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RESUMO

O virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) é uma doenca que afeta varias
espécies de crustaceos, causando grandes mortalidades e perdas econémicas em
regides produtoras de camardo. Este trabalho teve como objetivo padronizar a
metodologia de PCR em Tempo Real para a deteccdo do WSSV, genotipar isolados
geograficos do virus e isolar genes diferencialmente expressos em camardes de
cultivo infectados com WSSV. Amostras positivas e negativas por PCR nested foram
analisadas através de PCR em Tempo Real. A carga viral das amostras foi
determinada e algumas amostras negativas por PCR nested foram positivas por
PCR em Tempo Real, com baixa carga viral. Virus isolados de camardes coletados
em Santa Catarina e na Bahia foram comparados quanto ao padrdo de trés
minissatélites, a presenca de uma grande delecdo e uma transposase. Todas as
amostras de Santa Catarina tiveram o mesmo padrdo para os minissatélites
analisados.As amostras da Bahia apresentaram um padrdo diferente para os loci
analisados, indicando que existem dois gendtipos de WSSV diferentes no Brasil. Os
isolados brasileiros tem uma delecdo de 10,780 bp na ORF 23/24 e nao possuem a
seqléncia da transposase. O padrdo de repeticobes para os trés minissatélites
analisados foi diferente entre os isolados brasileiros e de outros paises da América.
Entretanto, ao analisar apenas a ORF 94, Santa Catarina, México, Nicaragua,
Honduras e Panama tém mais de nove repeti¢cdes, enquanto a Bahia e os EUA tém
menos de nove repeticbes. Esta similaridade pode estar relacionada a uma
similaridade em viruléncia. Aparentemente, os WSSVs encontrados na Bahia e em
Santa Catarina originaram-se de diferentes fontes de contaminagao ou o virus sofreu
mutagdes ao longo do tempo. mRNA foi extraido das branquias de camardes
infectados e nao-infectados com o WSSV, reversamente transcrito e uma
hibridizagao subtrativa (SSH) foi realizada. A Biblioteca 1 (genes induzidos) tem 300
clones dos quais foram formados 36 contigs e 36 singlets. Destas sequiéncias, 69
(88,4%) sao similares a seqiéncias no GeneBank. Na Biblioteca 2 (genes
reprimidos), de 403 clones, foram formados 23 contigs e 36 singlets e 40 (75,5%)
sdo similares a seqliéncias conhecidas. Estes genes foram organizados em grupos,
de acordo com a sua funcdo. Dentre os genes induzidos ha genes envolvidos na
sintese de ATP, citoesqueleto, adesdo celular, metabolismo e transporte de
moléculas. Dentre os genes reprimidos, ha genes envolvidos na defesa contra
bactérias, transducao de sinal e biossintese de acidos nucléicos. A infecgdo pelo
WSSV parece alterar varias rotas metabolicas diferentes.



XIII

ABSTRACT

White Spot Syndrome Virus (WSSV) is a disease that affects several species of
crustaceans, causing high mortality rates, which has been causing great economical
losses in shrimp farming regions. The aims of this study were to standardize the Real
Time PCR methodology for WSSV detection, to genotype geographical isolates of
the virus and to isolate differentially expressed genes in farmed shrimps infected with
WSSV. Samples positives and negatives by nested PCR were analyzed by Real
Time PCR. The viral load of the samples was determined and some samples
negative by nested PCR were positive by Real Time PCR, with low viral load. The
pattern of three minisatellite regions, the presence of a deletion and a transposase
were compared in virus isolated from shrimp collected in Santa Catarina and Bahia.
All Santa Catarina samples had the same pattern for the minisatellites analyzed.
Bahia samples showed a different pattern for the loci, indicating that there are two
different WSSV genotypes in Brazil. Brazilian isolates have a 10,780 bp deletion in
ORF 23/24 and do not have a transposase sequence. The repeat number pattern for
the three minisatellite analyzed was different between the Brazilian isolates and
isolates from America’s countries. However, when analyzing only ORF 94, South
Brazil, Mexico, Nicaragua, Honduras and Panama have all more than nine repeats,
while Northeast Brazil and USA samples have less than nine repeats. This similarity
of repeats could be related to a similarity in virulence. Our results show that WSSV
found in Bahia and Santa Catarina States have originated from different sources of
contamination or the virus have undergone mutations during time. mRNA was
extracted from gills of shrimps infected and non-infected with WSSV, reverse
transcribed and a suppression subtractive hybridization (SSH) was performed.
Library 1 (induced genes) has 300 clones, which formed 36 contigs and 36 singlets.
Of these sequences, 69 (88,4%) are similar to sequences in GeneBank. Library 2
(repressed genes), has 403 clones, which formed 23 contigs and 36 singlets, and 40
sequences (75,5%) are similar to known sequences. These genes were organized in
groups, according to their functions. Among the induced genes there are genes
involved in ATP synthesis, cytoskeleton, cell adhesion, metabolism and molecule
transport. Among the repressed genes, there are genes involved in antibacterial
defence, signal transduction and nucleic acids biosynthesis. WSSV infection seems
to alter several metabolic routes.



INTRODUCAO

1. Cultivo de camaroes

Segundo Subasinghe (2005), a aquicultura é o setor produtor de alimentos
que mais cresce no mundo e cerca de 90% desta produgdo vem de paises em
desenvolvimento.

A atividade da aquicultura estuarina ou maricultura vem demonstrando ser a
Unica alternativa viavel, do ponto de vista socioecondmico, para a manutencao das
comunidades de pescadores artesanais e rurais adjacentes, evitando-se o éxodo
dessas populagdes para os centros urbanos. (ROCHA; ROCHA; FREITAS, 1998).

No agronegoécio aquicultura, o cultivo de camarado € um dos segmentos que
apresenta importancia socioeconémica para muitos paises (MACIEL, 2002). Este
segmento vem expandindo-se de forma bastante acelerada em diversos paises
litoraneos do Ocidente e Oriente (SEIFFERT, 2004). Na ultima década, os camardes
cultivados representaram cerca de 30% do total de camardes comercializados
mundialmente (BACHERE, 2000).

Segundo registros da FAO (2007), a producdo mundial de camardes foi de
2.733.134 toneladas em 2005. A Asia contribuiu com 81% da producdo mundial
segundo registros da FAO (2007), destacando-se a Tailandia, Indonésia, China,
india, Vietna, Bangladesh e Filipinas. Na América, a produgéo de camardes em 2005
foi de 309.198 toneladas. O Equador liderou a produgéo, contribuindo com cerca de
42% do camarao cultivado. O Brasil, em 2005, produziu 65.000 toneladas de
camaréo cultivado.

De acordo com a Associacao Brasileira de Criadores de Camarao (ABCC), a



década de 70 representou o marco na tentativa de producdo de camardao marinho
em cativeiro. Na década de 80, iniciou-se a atividade empresarial com a espécie
exotica Penaeus japonicus, a qual, no entanto, ndo apresentou os resultados
esperados. Como alternativa, os produtores tentaram o cultivo de outras espécies,
inclusive espécies nativas, tais como o Farfantepenaeus paulensis e o Litopenaeus
schmitti. Estas espécies apresentavam baixa produtividade, o que inviabilizou o
cultivo das mesmas. Em 1993, a introdugcdo do camardo branco do Pacifico,
Litopenaeus vannamei (Figura 1), revolucionou a atividade. Esta espécie detritivora
apresentou alta adaptacé@o ao cativeiro. O L. vannamei é proveniente da costa leste
do Pacifico, desde o extremo norte do Golfo da Califérnia, no México, até Tumbes,
no Peru. E uma espécie benténica, localizando-se em profundidades entre 5 a 72

metros (PEREZ FARFANTE; KENSLEY, 1997).

Figura 1: Camardo Litopenaeus

vannamei.

Em 1997, o Brasil produziu apenas 4.059 toneladas de camarao, equivalente
a 0,5% da producéao mundial. No entanto, em 2003, segundo dados da ABCC, foram
produzidas 90.190 toneladas de camardes no Brasil. Ou seja, a producao no pais
aumentou cerca de 22 vezes, em um periodo de seis anos, passando a contribuir

com cerca de 3% da produgdo mundial. Esta producao, entretanto, apresentou uma



queda a partir de 2004, chegando a 65.000 toneladas em 20086.

O cultivo de camardées no pais vem apresentando uma extraordinaria
expansao, em especial na regido nordeste, devido aos parametros naturais
equiparaveis ou mesmo superiores aos das demais regides produtoras do mundo
(ROCHA, 2001).

A regidao Nordeste tem a maior area cultivada e a maior producdo de
camaroes, seguida pela regido Sul. Santa Catarina é responsavel por grande parte
da produgao da regido. A carcinicultura em Santa Catarina desenvolveu-se a partir
de 1998, com a introdugdo do L. vannamei e a criagdo do Programa Estadual de
Cultivo de Camardes Marinhos. A producao foi de 50 toneladas em 1998 para 4.267
toneladas em 2004. Nesta época, existiam cerca de 108 fazendas na principal regiao
produtora (Laguna), ocupando uma area de mais de 1500 hectares (GELINSKI,
2005; FREITAS; VINATEA; NETO, 2009).

Este crescimento na carcincicultura brasileira ocorreu até 2004. A partir deste
ano, varios fatores contribuiram para uma queda na producéo, entre eles o baixo
valor de comercializacdo do camardo, os elevados custos de producido, a acdo
antidumping promovida pelos EUA e a ocorréncia de enfermidades virais — o virus
da Mionecrose Infecciosa (IMNV) no Nordeste e o virus da Sindrome da Mancha
Branca no Sul (WSSV) (OSTRENSKY; BOEGER, 2008). De 2005 a 2007, a
producgéo brasileira de camarao caiu para 65.000 toneladas, uma queda de cerca de
28% (ABCC, 2009). Em Santa Catarina, entre 2006 e 2007, apenas 100 toneladas

foram produzidas.

2. Doencas de camaroes peneideos

Apesar do rapido crescimento da producao de alimentos de origem agqlicola,

as doencgas representam o maior empecilho para este setor em muitas partes do



mundo (SUBASINGHE, 2005), devendo-se destacar em particular a carcinicultura
(HOSSAIN et al.,, 2001). A rapida expansao mundial do cultivo de camarbes foi
acompanhada pela ocorréncia de doengas que prejudicaram o ritmo do
desenvolvimento desta atividade (LIGHTNER; REDMAN, 1998; HOSSAIN et al.,
2001). O problema se intensificou devido ao crescimento dos cultivos, baseado em
progressos zootécnicos, mas com pouco conhecimento da fisiologia dos peneideos
e geralmente sem considerar aspectos ecolégicos (BACHERE, 2000).

As doencgas infecciosas de camardes podem ser causadas por virus,
riquétsias, bactérias, fungos, protozoarios € metazoarios. Doencas nao-infecciosas
podem ser causadas por desequilibrios nutricionais, contaminantes ambientais e
fatores genéticos (LIGHTNER, 1996; LIGHTNER; REDMAN, 1998).

Segundo Snieszko (1973), as doengas sao resultado de uma interacdo entre
o hospedeiro, o ambiente e o patdgeno. Segundo este conceito, a co-existéncia do
patégeno e seu hospedeiro sem o surgimento da doenca pode ser possivel (Figura
2). Alguns microrganismos epicomensais dos camardes, normalmente inécuos,
podem causar doencas em populagdes mantidas em alta densidade ou submetidas
a condicoes estressantes (LIGHTNER; REDMAN, 1998). Animais em sistemas de
cultivo apresentam maior contato entre si, restricdo de movimento, podendo estar
sujeitos, muitas vezes, a baixa qualidade da agua, mudangas repentinas das
condicdes em que sao mantidos, manipulagdo e transporte; fatores estes que
promovem o estresse dos animais, favorecendo a acdo dos agentes patogénicos

(MISCIATELLI; JONES; LATCHFORD, 1999).
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Figura 2: llustracdo do conceito de interagédo

hospedeiro, patégeno e ambiente. 1a) Quando o
tamanho de um dos componentes é aumentado, a
severidade da doenca aumenta. 1b) Efeito de um
patdgeno altamente virulento. 1¢) Efeito de um
patdbgeno pouco virulento. 1d) Exclusdo do

patogeno. Fonte: Lightner e Redman, 1998.

Dentre as doengas que podem afetar camardes, podemos destacar varias
causadas por virus, tais como o virus da Sindrome da Mancha Branca, virus da
Necrose Hipodermal e Hematopoiética Infecciosa, virus da Sindrome de Taura e o
virus da Mionecrose Infecciosa. Segundo Fegan & Clifford Il (2001), as doencas
provocadas por virus tém sido a causa mais importante de perdas econdmicas

associadas aos cultivos na maioria dos paises. Os mesmos autores relatam ainda



que, enquanto, no ano de 1990, o numero de virus patogénicos conhecidos para
camardes era igual a seis, este nimero duplicou em 1992 e atingiu um total de 16

em 2001.

3. O Virus da Sindrome da Mancha Branca — WSSV

Dentre os diferentes agentes etiol6gicos de doencas em camardes, destaca-
se o virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), o agente etiolégico de uma
doencga que tem causado grandes mortalidades de camarao, desde 1993 (LO et al.,
1996a; NANHAI; QIN; XU, 2005). O WSSV foi descoberto pela primeira vez na
provincia chinesa de Fujian em 1992, de onde se espalhou rapidamente (CAI et al.,
1995; FLEGEL, 1997), para o restante do continente asiatico (INOUYE et al., 1994;
LO et al.,, 1999). Em 1995, 0 WSSV foi detectado nos Estados Unidos, em camardes
nativos e em fazendas de cultivo no Texas e na Carolina do Sul, tendo sido
introduzido através de pescado congelado importado da Asia (NUNAN; LIGHTNER,
1997; NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 1998). Além disso, o WSSV foi encontrado
em varios paises da América Central (Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama e
Equador) (INFOFISH, 1999). No Equador, por exemplo, a producdo de camardes em
1998 foi de 130.000 toneladas e em 2000, quando a doenca estava no seu auge, a
producéo caiu para 37.000 toneladas (PAREDES, 2005).

O WSSV (Figura 3) pertence ao género Whispovirus, familia Nimaviridae
(MAYO, 2002). Este virus é baciliforme, envelopado, com um nucleocapsideo na
forma de bastdo, contendo um grande genoma (~300 kpb), composto por DNA
circular dupla-fita (VAN HULTEN et al., 2001; YANG et al.; 2001; CHEN et al., 2002;
VASEEHARAN; JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003). As particulas virais possuem
uma cauda ou extensdo na forma de flagelo em uma das extremidades

(VASEEHARAN; JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003). Até hoje, o WSSV é o maior



virus animal cujo genoma foi completamente sequenciado (MARKS et al., 2004). Ele
mede entre 210 e 380 nm de comprimento e 70 a 167 nm de largura (CHANG;
CHEN; WANG, 1998). O genoma do WSSV codifica cerca de 184 ORFs, sendo a
funcédo da maioria delas ainda desconhecida (VAN HULTEN et al., 2001). Cerca de
21-29% destas ORFs codificam proteinas do virus ou apresentam similaridade com
proteinas conhecidas (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Dentre as proteinas
codificadas podemos destacar uma DNA polimerase, uma ribonucleotideo redutase,
uma proteina similar a colageno, proteinas envolvidas na laténcia viral, entre outras
(VAN HULTEN et al 2000; CHEN et al. 2002; LI; CHEN; YANG, 2004; KHADIJAH et
al., 2003.)

Este virus é extremamente virulento e infecta tecidos de origem ecto- e
mesodérmica (CHANG et al., 1996), como o epitélio cuticular, tecidos conectivos, e
tecidos hematopoiéticos (SHI et al., 2005), replicando no nucleo das células

infectadas (LEU et al., 2007).

Figura 3: Micrografias eletrdnicas de virus. As

setas indicam o apéndice na forma de flagelo.

Fonte: Escobedo-Bonilla et al., 2008.



O WSSV, ao contrario da maioria dos virus, possui afinidade indiscriminada
por um grande numero de familias de crustaceos. Muitas das espécies desenvolvem
tolerancia ao virus, apés uma alta incidéncia de mortalidade inicial (SCHUUR, 2003).
A morfologia, localizagdo nuclear e a morfogénese sao similares a virus baciliformes
de insetos (DURAND et al., 1997). No estagio final de infeccédo, o nicleo ou até a
propria célula desintegram-se, levando a perda da arquitetura celular (LEU et al.,
2007).

Segundo Vaseeharan, Jayakumar e Ramasamy (2003), o WSSV pode
infectar varias espécies de crustaceos, cultivados ou nativos, apresentando, além
disso, infeccao vertical. Além de camardes, este virus ja foi identificado em lagostins,
lagostas, caranguejos, crustaceos nao-decapodos, poliquetas, rotiferos e algumas
larvas de insetos (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). A transmissao do virus pode
se dar pela predacédo de animais doentes ou por particulas virais liberadas na agua
(ARTS et al., 2007). A ampla gama de espécies carreadoras do virus torna dificil o
seu controle.

A Sindrome da Mancha Branca é caracterizada pela presenca de inclusées
brancas na cuticula (Figura 4) e infecta diferentes espécies de peneideos, como:
Penaeus monodon, P. japonicus, P. indicus, P. chinensis, P. merguiensis e P
setiferus (LIGHTNER, 1996). Nao se sabe exatamente o mecanismo de formagao
das manchas brancas, provavelmente a infec¢do causa uma disfuncdo no
integumento, resultando no acumulo de sais na cuticula (WANG et al., 1999).
Camarbes infectados apresentam também reducdo no consumo de alimento,
letargia, anorexia, coloragdo avermelhada nos apéndices ou mesmo no corpo,
cuticula mole, aumento e uma coloragdo amarelada no hepatopancreas e aumento
no tempo de coagulagdo da hemolinfa (LIGHTNER, 1996, LO et al., 1996a;

DURAND et al., 1997; SAHUL - HAMEED et al., 1998; WANG et al., 2000). A taxa de



mortalidade é muito alta, podendo alcancar 100%, apés 3 a 10 dias do aparecimento
dos sinais clinicos (INOUYE et al.,, 1994; CHOU et al., 1995; VASEEHARAN;
JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003). Por histopatologia, a infeccédo é caracterizada por
inclusdes intranucleares e cromatina marginalizada (DURAND et al. 1997; WANG et
al. 2000). Os nucleos infectados se tornam progressivamente mais basofilicos e
aumentados, podendo ocorrer fragmentacéo e desintegragao celular (DURAND et al.

1996; LO et al. 1996b KARUNASAGAR et al. 1997; KASORNCHANDRA et al. 1998).

Figura 4: Manchas brancas na

carapaga de um camarao infectado

com WSSV. Fonte: Lightner, 1996.

No Brasil, as fronteiras brasileiras foram fechadas para a entrada de
crustaceos em 1999 através de uma portaria ministerial, com o objetivo de impedir a
entrada de crustaceos possiveis portadores de enfermidades. Entretanto, sintomas
da Sindrome da Mancha Branca comecaram a ser detectados em novembro de

2004 em fazendas de camarao de Santa Catarina, na regiao do Complexo Lagunar,
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em fazendas da regido da Pescaria Brava (Laguna) e Imarui. O diagnostico
realizado na Universidade do Arizona (UAZ), onde se encontra um dos laboratérios
de referéncia da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE), foi positivo para
WSSV em 11 de janeiro de 2005. A presenca do virus foi confirmada pela
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em 15 fazendas nos municipios de
Imarui e Laguna (SC), em uma area de 200 hectares (CIDASC, 2005). As fazendas
contaminadas foram interditadas e foi estabelecido vazio sanitario até setembro de
2005 (SEIFFERT, 2005). Medidas sanitarias e estratégicas de protecao para evitar a
disseminacdo da doenca foram adotadas, assim como um mecanismo de
monitoramento e controle da area afetada (REVISTA DA ABCC, 2005). Do total de
109 fazendas implantadas em Santa Catarina em 2004, apenas 30 continuavam em

operagdo em 2007 (MELLO, 2007).

4. Sistema imune de crustaceos

Os camardes, assim como outros invertebrados, ndo possuem sistema
imune adaptativo, ou seja, seu sistema imune consiste de varias respostas imunes
inatas. Este sistema imune inato é baseado em componentes celulares € humorais
do sistema circulatério, os quais interagem para detectar e eliminar microrganismos
e parasitas estranhos potencialmente perigosos (BACHERE, 2000).

Segundo Bachére (2000), a resposta imune em artrépodes ocorre em trés
etapas ou estagios. O primeiro estagio corresponde ao reconhecimento dos fatores
estranhos e ao inicio da resposta imune, envolvendo a participacdo de hemécitos e
proteinas plasmaticas (MARQUES; BARRACCO, 2000). Varias proteinas envolvidas
no reconhecimento de microrganismos ja foram identificadas, como por exemplo,
proteinas que reconhecem peptideoglicanas, proteinas ligantes a lipopolissacarideos

e proteinas similares a imunoglobulinas (KOPACEK; GRUBHOFFER; SODERHALL,
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1993; YOSHIDA; KINOSHITA; ASHIDA, 1996; ZHANG; WANG; PENG, 2004). O
segundo estagio compreende uma resposta celular e a sintese de efetores. As
moléculas de reconhecimento interagem e ativam os hemdcitos, os quais tém um
papel importante e central na defesa contra microrganismos (BACHERE, 2000).
Existem trés tipos de hemdcitos: células hialinas, semigranulares e granulares
(MARTIN; GRAVES, 1985). Estas células estdo envolvidas, principalmente, com a
fagocitose, coagulagdo e ativacdo do sistema pré-fenoloxidase (; JOHANSSON;
SODERHALL, 1985; OMORI; MARTIN; HOSE, 1989; GARGIONI; BARRACCO,
1998). Além disso, os camarbes, como a maioria dos artrépodes, produzem
peptideos antimicrobianos que sdo ativos contra um grande nimero de patégenos.
Atualmente, em camardes peneideos, dois tipos de peptideos antimicrobianos foram
bem caracterizados, as peneidinas de hemécitos (DESTOUMIEUX et al., 1997) e os
peptideos anibnicos derivados da hemocianina, isolados do plasma de camardes
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2001). Finalmente, o ultimo estagio envolve uma
recuperacao celular e humoral do organismo.

Alguns genes envolvidos na atividade antimicrobiana foram clonados e
sequienciados, como os dos peptideos antimicrobianos e do sistema ativador da
profenoloxidase (DESTOUMIEUX et al., 1997; SRITUNYALUCKSANA; CERENIUS;
SODERHALL, 1999; HE; QIN; XU, 2005). Algumas proteinas envolvidas na resposta
anti-WSSV foram identificadas recentemente, como por exemplo, actina,
calreticulina, fortilina, hemocianina, entre outras (XIE; LUANA et al., 2007; LEI et al.,

2008; TONGANUNT et al., 2008).

5. Diagnostico
O desenvolvimento de ensaios quantitativos para a avaliagdo e o

monitoramento do estado imune de camardes cultivados é crucial para a prevengéao



12

de doencas (BACHERE, 2000).

O diagnéstico da Sindrome da Mancha Branca pode ser feito, inicialmente,
através da presenga dos sinais clinicos descritos anteriormente e do histérico da
doenca na fazenda ou regiao de cultivo. Apds o diagnostico clinico, exames a fresco,
envolvendo técnicas simples de microscopia Optica, como a analise de esfregagos
de tecido epitelial ou conectivo das branquias ou estdmago, podem ser utilizadas
para a deteccdo de nucleos hipertrofiados ou com vacuolos (LIGHTNER, 1996;
LIGHTNER; REDMAN, 1998).

A confirmacao do diagnéstico deve ser feita com uma das seguintes técnicas:
andlises histologicas para a deteccdo de corpos de inclusdo intranucleares;
hibridizacdo com sondas de DNA e reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
(LIGHTNER, 1996; LIGHTNER; REDMAN, 1998).

As sondas utilizadas para o diagnéstico de doengas em camarao podem ser
marcadas nao-radioativamente, utilizando-se digoxigenina-11-dUTP, e podem ser
utilizadas em hibridizagcao in situ (ISH) e dot blotting (LIGHTNER, 1996; LIGHTNER,;
REDMAN, 1998; QUERE et al., 2002; de SOUZA, 2008).

Na PCR, pequenas quantidades de DNA, em geral ndo-detectaveis podem
ser amplificadas, produzindo quantidades detectaveis da seqiiéncia alvo do
patégeno (LIGHTNER; REDMAN, 1998). A PCR é uma técnica altamente sensivel
para a deteccdo de WSSV, permitindo que o virus possa ser detectado mesmo
quando presente em pequenas quantidades, em animais assintomaticos ou
hospedeiros, além de facilitar a andlise de um grande nimero de amostras
(HOSSAIN et al., 2001; LU; WANG; LOTZ, 2004).

