGCTGTGATT 60

VP28-GB GCTGTATTTATTGTGATTTTTAGGTATCACAACACTGTGACCAAGACCATCGAAACCCAC 120
VP28-seq TCACAACACTGTGACCAAGACCATCGAAACCCAC

VP28-GB  ACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTCCGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTT 180
VP-28seq ACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTCCGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTT

VP28-GB GGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTTGACAGCGACACCTTGGGCAAAATC 240
VP28-seq GGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTTGACAGCGACACCTTGGGCAAAATC

VP28-GB AAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAGGAAGAAGATGCGGATCTTGTCATC 300
VP28-seq AAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAGGAAGAAGATGCGGATCTTGTCATC

VP28-GB ACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTGGGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGA 360
VP28-seq ACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTGGGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGA

VP28-GB ACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATCAACATCACTGGTATGCAGATGGTG 420
VP28-seq ACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATCAACATCACTGGTATGCAGATGGTG

VP28-GB CCAAAGATTAACCCATCAAAGGCCTTTGTCGGTAGCTCCAACACCTCCTCCTTCACCCCC 480
VP28-seq CCAAAGATTAACCCATCAAAGGCCTTTGTCGGTAGCTCCAACACCTCCTCCTTCACCCCC

VP28-GB GTCTCTATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTGTGTGGTACCACCTTTGGCGCACCA 540
VP28-seq GTCTCTATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTGTGTGGTACCACCTTTGGCGCACCA

VP28-GB ATTGCAGCTACCGCCGGTGGAAATCTTTTCGACATGTACGTGCACGTCACCTACTCTGGC 600
VP28-seq ATTGCAGCTACCGCCGGTGGAAATCTTTTCGACATGTACGTGCACGTCACCTACTCTGGC

VP28-GB ACTGAGACCGAGTAA 615
VP28-seq ACTGAGACCGAGTAA

Figura 9: Sequéncia de nucleotideos codificante para a regido hidrofilica da
proteina VP28 presente no plasmideo pET-14b-VP28r, determinada através do
sequenciamento de DNA. VP28-seq: sequéncia gerada pela reagdo de
sequenciamento das bases codificantes da VP28r; VP28-GB: sequéncia de
nucleotideos disponivel no GenBank. O asterisco (*) indica regides de similaridade
de bases nucleotidicas. A regido da VP28-GB sem comparagdo indica a porgéo
codificante da regido hidrofébica transmembrana N-terminal.




As sequéncias aminoacidicas também foram comparadas. A sequéncia
aminoacidica da VP28r foi deduzida através do programa ExPASY Proteomics a
partir da sequéncia de nucleotideos geradas no sequenciamento e esta foi
confrontada com a sequéncia aminoacidica da VP28 disponivel no GenBank
(acesso n°. DQ681069) (Figura 10). A comparagdo destas sequéncias

aminoacidicas demonstrou 100% de similaridade entre elas.

VP28-seq MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMNHNTVTKTIETHTDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKM 60

VP28-GB DLSFTLSVVSAILAITAVIAVFIVIFRYHNTVTKTIETHTDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKM

VP28-seq TDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMKEEDADLVITPVEGRALEVTVGQNLTFEGTFKVWNN 120

VP28-GB TDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMKEEDADLVITPVEGRALEVTVGQNLTFEGTFKVWNN

VP28-seq TSRKINITGMQMVPKINPSKAFVGSSNTSSFTPVSIDEDEVGTFVCGTTFGAPIAATAGG 180

VP28-GB TSRKINITGMQMVPKINPSKAFVGSSNTSSFTPVSIDEDEVGTFVCGTTFGAPIAATAGG

VP28-seq NLFDMYVHVTYSGTETE 197

VP28-GB NLFDMYVHVTYSGTETE

Figura 10: Sequéncia de aminoacidos deduzida da proteina recombinante
VP28r comparada com a seqiéncia da VP28 disponivel no GenBank. VP28-seq:
sequéncia aminoacidica deduzida a partir do resultado do sequenciamento; VP28-
GB: sequéncia aminoacidica disponivel no GenBank (acesso n°. DQ681069). O
asterisco (*) indica os locais de similaridade entre as sequéncias, a regido destacada
em cinza indica os aminoacidos presentes na proteina recombinante excluindo-se a
porcao do pET-14b e as letras em vermelho correspondem a cauda de histidinas na
regiao N-terminal.