6. PCR em Tempo Real

Apesar da técnica de PCR ser sensivel e amplamente utilizada no

diagnostico de enfermidades, ela ndo é capaz de detectar a presenca de uma copia
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Unica do genoma viral em um tecido infectado ou quantificar exatamente a
expressao de um gene. Uma alternativa é a metodologia de PCR em Tempo Real.

Na PCR em Tempo Real, o acumulo de produtos da PCR é detectado e
monitorado diretamente pela leitura do aumento da fluorescéncia do composto
fluorescente utilizado, enquanto na PCR tradicional os produtos precisam ser
posteriormente analisados por eletroforese. O principal fundamento na utilizagao
deste método é o chamado cycle threshold (CT) (Figura 5). O CT é definido como o
ciclo da reagao de PCR no qual o sinal fluorescente do corante sinalizador atravessa
uma linha arbitraria denominada threshold. O valor numérico do CT é inversamente
proporcional a quantidade inicial do transcrito de interesse na reagédo, ou seja,
quanto menor o valor de CT, maior a quantidade inicial do transcrito na amostra
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Além disso, manipulagdes pés-PCR, como o gel de
agarose para observar os produtos de PCR amplificados, sdo desnecessarias,
minimizando o risco de contaminagédo (BUSTIN, 2000; RIRIE et al., 1997).

A quantificacdo génica pode ser feita de duas formas, quantificacdo absoluta
e quantificacao relativa. A quantificacdo absoluta determina o nimero exato de
copias do gene de interesse, através da comparagdo com uma curva padrdo. Esta

metodologia é muito utilizada na quantificagéo viral.
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Figura 5: Esquema indicando o Cycle
Threshold (CT). Fonte: http://www.rt-

pcr.com/

Na quantificacao relativa, a expressao génica é comparada com um grupo
referéncia (um controle nao-tratado, por exemplo). A expressao é relativa a um gene
controle, como por exemplo, B - actina e gliceraldeido—3-fosfato desidrogenase, com
o objetivo de normalizar as quantidades de mRNA. Esta metodologia € mais utilizada
para comparar a expressao génica (niveis de mRNA) entre diferentes tratamentos
(SUDGEN; WINTER, 2008). Para utilizar o método de CT comparativo é necesséria
a otimizagdo das reacbes para que as eficiéncias fiquem préximas de 100% e
também a certificacdo de que a eficiéncia da reacdo do gene de interesse seja
similar a do gene controle interno (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Em geral, a
eficiéncia da reagédo fica abaixo de 100%. A eficiéncia da reagdo varia devido a
fatores como a sequiéncia dos iniciadores, o tamanho do produto e seu conteldo de
GC e impurezas na amostra (SUGDEN; WINTER, 2008).

A férmula para calcular a expressao relativa de uma amostra A (grupo
tratado) em relacdo a uma amostra B (grupo referéncia), onde cada amostra é

relativizada em relagdo a um controle externo, é a seguinte:
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228CT — [(CT gene de interesse — CT gene controle) amostra A — (CT gene de
interesse — CT gene controle) amostra B]

Diferentes métodos de deteccdo da fluorescéncia foram desenvolvidos.
Muitos métodos baseiam-se na utilizacado de sondas complementares ao gene de
interesse, como por exemplo, as sondas Tagman. A deteccdo baseada em sondas
assegura que o Unico produto detectado é o produto de interesse, produtos nao-
especificos e dimeros de iniciadores nao podem ser detectados. Vérios corantes
estao disponiveis, permitindo a distingdo entre diferentes corantes, sendo possivel a
deteccao simultdnea de multiplos produtos de PCR (PCR multiplex). Outro método
de deteccao é a utilizacdo de SYBR Green | (Figura 6), um corante que se liga na
volta menor do DNA. Em solucédo, a sua fluorescéncia é baixa, aumentando com a
ligacdo ao DNA dupla fita. Das quimicas de detecgéo disponiveis, € a mais barata,
ndo necessitando de sondas especificas e podendo ser usada com qualquer
iniciador. Umas das desvantagens do SYBR Green | é a sua inespecificidade,
podendo detectar ndo apenas o produto de interesse, mas também produtos
inespecificos e dimeros de iniciadores. Este problema pode ser evitado desenhando-
se iniciadores especificos e através da andlise da curva de dissociagao dos produtos
(melting curve). No final da amplificacao, a temperatura do instrumento é regulada
para 5°C abaixo da temperatura de anelamento, permitindo que todos os produtos
dupla-fita se anelem ao SYBR Green |, obtendo um sinal maximo de fluorescéncia.
O aparelho é entdo programado para aumentar a temperatura lentamente (0.1-1
°C/s) enquanto o sinal de fluorescéncia é constantemente monitorado. Se somente
um produto foi gerado durante a reacdo de PCR, a fluorescéncia medida ira cair
dramaticamente assim que todos amplicons idénticos desnaturarem, ou seja,

quando a temperatura de melting dos produtos é atingida. E construido um gréafico
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contendo a relacdo entre a primeira derivada negativa (a taxa de variacdo da
fluorescéncia em relacao a temperatura, -dF/dT) e a temperatura, gerando um pico
para amplicons idénticos. Se dimeros de iniciadores sao formados, estes geralmente
produzem o pico de melting em uma temperatura mais baixa, ja que sdo de tamanho

menor que os produtos verdadeiros (Figura 7) (SUGDEN; WINTER, 2008).

YU~ ~  SYBR
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Green

o HINOTONAnInanTInanIOTmLInd .

Target strand
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Exciting Fluorescent
emission signal

Target strand

Figura 6: Uso do SYBR Green | para detectar produtos em PCR
em Tempo Real. O SYBR Green | apresenta um aumento de
fluorescéncia quando se liga ao DNA dupla-fita. Fonte:

SUDGEN; WINTER, 2008.
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Figura 7: llustracdo da detecgdo de
dimeros de iniciadores utilizando a
curva de dissociagdao. No exemplo
existem picos a ~75.5°C e ~79.5°C.

Fonte: SUDGEN e WINTER, 2008.

7. Hibridizacao supressiva subtrativa (SSH)

Para entender a patogénese de qualquer doenga, o conhecimento das
interacdes entre virus e hospedeiro é critico. Interagdes virus-hospedeiro podem
resultar em respostas imunes contra o invasor, levando a mudangas nos niveis de
expressao de genes do hospedeiro que favorecem a replicagao viral (WANG et al.,
2007a).

Informacgdes a respeito dos genes do hospedeiro envolvidos na patogénese
do WSSV ainda sado escassas. Uma das formas de estudar estas respostas € isolar
genes que sao diferencialmente expressos apés a infeccao pelo WSSV.

Apesar de seqlenciamentos globais fornecerem uma visao mais integrada do

organismo, o sequenciamento de cDNA de tecidos especificos e sob condicoes
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patoldgicas € ideal para identificar novos genes alvo e para obter informagbes a
respeito da natureza da doenca (CLAVERO-SALAS et al., 2007). Com este objetivo,
uma série de estratégias tém sido utilizadas, entre elas differential display (LIANG;
PARDEE, 1992; LIANG et al., 1992; ASTROFSKY et al., 2002;), SSH (DIATCHENKO
et al. 1996; HE et al., 2005; PAN et al., 2005), microarrays de cDNA (CHEE et al.
1996; CHU et al. 1998; DHAR et al., 2003;, WANG et al.,, 2006) e ESTs
(ROJTINNAKORN et al., 2002).

A técnica de SSH tem a vantagem de que pode ser realizada sem o
conhecimento prévio de sequiéncias da espécie estudada, permitindo o estudo de
Novos genes em organismos com genomas pouco estudados. Além disso, ela requer
pequenas quantidades de amostras, e possui alta eficacia, especialmente na
obtencdo de genes pouco abundantes (DIATCHENKO et al., 1996). Ambas
populagbes de mRNA a serem comparadas sao convertidas em cDNA. O cDNA que
contem as seqUéncias de interesse (diferencialmente expressas) € denominado
tester, e o cDNA referéncia driver. Os cDNAs tester e driver s&o hibridizados e as
sequéncias hibridas sdo removidas. Conseqiientemente, os cDNAs n&o-hibridizados
remanescentes representam genes que S0 expressos no tester, mas estdo
ausentes do cDNA driver. Transcritos raros podem ser enriquecidos em até 1.000
vezes utilizando esta metodologia (WINSTANLEY, 2008). Entretanto, uma das
desvantagens deste método é a presenca de clones representando cDNAs nao
diferencialmente expressos nas bibliotecas subtraidas, necessitando de validagao
dos resultados por métodos mais sensiveis (REBRIKOV et al, 2000). O
procedimento de SSH é o seguinte: cDNA € sintetizado a partir das duas populagdes
de mRNA a serem comparadas. Os cDNAs tester e driver sdo digeridos com a
enzima de restricao Rsa I, que gera pontas cegas. O cDNA tester é dividido em dois

grupos (fester 1 e tester 2), e cada um é ligado com um diferente adaptador na
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extremidade 5. As duas hibridizacdes sao realizadas. Na primeira, um excesso de
driver € adicionado a cada tester. As amostras sdo entdo desnaturadas e
hibridizadas, gerando estruturas do tipo a, b,c e d (Figura 8). Durante a segunda
hibridizagdo, as duas amostras hibridizadas anteriormente sdo misturadas sem
desnaturacdo. Agora, apenas cDNAs tester simples-fita podem anelar. Estes
hibridos correspondem a cDNAs tester dupla-fita com extremidades diferentes, que
correspondem aos dois adaptadores. Estas moléculas (tipo €), tem diferentes sitios
de anelamento para os iniciadores nas suas extremidades 3’e 5’. A populagdo de
cDNAs é submetida a PCR e apenas as moléculas tipo e, que possuem dois
adaptadores diferentes, podem ser amplificadas exponencialmente. Os produtos

amplificados podem ser entdo clonados e sequenciados.

TESTER DNA with adapter 1 DRIVER DNA TESTER DNA with adapter 2

(in excess)

b Second hybridization ———
- mix and add fresh P
c _— denatured
r _— T driver
) abcd+e B +—o
Fill in ends
- a b -
o l——— . d }
| e L oy )
o —{T11 :
J Add mE + 3 and PCR amplify
a, b and d : no amplification - b—b’ -:___‘-——:, c: linear amplification e: exponential amplification
[ I

Figura 8: Esquema das etapas principais da SSH. Fonte: WINSTANLEY,

2008.
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Com o objetivo de estudar as respostas de camardes ao WSSV, alguns
estudos utilizando SSH foram realizados em camardes infectados pelo WSSV em
laboratério (HE et al., 2005; PAN et al., 2005; REYES; SALAZAR; GRANJA, 2007).
Entretanto, ndo existem trabalhos com animais de cultivo, naturalmente infectados
pelo virus. Em condigbes naturais, as respostas ao virus podem ser diferentes
daquelas encontradas em camardes infectados experimentalmente.

8. Isolados geograficos

Apesar do WSSV ter sido identificado em muitas espécies de crustaceos de
diferentes regidbes geograficas, por um certo tempo era incerto até que ponto os
agentes causativos da doenca eram idénticos, se existem diferentes linhagens
geograficas ou até virus distintos (LO et al., 1999).

Os varios isolados geograficos de WSSV encontrados até hoje sdo muito
similares quanto a morfologia, proteoma e apresentam pequenas diferencas no
padréo de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP) (NADALA;
LOH, 1998; LO et al., 1999; WANG et al., 2000; MARKS et al., 2004). Segundo
Escobedo-Bonilla et al. (2008), os isolados apresentam 99,3% de similaridade na
composicao de nucleotideos. Por outro lado, existem regides do genoma do WSSV
que apresentam variagdes de seqiiéncias significativas, que podem determinar a
origem de um determinado isolado de WSSV e sua disperséo geogréfica (DIEU et al.
2004). Apos o seqlienciamento do genoma de trés isolados diferentes, provenientes
de Taiwan — WSSV-TW (WANG et al., 1995), China — WSSV-CN (YANG et al., 2001)
e Tailandia - WSSV-TH (VAN HULTEN et al., 2001), a variagado em varios loci sugere
que o virus se propagou a partir de um ancestral comum de Taiwan (MARKS et al.,
2004).

O tamanho do genoma do WSSV varia entre os diferentes isolados

geograficos: 305.107 pb (China, nimero de acesso no GenBank: AF332093),
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292.967 pb (Tailandia, numero de acesso no GenBank: AF369029) e 307.287 pb
(Taiwan, numero de acesso no GenBank: AF440570). As diferencas de tamanho séo
devidas principalmente a varias insergées pequenas e uma delegdo grande (12 kb)
(CHEN et al., 2002). As principais diferengas encontradas sdo uma regido favoravel
a recombinacao (ORF 14/15), uma seqiéncia de uma transposase presente apenas
no WSSV-TW, minissatélites, delecées de base Unica e polimorfismos de base Unica
(single nucleotide polimorphisms — SNPs), e uma regido com uma grande delegcéo
(ORF 23/24) de ~13.2 kb no WSSV-TH e ~1.2 kb no genoma do WSSV-CN em
comparagao com o WSSV-TW (MARKS et al., 2004).

As variagOes associadas com as ORFs 23/24 e 14/15 foram relatadas como
Uteis na identificacdo de mudangas evolutivas no WSSV (MARKS et al. 2004). Os
VNTRs associados com trés minissatélites (VNTRs), ORF 94, ORF 75 e ORF 125,
foram propostos como  marcadores em estudos  epidemiolégicos
(WONGTEERASUPAYA et al. 2003; DIEU et al. 2004; MARKS et al. 2004; SHEKAR
et al. 2005). Os diferentes isolados geograficos podem ser comparados através de
diferentes técnicas: RFLP (LO et al., 1999; DIEU et al., 2004), hibridizagdo com
sondas nao-radioativas (LO et al., 1999), comparagao de genomas (MARKS et al.,
2004), PCR e seqlenciamento de determinadas regides do genoma
(WONGTEERASUPAYA et al., 2003; KIATPATHOMCHAI et al., 2005).

Aparentemente, a variabilidade genética que existe entre os isolados
geograficos reflete-se em diferentes graus de viruléncia (WANG et al., 1999). De
acordo com Escobedo-Bonilla et al. (2008), diferengas na viruléncia de cepas do
WSSV podem ser devidas também a diferencas no tamanho do genoma. Cepas com
0 genoma maior parecem ser menos virulentas, devido talvez a uma maior facilidade
de replicacao viral de virus com genomas menores (MARKS, 2005). Uma regido

instavel 9,6 kpb do genoma do WSSV isolado na China parece sofrer dele¢des
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espontaneas de tamanhos diferentes, dependendo da espécie hospedeira. Esta
observacao sugere que essas delegdes tenham um papel importante na viruléncia
do WSSV. (LAN; LU; XU, 2002). Diferencas de padroes em VNTRs podem refletir
uma diferenga na pressdo evolutiva em varias partes funcionais do genoma,
influenciando a expressao génica e fornecendo vantagens evolutivas através da
adaptacao rapida a variagbes ambientais (SHEKAR; KARUNASAGAR,;

KARUNASAGAR, 2007).



CAPITULO 1
Padronizacao da metodologia de PCR em Tempo Real para a detecgcao do

WSSV
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INTRODUCAO

A aquicultura é o setor produtor de alimentos que mais cresce no mundo. Uma
grande proporgdo (90%) desta producdo vem de paises em desenvolvimento
(SUBASINGHE, 2005). Dentre as diferentes atividades da aquicultura, pode-se
destacar a carcinicultura. Em cerca de 40 anos, a carcinicultura mundial passou dos
cultivos experimentais para uma indistria com o ingresso de bilhdes de dolares,
empregando direta ou indiretamente, centenas de milhares de pessoas (PANTOJA;
LIGHTNER, 2008). De acordo com Madrid (2001), a década de 80 representa o
auge da producdo de camarao no mundo, passando de 97.000 ton. em 1980 para
686.000 ton. em 1990, representando um incremento de 607,2%. Essa explosédo da
carcinicultura, entretanto, foi acompanhada pela ocorréncia de verdadeiras
pandemias virais. Dentre os diferentes virus que afetam camardes de cultivo, pode-
se destacar o virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV). Este patdégeno causa a
doenca mais séria para a carcinicultura mundial. Na China, O WSSV causou perdas
de 80% na producdo, e no Equador o impacto desta doenca foi desastroso
(ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Esta doengca surgiu no Brasil em 2005, e
causou grandes perdas econdmicas nos cultivos de Santa Catarina. A produgéao foi

de 4.267 toneladas em 2004 para 100 toneladas entre 2006 e 2007.

O WSSV é um virus envelopado, baciliforme, com um apéndice similar a um
flagelo em uma das extremidades. O sintoma que caracteriza a doenca é a presenca
de manchas brancas no exoesqueleto dos camardes. Além disso, os camardes
podem apresentar apéndices avermelhados, reducdo na taxa de alimentagao,
cuticula solta e letargia (CHOU et al., 1995; LO et al., 1996b; LIGHTNER et al.,
1998;). Apds 3 a 10 dias do surgimento dos sintomas, as mortalidades podem atingir

100%. Por histopatologia, a infeccao é caracterizada por nucleos hipertrofiados, com
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inclusdes intranucleares e cromatina marginalizada (DURAND et al., 1997; WANG et

al., 2000).

O WSSV infecta um grande niumero de espécies, ao contrario da maioria dos
virus. Praticamente todas as espécies de peneideos sao suscetiveis ao virus. Além
disso, ele infecta outras familias de camarbes, como lagostins, caranguejos,
copépodos e lagostas. Estas espécies em geral ndo desenvolvem sintomas,
tornando-se carreadores assintomaticos do virus (LIGHTNER, 1996; LO et al.,
1996b; WANG et al., 1998; MARQUES, 2008). O WSSV também j& foi detectado em
microalgas e em amostras de solo dos viveiros de cultivo (LIU et al., 2007;
NATIVIDAD et al, 2008). Esta caracteristica torna a erradicagao do virus muito dificil,
pois mesmo eliminando os camardes de um tanque infectado, o virus pode continuar

presente no ambiente.

A nao detecgao de infecgoes leves com WSSV e sua disseminagédo é uma das
maiores causas de epidemias em camardes, ja que estresses ambientais podem
levar a evolugdo de infeccbes leves para agudas, e assim levar a incidéncia da
doenca nos cultivos (PENG et al. 1998; HSU et al. 1999; HE et al. 2000). O
desenvolvimento de testes diagnésticos sensiveis € vital para o monitoramento dos

cultivos.

Os principais métodos de diagnostico de WSSV sao observacdes histologicas,
coloracao rapida de esfregacos de tecido (teste de campo), hibridizacao in situ, dot
blot, PCR e PCR em Tempo Real (LIGHTNER, 1996; DURAND; LIGHTNER, 2002).
As metodologias mais sensiveis sdo a PCR e a PCR em Tempo Real. Para a
deteccao do WSSV por PCR, a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2006)

recomenda o protocolo de PCR Nested desenvolvido por Lo et al. (1996a). Na PCR
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Nested, sao realizadas duas reagbes de PCR consecutivas, cada uma com um
conjunto de iniciadores distintos. A primeira reacdo ocorre com um par de inicadores
externos, enquanto a segunda usa o produto da primeira reacdo de PCR como
molde e um segundo par de iniciadores, denominados internos, os quais sao
complementares a regido interna do produto amplificado na primeira reacao de PCR.
Este procedimento possibilita uma sensibilidade maior, permitindo a deteccédo de até
dez cépias do agente infeccioso (MARQUES; MOSER, MULLER, 2006). Entretanto,
a PCR Nested ou a PCR convencional, sdo métodos mais qualitativos do que

quantitativos.

A PCR em Tempo Real (PCR-RT) é uma metodologia mais recente e sensivel.
Na PCR-RT séo utilizados corantes fluorescentes que tém alta afinidade por DNA
dupla fita (SYBR Green |, Eva Green, entre outros) ou sondas fluorescentes
(TagMan). O acumulo do produto € monitorado através do aumento de fluorescéncia
do corante utilizado. Assim, a cada ciclo de PCR a fluorescéncia da reacdo €
registrada, permitindo a quantificagcdo do numero de coépias do gene de interesse
(DURAND; LIGHTNER, 2002, MARQUES; MOSER; MULLER, 2006). Esta técnica
permite a quantificacdo do nimero de cépias do genoma viral presentes em uma
amostra, e tem sido utilizada no estudo de muitos virus humanos, como os virus da
Herpes simplex, Epstein-Barr, hepatite B e HIV (CANE et al., 1999; KIMURA et al.,
1999; LEWIN et al.,1999; RYNCARZ et al.,, 1999). Esta técnica também ja foi
padronizada para a deteccdo de WSSV em camardes, permitindo determinar a
carga viral exata nos animais (DURAND; LIGHTNER, 2002; SRITUNYALUCKSANA
et al.; 2006). Como a PCR-RT detecta copias Unicas do genoma viral, ela é muito util
para a detecgdo do virus em amostras com grau de infeccdo leve, que seriam

negativas por PCR convencional. Além disso, esta técnica € mais rapida, pois nao
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necessita de analises pds-PCR e conseqlientemente, por ser um sistema “fechado”,

diminui a possibilidade de ocorréncia de contaminacdes (BUSTIN et al., 2005).

No presente trabalho, a metodologia de PCR-RT foi padronizada e comparada

com a PCR Nested usualmente utilizada em nosso laboratério.
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OBJETIVO GERAL

Padronizar a metodologia de PCR-RT para o diagndstico de WSSV em

camaroes L. vannamei.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a metodologia de PCR-RT para a detecgcdo de WSSV em L.

vannamei;

e Comparar a metodologia de PCR-RT com a de PCR Nested, quanto ao

seu grau de sensibilidade;

e Quantificar a carga viral de camardes com diferentes graus de infecgao.
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MATERIAL E METODOS

1 — Coleta de amostras

Camardes adultos (aproximadamente 20 gramas), machos e fémeas foram
coletados em fazendas de cultivo de Santa Catarina, com o auxilio de técnicos da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (Epagri) e
da Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC).
As coletas foram realizadas em fazendas de Laguna, Governador Celso Ramos,
Araquari e Barra do Sul. Os periodos das coletas foram: janeiro de 2005 (primeiro
surto de Mancha Branca no estado), e de abril de 2006 a fevereiro de 2008. Os
camardes foram coletados com uma tarrafa jogada aleatoriamente em diferentes
pontos dos tanques de cultivo e mantidos em baldes com aeracéo para a retirada
dos tecidos. Os pledpodes foram retirados, imediatamente congelados em nitrogénio

liquido e estocados a -80° C para as analises posteriores.

2 - Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi feita segundo o protocolo de Maciel (2002) (Protocolo
1), modificado por Moser (2004). As amostras foram digeridas em solugao de lise
contendo TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0), SDS 1% e proteinase K (1
mg/mL) a 652 C por uma hora. Em seguida, adicionou-se NaCl 5M e CTAB 10% e as
amostras foram mantidas a 55°C por 45 minutos. Adicionou-se cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1, v/v) e as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 8 min para

separar o DNA das outras moléculas. Ao sobrenadante obtido foi adicionado



30

isopropanol, o DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em TE
1X contendo RNAse A (img/mL). O DNA foi isolado novamente com
cloroférmio:alcool isoamilico, precipitado com acetato de sédio 3M (pH 5,2) e etanol
95%, lavado com etanol 70% e ressuspendido em TE 1X.

O DNA de algumas amostras também foi extraido com o sistema High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche) (Protocolo 2), de acordo com as condigdes
do fabricante. Aproximadamente 50 mg de tecido foram digeridos com tampao de
lise e proteinase K por uma hora a 55°C. Tampéao de ligacdo foi adicionado e as
amostras incubadas por 10 min a 70°C, em seguida adicionou-se isopropanol e
retirou-se os fragmentos de tecido insollveis com uma pipeta. A amostra foi
transferida para um filtro e centrifugada a 8000 x g por 1 min. O liquido eluido foi
descartado, adicionou-se o tampao de remocao de inibidores e centrifugou-se o filtro
novamente por 1 min a 8000 x g. O filtro foi lavado duas vezes com tampao de
lavagem e centrifugado nas condigdes anteriores. O filtro foi colocado em um tubo
novo, adicionou-se o tampao de eluicao e foi realizada outra centrifugacdo a 8000 x
g por 1 min.

3 — Quantificacao e determinacao da integridade do DNA

As amostras de DNA gendmico foram monitoradas quanto ao seu grau de
integridade pelo perfil eletroforético em gel de agarose 1% diluido em TBE 1X (Tris
base 89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0), corado com brometo de
etidio. As amostras foram diluidas em tampao da amostra 10 X (Sacarose 20%, Azul
de bromofenol 0,1%, TBE 1X) (1:2 v/v), sendo em seguida aplicadas no gel. A
eletroforese foi realizada a 100 V, utilizando-se o tampao TBE 1X. A quantificacado do
DNA foi realizada em espectrofotémetro (Ultrospec 3000, Pharmacia), através da

leitura da absorbancia a 260 nm (AUSUBEL et al., 1995).
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4 - Padronizacao da metodologia de Nested PCR para a deteccao de
WSSV

O WSSV foi identificado nas amostras através de Nested PCR (NUNAN et
al., 1998). Os iniciadores utilizados para a Nested PCR foram os descritos por Lo et
al. (1996a):

WS146F1: 5-ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG-3’;

WS146R1: 5-TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACG-3';

WS146F2: GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA-3’;

WS146R2: TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT-3'.

No primeiro passo da PCR, as condicbes de reagao foram as seguintes: 94°
C 2 min, seguidos de 39 ciclos de 94° C 1 min, 552 C 1min e 30 seg, 72° C 2 min,
com uma extensao final a 722 C por 5 min. No segundo passo, ou Nested PCR, as
condi¢des foram as seguintes: 94° C 2 min, 552 C 1 min, 722 C 2 min, seguidos de
35 ciclos de 94° C 1 min, 552 C 1 min e 72° C 1 min, com uma extensao final a 72° C
por 5 min.

As reagdes foram realizadas com 20 ng de DNA. O produto esperado apos a
Nested PCR corresponde a 941 pb. Os produtos amplificados foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 2% e o tamanho dos fragmentos obtidos foi
comparado com marcador de peso molecular conhecido (Felix Ladder, Appligene).

Além das amostras de campo, foram analisados controles negativos (reagao
de PCR sem a adicdo de amostra e amostra sem contaminagdo pelo virus) e
controles positivos (plasmideo com DNA do WSSV e amostra positiva para o virus.

Alguns produtos de PCR foram purificados do gel utilizando-se o sistema
Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche) e clonados.

5 — PCR para a deteccao de IHHNV
O virus da necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa (IHHNV) é um
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virus de DNA fita simples, que infecta as espécies cultivadas Litopenaeus vannamei
e Litopenaeus stylirostris (BONAMI et al., 1990; MOTTE et al., 2003). O IHHNV nao
provoca uma infeccao letal em L. vannamei, apesar de causar redugdo no
crescimento dos camardes infectados e uma variedade de deformagdes cuticulares
no rostro, antenas e nas regides toraxicas e abdominais (DHAR et al., 2001). Moser
(2005) encontrou uma alta prevaléncia natural de IHHNV (54,8%) em uma
populacdo de L. vannamei assintomaticos.

Devido a alta prevaléncia do IHHNV, a presenga deste virus também foi
avaliada nas amostras, para selecionar amostras que fossem positivas apenas para
WSSV e amostras negativas para ambos o0s virus.

Os iniciadores foram desenhados a partir de seqUéncias especificas do
genoma viral, depositadas no GenBank utilizando-se o Programa OLIGO 3.0
(MOSER, 2005). As seqliéncias dos iniciadores utilizados estdo mostradas abaixo:

IHHNV-F: 5 TCGGAAAACTGAACACTGGCCT &

IHHNV-R: 5 CGGCGTGTTCTTCGTCTTCATT &

Cada reacao de amplificacdo foi realizada utilizando-se 20 ng de DNA. O
fragmento amplificado corresponde a 512 pb. As condicées de PCR foram um ciclo
de 94° C por 3 min, seguido de 30 ciclos de 94° C por 30 s, 55° C por 45 s e 72° C
por 45 s, com uma extensao final a 72° C por 10 min.

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 2% e o tamanho dos fragmentos obtidos foi comparado com marcadores de
peso molecular conhecido (Felix Ladder, Appligene).

Assim como realizado na PCR para deteccdo do WSSV, foram analisados
controles negativos (reacdo de PCR sem a adicdo de amostra e amostra sem
contaminacao pelo virus) e controles positivos (plasmideo com DNA do IHHNV e
amostra positiva para o virus.

Alguns produtos de PCR positivos para o IHHNV também foram purificados
do gel utilizando-se o sistema Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche) e
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posteriormente clonados.

6 - Clonagem

Os fragmentos obtidos nos dois passos da PCR Nested e o fragmento obtido
na PCR para deteccdo do IHHNV foram ligados ao vetor pGEM-T Easy Vector
System | (Promega) que possui no sitio de clonagem uma sequéncia para clivagem
com a enzima de restricdo Eco RI. Nesse vetor, ha o gene lacZ, que codifica a B-
galactosidase e o gene que confere resisténcia a ampicilina. A ligacéo foi realizada
adicionando-se 3 pl do produto de PCR purificado, tampéo da enzima ligase 1X, 50
ng do vetor pGEM-T Easy e 3 unidades da enzima T4 DNA Ligase. As reagdes foram
mantidas a 17° C durante 18 horas.

O vetor contendo o inserto foi inserido em bactérias JM109 competentes
(Promega) através de choque térmico. As bactérias foram mantidas por 2 horas a
372 C em meio LB (20 g/L) e apés este procedimento, foram plaqueadas em meio LB
agar (35 g/L) contendo ampicilina (100mM) , IPTG (0,5mM) e X-GAL (50mM) e
mantidas a 372 C por 12-18 horas.

As bactérias transformadas foram selecionadas positivamente perante a
droga de selegcdo ampicilina. Dentre essas bactérias, as que ndo apresentaram o
plasmideo ligado ao fragmento de interesse expressaram a enzima [-galactosidase
funcional. A enzima p-galactosidase metaboliza o X-GAL presente no meio,
originando um produto de cor azul, dando essa cor as colbnias. As bactérias que
apresentaram os plasmideos ligados ao fragmento de interesse tiveram o gene da (-
galactosidase interrompido e as colbnias apresentaram coloragao branca.

As col6nias brancas foram transferidas para meio LB (20 g/L) contendo 100
mM de ampicilina e cultivadas sob agitacdo constante (140 rpm) a 37° C por 8-12

horas.
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7 — Confirmacao da presenca do fragmento

Para a confirmacdo da presenca de insertos nas colbnias consideradas
positivas, os plasmideos foram extraidos das bactérias apés o periodo de 18 horas
de crescimento em meio LB contendo ampicilina 100 mM.

A extragdo do plasmideo foi realizada a partir de 3 mL do meio. As células
foram lisadas com o tampao STET (Sacarose 8%, Triton 5%, 50mM de EDTA e
50mM de Tris, pH 8,0) e STET com lisozima (10 mg/ml) e os restos celulares foram
precipitados. A precipitacdo do plasmideo foi realizada com isopropanol. Os
plasmideos foram digeridos com a enzima EcoRl e a presenga do inserto foi
conferida através de eletroforese em gel de agarose 1%.

8 - Extracao do plasmideo para sequenciamento

A obtencado dos plasmideos e os sequenciamentos foram realizados no
Laboratério de Protozoologia (UFSC), em colaboracdo com o Prof. Dr. Edmundo
Grisard. Os procedimentos foram realizados conjuntamente com a académica
Patricia Hermes Stocco.

A extracdo do DNA plasmidial para sequenciamento foi realizada através de
lise alcalina das coldnias crescidas em 1mL de meio liquido nas condigbes descritas
anteriormente. A lise foi realizada através da adicao de tampao GET (20% Glicose,
0,5M EDTA pH 8,0 e 1M Tris-HCI pH 7,4) sobre a coldnia, seguida da adicdo de
uma solucdo contendo 1,8M de NaOH e SDS 10%, finalizando com a adi¢cao da
solucdo 0,18 M de NaOH e SDS 1%. A precipitacdo de restos celulares foi realizada
através de centrifugacao, seguida da filtragem da solugao restante em filtro Millipore
(MAGV N22). A precipitagdo do plasmideo foi realizada através da adicdao de
isopropanol seguida de centrifugacéo. O plasmideo foi ressuspendido em agua.

9 — Sequenciamento e analise das seqiiéncias

A reacao de amplificacdo dos fragmentos contidos nos plasmideos foi
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realizada utilizando-se o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare). O
sequenciamento foi realizado no equipamento MegaBACE 1000 DNA Analysis
System (GE Healthcare).

A reacao de sequenciamento foi realizada a partir de 5,0 pmol do iniciador
pGEM-F ou EXCEL-R e aproximadamente 1.000ng do DNA plasmidial. Para a
reacao foram utilizadas as seguintes condigdes: 95°C por 25s, seguidos de 35 ciclos
com desnaturagao de 95°C por 15s, anelamento de iniciadores a 50°C por 20s e
extensao a 60°C por 90s.

Os produtos desta reacdao foram precipitados com isopropanol 70% e
eletroinjetados a 2KV por 100 segundos e eletroeluidos por 140 minutos a 7KV.

A qualidade das sequéncias foi realizada com o Phred (Phred 215) do
programa Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN,1998). O algoritmo CAP3 foi
usado para a montagem dos contigs (HUANG; MADAN, 1999), com o objetivo de
obter seqiiéncias continuas formadas pela sobreposicao de pelo menos duas ESTs.
As seqliéncias obtidas foram comparadas com a base de dados do National Center

for Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se a ferramenta BLASTn.

10 — Padronizacao da metodologia de PCR em Tempo Real (RT-PCR)
para deteccao do WSSV

A metodologia de RT-PCR foi padronizada para a deteccédo e determinacao
da carga viral do WSSV. Dois pares de iniciadores foram desenhados a partir do
produto de PCR Nested de 941 pb (Item 5), utilizando-se o programa Primer Quest

(Integrated DNA Technology-IDT):

WS1F: 5-CGTGCTGGCGATGACATTCCAATA-3’;

WS1R: 5-TTGAACCATCAAGACTCGCCCTCT-3’;
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WS2F: 5-TGCCTTGCCGGAAATTAGTGTGTG-3’;

WS2R: 5-ACAACATCCAACAATGGTCCCGTG-3'.

O produto amplificado pelos iniciadores WS1 tem 126 pb, enquanto o produto
dos iniadores WS2 81 pb. A reacdo de PCR foi realizada com o sistema Absolute
QPCR SYBR Green Mix (Thermo Scientific), utilizando-se o mix contendo Thermo-
Start™ DNA Polimerase, tampao da reacdo, dNTPs, MgCl, 3 mM e SYBR Green |,
na concentragdo 1X. Os ensaios foram realizados no aparelho Rotor Gene 6000
(Corbett Lifesciences).

Para determinar as concentragdes ideais de iniciadores e amostra, foram
realizadas curvas de concentragdo com os dois pares de iniciadores. As
concentracoes de iniciadores testadas foram de 50, 70, 100 e 120 nM. As
concentracdes de amostras testadas foram: 300, 150, 100, 50, 10, 1 e 0,1 ng/ul. As
condigcbes de reacdo utilizadas para os dois pares de iniciadores foram: 95° C por 15
min, seguido de 35 ciclos de 95°C 30 s, 55° C 30 s e 72° C por 10 s. Uma curva de
dissociacdo (melting), através do aumento de 12 C a cada 5 s, de 72° C a 95° C,
também foi realizada.

Uma curva de concentracdo de um plasmideo contendo um numero de
cépias conhecido do fragmento proveniente do segundo passo da PCR nested (ltem
5) foi realizada. O plasmideo foi linearizado com Eco RI, purificado com o sistema
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e quantificado em
espectrofotdbmetro. O ndmero de copias do plasmideo foi calculado com a seguinte
formula:

y (cépias/ml)= Na (cépias/mol) X C (g/ml)

N, (pb) X 660 (g/mol pb)
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Onde N é o nimero de Avogrado (6,022 X 10%°), C é a concentragdo do
plasmideo, N, € o nimero de bases do plasmideo (Al et al., 2008). Diluicbes
seriadas do plasmideo foram feitas, de 3,5X10” a 3,5 cépias/ul e foram usadas como
curva padrao para a quantificacao da carga viral. Amostras positivas e negativas por
PCR convencional foram quantificadas através da comparacdo com esta curva.
Todas as amostras foram testadas em duplicata. O software disponivel no aparelho
Rotor Gene 6000 transformou os valores brutos de fluorescéncia em uma escala
logaritmica, e assim o threshold foi delimitado baseando-se no coeficiente de
correlagdo (R?) e na eficiéncia da curva. O valor de CT foi determinado como o ciclo
em que a amostra cruza o threshold. A carga viral das amostras pode ser expressa
em n° de cépias/g de tecido (DURAND et al., 2003) ou em cépias/ml (World Health
Organization, XIAO et al., 2008). Para calcular o n° de copias/g foi utilizada a

seguinte formula:

N° copias/g de tecido = (n° copias por microlitro de DNA total extraido) (volume total de DNA extraido)

g de tecido usado para extrair o DNA total
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RESULTADOS

1 — Nested PCR para a deteccéao do WSSV e PCR para deteccao do IHHNV

Amostras de camarao foram coletadas em 11 fazendas no estado de Santa
Catarina, no periodo de janeiro de 2005 a fevereiro de 2008. De um total de 120
amostras analisadas, 30 foram positivas para o WSSV (Tabela 1). A Figura 9 mostra

um gel representativo da amplificacao de amostras positivas para o WSSV.

Tabela 1: Localizagao das fazendas e niumero de individuos positivos para WSSV.

Fazenda Localizagao Positivos n°
1 Laguna 0 6
2 Laguna 1 5
3 Laguna pool pool
4 Laguna pool pool
5 Laguna pool Pool
6 Barra do Sul 0 36
7 Laguna 0 10
8 Governador Celso ramos 1 15
9 Araquari 1 10
10 Laguna 0 10
11 Laguna 24 25

Total 11 fazendas 30 120




39

A B C D E F POS M

<«— 1000 pb

<+— 500 pb

Figura 9: Gel de agarose 2% de produtos de PCR obtidos da
amplificacdo do DNA gendmico de plebdpodes de L. vannamei. A-F:
Amostras de campo. POS: controle positivo da reagao. M: Marcador de

peso molecular 1 kb.

Amostras positivas para WSSV que seriam utilizadas para a subtragdo de cDNA
(Capitulo 3) e algumas amostras negativas para este virus (fazendas onde todos os
animais foram negativos), foram utilizadas para a detec¢do de IHHNV. As amostras
que apresentaram a banda de 515 pb foram consideradas positivas para IHHNV
(Figura 10). Apenas uma amostra, negativa para WSSV, foi positiva para o IHHNV e

nao foi utilizada na subtragdo de cDNA.

M A B C D E M F G H POS

Figura 10: Gel de agarose 2% de produtos de PCR obtidos da

amplificacdo do DNA genémico de pledpodes de L. vannamei. A-H:
Amostras de campo. POS: controle positivo da reagdo. M: marcador

de peso molecular.
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2 - Clonagem e seqtienciamento

Os fragmentos amplificados no primeiro passo da PCR para WSSV (1449
pb), o fragmento amplificado no segundo passo (941pb) e o fragmento amplificado
na PCR para IHHNV (515 pb) foram clonados e seqiienciados.  Apds o}
seqglienciamento do produto do primeiro passo da PCR, obteve-se uma seqiéncia
de 1025 pb (Figura 11). Esta seqliéncia apresentou 99% da identidade, com um
valor de E de 0,0, com parte da seqiiéncia gendmica do WSSV (AF332093.1)
(Figura 12). O resultado do seqlienciamento do produto de Nested PCR foi uma
seqliéncia de 942 pb (Figura 13). Esta seqiiéncia apresentou 98% de similaridade,
com um valor de E de 0,0 com parte da seqliiéncia genémica do WSSV (cddigo de
acesso: AF332093.1) (Figura 14), confirmando que os dois fragmentos amplificados

correspondem ao WSSV.

1 TeACAGACCAGEAGTATC TCAGT TG TCACOEOGCTIAAGCTCTCCT TG

51 GTOGACCGOGCOEET AGCGAATCACTAGTGATTGTAA TGOOCCTIC CAT

101 CTC CACC AT ACTTTTACTOCCTOAGAT AACGACCATCTG S TATCE TCTTT

131 COCATTOGOTCETIC ASANCT CTOC ATGEALGAANTTAGESOC AT ACCT

591 TATCASGOTAAC AASCTTATTASTGAC AAACATTACS TS ATGA AT ATGT

[F51 O AAGATCGATTC TASACTAACAGEATC TDOCT TCTTTAAGA ATETTAS

FOl T EATTAAATCAGAAT G AAC TCC AACTTTAATGRAACATTTGAAC TAT

Fo1 CAAGACTCGOCC TCTOCAACTC TGECATCAC AMCGET ASGAGTCAADCTC

101 GACGTTATTGTCAAACT AMATAATEC AMGA A TG TACTAG-A AT ATTGE

431 AT G T AT G AT AT CTCT S CATCG O A GO ANGEEAACTETOSCT

501 TCAGOCATGOTASCOSTCT TOCAGEC A ADC CATEGAAACGETAAD GAATC

551 TCAACTGATOT AGA ATECTCTEOCAAGGAACAGATACATOC A 43 4G40 4

5001 CAATGAADGITC AAACTGTOETGCT TG CTAATGTIT TGRAACAATTTATOS

53] o GATCT TG GAAAGCTTATOC TCAMCGAACTEGOINGECA0T ATC T TGAAT

701 CTGTACTAGA AAGOCTAT ATGA AT 400 4 A0 4 A AT AT TEATAG AT

731 GG T AT CGACCTOT T AAATCTAAT A AT AATGCACCAGTAGAATC AAT

501 GGATTATGAAGAT ASOGA A AC AACATCICA AD AATGETCOC GTOCTCATST

551 CAGAASOD ATGGAGAATEOGTCTATCACAC ACT AA TTTOOS A AGET A

700 GOUTOGCT OECAAAATETACT ATTC GOCTCATEOGOCAGTOGG 0T TCTOE0C

1001 TTTGATTTCCTTC TETC AMAGGGACGATACATTOSA AG AR A A G4 ACGCES

021 A AT A ACOETED 4G RGO TGO OET AL

Figura 11: Sequéncia do fragmento de 1025 pb.



Query 81 ATTGTAACTGCCCCTTCCATCTCCACCACACTTTTACTCCCTCAGATAACGR
FLEVELELLLELEE UL LLEELD ]
Sbjct 224509 ATTGTRACTGCCCCTTCCATCTCCR

GCRATCTEG
FIRLETEEEE LR i
CACACTTTTACTCCCTCAGATAACGAGCATCTGG

Query 141 TATCCTCTTTCGCATTCGCCCGCCCAGAAGTCTCCATGGAAGARATTAGAGCCACACCCT 200
RN N RN R RN AN AR ]

Sbjct 224569 TATCCTCTTTCGCATTCGCCCGCCCAGAAGTCTCCATGGARGARATTAGRGCCACACCCT 224628

Query 201 ATCAG‘

I
Sbjct 224629 BT:AGGCC.P.RC_ BC:TTK*TTPGTG.%LZ«DACET'I‘A\_CT ATGARCATGTCCAAGATC! GZ«TT 22488

Query 261 CTAGAGTARCAGGATCTTCCCTCTTTARGRAGGTTAGCGARTGEACTGARATGAGRATEA 320
IXLLLTL R R LR L TP LR L T L L R LT

sbjct 224639 CTAGACTARCAGGATCTTCCCTCCTTARGAAGGTTAGCGAATGGACTGARATGAGAATCE

Query 321 ACTCCAACTTTARTGGAACATTTGAACCATCARGACTCGCCCTCTCCARACTCTGECATGE

PLLLETRELEELE LR L TR E R L]
Sbjct 224749 ACTCCAACTTTAATGGAACATTTGAACCATCAAGACTCGCCCTCTCCAACTCTGGCATGA

Query 381 AGGAG "TCL 2 ACCTCGACGTTATTGTCARACCARATARATGCARGAAGTGTACTAC
|

Sbjct 224809 _vF«_v'I‘C_H.PC,CT\.,G.Pl.CT'I‘Z«”[‘TE"I‘CE«}«ﬂA CAAATAATGCAAGAAGTGTACTAG 224868
Query 441 GAATATTGGRATGTCATCGCCAGCACGTGTGCACCGCCGACGCCARGGGRACTGTCGCTT 500

: PILELE L R TR LR L]
Sbjct 224369 GRATATTGGRAATGTCATCGCCAGCACGTGTGCACCGCCGRCGCCARGGERAACTGTCGCTT 224328

Query 501 CAGCCATGCCAGCCCTCTTCCAGECAACCEATGEARACCETARCGARTCTGRRCTGATCC 560
| ELLERERERT TR LR LR LR EL L]
Sbjct 224929

|
sCCGTCTTCCAGGCAACCGATGGAAACGGTAACGAATCTGAACTGATCC 224988

\GCARCAGATACATCCARRAGAGC =
: 11 \I\\\\I\IIII\\\\I\I\I\I\\\\
Sbjct 224989 AGRATG TTTGCLF \GGARCAGATACATCCRARAGAGCACRATGRAC

Query 561

Query &21 TGCTTGCTAATGTTTTCCAACAACTTATCGCCGATCTTCCAARGE!
PE AL PR
sbjct 225049 TGTTTGCTAATGTTTTGGAACAACTTATCGCCGATCTTGGRARGE

Query 681 TGGCCGGCACCATCGCTGAATCTGTACCAGAAAGCGTATATGARAA!
L e [ARRNNY
Sbjct 225109 TGGCCGGCRACCATCGCTGRATCTGTACCAGRRRGCGTATATG AP.AACAC
Query 741 'AGAATCAR 80

TGATACGACTAGGCTC TGACGACCTCTTCARATCTARTARTARTGGAGGAG
(SRR RNRNN \\\\\I\I\\\\I\IIII\\\\I\I\I\I\\\\\III\I

Sbjct 225169 GACTAGGCTCTGACGACCTCTTCAAATCTAATAATAATGGAGGAL

CEARRCARCATCCARCRRTGGTCCCGTCC
IR R E LT ]
GUGARRCARCATCCARCAATGETC

Query 801

Sbjct 225229
Query 861

GTCTATCE AARTTTC TC
1] \\l\I\‘\\I\IIII\\\‘I\I\I‘I\\\\L

1|
Sbjct 225289 ZCCGTCTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCG!

Query 921

.TCTLCCCTTTCPTTT
LLLLLREETILLLLnl
CCCTCTCGCCTTTGATTT!

IHHHII
sbjet 225349 CATTCGCCTC

Query 981 CATTCGRAGRARL
. 1] \\III\I\\\\IIII\I\\\\I\II\\\\\‘\II
Shjct 225408 CATTCGARGRAARRGRACGCCGRACAAGGTGCAGCRGCTECD

Figura 12: Alinhamento do fragmento de 1025 pb com a

seqliéncia gendmica do WSSV.

TRCGECAGITECTECACCTTGTICGG O GTTCITTTICTTCGRARTGTATOTC
CCTTTIGRCAGRAGGEAATCARAGECCAGRGGECCGI TGO GIATGRAGEOE
ARG TACATTT IO GG e CRRG I TEC T TGO AR RTTACTGTIEIGATA
CRCGECATICTTCAT GG TTC T CAGAT GAGGACGGERACCATTIGTITIGGATE
ITGeT I IO TAT I TCAT AR TCCATTERATTCIACTOCTCCATTATTATTA
GRTITGRAGRGETCETCAGRGCCTAGT CTATCARTCATTTICCTIGETGTT
TT AT RTACGCTTIC TG TACAGRTTC AGC GATGGTGOCGERACAGTTOGT
T AR T AR T TIC AR AT G GATARGITGTICCARR RCATTAGC A
AR A GR A TITEAGCETTCAT TG T GCTCTITITTGEATGTATCTETTOCT
T AR AT T CGAT CAGT ICAGATTCEITTACOGTTICCATTCGET
TCTCTEGARGTCGEC T ECATGECTTRARGCRACAGTTCCCTTEFCGTCE
GOGGTGCACACE TGO TGEOGATGRACAT TCCAATATTICCTAGTACACTTCT
T AT TATTIIGETITGACATATTACGT GERGETITGACTCCITCCETTETC
ATGCCRGACTTCGACRGEECEATTCTIGATGEITCARATGTITCCATTARR
EITGEAGT I AT TCTCATTTCAGTCCATTCECTARCCTTCITARGERAGES
RRGATCC T T TACTCTAGARTC RRTCITGEACATGT TCATCACGTARTGT
TTGTCACTAR TR AGC TTGT TGO CTGATAGGETGTEECTCTRARTTITICTTC
CRTGERGACTIC TG e GARTGU CARAGRGGATACCAGRTEITOGT
TRTCIGAGEERACTARRA TG TG T CEACAGCRAGEGCAGTCACE

s
s
s
s

R N A R R I S ST

-1 -3 mom o
P o

[ I S S S S S R S R S S S S

Figura 13: Seqliéncia do fragmento de 942 pb.
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TIGTICGGCGTICTTTITIC

PELILLLELEIrrrnrnt
TIGTICGGCETICTITITIICT

CGRATGTATCTC

AAGGRRRTCRRRGECGAGRGECECCECTEECGCATGA

LLELLLELEELErnl
AAGGARRTCARAGGCGRAGAGGGECCCCTGECGCRATGR

LETGIGTGRTRGR

[EENRNRRNE IIIIIII\\II
LETGIGTCEATAGRCGGCAT

\\II
GGCTTC

L.—c.]