5.2.3 Expressao da VP28r

Para expressao da proteina VP28r, bactérias E. coli BL21(DE3) plysS foram
transformadas, inserindo-se o pET-14b-VP28r. A inducédo da expressao da VP28r foi
testada em diferentes condigdes com a finalidade de encontrar a condi¢cdao de
expressdao em que grande quantidade de proteina fosse expressa e de preferéncia
na fracdo soluvel, sem formar corpos de inclusdo encontrados na fragao insoluvel,
uma vez que € mais recomendado purificar a proteina quando esta se encontra na
fracao soluvel pelo fato de ndo requerer condicbes desnaturantes. Apesar das
diferentes condigdes testadas nao foi possivel expressar a proteina em quantidade
abundante na fracao soluvel, sendo que a melhor condi¢cao de indugao de expressao
obtida foi quando se utilizou 1mM de IPTG, a 37°C, durante 4 h sob agitagdo. Nestas
condigdes foi possivel visualizar, no gel de poliacrilamida a 15%, uma banda mais
intensa na altura de aproximadamente 20 KDa correspondendo ao tamanho
esperado da VP28r. Com a sonicacao obteve-se duas fragées: uma soluvel e outra
insoluvel. A analise destas fragdes revelou que a totalidade da proteina encontrava-

se na fracdo insoluvel (Figura 11).

50 KDa

20 KDa
15 KDa

Figura 11: Analise da inducdo de expressdo da VP28r em SDS-PAGE 15%,
mostrando o tamanho de aproximadamente 20 KDa bem como sua maior
concentracdo na fracdo insoluvel. 1: padrédo de peso molecular; 2: extrato de E.
coli BL21(DES3) plysS; 3: extrato de E. coli BL21(DE3) plysS contendo o pET-14b; 4:
extrato de E. coli BL21(DE3) plysS contendo o pET-14b-VP28r sem indugéo; 5:
extrato de E. coli BL21(DE3) plysS contendo o pET-14b-VP28r apds a indugao da
expressao; 6: Fracao insoluvel; 7: Fracao soluvel .



Antes de iniciar a etapa de purificacéo, foi necessario confirmar se a proteina
presente em maior quantidade no perfil de expressao das bactérias apds a indugao
com IPTG era realmente a VP28r. Para isso, uma aliquota do precipitado bacteriano
obtido apds inducédo da expresséo foi submetido a analise por Western blotting e
como resultado deste teste observou-se uma banda na altura de aproximadamente
20 KDa (Figura 12). Esta banda corresponde a uma proteina que possui na sua
composic¢ao varias histidinas consecutivas, caracteristica condizente com VP28r que

possui uma cauda contendo 6 histidinas na sua composi¢cao aminoacidica.

20 KDa

Figura 12: Western blotting demonstrando a presenca da VP28r no extrato
protéico da E. coli BL21(DE3) plysS abrigando pET-14b-VP28r apds inducéo da
expresséo. 1: precipitado bacteriano ndo induzido; 2: precipitado bacteriano apés
inducao da expressao.

5.2.4 Purificagao da VP28r

A purificacdo da VP28r foi realizada a partir dos precipitados bacterianos, uma
vez que esta se encontra na fragdo insoluvel. O precipitado bacteriano foi
primeiramente submetido a condicbes desnaturantes para solubilizagcdo da proteina
encontrada sob a forma de corpos de inclusdo. Apds a solubilizagado procedeu-se a
purificacdo, sendo que para obter melhor rendimento do processo realizaram-se
duas etapas de purificagdo. Primeiramente foi utilizada a resina Ni-NTA agarose
(QIAGEN) e as eluigdes provenientes desta primeira purificagdo foram submetidas a

um segundo protocolo utilizando a coluna de purificagdo NTA (QIAGEN). lIsto



permitiu que grande parte da proteina estivesse presente nas elui¢gdes, restando
pouca quantidade nas lavagens, garantindo que nas eluicbes fosse encontrada
maior quantidade de proteina recombinante sem a presenca das demais proteinas

bacterianas (Figura 13).

50 KDa

30 KDa

20 KDa

Figura 13: Perfil eletroforético do lisado bacteriano e fases da segunda
purificacdo protéica da VP28r. M: marcador de peso molecular; 1: extrato de E. coli
BL21(DES3) plysS contendo pET-14b; 2: extrato de E. coli BL21(DE3) plysS contendo
pET-14b-VP28r sem inducao; 3: extrato de E. coli BL21(DE3) plysS contendo pET-
14b-VP28r apds a indugao da expresséo; 4: lisado celular; 1L: primeira lavagem; 2L:
segunda lavagem; 3L: terceira lavagem; 1E: primeira eluicdo; 2E: segunda eluigao;
3E: terceira eluigéo.

A concentracao protéica das eluicdes provenientes das purificagcdes apos a
didlise foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976). Obteve-se

concentracoes finais de VP28r variando de 128 a 241 pg/ml.



6. DISCUSSAO

O WSSV é um virus que infecta inUumeros crustaceos, mas os camardes
peneideos sdo altamente suscetiveis a este virus, sendo que o0s niveis de
mortalidade chegam a 100% dentre 3 a 10 dias apos a infec¢do (LIU et al., 2002). A
infeccdo severa pelo WSSV tem como principal sinal clinico o aparecimento de
manchas brancas visiveis a olho nu na parte dorsal do rostrum dos camardes
(ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Este virus dissemina-se rapidamente causando
prejuizos aos criadores. O primeiro aparecimento do WSSV foi em Taiwan, no inicio
dos anos 90 (CHOU et al., 1995) e a partir deste local o virus propagou-se pelo
mundo chegando no Brasil no final de 2004, quando o WSSV foi detectado nas
fazendas de cultivo de camardes do estado de Santa Catarina (APHIS-USDA, 2005).
A enfermidade da sindrome da mancha branca que acomete os camardes cultivados
e também selvagens possui grande importancia econdémica, pois quando um cultivo
€ acometido pelo WSSV a mortalidade € muito grande, gerando enormes perdas
financeiras aos criadores.

Métodos de deteccdo do WSSV sdo importantes, pois possibilitam aos
criadores detectar a presenca do virus no cultivo e assim tomar as providéncias de
contencao da disseminacgao viral para impedir as perdas econémicas. As proteinas
estruturais do WSSV, principalmente as proteinas presentes no envelope, como a
VP28, sdo utilizadas como imundgenos na obtencdo de anticorpos poli e
monoclonais, que podem entdo ser empregados na confecgédo de varios testes de
deteccdo deste virus. Muitas vezes estas proteinas sdo obtidas empregando-se a
tecnologia de sintese protéica em sistemas recombinantes, uma vez que esta
técnica permite que somente a parte desejavel da proteina seja sintetizada, além de
fornecer grande quantidade de proteina funcional. A expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli € o método mais utilizado para obtengdo de grandes
quantidades de proteinas com baixo custo, sendo que as proteinas obtidas com esta
tecnologia sdo amplamente utilizadas em pesquisas na area de biotecnologia e na
industria farmacéutica (SCHMIDT, 2004).

Através do uso desta ferramenta biotecnolégica, producdo de proteinas
recombinantes em E. coli, Liu et al. (2002) e Sithigorngul et al. (2006)
desenvolveram trabalhos nos quais a proteina VP28 é expressa por cepas de E. coli

e a proteina recombinante resultante € aplicada em testes de detec¢gao do WSSV.



No trabalho de Liu et al. (2002), a VP28 recombinante é utilizada na producao de
anticorpos monoclonais que sdo posteriormente empregados no desenvolvimento de
um teste de ELISA do tipo captura, que se mostrou bastante sensivel na deteccao
do WSSV presente tanto em tecidos quanto na hemolinfa de camardes. Ja
Sithigorngul et al. (2006) empregaram a proteina recombinante na obtencdo de
anticorpos policlonais que foram utilizados no desenvolvimento de um teste
imunocromatografico bastante pratico que pode ser facilmente utilizado nas
fazendas de cultivo.

Uma vez que a VP28 destaca-se como a proteina de escolha para a producéo
de anticorpos empregados nos testes de deteccdo do WSSV, pois € a proteina mais
abundante no envelope viral, o presente estudo visou a expressao e purificacdo de
um fragmento hidrofilico da VP28 para que no futuro este fragmento recombinante
possa ser utilizado na producdo de anticorpos monoclonais que potencialmente
serdao empregados na confeccdo de um teste imunocromatografico. Este teste
imunocromatografico € um teste de baixo custo, rapido e podera ser aplicado pelos
préprios carcinicultores nos cultivos de camardes para deteccdo do WSSV.