GGATGTTGTTTCECT

o
HIIIIIII\\II
GGATGTIGTITICGCTA

CATRATCCATTGATTC
HIIIIIII\\II

ATRRTCCATTGATTC

ATCRRTCZTT

ATCRATCH

H—H

RCAGTTCGTT

IIII\\H
CCAGTTCGTTCACGAT

HIIIIII
AGTTGTTCE

TGTATCTIGTTCCTTGGCA:
PELLLLEREL et
TRTCIGTICCTTIGEE

GTT-CTCTEERAGTC

AT
[Ny IIIIH\IIIIIH
T-CGETTGC-CTGG]

CLCACGIGCTGE
HIIIIIII

GICCATTCGCTARCCTTCTTAS
[N

I
TRACCT LG

GICCATTICGCTRACCTTICTTIAS

CTCTAGRATCGAT
[NRENN]

ACTCTAGRATCGATICTIIG 224678

Sbjct 224737 T
GTRRTGITIGT

C
RNy
TGTTCATCACGTARTGTTIGTCE

ATGGAGACTICTGGGCGEGCGRATGCGRE

LLLELLELEE et
IGGAGACTICTIGGGECGEGCGRAATGCGAL

224558

-TGTG-TGGR
LILL LLEL]
TCTGAGGGAGTARLLG CLCR

TCIGAGGGAGTARRLGTCTIGGTG!

-GG
|

GERAG A
PIVLLLL T 1]
LTGG. GTTACR

Figura 14: Alinhamento do fragmento de 942 pb (WSSV) com a

seqliéncia genémica do WSSV.

Apbs o sequienciamento do fragmento de 515 pb (IHHNV), foi obtida uma

seqlUéncia de 510 pb (Figura 15). Esta seqiiéncia apresentou 99% de similaridade e
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um valor de E de 0,0, quando comparada a parte do genoma do virus IHHNV (Figura
16). Esta regido codifica 2 proteinas nao-estruturais e proteinas do capsideo viral
(cédigo de acesso: AY355308.1). Assim, este fragmento também foi confirmado

como correspondente ao genoma do IHHNV.

1 TCGECETETTCTTC T CTTCATTATETGCATCCCTCCTEEATCTTTTLCT
T T T o T T TETT R TC G LR AT T TETCTATCATETC ;Tua
ATTTCITITICGEIRTICTIGERRGACTOCTRAGERRCTCOETIC
T T eI ARG TICATCTCGTACTGECTIGTTCATCCTCT

0l GECCTITIATITGICITGICAGGTGERAGETTITIGTICTTGITIGTAGR
1 BCTTTRCCATCRCCTEER EETRCCCRCTRGTCTATATCCTTETTTETTCR
TRTZARGRTTGZTIRTIC
T TTL,T" ACT GATCCTTCGAMRRCCACTTT
ATTTGRCTEA TS:S?;T CITCEARGACAGOGTAGGACCTTCOGRTGRG
GTTTTCTACAT R R B TETTTCACT CTCCTETTCT TG T TACTAGEOCRS
0l TGEITCRAGITT

Figura 15: Seqiiéncia do fragmento de 510 pb.

Query 1 GGATCTTTTCCTTGEGCTTGCT 60
IIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 2505 TCCCTCCTGGATCTTTTICCTTEGGCTTECT 2446
Query £1 CTIGTTGRATCGGLGCACATGSTIGTCTATGATGTCGTCGATTTCTTITTCSTATICTIG 120
PELLELL Lt Ll
Sbict 2445 CTIGTIGAATCGGCGCACATGGTIGICTATGATGTCGTCGATTTCCTITTCGTATICTIG 2386
Query 121  GAAGAGTICCIAGGAARGICGTCGCTIGGIGAICTIGICTIGGTGGAGGGTIGATGTCGTACTE 180
FLELLLLLEL L e il
Sbjct 2383 GRAGAGICCTAGGARGTCGICGCTGGTEATCTTEICTGETGEAGEETIGATETCGTACTG 2326
Query TATTTGTCTTGTCAGGTGGAAGETTTTIGTICT 240
PLELETT Lttt
Shict TTGTCTTIGTCAGGTGGRAGETTTTIGTICT 2266
Qusry TLCCCAGTAGTCTATATCCTTSTTIGTIGE 300
PLLTELLEL e il
Sbict TACCCRGTAGTCTATATCCTTSTTIGTIGRE 2206
Query TGACTCTIGGTGTTTTATGITTACITICTAR 380
PLELOLTLEL el
Sbict CTGLCTCTTGETETTTTATGTTTACTICTAR 2146
Query 361  GTCTGATCCTTCGAARAGGAGTTTGAAGTCGTCCACTGTTATTTGACTGATTCTGGGETTC 420
[ILELEEErirentrl IIIIIIIIIIIIIII
Shict 2145 GICTGATCCTTICGARAAGGAGTTIGAAGTCGTCCACTGTTIATTTGACTGATTCTGGETIC 2086
Qusry 421  TICGARGAGRGCGTAGGACCTITCCGATGAGGTTTIGTL 480
FLLELLTL]]
Sbjct 2083 TTCGARGAGAGCGTAGGRCTITCCGRTGAGETTTICTE 2026
Query 481 IGTTACTAGGCCAGTGTICAGTTT 510
[N
Sbjct 2025 TGITCTTGITACTAGGCCAGTSTTCAGTIT 1996

Figura 16: Alinhamento do fragmento de 510 pb com parte do genoma do IHHNV.
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3 — Padronizacao da metodologia de RT - PCR

Dois pares de iniciadores foram testados para a detecgdo do WSSV, WS 1 e
WS 2. Inicialmente, para a padronizacao das condi¢cdes de PCR e para a construcéo
da curva de concentragéo, foi utilizado o plasmideo contendo o produto do segundo
passo da PCR nested. Dentre as concentracbes de iniciador testadas, a que
apresentou o melhor perfil de amplificacdo foi 100 nM, utilizando-se o conjunto de
iniciadores WS 2 (resultados nao mostrados).

Uma curva de concentragdo de 3,55x10” a 3,55 copias de plasmideo/ul foi
construida. A Tabela 2 mostra os valores de coeficiente de correlagdo (R?),
inclinacdo da reta (slope ou M), fator de amplificacdo (100%=2) e eficiéncia da

reacdo (100%=1) obtidos para o conjunto de iniciadores WS2.

Tabela 2: Coeficiente de correlagdo (R®), inclinacdo da reta (M), fator de amplificagdo e eficiéncia

da reacao da curva de concentracdo de WSSV.

Iniciador R Inclinagao Amplificacao Eficiéncia

W82 0,95 -3,043 1,75 100%

Apdés a construcdo da curva de concentragdo, amostras de DNA de
pledpodes de camardo foram testadas. Foram utilizadas amostras diagnosticadas
como positivas e negativas através de PCR Nested. Dentre as concentragbes de
amostras testadas, foi selecionada a concentracdo de 100 ng/ul, que apresentou o
melhor perfil de amplificagdo, formando apenas um pico, através da andlise do perfil

de dissociacao.
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Foram testados dois protocolos de extragdo de DNA das amostras. O

Protocolo 1 foi desenvolvido no laboratério e baseia-se na separagdo do DNA

através da adicédo de cloroférmio e alcool isoamilico, enquanto o Protocolo 2 baseia-

se na purificacdo do DNA através de sua passagem por uma coluna de fibra de

vidro, onde o DNA se liga e é separado dos outros componentes celulares. As

amostras purificadas com o Protocolo 2 tem um valor de CT menor que as mesmas

amostras purificadas com o Protocolo 1 (Tabela 3). O Protocolo 2 foi selecionado

para a extragdo do DNA das amostras utilizadas no presente trabalho.

Tabela 3: Comparagao dos CTs das amostras purificadas através do Protocolo 1 e do

Protocolo 2.

Amostra Protocolo cT Protocolo CT

A 15,875 2 11,92
B 13,72 2 13,025
¢ 15,13 2 12,515
D 15,335 2 15,265
E 27,49 2 25,32
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Amostras positivas e negativas por PCR Nested foram analisadas por RT-

PCR. Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de CT e o numero de copias

determinado através da comparacdo com a curva padrdo. Os camardes utilizados

nesta analise eram provenientes de regides com mortalidade de animais.

Tabela 4: Quantificagdo das amostras de ple6podes de L. vannamei

através de RT-PCR. N.D.: ndo detectado.

Amostra

10

12

CT
12,99
11,33
11,05
32,77
25,46
14,12
12,75
14,69
15,89
N.D.
27,76

34

Copias/g de tecido

1,53x10°
5,34 x10°
6,62 x10°
4,84
3,26 x10°
1,73 x10”
4,89 x10’
1,13 x10”
4,54 x10°
0

2,14 x10

1,90

Coépias/ml

1,53x10"°

5,34 x10"
6,62 x10"
4,84x x10°
3,26 x10’

1,73 x10"
4,89 x10"
1,13 x10"
4,54 x10"
0

2,14 x10*

1,90x10°
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As amostras de 1-3 e 6-9 podem ser consideradas amostras com a carga
viral alta. A amostra 5 é carga moderada, enquanto as amostras 4, 11 e 12 tém a
carga viral baixa (SOUZA, 2008). A amostra 10 é negativa. E importante destacar
que a amostra 4 é negativa por PCR Nested, enquanto a amostra 12 é positiva por

Nested PCR.

Além disso, a carga viral de camarbes coletados durante um surto de
Mancha Branca e de camarbées da mesma fazenda e do mesmo povoamento
(“sobreviventes”) coletados oito meses depois foi comparada (Tabela 5). As
amostras 13 e 14 sédo da primeira coleta (durante o surto) e sao positivas por PCR
Nested. As amostras 15 e 16 foram coletadas oito meses depois e séo negativas por
PCR Nested. Este resultado indica que os animais da segunda coleta séo
carreadores assintomaticos do WSSV. As amostras 15 e 16 tém a carga viral muito
menor que as amostras 13 e 14, indicando tratar-se de uma infecgao leve. Através
da andlise da curva de dissociagdo, observou-se um pico Unico em todas as

amostras positivas (Figura 17).

Tabela 5: Quantificagao das amostras de pleépodes de

L. vannamei através de RT-PCR.

Copias/g de tecido  Copias/ml

Amostra CT

13 29,15 4,27 x10° 4,27 x10"°
14 26,25 4,08 x10° 4,08 x10°
15 31,9 9,31 9,31 x10°

16 30,05 3,77 3,77 x10°




Figura 17: Curva de dissociagdo de amostras de pledpodes de camarao.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, a metodologia de RT-PCR foi padronizada para a
deteccdo de WSSV em camardes L. vannamei. A maioria dos ensaios de PCR
convencional permite apenas uma resposta qualitativa. A PCR-RT permite uma
verdadeira quantificacdo dos resultados (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002). Uma
das principais caracteristicas da PCR-RT é a medida da amplificagdo do DNA a
cada ciclo, ao invés da amplificagdo acumulada ao final dos ciclos. A medida é feita
durante a fase exponencial da PCR, o que é mais confiavel do que a medida dos
produtos finais da reacdo (TANG; LIGHTNER, 2001). A técnica é sensivel o bastante
para a deteccdo de copias Unicas do genoma viral, e Gtil para a deteccédo do virus
em animais assintomaticos. Além disso, esse procedimento permite que muitas
amostras sejam testadas ao mesmo tempo, de forma mais rapida e menos
trabalhosa, com uma drastica diminuigdo do risco de contaminagdao (MARQUES;

MOSER; MULLER, 2006).

Os camardes foram coletados e inicialmente analisados por PCR
convencional para a deteccao de WSSV. As amostras positivas para WSSV e
algumas amostras negativas foram analisadas para determinar também a presenca
de IHHNV. As amostras positivas apenas para o WSSV e amostras negativas para
os dois virus foram utilizadas no experimento de subtracdo de cDNA (Capitulo 3).
Além disso, os fragmentos amplificados foram clonados e seqlenciados,
confirmando a especificidade dos iniciadores utilizados. O plasmideo contendo o
inserto do segundo passo da PCR nested foi utilizado para a construgdo da curva

padrao de WSSV.
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Inicialmente, uma curva padrao foi construida. Os valores de coeficiente de
correlacdo (R?), inclinagao da reta (M), fator de amplificacéo e eficiéncia da reacéo
encontram-se dentro do aceitavel. Um valor de inclinagao da reta de -3,32 indica
uma eficiéncia de amplificacdo de 100%. Uma eficiéncia de -3,043 foi encontrada no
presente trabalho, proxima de 90%, sendo considerada aceitavel. Os dois pares de
iniciadores testados apresentaram amplificagdo dos produtos esperados, mas o
conjunto WS2 foi selecionado por apresentar valores de CT menores (maior
eficiéncia da reagdo). O limite minimo de deteccéo foi de 3,55 copias virais/pl. Este
limite esta de acordo com o encontrado em outros estudos com WSSV, na faixa de 4
a 10 cépias do genoma viral (DURAND; LIGHTNER, 2002; GRANJA et al., 2006;

BAUMGARTNER et al., 2009).

Foram quantificadas amostras de DNA de pleépodes positivas para WSSV
através de PCR Nested e algumas amostras negativas. Dois protocolos de extragcao
de DNA foram comparados. As amostras extraidas de acordo com o Protocolo 2
apresentam valores de Ct menores que aquelas extraidas de acordo com o
Protocolo 1. Uma das etapas do Protocolo 2 envolve a retirada de inibidores de PCR
da amostra. Este passo provavelmente aumenta a eficiéncia da reacdo. De acordo
com Tichopad, Didier e Pfaffl (2004), a presenca de hemoglobina, gordura,
glicogénio, constituintes celulares, Ca*, a concentracido de DNA ou RNA e proteinas
que se ligam ao DNA sao importantes fatores inibitérios da reacdo. Além disso,
fatores externos como o pé das luvas e compostos fenolicos usados na extracéo
podem alterar a reagdo. O Protocolo 2, devido ao menor valor de Ct das amostras,
foi utilizado na extracdo de DNA das amostras utilizadas no presente estudo.
Entretanto, o Protocolo 1 também pode ser utilizado, desde que as amostras

comparadas sejam sempre extraidas com o mesmo sistema. Em estudos em que é
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analisado um grande numero de amostras, ou em laboratérios de diagnostico, o
Protocolo 1 apresenta a vantagem de ter um custo menor. O Protocolo 2, por outro

lado, é mais rapido, diminuindo o tempo entre a andlise e a obtengao dos resultados.

As amostras de L. vannamei utilizadas sdo provenientes de fazendas com
sintomas de mortalidade por WSSV e fazendas assintomaticas. Diferentes autores
classificam as cargas virais como alta, moderada e baixa em comparacdao com a

quantidade de virus quantificada nas amostras (Tabela 5).

De Souza (2008), em um estudo realizado em nosso laboratério, determinou
como carga viral alta ou infecgdo severa, amostras com mais de 5x10° copias/yl,
como carga viral moderada aquelas entre 5x10° a 1x10° cépias/ul e como carga
baixa ou infeccdo leve aquelas entre 1x10° e 10 copias/ul. O autor levou em
consideracdo o Esquema de Graduagédo da Severidade de uma Infecgao publicado
por Lightner (1996), a analise dos resultados gerados em seu estudo e os dados dos
trés trabalhos citados na Tabela 5. No presente trabalho, de 12 amostras de
coletadas em fazendas com mortalidade, 7 apresentavam um grau de infecgéo alto,
1 um grau moderado e 3 um grau de infecgdo baixo. A predominancia de animais
com um grau de infeccao elevado era esperada, ja que as amostras foram coletadas

em fazendas com sintomas de mortalidade.
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Tabela 6: Diferentes classificagdes de carga viral baseadas na quantificagdo por PCR ou RT-

PCR.

Classificagdo da carga
Carga viral (cOpias virais/reagao)

viral/infeccao
Alta/Severa >2x10° 2x10* >10°
Moderada 2x10° 2x10° 10°a 10°
Baixa/Leve 2x10°? 20 a 2x10° 10 a 10
Muito baixa/leve <2x10' - -
Referéncia Peng et al. (2001) Kiatpathomchai et al. (2001) Shekkhar et al. (2006)

Foram encontrados animais positivos assintomaticos e negativos para PCR
Nested em uma fazenda oito meses apés um surto de WSSV. Sritunyalucksana et
al. (2006), encontraram de 500 a 2500 copias (infeccao leve a moderada) do virus
em animais assintomaticos. No presente trabalho, os animais assintomaticos tinham
93 e 377 copias de virus/ul de amostra. De acordo com Peng et al. (2001), a
graduacao das infecgdes € um parametro importante para o acompanhamento do
virus da Mancha Branca em sistemas de cultivo, de modo a contribuir para um
manejo mais eficaz de pos-larvas e reprodutores. O desenvolvimento de
metodologias sensiveis o suficiente para detectar animais com baixa carga viral é de
suma importancia para o manejo das fazendas e para o fornecimento de pés-larvas
certificadas para o povoamento das fazendas. Segundo Sritunyalucksana et al.
(2006), em locais com prevaléncia abaixo de 10%, & possivel a ocorréncia de
resultados falso-negativos nas PCRs. Falsos-negativos podem resultar em grandes
mortalidades e perdas econémicas (Powell et al., 2006). A RT-PCR mostra-se uma

alternativa para o diagndstico do WSSV nestes casos.

De Souza (2008) determinou que o limite de deteccao da PCR Nested
utilizada em nosso laboratério é de 3,55x10° cdpias virais/reacdo. Lo et al. (1996a),

encontraram até 4 copias de WSSV/ng de DNA total com os mesmos iniciadores
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para PCR Nested utilizados no presente trabalho e Sritunyalucksana et al. (2006),
encontraram um limite de deteccéo de 1x10? cépias. Esta grande diferenca pode ser
devida a fatores como a metodologia de extracdo de DNA e o tipo de DNA
polimerase utilizada na reagdo de PCR. Uma maior eficiéncia na amplificagéo

aumenta a sensibilidade do método.

No presente trabalho, a metodologia de PCR-RT foi padronizada para a
deteccao de WSSV em camardes L. vannamei, utilizando-se iniciadores especificos
para o WSSV encontrado em amostras de Santa Catarina e o corante SYBR Green
I. O limite minimo de detecgcdo da metodologia foi de 3,55 copias virais/ul de

amostra.

O limite de sensibilidade da PCR-RT foi comparado com a PCR Nested
utilizada para o diagnéstico de WSSV. A PCR Nested foi capaz de detectar até
3,55x10° copias do genoma viral, um limite de detecgé@o muito maior que o da PCR-

RT. Este limite esta acima do determinado para este técnica em outros estudos.

Amostras positivas e negativas através de PCR Nested foram quantificadas
através de PCR-RT. Todas as amostras positivas por PCR Nested também foram
positivas por PCR-RT, entretanto, algumas amostras negativas por PCR Nested
tratavam-se de positivos fracos. Este resultado mostra a importancia do
desenvolvimento de técnicas sensiveis o suficiente para identificar individuos
positivos com baixa carga viral. A identificacdo de infeccdes leves é importante
principalmente em fazendas produtoras de pés-larvas, onde o ideal é a produgao de
pos-larvas livres de patdégenos. Fazendas povoadas com animais com animais
portadores do virus (“falsos-negativos”) podem desenvolver a enfermidade apds

situagdes de estresse ambiental
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A metodologia de PCR-RT mostrou-se Util para a determinacgao da carga viral
em situacdes onde ha a necessidade de monitorar animais assintomaticos ou isolar
animais livres de patégenos, como por exemplo, a produgdo de pés-larvas e a
importagéo de animais. Por tratar-se de uma metodologia cara, ndo é recomendada

para andlises rotineiras, onde se pode utilizar a PCR Nested.
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CAPITULO 2
Genotipagem de isolados geograficos de WSSV do Brasil e comparacdao com

outros isolados da América



56

INTRODUCAO

O virus da Mancha Branca (WSSV) é um patégeno viral que tem causado
grandes perdas na carcinicultura, desde 1993 (LO et al. 1996a, NANHAI et al. 2005).
Apés sua primeira ocorréncia em Fujian na China, entre 1991 a 1992 (CAl et al.
1995; FLEGEL 1997), o virus se espalhou rapidamente pelo continente asiatico
(INOUYE et al. 1994; LO et al. 1999). O virus foi encontrado no continente
americano pela primeira vez nos EUA em 1995 (NUNAN; LIGHTNER 1997), e apés
isso foi identificado em varios paises do continente (México, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Panama, Equador e Colémbia) (INFOFISH 1999).

O WSSV também foi identificado em fazendas de camardo no Sul (Santa
Catarina) e no Nordeste (Ceara e Bahia) do Brasil (OIE 2005ab; LIGHTNER relatério
ndo publicado). Antes do aparecimento da doenca em Santa Catarina,
aproximadamente 100 fazendas produziam 4.100 tons de camardo, mas em 2006 e
2007 apenas trinta fazendas produziram 100 tons (MELLO; FARIAS 2007). Um surto
de Mancha Branca também foi relatado em uma fazenda no Ceara (margo de 2005),
entretanto, ndo foram observados outros surtos no Ceara. Em novembro de 2008,
um surto de WSSV foi confirmado em fazendas na Bahia, onde uma taxa de
sobrevivéncia de 5% foi observada. Nao ha informacao a respeito da origem da
doenga no pais, ja que a importacdo de crustaceos no Brasil esta proibida desde
1999.

O WSSV é um virus baciliforme, com um nucleocapsideo envolto por um
envelope trilaminar e tem um apéndice similar a um flagelo em uma das
extremidades (DURAND et al. 1997; NADALA et al. 1998). O virus tem um genoma

circular dupla fita grande, com cerca de 300 kb (VAN HULTEN et al. 2001; YANG et
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al. 2001). O genoma do WSSV codifica 184 ORFs (seqiiéncias de DNA que podem
codificar proteinas), a maioria delas com fungdes desconhecidas. Cerca de 11 ORFs
tém homélogos em bases de dados, a maioria representando genes que codificam
enzimas para o metabolismo de nucleotideos, replicacdo de DNA e modificacao de
proteinas (VAN HULTEN et al. 2001).

Alguns isolados geograficos de WSSV da Asia e da América que foram
comparados sdo muitos similares em morfologia, perfil de proteinas e possuem
pequenas diferengcas no padrdo de polimorfismos de comprimentos de fragmentos
de restricdo (restriction fragment lenght polymorphism — RFLP) (NADALA; LOH
1998; LO et al. 1999; WANG et al. 2000; MARKS et al. 2004). Marks et al. (2004),
compararam trés isolados de WSSV completamente seqlienciados (Tailandia, China
e Taiwan) e encontraram uma similaridade de 99,2%. As diferengas encontradas por
estes autores incluem uma delegdo grande (ORF 23/24) com cerca de 13.2 kb no
WSSV-TH e 1.2 kb no WSSV-CN em relagdo ao WSSV-TW (Figura 18), uma regiao
variavel propensa a recombinacdo (ORF 14/15), uma variagdo no numero de
repeticdes em tandem (Figura 19), mutagbes de nucleotideos Unicos envolvendo
delecao, insercao e polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) e uma seqiéncia

de uma transposase presente apenas no WSSV-TW.

13 kb deletion
B e e 31135
WSSV-TH o b= T e ]
275235 283412 " 283413 287285
WSSV-CN A 8177 11 aa‘[ 3872 -
“fecegectetctagtg’ tectcctctictagag ™
2559 15770
WSSV-TW 13210 '

Figura 18: Representacdo esquematica da ORF 23/24 no WSSV-TH, WSSV-CN e WSSV-

TW. Fonte: MARKS et al., 2004.
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Figura 19: Representagdo esquemadtica de um gene com
repeticbes em tandem. Fonte: http://www-

nmr.cabm.rutgers.edu/photogallery/proteins/gif/BRCT-fam.jpg.

As variag6es associadas com as ORF ORF 23/24 e ORF 14/15 sao utilizadas
na identificacdo de mudancas evolutivas no WSSV (MARKS et al. 2005). As
variagbes no numero de repeticbes em tandem (VNTRs) associada com trés
minissatélites (unidades de repeticdo de 7 a 100 pb), ORF 94, ORF 75 e ORF 125,
foram sugeridas como potenciais marcadores para estudos epidemiolégicos
(WONGTEERASUPAYA et al. 2003; DIEU et al. 2004; MARKS et al. 2004; SHEKAR
et al. 2005).

Alguns estudos de genotipagem foram realizados para testar a eficacia
destes marcadores (WONGTEERASUPAYA et al. 2003; MARKS et al. 2005;
PRADEEP et al. 2008). A maioria dos estudos foi realizada em paises asiaticos,
como Vietnd, india e Tailandia. Até onde sabemos, os Unicos estudos realizados com
isolados americanos utilizaram RFLP (LO et al. 1999; WANG et al. 2000) para
comparar amostras de regides diferentes, mas os autores encontraram poucas
diferencgas.

A genotipagem do WSSV de isolados brasileiros permitira uma melhor
compreensao da origem dos surtos que ocorreram no Brasil, e se existe apenas um

genotipo ou varios gendtipos de WSSV no Brasil e nos outros paises da América.
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OBJETIVOS
Genotipar o0 WSSV de isolados brasileiros e comparar os resultados com

isolados de outros paises na América.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a metodologia de PCR para a detecgdo das ORFs 75, 94 e 125
em WSSV proveniente de camardes L. vannamei;

e Padronizar a metodologia de PCR para a deteccao da ORFs 23/24 nas
mesmas amostras;

e |denticar a presenca do gene de uma transposase;

e Seqlenciar os fragmentos obtidos para identificar mutagdes, como delegdes
e SNPs;

e Comparar o genoma do WSSV de amostras brasileiras com isolados

geograficos de outros paises na América.
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MATERIAL E METODOS

1 - Coleta dos animais

Os camardes (Litopenaues vannamei) foram coletados em duas regides do
Brasil em diferentes periodos (Tabela 7). Santa Catarina foi o primeiro estado onde o
WSSV foi detectado (OIE 2005a) e localiza-se na regido Sul, enquanto a Bahia esta
localizada a cerca de 2.600 km, na regido Nordeste. Os camardes foram coletados
de janeiro de 2005 a novembro de 2008 nas fazendas afetadas. Os tecidos foram
coletados, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e estocados a -80° C ou

preservados em etanol 95%.

Tabela 7: Origem e data de coleta das amostras de L. vannamei infectadas com

WSSV utilizadas neste estudo.

Pais Regiao Ano
EUA Texas 1997
EUA Carolina do Sul 1997
Panama Costa Oeste 1999
Honduras Golfo de Fonseca 1999
EUA Havai 2004
Brasil Santa Catarina 2005
Brasil Santa Catarina 2007
Brasil Santa Catarina 2008
Brasil Bahia 2008
Nicaragua Golfo de Fonseca 2008

México Sonora 2008




61

2 - Desafio com WSSV

Com o objetivo de gerar amostras positivas para WSSV com carga viral alta,
um inéculo de WSSV foi gerado a partir de tecidos congelados (amostras de Santa
Catarina) e foi utilizado para desafiar os animais. Os animais utilizados para a
inoculagcao do virus foram L. vannamei SPF (specific pathogen-free) (cerca de 3 @)
(LIGHTNER, 2005), obtidos do Oceanic Institute, Oahu, Hawaii, EUA. Pleépodes
congelados foram homogeneizados em tampao TN (20 mM Tris-Hcl, 400 mM NaCl,
pH 7,4). O homogenato foi centrifugado a 2500 rpm por 20 min, o sobrenadante
obtido foi centrifugado novamente a 5000 rpm por 20 min e o0 sobrenadante
resultante foi diluido 1:20 em NaCl 2%. A infeccao experimental foi realizada através
da injecdo de 0,1 ml da suspensao no abdémen no terceiro segmento abdominal. Os
camardes infectados eram examinados diariamente e todos os animais mortos e
moribundos eram removidos e congelados. O experimento foi terminado 72 horas
apoés a injecao.

3 - Extracao de DNA

O DNA foi extraido de 25-50 mg de ple6podes com o sistema High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche) de acordo com as condigdes do fabricante.

4 - PCR Nested para a detecgcao do WSSV

O WSSV foi identificado por PCR Nested utilizando-se os iniciadores
descritos por Lo et al. (1996a). Todas as reagbes foram realizadas com amostras
individuais. Cada reacao consistiu de tampao 1 X, 200 uM de cada dNTP, 2 mM de
MgCl,, 200 pmol de cada iniciador e 0,63 U da enzima Taq (Fermentas). As duas
etapas de amplificagao consistiram de 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94°C
por 30 s, 62°C por 30 s, e 72°C por 30 s, com uma extensao final a 72°C por 2 min.

Todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% contendo 0.5



ug I de brometo de etideo. Foi utilizado o marcador de DNA 1 kb.
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Tabela 8: Condicdes de PCR.

63

Iniciadores Seqléncia Concentragdo Condigdes de
dos Desnaturacéo ciclagem No. de Tamanho do
iniciadores inicial Desnaturagéo Anelamento Extensao ciclos produto
ORF 94 F 5 TCTACTCGAGGAGGTGACGAC 3 25 pmol 95°C 5 min 95°C 20 s 60°C 20 s 72°C1min15s 40 Variavel
R 5 AGCAGGTGTGTACACATTTCATTG 3
ORF 75 F 5° GAAGCAGTAATCTCTAACAC 3 25 pmol 95°C 1 min 95°C 30 s 49°C 20 s 72°C1min20s 36 Variavel
R 5 GAAGCAGTATCTCTAAACAC 3’
ORF 125 F 5 CGAAATCTTGATATGTTGTGC 3 25 pmol 95°C 1 min 95°C 30 s 52°C20's 72°C1min40s 40 Variavel
R 5° CCATATCCATTGCCCTTCTC 3
Transposase F 5 GTGGATAATATTCGTCTTCAAC 3 25 pmol 95°C 1 min 95°C 30 s 55°C 1 min 72°C 4 min 35 1489 (WSSV-TW)
151 (WSSV-CH)
R 5 CTCAAAGACAACGACTTAG 3’
23/24 ext F 5 CGACTCGTGGAAGAAAGAGC 3 30 pmol 95°C 15 min 94°C 20 s 50°C 1 min 72°C 8 min 35 Variavel
R 5 CTTTCTCCCCCAACTTCTCC &
Seq 2324 F 5 TGGGCCGATACGCAAATTGCCACGTT & 25 pmol Variavel

R 5 ATAGAGAACTGCCGGAAAGGGCAAA 3
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5 - Andlise das VNTRs

Trés regides minissatélite foram analisadas por PCR: ORF 94 (repeticoes de
54 bp), ORF 125 (repeticdes de 69 bp) e ORF 75 (repeticdes de 45 e 102 pb).
Iniciadores especificos para cada gene foram usados e as condi¢cdes de reagao
estdo na Tabela 8.

6 - Andlise da regiao variavel ORF 23/24

As amostras foram analisadas para a presenca de uma delegdo na regiao
ORF 23/24 utilizando os iniciadores e de acordo com as condigoes da Tabela 8. Para
o sequUenciamento das amostras, como se tratava de um produto muito grande,
foram utilizados iniciadores internos a seqiiéncia, construidos a partir da seqiéncia
parcial obtida apds o primeiro seqlienciamento.

7 - Amplificacao da sequliéncia de uma transposase

A presenca de um gene de uma transposase foi analisada por PCR com os
iniciadores e as condigdes descritas na Tabela 8.

8 - Determinacéao do numero de repeticoes

O numero de repeticoes (unidades de repeticao - URs) presentes na ORF 94
foi calculado com a férmula: [tamanho do produto de PCR — (171 + 12)]/54 e da ORF
125 com a formula: (tamanho do produto de PCR + 35 - 92)/69 (Pradeep et al.
2008). No caso da ORF 75, que tem repeticdes de diferentes tamanhos, o tamanho
do produto de PCR foi utilizado para a comparacao.

9 - Seqiienciamento dos produtos de PCR e analise das seqiiéncias

Os produtos de PCR foram purificados com o sistema QIAquick PCR
purification kit (Qiagen) e seqienciados no laboratério de seqlienciamento da
Universidade do Arizona utilizando um sequienciador automatico (3730xI DNA
Analyzer, Applied Biosystems). As seqiiéncias obtidas foram comparadas com

genomas do WSSV depositados no banco de dados GenBank e foram analisadas
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com o programa BioEdit versao 7.0.9.0 (HALL, 1999). A presenca e o numero de
repeticdbes em tandem foram analisadas com o programa Tandem Repeats Finder
(TRF) (BENSON, 1999).

10 - Comparagao com amostras de outros paises na América

Ap6s a genotipagem dos isolados de WSSV brasileiros, eles foram
comparados com isolados de outros paises da América (Tabela 7). Foram utilizados
isolados da colegdo da Universidade do Arizona. As VNTRs (ORF 94, 75 e 125)

foram utilizadas na comparacao dos isolados.

RESULTADOS

1 - ORF 94

As amostras analisadas apresentaram de 4 a 19 repeticoes (Tabela 9). Todas
as amostras analisadas apresentaram amplificagdo dos produtos esperados (Figura
20). As amostras de Santa Catarina tiveram produtos de tamanhos similares (cerca
de 1000 pb), enquanto as amostras da Bahia produziram um produto menor (417
pb). As amostras foram seqiienciadas e confirmadas como ORF 94, com 99% de
similaridade com o isolado TH-96-1I ORF94 (Cédigo de acesso no GenBank:
AY864669.1). Nas amostras de Santa Catarina foram encontradas 16 repetigdes de
54 pb, enquanto as amostras da Bahia tinham 4 repeticdes (Tabela 9). As amostras
do Texas e da Carolina do Sul tiveram 5 repeticoes, Havai 8, Panama 12, Honduras
13, Nicaragua 14 e México 19.

Os SNPs dos isolados brasileiros também foram analisados. Apesar das
amostras de Santa Catarina terem o mesmo niumero de repeti¢cdes, elas diferem

quanto ao padrao de nucleotideos na posicao 48 de cada repeticao (Tabela 11).
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M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

1018 >

506 —»

Figura 20: Produtos de PCR da ORF 94.
M) Marcador de 1 kb, 1) Brasil - Santa
Catarina, 2008; 2) Brasil - Santa
Catarina, 2007, 3) Brasil - Santa
Catarina, 2005, 4) Brasil - Bahia, 5)
Panama4, 6) Honduras, 7) EUA - Texas, 8)
EUA — Carolina do Sul, 9) México, 10)

EUA - Havai, 11) Nicaragua.

2-0ORF 125

O produto esperado foi amplificado em todas as amostras (Figura 21). O
numero de repeticdes variou de 7 a 11 (Tabela 9). As amostras de Santa Catarina
tinham produtos na faixa de 659 e 684 pb, enquanto a amostra da Bahia tinha um
produto de 728 pb. Ap6s o seqlienciamento, os produtos foram confirmados como
ORF 125, com 99% de similaridade com o isolado TH-96-II ORF125 (Codigo de
acesso no GenBank: AY864770.1). Todas as amostras de Santa Catarina
apresentaram 8 repeticées, enquanto as amostras da Bahia tinham 9 repeticdes
(Tabela 9). O México tem 7 repeticbes, Nicaragua 8, Texas e Carolina do Sul 10 e

Panamad, Honduras e Havai 11.
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M 1 2 3 45 6 7 8 910 11

1018 >

506 —>»

Figura 21: Produtos de PCR da ORF 125. M)
Marcador de 1 kb, 1) Brasil - Santa Catarina, 2008;
2) Brasil - Santa Catarina, 2007, 3) Brasil - Santa
Catarina, 2005, 4) Brasil - Bahia, 5) Panama, 6)
Honduras, 7) EUA-Texas, 8) EUA - Carolina do

Sul, 9) México, 10) Nicaragua, 11) EUA - Havai.
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Tabela 9: Namero de repetigdes encontrados para a ORF 94, 125 e 75 em camardes infectados com WSSV do Brasil e de outros paises da América. N.D.:

nao determinado.

ORF 94 ORF 125 ORF 75
Regiado Tamanho do produto No. repeticdes Tamanho do produto No. repeticoes Tamanho do produto No. repeticoes
EUA - Texas 480 5 767 10 1171 14
EUA - Carolina do Sul 460 5 767 10 N.D. N.D.
Panama 847 12 853 11 1112 15
Honduras 896 13 871 11 1171 15
EUA - Havai 627 8 826 11 489 6
Brasil - Santa Catarina 1100 16 684 8 786 10
2005
Brasil - Santa Catarina 1002 16 659 8 783 10
2007
Brasil - Santa Catarina 1015 16 659 8 784 10
2008
Brasil - Bahia 417 4 728 9 828 11
Nicaragua 967 14 662 8 663 8

México 1242 19 559 7 1084 14




Tabela 10: Numero e posi¢do das unidades de repeticdo (URs) localizadas na ORF 75.

Regido No. URs Posicao das URs de 45 e 102 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9
EUA - Texas 14 45 102 45*4 102 45*4 102 45*2
Panama 15 45 102 454 102 452 102 45*2 102 45*2
Honduras 15 45 102 45*4 102 45*2 102 45*2 102 45*2
EUA — Havai 6 45*3 102 452
Brasil — Santa Catarina 10 45 102 45*2 102 452 102 452
Brasil — Bahia 11 45 102 45*3 102 45*2 102 45*2
Nicaragua 8 45 102 45*2 102 45*3
México 14 45 102 456 102 45*2 102 45*2
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Tabela 11: Genétipo de polimorfismos de nucletideos Unicos (SNPs) na posi¢ao 48 de cada unidade de repetigao (UR) na ORF 94.

Regiéo No. URs
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Santa Catarina 2005 16 T G T T G T G G G G T G G G G G
Santa Catarina 2007 16 T G T T T T T T T T T T G G T G
Santa Catarina 2008 16 T G T G T T T T T T T T T T T T

Bahia 2008 4 T G G G
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3-ORF 75

O tamanho dos produtos de PCR para ORF 75 foi de 489 a 1171 pb (Figura 22)
e 0 numero de repeticdes foi de 6 a 15 (Tabela 9). Os produtos de PCR das amostras
de Santa Catarina tiveram tamanhos similares (cerca de 780 pb) e apés o
sequienciamento dos fragmentos, foram encontradas 10 repeticdes (Tabela 9). Dois
tamanhos de repeticdes foram encontrados, de 45 e 102 pb (Tabela 10) e o padrao
das repeticoes foi 45, 102, 45x2, 102, 45x2, 102, 45x2. O produto de PCR das
amostras da Bahia é maior (828 pb) e apds o seqiienciamento e analise, 11 repeticoes
foram encontradas. O padrao das repeticdes foi 45, 102, 45x3, 102, 45x2, 102, 45x2.
Os fragmentos tém 100% de similaridade com o isolado TH-96-11 ORF75 (Cédigo de
acesso no GenBank: AY864668.1). As amostras do Texas e do México tém 14
repeticoes. O Havai tem 6 repeticdes, Panama e Honduras tém 15 e a Nicaragua tem
8 repeticdes. Apenas as amostras da Carolina do Sul ndo apresentaram produto para
esta regido. Panama e Honduras tém o mesmo padrdao de repetigcbes, enquanto o

Texas e o México tém padrdes diferentes.

12 M 3 45 6 7 8 9 M 10

018 —*

506 —»

Figura 22: Produtos de PCR da ORF 75. M) Marcador de 1
kb, 1) EUA - Havai, 2) Brasil - Santa Catarina, 2008; 3)
Brasil - Santa Catarina, 2007, 4) Brasil - Santa Catarina,
2005, 5) Brasil - Bahia, 6) Panama, 7) Honduras, 8) EUA -

Texas, 9) México, 10) Nicaragua.
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4 - Regiao variavel ORF 23/24.

Apos o seglienciamento, os produtos foram confirmados como parte da ORF
23/24. O alinhamento da sequéncia com WSSV-TW foi das posicoes 2.110 a 2.719 e
apos esta regidao uma delecao de 11.453 pb foi observada, seguida de um alinhamento
das posicoes 14.172 a 15.990. A delecdo tem o mesmo tamanho nas amostras de

Santa Catarina e da Bahia.

Figura 23: Produtos de PCR para a
ORF 23/24. 1) Brasil - Santa Catarina,
2008; 2) Brasil - Santa Catarina, 2007,

3) Brasil - Bahia, M) Marcador de 1 kb.

5 - Transposase

O WSSV-TW codifica um transposase, entretanto, este gene nao é encontrado
no WSSV-CN ou WSSV-TH. Quando a transposase esta presente, os iniciadores
utilizados no presente estudo amplificam um produto de cerca de 1330 pb e quando a
seqliéncia esta ausente, o produto de PCR tem 150 pb.Todas as amostras analisadas
produziram um produto de 150 pb (Figura 24), indicando que os isolados brasileiros

ndo possuem esta transposase.



1 M 2 3 4
150_>

Figura 24: Produtos de PCR para a

transposase.1) Brasil - Santa
Catarina, 2008; 2) Brasil - Santa
Catarina, 2007, 3) Brasil - Santa
Catarina, 2005, 4) Brasil - Bahia,

M) Marcador de 1 kb.
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DISCUSSAO

Amostras de duas regides do Brasil foram analisadas e comparadas com
outros paises da América utilizando marcadores genéticos propostos para o WSSV.
Todas as amostras de Santa Catarina mostraram o0 mesmo padrédo para as regides de
minissatélite analisadas. As amostras de Santa Catarina utilizadas neste estudo sdo
do primeiro surto de 2005 e de surtos mais recentes (2007 e 2008). Diferengas em um
SNP na posicao 48 das repeticbes da ORF 94 foram encontradas. Em todos os
isolados de WSSV caracterizados até hoje, a ORF 94 tem um SNP na posicao 48
(guanina ou timina) (DIEU et al. 2004). Esta diferenca em SNPs foi encontrada
também em isolados de WSSV do Vietna, india, e Tailandia (WONGTEERASUPAYA et
al. 2003; DIEU et al. 2004; PRADEEP et al. 2008). Aparentemente, os camardes
foram infectados pelo mesmo tipo de WSSV, porém mudangas ocorreram no virus
apos sua introdugcdo em Santa Catarina. Segundo Waikhom et al. (2006), a passagem
do virus através de diferentes hospedeiros pode induzir uma alteragdo gendmica e
alterar a patogenicidade do virus.

A amostra da Bahia mostrou um padrdo completamente diferente para os trés
marcadores genéticos analisados, indicando que este WSSV é diferente do WSSV de
Santa Catarina. Esta diferenca pode ser explicada de varias maneiras. Os virus
encontrados na Bahia e em Santa Catarina podem ter entrado no Brasil por diferentes
rotas. Nao esta claro até hoje, como o virus foi introduzido no Brasil e se esta
introdugéo foi um fato isolado ou se ocorreram introdugdes multiplas. De acordo com
Seiffert, Winckler e Maggioni (2005), o virus pode ter sido introduzido antes da
proibicdo da importagéo de crustaceos e estava latente até a ocorréncia dos surtos.
Por exemplo, a doenca pode ter se manifestado apés uma alteragcdo ambiental que

tenha causado um estresse nos animais. De acordo com o mesmo autor, outra forma
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possivel de introdugdao do WSSV seriam correntes marinhas vindo do Uruguai, ja que
este pais processa pescado do Equador; ou através de PLs vindas de outros estados,
onde a doenga ndo se manifesta. O virus também pode ter sido introduzido através de
agua de lastro ou importacéo ilegal de PL's, camarbes ou crustaceos congelados.
Outra explicagdo possivel para as diferencas encontradas entre as duas regides
brasileiras sdo mutagées no genoma do WSSV devidas, por exemplo, a adaptagao
viral a diferentes condicées ambientais encontradas em Santa Catarina e na Bahia.

ApoOs caracterizar as amostras brasileiras, elas foram comparadas com
amostras de WSSV de paises da América. O nimero de repeticdes encontradas para
a ORF 94 foi de 4 a 19. Este resultado esta de acordo com estudos anteriores, onde o
menor numero de repeticbes encontrado foi 4 (HOA et al.,, 2005) e o maior foi 20
(WONGTEERASUPAYA et al., 2003).

No presente trabalho, ndo foi encontrada a dominancia de um tipo particular de
repeticdo, entretanto, houve a dominancia de amostras com mais de 9 repeti¢des.
Todas as amostras das Américas, com excecao das amostras dos EUA, tém mais de 9
repeticoes na ORF 94. Este € o0 mesmo padrdo encontrado nas amostras de Santa
Catarina (16 repeticdes). Entretanto, nenhuma das amostras analisadas tinha o
mesmo numero de repeticbes das amostras brasileiras. O nimero de repeticoes
encontradas nas amostras dos EUA estava préximo das amostras da Bahia. Estudos
anteriores encontraram uma dominancia de 2 a 9 repeticbes em tanques onde
ocorreram surtos da doenca (WONGTEERASUPAYA et al. 2003; MUSTHAQ et al.
2006; PADREEP et al. 2008). Entretanto, as amostras de Santa Catarina originavam-
se de fazendas com surtos de WSSV e tém 16 repeticdes. Uma explicagao possivel é
que condicbes ambientais (baixas temperaturas e/ou qualidade pobre da agua)
possam ter conferido uma maior viruléncia a cepa de Santa Catarina, ja que o WSSV

parece replicar melhor em baixas temperaturas (VIDAL et al. 2001) e Santa Catarina
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tem temperaturas de agua menores quando comparada a Bahia. Além disso,
camaroes vivendo em ambientes estressantes sao mais suscetiveis a doencgas.

O numero de repeti¢cbes encontrado para a ORF 125 foi entre 7 e 11. Estudos
anteriores encontraram entre 5 e 8 repeticdes (DIEU et al. 2004) e 2 a 14 (PRADEEP
at al. 2008). As amostras de Santa Catarina tém o mesmo numero de repeticoes (8)
das amostras da Nicaragua.

Foram encontradas de 6 a 15 repeticdes da ORF 75. Texas e México tém o
mesmo numero de repeticdes para a ORF 75, entretanto, o padrao das repeticdes é
diferente. Pradeep et al. (2008), encontraram produtos de PCR entre 320 e 778 bp,
com uma predominancia de produtos de 525 bp. Dieu et al. (2004) encontraram uma
variagao de 5 a 21 repeti¢cdes para esta regido.

Amostras que tém o mesmo padrdo de repeticbes para um determinado
minissatélite podem nao ter para os outros minissatélites analisados. Por exemplo,
Santa Catarina e Nicaragua tém o mesmo numero de repeticdes para a ORF 125 (8),
mas nao para a ORF 94 (14 Nicaragua e 16 Santa Catarina) e ORF 75 (8 Nicaragua e
14 Santa Catarina). Esta variacao também foi observada em outros estudos (DIEU et
al. 2004; PRADEEP et al. 2008).

A ORF 23/24 também foi analisada. Um produto de 3000 bp foi obtido em todas
as amostras brasileiras. Apds seqtienciamento e comparacao com o WSSV-TW, uma
delecao de 11.453 pb foi encontrada. Marks et al. (2004), estudaram esta regido em
trés isolados de WSSV, WSSV-TW (Taiwan), WSSV-CN (China) e WSSV-TH
(Thailand). O WSSV-TW n&o tem esta delegdo, enquanto o WSSV-CN tem uma
delecao de 1.168 pb e o0 WSSV-TH de 13.210 pb. Os mesmos autores sugerem que
esta delecdo pode ser devida a recombinagdo homéloga ou a uma pressao genémica
no virus para descartar seqiiéncias redundantes. Dieu et al. (2004), sugeriram que o

WSSV-TH separou-se do WSSV-TW e WSSV-CN e entrou no Vietna através de
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multiplas introdugdes. Pradeep et al. (2008), encontraram um produto de 2400 pb para
esta regido ao analisar amostras da India. Apdés comparar a seqiiéncia deste
fragmento com o WSSV-TW, eles encontraram uma delecdo de 10.970 pb nas
amostras indianas em relacdo ao WSSV-TW.

O genoma do WSSV-TW codifica uma transposase que nao esta presente no
WSSV-CN, WSSV-TH ou WSSV-VN (DIEU et al. 2004; MARKS et al. 2004). O produto
de PCR para esta regido tem 150 pb quando a transposase esta ausente, um
resultado também encontrado no Brasil.

Apesar do pequeno nimero de amostras analisadas, foi possivel encontrar um
padréao de repeticoes, o qual esta relacionado a localizagcdo geografica das amostras.
Estes resultados indicam que as trés ORFs analisadas (ORF 94, 125 e 75) tém um
potencial de uso em estudos epidemiolégicos com o WSSV, em particular a ORF 94,
que tem uma variagao maior no nimero de repeticoes. As variagdbes nos minissatélites
podem ser Uteis em estudos epidemioldgicos entre regides, enquanto os SNPs
observados nas repeticoes podem ser Uteis no rastreamento do movimento do virus
em regidbes geograficas mais localizadas. (entre diferentes fazendas, por exemplo). A
origem das PLs das fazendas analisadas no presente trabalho poderia ser estudada
com a ORF 94, com o objetivo de determiner se elas tém o mesmo padrdao de
repeticoes encontrado nos camardes. As diferengas encontradas entre as regides
brasileiras podem ser devidas a mudltiplas introducées do WSSV no pais ou a
mutagées no genoma viral. Estas hipdteses precisam ser testadas em estudos
posteriores.