No presente estudo, para se obter a proteina recombinante, VP28,
inicialmente foi feito um estudo da sequéncia génica codificante para a VP28 e desta
analise decidiu-se amplificar somente uma parte da proteina, excluindo-se a regido
responsavel pela por¢do transmembrana. A regido transmembranica € hidrofdbica,
influenciando na solubilidade protéica e dificultando sua expressdao em sistemas
recombinantes (TANG et al., 2007; XIE; XU; YANG, 2006). A exclusado da regiao N-
terminal hidrofébica da VP28 também foi realizada por Witteveldt et al. (2004)
quando produziu uma proteina recombinante com intuito de utilizar a VP28 no
desenvolvimento de uma vacina oral administrada aos camaroes.

Porém, mesmo com a exclusdo desta porgcdo transmembrana, a proteina
mantém algumas de suas caracteristicas como a antigenicidade. Almejando
amplificar a regido hidrofilica da sequéncia codificadora da VP28, iniciadores foram
desenhados com auxilio de um programa de bioinformatica e sintetizados. A reacgéo
de PCR foi feita utilizando-se DNA extraido de camardes naturalmente infectados
pelo WSSV e foi possivel amplificar um fragmento de aproximadamente 558 pb,
condizente com o tamanho esperado para a por¢ao da sequéncia nucleotidica
codificadora da porcado hidrofilica da VP28. A amplificacdo de um fragmento

codificante da VP28 também foi realizada no estudo feito por Chaivisuthangkura et



al. (2004). Porém, tais autores optaram por amplificar a regiao codificadora da VP28
a partir de 118 nucleotideos apds o cédon de iniciagdo (ATG), gerando um
fragmento de 516 pb que foi utilizado na construgdo de um vetor de expresséo
visando a inducéo da expressao protéica.

Neste estudo, o fragmento codificante para a VP28r, obtido através da reagao
de PCR, foi clonado no vetor pGEM-Teasy e posteriormente subclonado no vetor de
expressao pET-14b. O plasmideo recombinante pET-14b-VP28r foi sequenciado e
confirmou-se a insercao correta da sequéncia codificante para a parte hidrofilica da
proteina VP28. Além desta informagao, com o resultado do seqlienciamento foi
possivel constatar a identidade entre a sequéncia nucleotidica disponivel no
GenBank (acesso DQ681069) e a sequéncia de nucleotideos obtida na reagcédo de
sequenciamento. Quando analisado somente os nucleotideos codificadores da
VP28r, excluindo-se as bases responsaveis pela regido transmembrana hidrofébica,
observou-se a similaridade total entre as bases. Esta observacao foi importante,
uma vez que cepas virais de diferentes origens podem apresentar diferencas na sua
composicao genética (MARKS et al., 2004). No presente trabalho néo foi constatada
diferencas de bases nucleotidicas entre a sequéncia de nucleotideos disponivel no
GenBank, que é proveniente de virus isolado na india, e a seqiiéncia de
nucleotideos geradas no sequenciamento que é proveniente do material genético de
WSSV extraido de camaréo naturalmente infectado e coletado em cultivos no sul do
Brasil. Este resultado esta de acordo com os resultados obtidos por Garza et al.
(2008) e Seok et al. (2004), onde o sequenciamento da regido codificante para a
VP28 de virus isolados no México e na Coréia, respectivamente, ndo demonstrou
diferenca com as sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank para a VP28 de
virus isolados de diversos paises. Devido a homologia total entre as bases
nucleotidicas, as composi¢des aminoacidicas também revelaram 100% de
identidade como pode ser visto no alinhamento das sequéncias de aminoacidos.

A expressdo de proteinas heterélogas em E. coli pode frequentemente
promover a formagado de agregados insoluveis da proteina, denominados corpos de
inclusdo (VALLEJO; RINAS, 2004). A formacgao dos corpos de inclusdo depende de
uma série de fatores como a natureza da proteina, a taxa de expressao protéica, a
composicédo e o pH do meio de cultivo e a localizag&o celular da proteina expressa
(HOCKNEY, 1994; MARCO et al., 2005). Bactérias da cepa E. coli BL21(DE3)plysS

possuem no seu genoma um sistema sujeito a regulacdo denominado operon lac.