Este é o primeiro estudo onde isolados de WSSV de paises da América sao
comparados. Apds comparar os isolados brasileiros com outros paises da América,
nao foi possivel encontrar um padrdo para as trés ORFs nos paises analisados. Isto

pode ser devido a mutagées no genoma do WSSV ap6s sua introdugdo nos diferentes
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paises. Entretanto, analisando a ORF 94 isoladamente, Santa Catarina, México,
Nicaragua, Honduras e Panama possuem mais de 9 repeticdes, enquanto a Bahia e
os EUA tém menos de 9 repeticdes. Esta similaridade no nimero de repeticdes talvez
possa estar relacionada a uma similaridade de viruléncia. Seria necessario analisar
mais amostras de regides diferentes e obter informagdes a respeito da origem das PLs

e da importagdo de camardes para rastrear as rotas possiveis de contaminagao.



CAPITULO 3
Genes diferencialmente expressos em camaroes de cultivo Litopenaeus

vannamei
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INTRODUCAO

As doencas sdo um dos principais problemas na aquicultura mundial
(SUBASINGHE, 2005), particularmente no cultivo de camarbées (HOSSAIN et al.,
2001). Animais de cultivo podem estar submetidos a baixa qualidade de agua e
mudancgas bruscas, envolvendo, por exemplo, manipulacao e transporte. Estes fatores
podem estressar os animais e favorecer e agdo de agentes patogénicos
(MISCIATELLI; JONES; LATCHFORD, 1999). A salude das espécies aquaticas é
dependente da interacédo entre o ambiente, patdgenos e o hospedeiro. Em sistemas de
producao de agquicultura, os animais cultivados podem coexistir com patdégenos
potenciais em um estado de infecgdao crdénica com pouco ou nenhum impacto na
producdo. Entretanto, sob condi¢des de cultivo intensivas encontradas particularmente
no cultivo de camardes, os animais podem estar expostos a condicdes ambientais
desfavoraveis, como temperatura da agua elevada, baixa concentracdo de oxigénio
dissolvido e reducao significativa nos niveis de salinidade; fatores que podem alterar a
homeostase e causar estresse (LEE et al.,, 1992). O estresse resultante tem sido
identificado como um dos gatilhos para a transicdo de infeccbes virais cronicas para
infeccdes agudas em populagbes de camardao (DE LA VEGA et al., 2004; LIU et al.,
2006a), resultado da redugédo na capacidade imunoldgica do camarao (HALL et al.,
1998; LE MOULLAC; HAFFNER, 2000).

O virus da Mancha Branca (WSSV) é a doengca mais séria de camardes de
cultivo no mundo (LIGHTNER, 1996). O WSSV tem sido encontrado desde 1993 na
maioria das regides de cultivo no sudoeste da Asia, América, Europa e Australia, e tem
causado perdas econémicas catastréficas. A mortalidade cumulativa pode atingir 100%
apés 3-10 dias do surgimento dos primeiros sintomas (LIGHTNER, 1996;
VASEEHARAN; JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003). O WSSV é um virus envelopado

que contem um DNA dupla-fita circular de cerca de 300 kb. Os virus sao baciliformes,
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com um apéndice similar a um flagelo em uma das exiremidades e tém um
nucleocapsideo na forma de bastdo (VAN HULTEN et al., 2001; YANG et al., 2001;
CHEN et al., 2002; VASEEHARAN; JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003). Existem cerca
de 184 ORFs no genoma do WSSV, a maioria com fungdo desconhecida (VAN
HULTEN et al., 2001). Este virus infecta uma grande variedade de hospedeiros, nao
apenas camardes, mas outros decdpodes (LO et al, 1996a; VASEEHARAN;
JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003).

Apesar de significante progresso ter sido feito na deteccéo e caracterizacao do
WSSV em anos recentes, ainda existem poucas informacoes a respeito das atividades
antivirais dos camaroes e das interagdes virus-hospedeiro.

Camarobes, assim como outros invertebrados, ndo possuem um sistema imune
adaptativo. Seu sistema imune é baseado em varias respostas imunes inatas. O
conhecimento a respeito das defesas moleculares do camardo tem aumentado nos
ultimos anos. Varios genes envolvidos na atividade antimicrobiana foram clonados e
caracterizados, como o sistema de ativagao da profenoloxidase (proPO) (SODERHALL
et al., 1994; SRITUNYALUCKSANA et al., 1999) e peptideos antimicrobianos
(DESTOUMIEUX et al.,, 1997, 2001). Apesar destes progressos, informagdes a
respeito das respostas antivirais ainda sao escassas (LIU et al., 2009). Recentemente
algumas proteinas antivirais tém sido caracterizadas, como por exemplo o fator anti-
lipopolissacarideo (LIU et al., 2006b), a lectina tipo-C (ZHAO et al., 2008), a beta-
integrina (LI et al., 2007) e a prépria hemocianina (ZHANG et al., 2004).

Uma forma de identificar potenciais proteinas envolvidas na resposta contra o
WSSV ¢ isolar genes diferencialmente expressos apds a infeccao pelo virus. Com este
objetivo, uma série de diferentes técnicas tém sido usadas, incluindo differential
display de mRNA (ASTROSKY et al., 2002), hibridizacao subtrativa (SSH) (PAN et al.,

2005), SSH e hibridizacao diferencial (HE et al., 2005), microarrays de cDNA (DHAR et
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al., 2003; WANG et al., 2006) and ESTs (ROJTINNAKORN et al., 2002).

A técnica de SSH tem a vantagem de poder ser realizada sem o conhecimento
prévio de sequiéncias da espécie estudada, permitindo o estudo de novos genes em
organismos com genomas pouco estudados. Além disso, ela requer pequenas
quantidades de amostras, e possui alta eficacia, especialmente na obtencao de genes
pouco abundantes (DIATCHENKO et al., 1996).

Com o objetivo de estudar as respostas de camarbes ao WSSV, alguns
estudos utilizando SSH foram realizados em camardes infectados pelo WSSV em
laboratério (HE et al., 2005; PAN et al., 2005). Entretanto, ndo existem trabalhos com
animais de cultivo, naturalmente infectados pelo virus. Em condigbes naturais, as
respostas ao virus podem ser diferentes daquelas encontradas em camardes
infectados experimentalmente, ja que as condicdes ambientais influenciam a resposta

imune dos animais.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas moleculares de camarbes de cultivo Litopenaeus
vannamei infectados pelo virus da Mancha Branca, visando identificar genes
relacionados a infecg@o viral e suas relacbes com os mecanismos de defesa e

resisténcia ao virus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Isolar cDNAs de genes diferencialmente expressos de branquias de

camardes de cultivo infectados pelo WSSV

. Clonar e sequienciar os cDNAs diferencialmente expressos;

. Comparar as seqliéncias obtidas com seqléncias depositadas no
GeneBank;

. Confirmar a expressao diferencial de alguns genes através de PCR em

Tempo Real.
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MATERIAL E METODOS

1 — Coleta de amostras

Camardes adultos na fase inter-mudas (aproximadamente 20 gramas), machos e
fémeas foram coletados em fazendas de cultivo de Santa Catarina, com o auxilio de
técnicos da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri) e da Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina
(CIDASC). As coletas foram realizadas em fazendas de Laguna, Governador Celso
Ramos, Araquari e Barra do Sul. Os periodos das coletas foram: janeiro de 2005
(primeiro surto de Mancha Branca no estado), e de abril de 2006 a fevereiro de 2008.
Os camardes foram coletados em tanques com sintomas de mortalidade, com uma
tarrafa jogada aleatoriamente em diferentes pontos dos tanques de cultivo e mantidos

em baldes com aeracao para a retirada dos tecidos.

2 - Coleta de hemolinfa, branquias e pleépodes

A hemolinfa foi coletada por pungdo ventral direta entre o dltimo esternito
cefalotoraxico e o primeiro abdominal, utilizando-se uma seringa com agulha
hipodérmica de 30X8 mm, na presenca de solugdo isotdnica para camardes com
EDTA (1:1) (HERNANDEZ-LOPEZ, 2003). As amostras de hemolinfa foram
congeladas a -80° C.

As branquias e pledépodes foram retirados, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e estocados a -80° C para as analises posteriores.

3 — Extracao de RNA total

O RNA total das amostras de branquia e hemolinfa (individuos positivos apenas
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para WSSV ou negativos para WSSV e IHHNV — Cap.1) foi extraido utilizando-se o
reagente TRIzol (Invitrogen). Adicionou-se 1 ml de Trizol aos tecidos (1 ml/200 mg de
branquias e 1 mI/500 ul de hemolinfa) e estes foram incubados por uma hora. Apés a
adicao de cloroférmio o material foi incubado a temperatura ambiente por 3 minutos.
Os tubos foram centrifugados a 14000xg por 30 minutos a 4° C e o sobrenadante
resultante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo. A este tubo foi adicionado
alcool isopropilico e apds incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente, o
material foi centrifugado a 1000xg por 40 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
descartado e os precipitados obtidos foram lavados com etanol 75% e centrifugados a
7500xg por 5 minutos a 4° C . Os sobrenadantes foram descartados, os precipitados
foram secos a temperatura ambiente, ressuspendidos em agua MilliQ estéril tratada
com DEPC e armazenados a -80° C.

4 — Quantificacao e determinacao da integridade do RNA

A concentragdo do RNA obtido foi determinada através da absorbancia a 260
nm (AUSUBEL et al., 1995), utilizando um espectrofotbmetro Ultrospec 3000
(Pharmacia).

A integridade das amostras foi analisada através de eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao MOPS 1 X (MOPS 20 mM, Acetato de Sédio 5 mM, EDTA 1
mM; pH 7,0), sob condi¢cbes desnaturantes . A cuba de eletroforese e os demais
acessoérios foram tratados previamente com H,O, 10% e agua MilliQ estéril tratada
com DEPC. As amostras foram diluidas em tampéao de desnaturagao (AUSUBEL et al.,
1995) e aquecidas a 55-60° C por 10 minutos, sendo, em seguida, aplicadas no gel. A
eletroforese foi realizada a 70 V utilizando-se tampao MOPS 1 X.

5 — Extracao de mRNA

O mRNA foi extraido utilizando-se o sistema Oligotex mMRNA Spin-column

(Qiagen) a partir de um pool de amostras totalizando 250 ug de RNA total.
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Este sistema baseia-se no fato de que a maioria dos mRNAs eucariéticos e
alguns RNAs virais terminam em uma cauda poli-A de 20 a 250 adenosinas. As
amostras de RNA total sdo incubadas com uma suspensao composta de particulas de
latex-poliestireno ligadas covalentemente a oligonucleotideos dCioT30. O mRNA liga-se
as particulas através da sua cauda poli-A, enquanto as moléculas de rRNA e tRNA,
que nao possuem cauda poli-A, sdo facilmente lavadas. Como a hibridizagao requer
alta concentragdo de sais, o mRNA poli-A é facilmente liberado diminuindo a forca
ibnica e desestabilizando os hibridos dT-A (Oligotex Handbook, 2002).

O mRNA extraido foi precipitado com acetato de sédio 3 M pH 5,2 e etanol
100%, lavado com etanol 75% e ressupendido em H,0.

6 — Subtracao de cDNA (SSH)

O mRNA (1 nug) foi reversamente transcrito utilizando-se o sistema Clontech
PCR-Select cDNA Subtraction Kit (Clontech). Foram utilizados mRNAs de animais
nao-infectados e infectados pelo WSSV, assim como um RNA poli-A controle,
fornecido pelo fabricante. As condigbes para a transcricdo reversa foram realizadas
conforme as instrugdes do fabricante. O cDNA que contém os transcritos
diferencialmente expressos (animais positivos) & denominado tester e o cDNA
referéncia (animais negativos) € denominado driver. Os cDNAs obtidos foram
digeridos com a enzima Rsa | que gera fragmentos com pontas cegas.

O cDNA tester foi separado em dois grupos diferentes, através da ligacao a
diferentes oligonucleotideos adaptadores (Adaptador 1 ou Adaptador 2R, fornecidos
pelo fabricante). As extremidades dos adaptadores ndo possuem o grupamento
fosfato, assim apenas uma fita de cada adaptador liga-se a extremidade 5 do cDNA.
Cada grupo de cDNA foi denominado de Tester 1-1 (ligado ao Adaptador 1) e Tester 1-
2 (ligado ao Adaptador 2R), respectivamente. Uma terceira reagdo foi realizada

misturando o cDNA Tester 1-1 e o Tester 1-2, este grupo corresponde ao controle
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Unsubtracted.

Apoés a obtengao das amostras ligadas aos adaptadores, foram realizadas duas
hibridizacées. Na primeira hibridizacdo, cDNA sem adaptadores (driver) em excesso
foi adicionado a cada cDNA fester, as amostras foram desnaturadas e em seguida, foi
realizada a hibridizacdo. Os cDNAs de fita simples remanescentes, apds a primeira
hibridizacdo, contém uma grande quantidade de seqléncias diferencialmente
expressas, enquanto as seqléncias de dupla-fita formadas correspondem a cDNAs
nao-diferencialmente expressos.

Os cDNAs obtidos apés a primeira hibridizacdo e o cDNA sem adaptador foram
misturados no mesmo tubo, para a segunda hibridizacao, ou seja, cDNA Tester 1-1, 1-
2 e driver foram adicionados ao mesmo tubo. Nesta segunda hibridizacdo, apenas o
cDNA driver foi desnaturado. Parte dos hibridos obtidos consiste de cDNAs
diferencialmente expressos com diferentes adaptadores em cada lado. Estes cDNAs
diferencialmente expressos, com diferentes adaptadores em cada lado, foram
amplificados através de Nested PCR utilizando-se iniciadores especificos para os
adaptadores e os produtos foram visualizados através de eletroforese em gel de
agarose 2%.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o sistema lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

A confirmacao da ligacdo dos adaptadores aos cDNAs foi realizada através de
PCR. Este teste foi realizado apenas com o cDNA controle, pois os iniciadores
fornecidos para o teste funcionam apenas para genes de humanos, ratos e
camundongos. Uma PCR foi realizada utilizando-se iniciadores para um gene
constitutivo (G3PDH) e um iniciador que se liga ao adaptador (PCR Primer 1). Para
cada cDNA (Tester 1-1 e Tester 1-2), foram realizadas duas reacdes, com diferentes

combinagdes de iniciadores. Na primeira, foram utilizados os iniciadores G3PDH 3’ e
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G3PDH 5 e na segunda, G3PDH 3’ e PCR Primer 1. O produto esperado para a
G3PDH tem 500 pb e para a combinagao dos iniciadores G3PDH 3’ e PCR Primer 1
cerca de 750 pb. As condigdes da PCR foram: 94° C 30 seg, seguidos de 20 ciclos de
94° C 10 seg, 65° C 30 seg e 68° C 2,5 min. Os produtos de PCR foram visualizados
em gel de agarose 2% e comparados com marcador de peso molecular conhecido
(Felix Ladder, Appligene).

7 - Clonagem

Os fragmentos obtidos os fragmentos obtidos através de subtracdo foram
ligados ao vetor pGEM-T Easy Vector System | (Promega) que possui no sitio de
clonagem uma sequéncia para clivagem com a enzima de restricdo Eco RIl. Nesse
vetor, ha o gene lacZ, que codifica a B-galactosidase e o gene que confere resisténcia
a ampicilina. A ligagao foi realizada adicionando-se 3 pl do produto de PCR purificado,
tampao da enzima ligase 1X, 50 ng do vetor pPGEM-T Easy e 3 unidades da enzima T4
DNA Ligase. As reagdes foram mantidas a 172 C durante 18 horas.

O vetor contendo o inserto foi inserido em bactérias JM109 competentes
(Promega) através de choque térmico. As bactérias foram mantidas por 2 horas a 37°
C em meio LB (20 g/L) e apds este procedimento, foram plagueadas em meio LB agar
(35 g/L) contendo ampicilina (100mM) , IPTG (0,5mM) e X-GAL (50mM) e mantidas a
37¢ C por 12-18 horas.

As bactérias transformadas foram selecionadas positivamente perante a droga
de selecao ampicilina. Dentre essas bactérias, as que ndo apresentaram o plasmideo
ligado ao fragmento de interesse expressaram a enzima B-galactosidase funcional. A
enzima B-galactosidase metaboliza o X-GAL presente no meio, originando um produto
de cor azul, dando essa cor as colbnias. As bactérias que apresentaram o0s
plasmideos ligados ao fragmento de interesse tiveram o gene da [B-galactosidase

interrompido e as coldnias apresentaram coloragao branca.
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As colbnias brancas foram transferidas para meio LB (20 g/L) contendo 100
mM de ampicilina e cultivadas sob agitacdo constante (140 rpm) a 372 C por 8-12
horas.

8 — Confirmacao da presenca do fragmento

Para a confirmacdo da presenca de insertos nas col6nias consideradas
positivas, os plasmideos foram extraidos das bactérias ap6s o periodo de 18 horas de
crescimento em meio LB contendo ampicilina 100 mM. Este procedimento foi realizado
para todas as colbnias positivas, no caso do WSSV e IHHNV e para algumas coldnias
selecionadas aleatoriamente, no caso da subtragao.

A extracdo do plasmideo foi realizada a partir de 3 mL do meio. As células
foram lisadas com o tampao STET (Sacarose 8%, Triton 5%, 50mM de EDTA e 50mM
de Tris, pH 8,0) e STET com lisozima (10 mg/ml) e os restos celulares foram
precipitados. A precipitagdo do plasmideo foi realizada com isopropanol. Os
plasmideos foram digeridos com a enzima EcoRlI e a presenca do inserto foi conferida
através de eletroforese em gel de agarose 1%.

9 - Extracao do plasmideo para sequenciamento

A obtencdo dos plasmideos e os sequenciamentos foram realizados no
Laboratério de Protozoologia (UFSC), em colaboragdo com o Prof. Dr. Edmundo
Grisard. Os procedimentos foram realizados conjuntamente com a académica Patricia
Hermes Stocco.

A extracdo do DNA plasmidial para sequenciamento foi realizada através de
lise alcalina das colbnias crescidas em 1mL de meio liquido nas condi¢des descritas
anteriormente. A lise foi realizada através da adicdo de tampao GET (20% Glicose,
0,5M EDTA pH 8,0 e 1M Tris-HCI pH 7,4) sobre a colbnia, seguida da adicdo de uma
solugcao contendo 1,8M de NaOH e SDS 10%, finalizando com a adigao da solugao

0,18 M de NaOH e SDS 1%. A precipitacao de restos celulares foi realizada através de
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centrifugacdo, seguida da filtragem da solugdo restante em filtro Millipore (MAGV
N22). A precipitagdo do plasmideo foi realizada através da adigdo de isopropanol
seguida de centrifugacdo. O plasmideo foi ressuspendido em agua.

10 — Sequenciamento e analise das seqiliéncias

A reacao de amplificacdo dos fragmentos contidos nos plasmideos foi realizada
utilizando-se o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare). O sequenciamento
foi realizado no equipamento MegaBACE 1000 DNA Analysis System (GE Healthcare).

A reacado de sequenciamento foi realizada a partir de 5,0 pmol do iniciador
pGEM-F ou EXCEL-R e aproximadamente 1.000ng do DNA plasmidial. Para a reacao
foram utilizadas as seguintes condigbes: 95°C por 25s, seguidos de 35 ciclos com
desnaturagao de 95°C por 15s, anelamento de iniciadores a 50°C por 20s e extensao
a 60°C por 90s.

Os produtos desta reagdo foram precipitados com isopropanol 70% e
eletroinjetados a 2KV por 100 segundos e eletroeluidos por 140 minutos a 7KV.

A qualidade das sequéncias foi realizada com o Phred (Phred =15) do
programa Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN,1998). O algoritmo CAP3 (HUANG;
MADAN, 1999) foi usado para a montagem dos contigs (seqliéncias contiguas de DNA
criadas pela montagem de fragmentos justapostos de um cromossomo), com o
objetivo de obter seqliéncias continuas formadas pela sobreposicao de pelo menos
duas ESTs. Os singlets sdo as seqiiéncias que nao se sobrepuseram com nenhuma
outra seqiiéncia, ou seja, clones com seqiliéncias Unicas. As seqliéncias especificas
do vetor e dos adaptadores foram retiradas utilizando-se o programa FastPCR. As
seqliéncias obtidas foram comparadas com a base de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se as ferramentas BLASTn ,BLASTx e
tBLASTX, através do programa BLAST2GO (CONESA et al., 2005). Valores de E

<1X10° e similaridades maiores que dez aminoacidos foram considerados relevantes.
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Os genes foram agrupados em classes de acordo com sua fungdo, baseado no
Genbank e no GeneOnthology.

11 — PCR em Tempo Real para confirmacao da expressao diferencial

Os iniciadores foram desenhados com o programa Primer Quest (Integrated
DNA Technology-IDT ), com base em genes identificados na biblioteca de cDNA. Os
genes selecionados foram ubiquitina, proteina calcificada de cuticula, proteina quinase
e oncoproteina nm 23 (Tabela 12). Além disso, foram desenhados iniciadores
especificos para genes constitutivos, utilizados como referéncia. Os genes referéncia
utilizados foram RNA ribossomal 18S, baseado em uma seqiiéncia de Penaeus
merguiensis e ciclofilina, baseada em uma seqéncia de Penaeus monodon.

Para a padronizagdo das condicbes de PCR, foi utilizado o RNA total das
amostras utilizadas na subtragdo. O RNA foi reversamente transcrito utilizando-se o
sistema Omniscript cDNA Synthesis Kit (Qiagen). Os cDNAs obtidos foram
precipitados com isopropanol e etanol 75%, quantificados em um espectrofotémetro
Nanodrop (Thermoscientific) e diluidos na concentragido de 100 ng/ul.

As amplificagbes foram realizadas com o sistema Absolute QPCR SYBR Green
Mix (Thermo Scientific), utilizando-se o mix contendo Thermo-Start™ DNA Polimerase,
tampao da reacdo, dNTPs, MgCl, 3 mM e SYBR Green |, na concentragdo 1X. Os
programas de ciclagem de cada gene incluiam uma fase de ativacdo da enzima a
95°C por 15 min, em seguida 40 ciclos de 20 s de desnaturacdo a 95°C, 20 s de
anelamento com a temperatura conforme Tabela 12, e 15 s de extensdo a 72°C, fase
onde ocorreu a aquisicao de fluorescéncia. Uma curva de dissociacdo foi realizada
posteriormente, 1°C a cada 5 s, partindo de 62°C e terminando a 99°C, para analisar o
perfil dos produtos formados. Uma curva de concentracdo de iniciadores, nas
concentracdes de 70, 100, 150, 200 e 220 nM foi testada. A concentracao utilizada foi

aquela na qual foi obtido o menor valor de CT. Além disso, a curva de dissociagdo
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também foi utilizada na sele¢cao da melhor concentragcao. Curvas de concentragdo com
diluicdes seriadas de cDNA foram construidas para a determinagédo da eficiéncia da
reacao.

Apds a padronizagdo das reagdes, amostras de camardes infectados e néao
infectados com WSSV (n=7 por grupo) coletados em fazendas de Santa Catarina
foram usadas para a validagdo em campo dos genes selecionados. O RNA total foi
tratado com DNAse (Sigma), reversamente transcrito e diluido conforme descrito

anteriormente.



Tabela 12: Iniciadores utilizados nas reacbées de RT-PCR

Gene

Ubiquitina

Proteina
calcificada
de cuticula

Receptor
para
proteina
quinase

Oncoprotein
a nm23

rRNA 18S

Ciclofilina

Espécie

Sequéncia dos iniciadores

P. merguiensis

P. monodon

Foward

5-AAGAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAG-3’

5-GACAGCAGTCCTGTAGACAAGAAG-3

5-GTGTCCTGTGTAAGGTTCTC-3

5-CTAGGTCTTGTGCCACTAATCCAC-3’

5-GGCCTCGCAATTGGAATGAGTACA-3’

5-ACGAGAACTTCGCACTGAAGCACA-3’

Reverse

5- AGTCAGACAGAGTGCGACCATCTT-3

5-GTTAGGGAAAGTTGGACTCACC-3

5-CCATAGTGGTTGGTCTTGAG-3’

5-GAGAGCTGGATCTACAGATAAG-3’

5-TACGAGCGTTTCAACCGCAACAAC-3

5-TGAAGAATTGCGACCCGTTGGTGT-3

Produto
(nt)

97

81

119

94

134

124

Ta(C)

50°C

55°C

47°C

50°C

57°C

51°C

iniciadores

170 nM

220 nM

200 nM

200 nM

150 nM

200 nM

93

Concentragdo
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12 — Andlise Estatistica

O célculo da expressao génica relativa foi feito utilizando-se o método do AACT
comparativo. Os valores de CT gerados foram transformados em 2°T, seguida de
normalizacdo pelos genes constitutivos. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para
verificar se os dados apresentavam uma distribuicao normal. Os dados paramétricos
foram analisados através do teste t de Student, enquanto que os nao-paramétricos
foram analisados através do teste de Mann-Whitney, todos com um nivel de
significAncia < 0.05. As andlises foram realizadas utilizando-se os softwares Statistica

6 (Statsoft) e GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software).

RESULTADOS

1 - Integridade do RNA total
Individuos negativos para o WSSV e o IHHNV e individuos positivos apenas
para WSSV foram utilizados para a subtracdo de cDNA. RNA total foi extraido de
branquias e hemolinfas destes animais, e a integridade do RNA foi verificada através
gel de agarose 1% (Figura 25). As hemolinfas apresentaram um rendimento muito
baixo, qguando comparadas as branquias. O mRNA foi extraido apenas das branquias,

ja que este tecido forneceu uma maoir quantidade de RNA.

A B C D

Figura 25: Gel de agarose 1% de RNA total de L.
vannamei. A e B: branquias. C e D: hemolinfa.
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2 - Subtracao do cDNA

Os cDNAs foram digeridos com a enzima de restricao Rsa |, gerando
fragmentos menores com pontas nao-coesivas. Estes cDNAs digeridos foram ligados
a adaptadores. A eficiéncia da ligagdo do cDNA aos adaptadores foi verificada através
de eletroforese em gel de agarose 2% (resultado ndo-mostrado). Conforme esperado,
a PCR utilizando o par de iniciadores especificos para um gene constitutivo (G3PDH),
gerou um produto de cerca 500 pb, enquanto o produto gerado utilizando o iniciador
G3PDH 3’ e o iniciador PCR Primer 1 tem cerca de 750 pb. Algumas colénias foram
selecionadas aleatoriamente e utilizadas para confirmar se possuiam inserto (Figura
26). Como pode-se observar na figura, 9 clones em 10 analisados apresentavam

inserto. O tamanho destes insertos variou de cerca de 150 a 700 pb.

1000

500 —» 500

200 ___,

100 —»

Figura 26: Gel de agarose 1% de DNA plasmidial de clones obtidos na

subtracao. A-E: clones da Biblioteca 1; F-J: clones da Biblioteca 2.

Duas bibliotecas de cDNA foram geradas neste estudo. A Biblioteca 1 (forward),
que consiste de mRNAs induzidos em animais infectados com WSSV, e a Biblioteca 2
(reverse), composta de cDNAs inibidos nos animais infectados. Um total de 703 clones

foram sequenciados, 300 de biblioteca forward e 403 da biblioteca reverse. Foram
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identificados 62 contigs e 69 singlets com o programa CAP3. Na biblioteca forward, 36
contigs foram formados e 36 seqiiéncias eram singlets, enquanto na biblioteca
reverse, 23 contigs foram formados e 36 seqliéncias eram singlets. O tamanho das
seqliéncias obtidas foi de 98 a 1137 pb, com um tamanho médio de 365 pb.

As segléncias foram submetidas a pesquisa na base de dados do NCBI, e 109
ESTs eram similares a outras seqiéncias, enquanto 22 (16,8%) ESTs néao
apresentaram similaridade com  seqUiéncias conhecidas. Foi encontrada uma
redundancia de 18,6% nas seqUéncias. Na Biblioteca 1, das 78 seqiiéncias
analisadas, 69 (88,4%) apresentaram similaridade com seqiiéncias conhecidas. Na
Biblioteca 2, de um total de 53 seqiiéncias, 40 (75,5%) apresentaram similaridade com
seqliéncias depositadas no GeneBank.

Na Biblioteca 1, foram encontrados genes pertencentes a 28 categorias (Tabela
13, Figura 27) e na Biblioteca 2 (Tabela 14, Figura 28), genes correspondentes a 8
categorias, organizados com base em suas fungdes. As categorias foram definidas de

acordo com a ferramenta Gene Ontology (www.geneontology.org/index.shtml). Os

genes encontrados pertencem a varias categorias, dentre elas metabolismo, adesao

celular, sintese de ATP, entre outras.



Tabela 13: Genes encontrados na Biblioteca 1, divididos em categorias de acordo com a sua fungao.

Categoria Gene Espécie mais similar Valor de E Identidade % N° de seqiiéncias
Término do ciclo | Regulador do crescimento Homo sapiens 3,64 E-01 87% 2
celular celular com dominio EF-
hand d 1
Sintese de ATP ATP sintase subunidade 9 L. vannamei 1,06 E-129 98% 2
Citocromo oxidase L. vannamei 1,27 -100 98% 1
subunidade |
Citocromo b P. monodon 2,3 E-68 74% 1
Citoesqueleto Beta-actina L. vannamei 1,05 E-88 100% 1
Beta tubulina Callinectes sapidus 2,01 E-38 86% 2
Adesao celular Neuropilina 2b Danio rerio 5.5E-6 86% 1
Fator 5 de crescimento de M. musculus 5.60141E-22 93% 1

fibroblastos
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Metabolismo

Modelagem do
nucleossomo

Transporte

Processamento de
RNA

Proteina apoptética

Glicoproteina dos
trofoblastos

Carboxiquinase do
fosofoenolpiruvato
Hidroxiesterdide
desidrogenase
Carboxiquinase do
fosfoenolpiruvato

Histona H2B

SEC61 gama

Synaptoporin
solute carrier family 25
(mitochondrial carrier, Aralar)
Proteina associada ao
espliceossomo

Proteina QM

M. musculus

L. vannamei

M. musculus

D. rerio

Paramecium caudatum

Harpagifer antarcticus

H. sapiens

Homo sapiens

Mus musculus

Marsupenaeus japonicus

1,23E-11

7.0 E-48

1,15E-11

1,06E-06

1.32 E-6

3.46 E-19

3,05E-07

1,34E-07

8.88 E-17

8.11 E-55

89%

94%

90%

89%

94%

71%

91%

83%

96%

91%

98



Cascata de
sinalizagao
intracelular
Formacao da
cuticula de
crustaceos

Proteina de ligagéo a

aminoacidos
Processo de
modificacdo de
proteinas

Inibidor da metastase

Qutros

Receptor para proteina
quinase C ativada

Quinase de fosfatidilinositol 3
Proteina  calcificada  de
cuticula

Fator de elongacédo — 1 alfa

Ubiquitina

Subunidade 1 da enzima

ativadora de SUMO1

Oncoproteina nm23
Proteina secretada putativa
Proteina hipotética

EST | vannamei3 1761

EST | vannamei16952

Clone GK14392

P. monodon

Plasmodium falciparum

C. sapidus

M. japonicus

M. japonicus

H. sapiens

L. vannamei
Ixodes ricinus
Trichomonas vaginalis

L. vannamei

L. vannamei

Drosophila willistoni

3,82 E-65

5,86E-08

4,82E-25

8,87E-81

1.52723E-85

3,71E-03

3,80E-64
1,55 E-09

1,17 E-06

1,0 e-101

6,00E-86

3,88E-24

94%

89%

72%

94%

94%

90%

98%

86%

71%

76%
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LvG Litopenaeus vannamei
cDNA
EST IBOAAA27BEQO9FMA1

EST_I_vannamei7996

LV_NC_RA38D18f Est

LV_GL_RA47P21f

Extremidade de um clone de
cDNA do cromossomo 1
Clone RP23-184B11

Clone CH211-114C9

Clone CH73-226D12

Clone RP23-32C12

EST LV_LO_RA009019r

LV_NC_RAS6I23r

LV_GL_RA53K20f

L. vannamei

Platynereis dumerilii

L. vannamei
L. vannamei
L. vannamei

Anopheles gambiae

M. musculus
D. rerio
D. rerio
M. musculus

L. vannamei
L. vannamei

L. vannamei

2,00E-69

1,15E-14

1,00E-31

6,00E-53

3,00E-60

7,35E-30

3,17E-08
1,80E-16
1,65E-07

4,99E-13

4,00E-58

2,00E-14

6,00E-42

88%

73%

88%

87%

72%

89%

100



Proteinas
ribossomais

Microssatélite

RNA ribosomal

Proteina ribossomal L27

Proteina ribossomal S23
Proteina ribossomal L35A

Proteina ribossomal L27

Proteina ribossomal L36

Proteina ribossomal L6e
Proteina ribossomal S10
Proteina ribossomal L13
Proteina ribossomal S4
Proteina ribossomal L19
Proteina ribossomal L7
Proteina ribossomal L13A
Proteina ribossomal L23
Proteina ribossomal L38
TUMXLv5.73

16S rRNA

Drosophila melanogaster

L. vannamei
L. vannamei

L. vannamei
Branchiostoma belcheri

Carabus granulatus
Caligus clemensi
Lepeophtheirus salmonis
Culicoides sonorensis
Macaca mulatta

L. vannamei

Ixodes scapularis
L.vannamei

Rattus novergicus

L. vannamei

L. vannamei

1,117070E-25

8,764880E-70

1.26455E-54
5,00E-61

6,51E-37

1,49E-17
4,56E-10
3,16E-16
4,56E-10
1,35E-06
1,42E-46
2,80E-09
8,45E-46
7,24E-17
1,74E-19

1,907100E-101

66%

100%

98%

74%

72%

63%

66%

63%

69%

92%

73%

96%

72%

84%

100%

101
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Tabela 14: Genes encontrados na Biblioteca 2, divididos em categorias de acordo com a sua fungao.

Categoria Gene Espécie mais similar Valor de E Identidade % N° de seqiiéncias
Fosfatase de proteinas | Fosfatase de proteinas Mus musculus 1,19E-05 90% 1
PTC7
Inibidor de proteases de | Lospina 1 Amblyomma 9,83E-07 93% 1
serina
americanum
Defesa contra bactérias | Precursor de peptideo Rana pleuraden 9,52E-07 91% 1
antimicrobiano
pleuraina-G7
Transdugéo de sinal Proteina pequena de Lotus japonicus 4,23E-09 86% 1
ligagdo a GTP
Biossintese de acidos | Quinase de L. vannamei 1,96E-58 94% 1
nucléicos
nucleosideos fosfato
Morfogénese Cluster de gene HOX Oryzias latipes 1,44E-18 77% 1
Qutros Parte  do genoma Anaeromyxobacter 6,74E-06 44% 2
dehalogenans
completo
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Proteinas ribossomais

Proteina predita
GK19074

RP23-312G6

Proteina hipotética
DKEYP-22H2
QtsA-13641, similar to
human MCM7
minichromosome
maintenance deficient 7
EST | vannamei5729
3D7 chromosome 12
EST I vannamei593

LV GL RA53K20f

LV ES RA0O8HO3r
Proteina ribossomal
L32

Proteina ribossomal

Nematostella vectensis
Drosophila willistoni

M. musculus
Thermobia domestica
D. rerio

Macaca fascicularis

L. vannamei
Plasmodium falciparum
L. vannamei
L. vannamei
L. vannamei

Bombyx mori

Ornithodoros parkeri

1,37E-16
4,01E-16
5,47E-25
4,45E-04
5,37E-24

9,18E-06

2,00E-78
1,09E-12
7,00E-57
3,00E-28
4,00E-41

8,63E-58

2,48E-34

74%

93%

78%

61%

80%

90%

90%

66%

73%
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S12

Proteina ribossomal
L23

Proteina ribossomal
L35A

Proteina ribossomal
L13

Proteina ribossomal 4
Proteina ribossomal
L13

Proteina ribossomal

L6e

Bos taurus

L. vannamei

Lepeophtheirus

salmonis

Lonomia obliqua

Xenopus tropicalis

Carabus granulatus

7,22E-82

1,26E-54

1,24E-16

6,83E-29

2,05E-16

5,65E-18

78%

98%

66%

78%

68%

72%
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15

10
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Figura 28: Genes identificados na Biblioteca 2, classificados de acordo com sua fungéo.
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3 -PCR em Tempo Real
A reagdo de padronizagao inicial mostrou a amplificagdo de um Unico produto
em todos os genes testados neste estudo, sem a presenca de contaminagido ou
background (dados ndo mostrados). A Tabela 15 mostra os valores de coeficiente de
correlacdo (R?), inclinacdo da reta (slope ou M), fator de amplificacdo (100%=2) e
eficiéncia da reacdo (100%=1) obtidos para os diferentes genes testados. As
reacOes padronizadas apresentaram uma eficiéncia semelhante, o que permitiu a

utilizagdo do método de AACT comparativo.

Tabela 15: Coeficiente de correlagdo (R, inclinagdo da reta (M), fator de amplificagao e

eficiéncia da reagao da curva de dissociagao dos iniciadores utilizados.

Gene R Inclinagao Amplificagéo Eficiéncia
RNA 18S 0,994 -3,415 1,9 0,96
Ciclofilina 0,98749 -3,361 1,94 0,98
Proteina 0,99464 -3,158 1,85 1,00

calcificada de

cuticula

Oncoproteina 0,98135 -3,404 1,82 0,97
nm23

Receptor para 0,99091 -3,178 1,71 1,00

proteina quinase

Ubiquitina 0,98442 -3,351 1,84 0,99
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A Tabela 16 mostra a expressao relativa dos genes nos animais infectados
com relacdo aos nao infectados. As Figuras 29 e 30 apresentam os graficos das
curvas de dissociagdo geradas nas reagcdes mostrando a formacdo de um pico
Unico, que representa a amplificacdo de produtos Unicos em todos os genes
analisados.

Na Figura 31 estdo representadas as expressdes relativas dos genes dos
camaroes infectados com WSSV em relagdo aos animais negativos para cada gene
de interesse. Houve um aumento significativo (p<0,05) de 91 vezes na expressao da
ubiquitina. A proteina calcificada de cuticula teve um aumento de 23 vezes, porém
ndao foi estatisticamente significante. O receptor para proteina quinase e a

oncoproteina nm23 tiveram um aumento de duas vezes.
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Figura 29: Perfis das curvas de dissociacdo dos genes constitutivos.

A) RNA 18S. B) Ciclofilina.
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Figura 30: Perfis das curvas de dissociagdo dos genes induzidos. A) Ubiquitina. B) Receptor para proteina

quinase. C) Proteina calcificada de cuticula. D) Oncoproteina nm23.
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Tabela 16: Variagao da expressao génica nos camardes infectados, em relagdo aos animais nao-infectados.

Em negrito, as expressodes relativas com significancia estatistica.

Ubiquitina Receptor para proteina quinase Proteina calcificada de cuticule Oncoproteina nm23

91,17 2,23 23,64 2,43
Ubiquitina
. Proteina calcificada de cuticula
100+ 404
(1]
Z 804 g
E B 304
£ g0 E
aﬁ & 20
@ 404 o
@« @
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Negativos Positivos Negativos Positivos
Receptor para proteina quinase
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Figura 31: Expressdo relativa nos animais positivos e negativos para WSSV. Dados
mostrados como média + desvio padrado. * representa diferenga significativa conforme o teste

nao-paramétrico de Mann-Whitney, com p < 0,05.
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DISCUSSAO

O WSSV tem causado grandes perdas econdmicas em paises da Asia e da
América, desde seu surgimento em 1993. No Brasil, esta doenca surgiu em 2005 e
tem causado grandes mortalidades nos cultivos de camarao da regidao Sul. Até hoje,
nao foi desenvolvido um tratamento eficaz para esta doenga, e pouco se sabe sobre
0 mecanismo de infeccao do virus.

A doenca é caracterizada pela presenca de inclusdes brancas na cuticula dos
animais infectados. O mecanismo exato de formagao destas manchas ainda nao
esta claro. Possivelmente, a infecgao pelo WSSV pode induzir disfungdes no
integumento resultando no acumulo de sais de célcio sob a cuticula (WANG et al.,
1999). Além disso, animais infectados apresentam uma coloragao vermelha no corpo
e nos apéndices devida a expansao dos cromatéforos (LIGHTNER et al.,, 1998;
NADALA et al.1998), anorexia (CHOU et al,. 1995), cuticula solta (LO et al., 1996a),
inchago na regido das branquias devido ao acumulo de fluidos (OTTA et al., 1999),
inchaco e coloragdo amarelada no hepatopancreas (SAHUL-HAMEED et al. 1998) e
diminuicao na velocidade de coagulagao da hemolinfa (WANG et al., 2000).

Apesar dos principais sintomas da doenga terem sido identificados, pouco se
sabe sobre o mecanismo de entrada e infeccdo das células pelo WSSV.
Aparentemente, a replicagdo do WSSV comeca nas células epiteliais do intestino e
do estbmago, células das branquias e tecido conectivo do hepatopancreas (CHANG
et al., 1996; DI LEONARDO et al., 2005). O mecanismo de distribuicdo do virus a
partir dos locais primarios de infeccdo nao foi elucidado ainda (ESCOBEDO-

BONILLA et al., 2008). Enquanto alguns estudos indicam que o virus infecta
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hemécitos e assim chega aos outros 6rgaos (WANG et al., 2002; DI LEONARDO,
2005), outros mostram que os hemécitos ndo sdo infectados e o virus seria
transportado livre na hemolinfa (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2007). O WSSV
infecta tecidos de origem ecto- e mesodérmica, como por exemplo, epiderrme,
branquias, intestino anterior e posterior, glandula antenal, érgao linféide, muasculo,
olho, coracdo, gbnadas, células hematopoiéticas e células associadas com o
sistema nervoso. Este grande nimero de tecidos infectados pode causar disfungdes
em multiplos érgaos e levar a morte (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Ainda nao
se sabe exatamente o mecanismo de infecgdo destes tecidos, ou as vias que estédo
envolvidas na doenca.

A morfogénese do virus nas células foi caracterizada (DURAND et al., 1997;
WANG et al.,, 2006). Inicialmente, as células infectadas apresentam nucleos
ligeiramente hipertrofiados. Um nucleossomo viral composto de proteinas virais
organizadas de forma fibrilar é formado. No citoplasma, o reticulo endoplasmatico e
os ribossomos livres aumentam. O material fibrilar no nicleo induz a formacéao de
membranas circulares que sdo preenchidas com material central do virus. O ndcleo
se torna hipertrofiado e redondo a medida que o numero de particulas virais
aumenta. A maioria das organelas esta desintegrada ou formando estruturas
membranosas. O envelope envolve o nucleocapsideo e uma expansao em forma de
cauda se forma. Neste estagio as células hospedeiras estdo severamente
danificadas e desorganizadas.

No presente estudo, foram geradas duas bibliotecas de cDNAs de L.
vannamei naturalmente infectados por WSSV, através de SSH. Varios trabalhos
identificaram genes diferencialmente expressos em resposta a infeccao por WSSV
em camardes infectados experimentalmente (PAN et al., 2005; CLAVERO-SALAS et

al., 2007; REYES et al., 2007; GARCIA et al., 2009). Entretanto, nestes estudos, os



114

camardes eram expostos a uma alta concentracao de particulas virais e estavam em
condigcdes controladas de laboratério, as quais ndo condizem com o ambiente de um
tanque de cultivo. Até onde sabemos, ndo existe nenhum estudo avaliando as
respostas moleculares de camarfes naturalmente infectados pelo WSSV.

Fatores ecoldgicos e ambientais estdo intimamente ligados com a ocorréncia
de doengas em aquicultura. Segundo Snieszko (1973), as doengas em aquicultura
sdo um resultado da interagao entre o hospedeiro, o0 ambiente e o patégeno. Animais
em ambientes estressantes estdo mais suscetiveis a ocorréncia de doencas. No
ambiente de cultivo, os animais podem estar expostos a variagcdes bruscas de
temperatura, baixo oxigénio dissolvido e alteragbes significativas nos niveis de
salinidade (DE LA VEGA et al., 2007). Em camarbes, organismos epicomensais das
branquias, normalmente in6cuos, podem causar doengas quando ha um grande
niomero de animais no tanque ou sob condicoes estressantes (LIGHTNER;
REDMAN, 1998). Varios trabalhos mostram que a incidéncia de doencas aumenta
com a densidade de animais nos tanques (SPAARGAREN, 1998; BELAK et al.,
1999). O estresse resultante da baixa qualidade ambiental e do cultivo intensivo é
um dos gatilhos para a transicdo de uma doenca de um estado crénico para
infeccbes agudas e parece ser resultado de uma redugdo na capacidade
imunolégica dos camardes

Em &reas com muitos cultivos intensivos, os efluentes das fazendas sao
liberados na agua e contaminantes quimicos e biolégicos recirculam entre as
fazendas (KAUTSKY et al., 2000). Esta situagado foi observada nos cultivos afetados
pelo primeiro surto de Mancha Branca em Santa Catarina, em 2005. De acordo com
Seiffert (2005), a doenca apenas se manifestou em cultivos com problemas de
qualidade de agua e de solo, como por exemplo, altos teores de sulfeto e teores de

material organico acima de 10%. Os tecidos utilizados no presente trabalho sao
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provenientes de animais infectados pelo WSSV coletados neste periodo, ou seja,
cultivados sob condigcdes estressantes, de baixa qualidade de agua. O objetivo deste
trabalho foi identificar os genes diferencialmente expressos em camardes
naturalmente infectados pelo WSSV, vivendo em um ambiente estressante, de baixa
qualidade de agua.

A metodologia escolhida para a identificacdo dos genes diferencialmente
expressos foi a SSH, considerada uma das melhores metodologias para a analise de
genes diferencialmente expressos. Esta tecnologia combina normalizagédo e
subtracdo em um mesmo procedimento baseado na supressdao da PCR
(DIATCHENKO et al., 1996), e permite o isolamento de cDNAs diferencialmente
expressos com poucas seqliéncias gendmicas. Entretanto, foi relatado que a
subtracdo nem sempre é completa, gerando clones que nao resultam
necessariamente da expressao diferencial (PORKKA, VISAKORPI; 2001).

A Bibioteca 1 consiste de genes induzidos em camardes infectados por
WSSV coletados em fazendas com surtos da doenca. Foram encontrados 61 genes,
agrupados em 28 categorias, de acordo com a sua fungdo. A Biblioteca 2 consiste de
genes reprimidos nestes animais, nesta biblioteca foram encontrados 31 genes
pertencentes a 8 categorias. Os genes induzidos pertencem a varias classes
diferentes, indicando que a infecgao pelo WSSV afeta varios processos celulares,
como por exemplo, a sintese de ATP, formagao do citoesqueleto, adesao celular e
transporte de moléculas, entre outros. Este resultado esta de acordo com estudos
anteriores, que encontraram classes génicas similares aquelas encontradas no
presente trabalho (WANG et al.,, 2007a; ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Por
outro lado, encontrou-se um numero menor de classes de genes reprimidos, na
Biblioteca 2.

Apenas 16,8% das seqiéncias identificadas ndo apresentaram similaridade
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com seqléncias conhecidas depositadas em bancos de dados. Este ndmero,
entretanto, € muito maior (42,7%) se considerarmos seqléncias classificadas na
categoria Outfros, que em sua maioria apresentaram similaridade com ESTs de L.
vannamei nao identificadas, clones e proteinas hipotéticas. Este grande nimero de
seqliéncias nao identificadas pode ser explicado pelo pequeno nimero de genes de
crustaceos identificados, quando comparados com mamiferos, por exemplo. O
mesmo resultado foi encontrado em outros estudos envolvendo crustaceos (REYES;
SALAZAR; GRANJA, 2007; VEGA et al., 2007; ZHAO et al., 2007).

Genes induzidos

Uma das classes de genes com o maior nimero de seqléncias foi a Sintese
de ATP. Outros estudos com WSSV também encontraram um aumento em genes
desta classe. Clavero-Salas et al. (2007), encontrou uma inducdo da subunidade o
da Na'/K* ATPase em branquias de L. vannamei infectados em laboratério com
WSSV. Leu et al. (2007), encontrou os mesmos genes que foram identificados nesta
classe, no presente trabalho, em uma biblioteca de pos-larvas de P. monodon
infectadas com WSSV. Por outro lado, Wang et al. (2006), observou uma inibicao da
cadeia A da ATP sintase em camardes Fenneropenaeus chinensis infectados com
WSSV. Estudos com outros virus mostram que a infeccao pode causar alteragdes na
morfologia e na localizagdo das mitocéndrias, assim como no funcionamento da
cadeia respiratéria (RADOVANOVIC et al., 1999; LEE et al., 1999; MURATA et al.,
2000; D’AGOSTINO et al., 2002; DERAKHSHAN, 2006).

A classe Metabolismo também apresentou um grande numero de
seqgliéncias. Um dos genes encontrados foi a fosfoenolpiruvato carboxiquinase, uma
enzima que faz parte da gliconeogénese, convertendo oxaloacetato a
fosfoenolpiruvato e diéxido de carbono. As branquias sdo um dos érgaos onde pode

ocorrer a gliconeogénese (THABREW et al., 1971). Alguns fatores podem aumentar
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a gliconeogénese em crustaceos, como hipéxia e estresse hiperosmoético (SCHEIN
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004). Djavani et al. (2009), observaram um aumento
na expressao de genes da gliconeogénese em macacos Rhesus infectados com o
virus da coriomeningite linfocitica. Estes autores observaram um aumento na
expressao de varios genes relacionados ao metabolismo de energia, indicando que
a infeccado pelo virus causa um efeito parecido com a inanicdo. Uma situagao similar
pode ocorrer nas células infectadas pelo WSSV, ja que o resultado final da infecgdo
€ um colapso nas atividades celulares. Leu et al. (2007), encontraram um aumento
em enzimas da via glicolitica em pos-larvas infectadas pelo WSSV, indicando que
nestes organismos o metabolismo de glicose encontrava-se alterado.