Quando uma substancia indutora analoga da lactose, como o IPTG, é adicionado ao
meio de cultivo, este composto liga-se ao repressor que entdo nao pode mais se
ligar ao DNA no sitio operador, resultando na expressdo génica constitutiva da T7
RNA polimerase. O pET-14b por sua vez, também possui o sistema operon lac e na
presenca do IPTG o repressor ndo consegue ligar-se ao operador, permitindo assim
a acao da enzima T7 RNA polimerase na regidao promotora do operon, resultando na
expressédo do gene exogeno inserido no vetor (Figura 14). Pelo fato de o IPTG agir
em 2 operons distintos espera-se que a expressao de proteinas heterélogas neste
sistema seja altamente regulada (NOVAGEN, 2006; ZAHA et al., 2003). Esta cepa
bacteriana também possui na sua constituicdo genémica o plasmideo pLysS que
proporciona baixos niveis intracelulares de T7 lisozima, um inibidor da T7 RNA
polimerase (NOVAGEN, 2006).
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Figura 14: Representacado esquematica da regulacdo da expressao protéica em

um sistema recombinante contendo pET (Fonte: Novagen, 2006).



No presente estudo a inducdo da expressdo da VP28r com IPTG em
bactérias E. coli BL21(DE3)plysS gerou uma quantidade significativa de proteina
recombinante. Quando ocorre alto nivel de expressao protéica, a proteina tende a
formar corpos de inclusdo que ficam depositados na fragao insoluvel, podendo haver
também proteina na fragdo soluvel. A analise por SDS-PAGE das fragdes
provenientes da sonicagdo do precipitado bacteriano revelou que a totalidade da
VP28r estava na fracdo insoluvel. Mesmo quando foram testadas diferentes
temperaturas e concentracdes de IPTG na inducdo da expressdo, com intuito de
obter proteina na fase soluvel, ndo se obteve quantidades significativas de VP28r
soluvel.

A analise por SDS-PAGE do perfil protéico do lisado da bactéria E. coli
BL21(DE3)plysS apés a indugdo da expressdo demonstrou a presengca de uma
banda bem evidente na altura de aproximadamente 20 kDa. Este resultado difere da
maioria dos resultados obtidos por outros autores que obtiveram a VP28
recombinante de aproximadamente 28 KDa, uma vez que nesses estudos utilizaram
todo o gene da proteina no desenvolvimento do sistema de expressao (LIU et al.,
2002; YOGANANDHAN et al., 2004; ZHANG et al., 2002).

Enquanto que no presente estudo, para confirmar que a banda proeminente
na altura de 20 KDa apds a inducao da expressdo correspondia a VP28r foi
realizado um ensaio de Western blotting no qual foi utilizado um anticorpo anti-
histidina. O resultado deste procedimento assegurou que a banda mais intensa na
altura de 20 KDa, visualizada apds a inducdo da expressio, corresponde a uma
proteina que contém polihistidina na sua composicao, caracteristica condizente com
a VP28r que apresenta cauda de histidinas conferida pelo vetor pET-14b. Este tipo
de analise por Western blotting utilizando anticorpo anti-histidina também foi
empregado por Yoganandhan e colaboradores (2004) para confirmar a expresséo de
VP28 recombinante fusionada a cauda de histidinas no trabalho que utiliza a VP28
recombinante na obtencao de antisoro policlonal.

A histidina possui afinidade por ions metalicos e a presenca de seis histidinas
na regidao N-terminal da proteina recombinante possibilitou sua purificacdo baseada
na afinidade por ions metélicos imobilizados na resina ou na coluna. Este método,
em que ions metalicos como Zn*?, Cu™ ou Ni*? sdo imobilizados a uma matriz, é

utilizado para purificagdo de uma imensa variedade de proteinas e peptideos



contendo cauda de histidinas e também simplifica o processo de purificacdo
(SULKOWSKI, 1985). No presente estudo a purificacao foi realizada sob condi¢oes
desnaturantes, ou seja, utilizando tampdo com alta concentragdo de uréia para
solubilizar a proteina que estava sequestrada em corpos de inclusdao e assim
permitir sua purificacdo. A solubilizacdo da proteina expde totalmente a cauda de
histidina, favorecendo sua ligagdo com o ion metalico e conseqlentemente
aumentando a eficiéncia da purificagcdo (NOVAGEN, 2006; QIAGEN, 2003). Para
eluir a proteina, liberando-a da matriz, foi empregado um gradiente de pH sob
condi¢des desnaturantes uma vez que a histidina possui pKa de aproximadamente
6,0 e torna-se protonada quando o pH é reduzido, com isso ocorre sua liberagao do
ion metalico (QIAGEN, 2003).

Visando otimizar a purificacdo da VP28r, os precipitados bacterianos apds a
inducdo da expressao foram submetidos a 2 protocolos consecutivos de purificagao.
A utilizacdo de 2 processos subsequentes de purificagdo reduziu a quantidade de
proteina que fica retida nas lavagens, bem como garantiu preparagbes mais puras
de VP28r. Na maioria dos trabalhos publicados que descrevem a expressdo de
VP28 em E. coli, a proteina recombinante foi purificada sob condigcdes desnaturantes
utilizando-se solugdes contendo uréia, o que indica a presenca desta proteina na
fracdo insoluvel. Em alguns trabalhos a purificagdo da proteina ocorreu a partir do
gel de poliacrilamida (CHAIVISUTHANGKURA et al., 2004; ZHANG et al., 2002) e
em outros por meio da afinidade entre o metal e a histidina presente na proteina
recombinante sintetizada (LIU et al, 2002; ROBALINO et al, 2006;
YOGANANDHAN et al., 2004).

As proteinas purificadas em condi¢des desnaturantes podem ser utilizadas
diretamente ou, para fins especificos, serem renaturadas e sofrerem o enovelamento
para assumirem suas estruturas conformacionais nativas. A renaturagao da proteina
purificada pode ser realizada na propria coluna antes da eluicdo com a proteina
ainda imobilizada ou em solugao de didlise. A cauda de histidina ndo necessita ser
removida da proteina para que esta seja utilizada na imunizagdo, uma vez que a
histidina é pouco imunogénica (QIAGEN, 2003). As aliquotas contendo VP28r
provenientes das eluigbes, apds sofrerem o processo de dialise que garante a
eliminagdo da uréia, além de proporcionar certo enovelamento e renaturagcdo da
proteina, tiveram suas concentragdes protéicas determinadas pelo método de

Bradford (1976). Foi obtido um rendimento protéico final variando de 128 a 241



Mg/ml apds todo processo de purificagdo e didlise. O rendimento obtido na
purificacdo de proteinas ligadas a cauda de histidinas a partir de corpos de inclusao,
geralmente € maior quando comparado a purificagdo em condigdes nativas, pois
durante o processo de desnaturagdao as histidinas sdo completamente expostas
facilitando a ligagao aos ions metalicos possibilitando assim uma maior recuperagéao
da proteina de interesse.

O rendimento protéico de VP28r obtido empregando-se as técnicas de
expressdo e purificacdo desenvolvidas no presente estudo justifica a aplicagéo
destas técnicas na obtencdo de VP28r para posterior utilizacdo na imunizacdo de
camundongos com a finalidade de produzir anticorpos monoclonais. Os anticorpos
monoclonais anti-VP28 poderao ser utilizados entdo no desenvolvimento futuro de
um teste imunocromatografico. Este teste desenvolvido no Brasil possuira baixo
custo e podera ser utilizados pelos proprios carcinicultores na fazenda de criagao de

camaroes, permitindo um diagndstico simples, rapido, barato e acurado.



7. CONCLUSOES

O fragmento hidrofilico da proteina VP28, a partir do nucleotideo 87 até o final da
sequéncia codificante, foi amplificado a partir de DNA total extraido do tecido de

camaroes infectados naturalmente com WSSV.

O fragmento amplificado por PCR foi clonado nos vetores pGEM-Teasy e

posteriormente no pET-14b.

O sequenciamento demonstrou a identidade total das bases nucleotidicas entre o
fragmento hidrofilico da VP28 inserido no pET-14b e a sequéncia disponivel no
GenBank (acesso DQ681069).

O seqlienciamento também confirmou a insercédo correta da sequéncia codificadora

no vetor de expressao pET-14b.

A proteina recombinante, denominada VP28r, foi expressa em E. coli BL21(DE3)
plysS, sendo visualizada uma banda de forte intensidade na regido de 21 KDa na

fracdo insoluvel na analise por SDS-PAGE.

A proteina recombinante foi solubilizada a partir dos corpos de inclusao e purificada

através de cromatografia por afinidade com ions metalicos.

Andlise por Western blotting do extrato bacteriano apds indugcdo da expresséo

confirmou a expressao da VP28r fusionada a cauda de histidinas.

A concentracéo final de VP28r foi determinada pelo método de Bradford (1976) e

obteve-se rendimento protéico variando de 128 a 241 ug/ml.



8. PERSPECTIVAS

v Utilizar a proteina VP28r na obtengao de anticorpos monoclonais.

v Empregar os anticorpos monoclonais anti-VP28r no desenvolvimento e
padronizagao de um teste imunoldgico como o teste imunocromatografico que

detecte a presenca do WSSV em amostras de camaroes.
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