Outro gene envolvido no metabolismo que foi induzido é a hidroxiesteréide
desidrogenase, uma enzima envolvida na biossintese do cortisol. Este gene nao foi
identificado em crustaceos, mas em estudos com HIV (CHITTIPROL et al., 2009)
observou-se uma desregulacao da hidroxiesteréide desidrogenase, provavelmente
associada a um aumento no cortisol nos individuos infectados por HIV. Apesar de
nao existir informagdes a respeito, a infeccao pelo WSSV pode estar afetando a
sintese de esterdides no camardo, como por exemplo, os hormbnios envolvidos na
ecdise.

Os genes de proteinas do citoesqueleto, actina e tubulina, foram
encontrados. O transporte intracelular de patégenos é um processo ativo e
geralmente envolve tanto actina quanto tubulina (HENRY et al., 2006). Actinas sao
proteinas conservadas que participam da contragao muscular, motilidade celular,
divisdo celular e estrutura do citoesqueleto (POLLARD, 1990). Além disso, as
actinas do citoesqueleto geralmente participam do ciclo de vida do virus (RADTKE et
al., 2006). Em invertebrados, trés tipos principais de actina foram identificados, a,

e v. As actinas a sdo encontradas nos tecidos musculares, enquanto as actinas 8 € y



118

sao encontradas na maioria das células (LEU et al., 2007). Sabe-se que a proteina
do envelope de WSSV, VP 26, interage com a actina (XIE; YANG, 2005). Wu et al.
(2008), identificaram uma proteina Rab GTPase que interage com a B-actina,
tropomiosina e a proteina do envelope viral VP 466 durante o processo de
fagocitose. Estes autores sugerem que este mecanismo de fagocitose seja parte do
sistema imune inato dos camardes. O aumento na expressao da actina encontrado
no presente trabalho pode estar relacionado a um aumento na taxa de fagocitose,
como defesa contra a infecgéo viral.

Tubulina, o componente dos microtubulos, influencia o formato e a polaridade
das células eucari6ticas, media o movimento dos cromossomos e organiza
espacialmente organelas citoplasmaticas ligadas a membrana (ZHENG et al., 1998).
A tubulina participa da sintese de RNA viral (MOYER et al., 1986) e auxilia no
transporte das particulas virais, tanto no processo de invasdo da célula hospedeira,
quanto na liberacao das novas particulas virais do nucleo. (TALHOUK; VOLKMAN,
1991; HENRY et al., 2006). O aumento na expressao da tubulina no presente
trabalho pode estar associado ao transporte das particulas virais pelas células das
branquias. Em camardes F. chinensis (WANG et al., 2008) e lagostins Procambarus
clarkii (ZENG; LU, 2009) infectados com WSSV, também foi encontrado um
aumento na expressdo da tubulina. De la Vega et al. (2007), encontraram um
aumento na expressao da tubulina em P. monodon expostos a hipertermia e hipdxia.

Na categoria Adesdo Celular, foram encontrados trés genes. Um deles é a
neuropilina. Neuropilinas s&o receptores para as semaforinas e fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (BOVENKAMP et al., 2004). Os VEGFs sao
fatores de angiogénese e sua super-expressao esta relacionada a lifoangiogénese
associada a tumores (CAUNT et al., 2008), enquanto as semaforinas tém um papel

na regenerac¢do do sistema nervoso, desenvolvimento cardiovascular, atividades do
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sistema imune e na angiogénese tumoral (BOVENKAMP et al., 2004, SERINI et al.,
2009). A neuropilina também apresenta um papel na angiogénese de tumores
(CAUNT et al., 2008). O virus linfotropico de células-T humano tipo 1 (HTLV-1)
interage com a neuropilina para invadir os linfocitos (LAMBERT et al., 2009). Este
virus mimetiza o VEGF para ligar-se a neuropilina e invadir a célula.

Outro gene envolvido na adesdo celular encontrado foi o fator 5 de
crescimento de fibroblastos. Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) fazem
parte de uma grande familia de polipeptideos encontrados desde nematoides até
humanos. Durante o desenvolvimento embrionario, os FGFs tém diversos papéis na
regulacdo da proliferacdo celular, migragéo e diferenciacdo. Em organismos adultos,
os FGFs atuam no reparo de tecidos, resposta a danos e na transdugéo de sinal no
sistema nervoso. Quando expressas inapropriadamente, estas proteinas podem
contribuir para o surgimento de canceres (ORNITZ; ITOH, 2001). Por outro lado,
Soler-Garcia et al. (2009), encontraram um aumento de FGFs em individuos
infectados por HIV.

O terceiro gene relacionado a adesao celular encontrado foi a glicoproteina
dos trofoblastos. Os trosfoblastos sdo células que se formam a partir da camada
externa do blastocisto, tém a funcdo de fornecer nutrientes ao embrido e formam
grande parte da placenta. E possivel que a seqiiéncia identificada na Biblioteca 1
seja de outro gene, ja que foram utilizadas branquias na subtragao.

A categoria Modelagem do nucleossomo foi identificada, com uma seqléncia
da histona H2B. Em camardes L. vannamei, foi encontrada uma atividade
antimicrobiana das histonas (PATAT et al., 2004). Entretanto, ndo existe evidéncia
que estas proteinas também tenham um papel na resposta contra virus. Sabe-se
que o virus do herpes simplex e do herpes associado a sarcomas entram no ciclo

litico devido a um aumento na acetilacdo de algumas histonas (PANTRY;
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MEDVECZKY, 2009; FERENCZY; DELUCA, 2009). Entretanto, ndo foi observado
um aumento na transcricao dos genes das histonas.

Trés genes da categoria Transporte foram identificados na Biblioteca 1. A
proteina SEC 61, envolvida na translocacao de proteinas no reticulo endoplasmatico
€ um deles. Esta proteina é composta de mudltiplas subunidades e forma um canal
de transporte de proteinas (translocon) (SKACH, 2007). O translocon direciona
proteinas hidrofilicas para o lumen do reticulo endoplasmatico e insere proteinas
hidrofébicas na membrana plasmética (SAURI et al., 2007). Além disso, a SEC61
esta envolvida no transporte de proteinas defeituosas para fora do reticulo
endoplasmatico. Wang et al. (2006), encontraram um aumento na transcricdo de
SEC61 através de microarray de cefalotérax de F. chinensis infectados com WSSV.
Muitas proteinas viriais sdo transmembrana, sendo necessaria a insercao na
bicamada lipidica através da passagem pela SEC61 (SAURI et al., 2007). As células
infectadas pelo WSSV provavelmente tém toda a sua maquinaria envolvida na
sintese de particulas virais, assim, pode haver um aumento na sintese de SEC61
devido a um aumento na producéo de proteinas virais.

Outra proteina relacionada ao transporte encontrada foi a sinaptoporina. Esta
proteina faz parte das vesiculas sinapticas e nao foi identificada em crustaceos até
hoje. Entretanto, como o tecido utilizado no presente estudo foi branquias, pode-se
tratar de outra proteina com uma seqiiéncia similar a sinaptoporina.

Outra proteina encontrada relacionada ao transporte foi a proteina
carreadora de soluto da familia 25. Estas proteinas estdo envolvidas no transporte
de metabdlitos, nucleotideos e cofatores para o interior das mitocondrias, mas o
mecanismo ainda é pouco conhecido (CASIMIR et al., 2009). Até onde sabemos
esta proteina ndo foi identificada em crustéceos. Bai et al. (2005), identificaram uma

interacao desta proteina com proteinas do virus da hepatite B. O aumento nesta
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proteina pode estar relacionado a um aumento na atividade das mitocondrias, ja que
encontramos um aumento em varios genes mitocondriais. Este aumento na
atividade mitocondrial levaria a um maior transporte de moléculas, sendo necessario
um aumento na sintese destas proteinas carreadoras de soluto.

O transporte de moléculas, de forma geral, parece ser alterado pela infecgao
viral, indicando que o virus desvia processos celulares para a sintese de particulas
virais.

Uma proteina associada ao spliceossomo foi identificada a classificada no
grupo Processamento de RNA. O splicossomo € um complexo formado por RNA e
proteinas que remove introns do pré-RNA transcrito. O virus da herpes simples
interage com uma proteina associada ao spliceossomo e inibe o splicing de mRNAs
do hospedeiro. A inibicdo do splicing provavelmente facilita a exportagdo de
transcritos de genes virais (BRYANT et al.,, 2001). O HIV-1 também tem uma
proteina (Ver) que interage com uma proteina associada ao complexo do
spliceossomo, provavelmente com o objetivo de aumentar a exportacao e o splicing
de mRNAs virais (TANGE et al., 2001). A inducdo deste tipo de proteina nao foi
observada em camardes infectados por virus, mas é possivel que o WSSV use um
mecanismo similar para aumentar o splicing de seus RNAs e inibir a transcricdo de
genes do hospedeiro.

A proteina QM, relacionada a apoptose, foi identificada na Biblioteca 1. Este
gene foi identificado pela primeira vez em uma linhagem celular ndo-tumorigénica,
através de subtracdo em relagao a células com tumor de Wilm, e foi proposta como
um supressor tumoral (DOWDY et al., 1991). Estas proteinas sao altamente
conservadas e tém um papel no crescimento e diferenciacdo celular e apoptose
(MARTY et al., 1993; GREEN et al., 2000; LILLICO et al., 2002). Em mamiferos, esta

proteina esta envolvida no preocessamento pés-traducional de proteinas durante a
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diferenciacado de varios tecidos (MILLS et al., 1999). Esta proteina também parece
estar em varias vias de transdugéo de sinal em células tumorais (ANDERSON et al.,
1990; KAY et al., 2000; SHIMA et al., 2001). Em carpa, Ctenopharyngodon idellus,
um papel na defesa anti-viral e antibacteriana foi proposta para esta proteina (WEN
et al., 2005). Os autores sugerem que esta proteina atua na resposta inflamatoria.
Pan et al. (2005), identificaram esta proteina através de subtracdo de
hepatopancreas de camardes resistentes a WSSV. Estes autores sugerem um papel
desta proteina na apoptose, ja que nos animais resistentes a infeccdo a apoptose
pode estar aumentada. A interacdo da proteina QM com a hemocianina e a miosina
foi observada no estudo de Xu et al. (2008), indicando que esta proteina pode
participar no processo de profenoloxidagdo (proPO). Estes autores também
provaram que a proteina QM pode regular a atividade da fenol oxidase, uma enzima
chave no processo de ativacdo da proPO. Em estudos com virus de plantas, foi
identificada a interacdo da proteina QM com uma quinase de defesa (NSK), que esta
envolvida na mediagao da resposta antiviral (ROCHA et al., 2008). Aparentemente, a
proteina QM participa de processos diferentes de defesa antiviral, indicando um
papel importante desta proteina na defesa contra patégenos. No presente trabalho,
os camardes infectados provavelmente aumentaram a transcricdo desta proteina
como forma de defesa contra 0 WSSV, entretanto, ndo podemos afirmar qual o
mecanismo envolvido.

Foram encontrados dois genes pertencentes a classe Sinalizacdo Celular.
Um deles é o receptor para a proteina quinase C (RACK1). Estas proteinas sdo um
grupo de proteinas ligantes a proteina quinase C (PKC) que mediam funcbées da
PKC e sado cruciais na translocacdo e no subseqliente funcionamento das
isoenzimas de PKC (CHEN et al., 2003). Este gene também foi identificado em uma

biblioteca de ESTs de P monodon infectados com WSSV. A seqiéncia é altamente
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conservada e participa de varios processos, como a sinalizacdo celular,
desenvolvimento, adesao, crescimento e movimento celular, e resposta imune. Esta
proteina interage com varias proteinas virais. O aumento na expressao da RACK1
apos a infeccdo com o virus Epstein-Barr parece iniciar uma estratégia de protecao
viral, para manter a capacidade das células fagociticas se ligarem ao virus (TARDIF
et al.,, 2002). RACK1 também é um repressor da proteina 1A de adenovirus,
provavelmente antagonizando seus efeitos na transcricao (SANG et al.,, 2001). A
RACK1 interage com a proteina VP9 do WSSV (TONGANUNT et al., 2009). Os
autores afirmam que a RACK1 possa mediar as funcdes intracelulares da VP9 do
WSSV.

Outro gene relacionado a sinalizagdo celular identificado foi a quinase do
fosfatidilinositol (PI3K). A PIBK é uma enzima citoplasmatica que fosforila o inositol
na posicdo D3 para produzir compostos como: PI-3-fosfato, PI-3,4-bifosfato e PI-
3,4,5-bifosfato, todos envolvidos na sinalizagado celular (CANTLEY et al., 1991). A
atividade da PI3K é estimulada por horménios, fatores de crescimento, produtos
oncogénicos € acredita-se que ela tenha um papel na atividade mitogénica
(CANTLEY et al., 1991). Nao existem evidéncias da indugao da PI3K por infecgdes
virais, mas como o WSSV altera varios processos celulares, é possivel que direta ou
indiretamente, cause a indug¢édo da PI3K.

A proteina calcificada de cuticula foi identificada na categoria Formacao da
Cuticula de Crustaceos. Estas proteinas estao relacionadas a sintese da cuticula em
crustaceos, tendo sua transcricdo aumentada na fase da muda (KUBALLA et al,,
2007). Esta proteina nunca foi diretamente relacionada a infec¢éo pelo WSSV, mas
sua inducdo pode estar relacionada ao deposito anormal de sais de calcio na
cuticula dos animais, que caracteriza a doenga.

O gene do fator de elongacao 1 — alfa (EF1-a) foi identificado na classe
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Proteina de ligacdo a aminodcidos. Os fatores de elongacdo dos hospedeiros
parecem estar envolvidos na multiplicacdo de virus de RNA (THIVIERGE et al.,
2008). O WSSV é um virus de DNA, porém o EF1-a foi identificado em outras
bibliotecas de cDNA de camardes infectados por WSSV (LEU et al., 2007; HE et al.,
2005; ZHAO et al., 2007). Segundo Duttaroy et al. (1998), o EF1-a também esta
envolvido na apoptose e interage com proteinas do citoesqueleto. A indugéo do EF1-
a pode estar relacionada com uma aumento na apoptose, ja que foi identificada uma
proteina apoptética (proteina QM). Além disso, seu aumento pode estar relacionado
com a inducao de proteinas do citoesqueleto (actina e tubulina).

Dois genes foram identificados na categoria Processo de Modificacdo de
Proteinas, ubiquitina e subunidade 1 da enzima ativadora de SUMO1. A ubiquitina
participa da via de degradacao de proteinas ubiquitina-proteassomo. Esta via é uma
das principais formas de degradacdo de proteinas na célula, atuando em varios
processos como a progressao celular, biogénese de organelas, regulacao
transcricional, processamento de antigenos e apoptose (CHEN et al., 2008; SHEN et
al., 2009). Uma indugéo da ubiquitina também foi observada em outros estudos com
camardes infectados por WSSV (HE et al., 2005; WANG et al., 2006). Segundo Aviel
et al. (2000), a proteina latente de membrana do virus Epstein-Barr pode ser
degradada pela ubiquitina, e o gene da ubiquitina pode ser transcricionalmente
induzido pela infecgdo litica com o virus da herpes simplex, causando acumulo do
RNA da ubiquitina e da prépria proteina na célula (LATCHMAN et al., 1987).

As proteinas SUMO (proteinas modificadoras pequenas relacionadas a
ubiquitina) também fazem marcacao de proteinas, como a ubiquitina. Sabe-se que
estas proteinas estdo envolvidas na transcricdo génica, replicacdo de DNA,
segregacao cromossoémica, recombinacao homéloga, transporte de ions, fissdo e

fusdo de mitocOndrias e transporte de proteinas ao longo dos axénios (NATURE,
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2008). Uma alteracdo na expressao das proteinas SUMO foi observada em
camardes infectados por WSSV (WANG et al.,, 2007a) e pelo Virus da Cabeca
Amarela (YHV) (PONGSOMBOON et al., 2008). Alguns virus de DNA podem utilizar
as proteinas SUMO, tanto bloqueando-as quanto empregando-as a seu favor
(NATURE, 2008).

A oncoproteina nm23 foi classificada na categoria Inibidor da Metastase. Este
gene foi isolado pela primeira vez de um melanoma de camundongo (STEEG, et al.
1988). A oncoproteina nm23 é uma nucleosideo difosfato quinase com atividades de
histidina quinase e autofosforilacdo da serina, que suprime a metastase em algumas
neoplasias. Estudos recentes sugerem que a oncoproteina nm23 é uma enzima
multifuncional envolvida no controle da progressao do ciclo celular e da transcrigéo,
reparo de DNA e motilidade celular (POSTEL et al., 2002; TOMASSI et al., 2003).
CLAVERO-SALAS et al. (2007), encontraram uma maior expressao desta proteina
em L. vannamei infectados com WSSV.

Um grande numero de genes de proteinas ribossomais foi encontrado.
Outros estudos envolvendo SSH em camardes infectados com WSSV encontraram
uma indugdo destas proteinas (DE LA VEGA et al., 2007; ZHAO et al., 2007). Estas
proteinas participam de sintese de proteinas e em geral, sdo expressas
constitutivamente. Contudo, proteinas ribossomais, assim como fatores de
transcrigcdo e alongamento foram identificados como envolvidos na regulagéo celular,
transformacao e morte, conferindo novas fungdes a estas proteinas (ZAPATA et al.,

2009).

Genes reprimidos
Um numero menor de seqUéncias foi identificada na Biblioteca 2, indicando

que a infecgao pelo WSSV talvez induza mais genes do que reprima.
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Uma das categorias de genes reprimidos foi a Fosfatase de proteinas. Uma
proteina fosfatase foi identificada nesta categoria. Uma proteina fosfatase do
camarao interage com as proteinas ORF427 e WSSV403, associadas a laténcia do
virus (LU; KWANG, 2004; HE; KWANG, 2008). No presente estudo, entretanto, a
infeccao pelo virus parece reduzir a expressao desta proteina.

Uma seqiiéncia de lospina, um inibidor de proteases de serina foi
identificado. As lospinas sdo um tipo de serpinas, provenientes de carrapatos
(MULENGA et al., 2007). As serpinas regulam diversas cascatas proteoliticas, entre
elas as cascatas de ativacdo das respostas de defesa de artrépodes (ativagdo da
proPO e iniciagdo da via Toll) (LIU et al., 2009). Em hemécitos de P. monodon
infectados com Vibrio harveiy, ocorre um aumento na expressao de serpina ao longo
do tempo (SOMBOONWIWAT et al., 2006). A inibicdo das serpinas pode ser devida
a uma incapacidade das células se defenderam contra a infecgao por WSSV.

Na categoria Defesa contra Bactérias, foi identificado um precursor do
peptideo antimicrobiano pleuraina-G7. A pleuraina é um peptideo anti-microbiano
que foi isolado da pele do anfibio Rana pleuraden. Segundo Wang et al. (2007b), os
membros desta familia sdo compostos por 26 aminoacidos com uma seqiéncia N-
terminal Unica e uma seqlUéncia heptapeptideo com pontes dissulfeto. A pleuraina
ndao tem similaridade com peptideos conhecidos e apresenta atividade contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e fungos. Esta é a primeira vez que este
gene é identificado em camardes, e sua diminuicdo pode indicar uma diminui¢cdo na
resposta imune dos camardes infectados por WSSV.

Uma proteina pequena de ligacdo a GTP (protein G) foi identificada na
categoria Transdugdo de Sinal. As proteinas G existem em todos os eucariotos e
constituem uma superfamilia com mais de 100 membros. Esta superfamilia é

classificada estruturalmente em cinco familias: Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf, e Ran. Elas
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regulam uma grande variedade de funcdes celulares como reldgios biolégicos, que
iniciam e terminam funcdes celulares especificas e determinam os periodos para a
continuagao de fungdes celulares especificas (TAKAI et al., 2001). Uma proteina de
P. monodon foi identificada como uma proteina G que se liga a proteina VP28 do
WSSV (SRITUNYALUCKSANA et al., 2006).

Na categotia Biossintese de Acidos Nucléicos, foi identificada uma quinase
de nucleosideos fosfato. Esta proteina faz a transferéncia do ATP dos nucleotideos
difosfato para os nucleotideos difosfato, produzindo assim NTPs para a sintese de
acidos nucléicos, CTP para a biossintese de lipideos, UTP para a sintese de
polissacarideos e GTP para a elongagcdo de proteinas, transducdo de sinal e
polimerizagdo de microtdbulos. Estas proteinas também estdo envolvidas no
crescimento celular, diferenciacdo, metastase e no controle da endocitose (WANG et
al., 2007a). Wang et al. (2006), também encontraram uma inibicado deste gene em
camaroes infectados por WSSV, através de microarray. Esta diminuigdo pode indicar
uma alteracdo em todos os processos onde a proteina quinase atua.

Um cluster de gene HOX foi identificado na categoria Morfogénese. Os
genes Hox sdo um tipo de genes homeobox, e especificam a identidade dos
segmentos ao longo do eixo antero-posterior. Estes genes ja foram identificados em
L. vannamei (PAWLAK; HERTZLER, 2008), entretanto, ndo ha evidéncia de
supressao destes genes pela infecgdo por WSSV.

Na Biblioteca 2 também foram encontrados muitas proteinas ribossomais,
inclusive algumas sédo as mesmas encontradas na Biblioteca 1. Este alto nimero de
proteinas ribossomais talvez seja um background da técnica, que pode mascarar
outros genes de ocorréncia rara. Os trabalhos envolvendo SSH em camardes
publicados até o momento, ou apresentam poucas seqléncias de proteinas

ribossomais ou nao apresentam este resultado.
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Confirmacao da expressao génica por PCR em Tempo Real

A expressao diferencial dos genes proteina calcificada de cuticula,
oncoproteina nm23, receptor para proteina quinase e ubiquitina foi confirmada
através de PCR em Tempo Real. Para a normalizagdo dos dados, foram utilizados
os genes do RNA ribossomal 18S e da ciclofilina. A expressao destes genes foi
avaliada pelo teste t de Student e ndo apresentou diferencga estatistica.

A ubiquitina teve um aumento de 91 vezes nos animais infectados pelo
WSSV, sendo que esta diferencga foi significativamente estatistica. A ubiquitina € uma
proteina envolvida na apoptose e como discutido anteriormente, houve um aumento
na expressao de varias proteinas relacionadas a apoptose.

A proteina calcificada de cuticula teve um grande aumento (23 vezes),
entretanto esta expresséo maior néo foi estatisticamente significativa. Foi observado
um maior desvio padrdo neste gene em comparagao com os outros. Este fato pode
ser devido a grande uma variagao individual na expressao génica deste gene, em
funcdo do metabolismo envolvido. Esta proteina esta envolvida no processo de
muda, e possiveis variagcdes na sincronizacao do processo podem alterar os niveis
desta proteina. Uma alternativa seria a analise de animais na mesma fase da muda.

A oncoproteina nm23 e o receptor para proteina quinase apresentaram um
aumento de duas vezes. Apesar destas diferencas nao serem significativas
estatisticamente, elas indicam um aumento na expressao destes genes nos animais
infectados pelo WSSV. A ubiquitina pode ser utilizada como gene indicador das
respostas metabolicas e de defesa contra o virus.

Varias classes de genes diferentes foram identificadas na Biblioteca 1 (genes
induzidos), indicando que a infeccédo pelo WSSV altera um grande nimero de vias
metabdlicas diferentes. O metabolismo energético parece ser aumentado, de forma

geral. Este aumento pode estar relacionado a uma maior demanda energética,
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devido a sintese de um grande numero de particulas virais. Este aumento no
metabolismo pode contribuir para uma deplecao das reservas energéticas celulares,
levando a um colapso nos estagios finais da infecgao.

QOutra via que parece aumentada de forma geral é a apoptose, com varios
genes envolvidos neste processo sendo induzidos. A apoptose parece ser um
mecanismo de defesa do organismo contra a infecgdo viral, e seu aumento pode ser
devido a uma tentativa do organismo se defender contra a infecg&o viral.

Alguns genes envolvidos na angiogénese e na inibicdo da metastase foram
identificados. E possivel que ao mesmo tempo em que o virus induza uma maior
proliferacdo celular, o organismo tente responder a infecgdo reduzindo esta
proliferagéo.

Os genes avaliados através de PCR em Tempo Real tiveram um aumento da
expressdo nos animais infectados pelo WSSV, mas este aumento foi
estatisticamente significativo apenas no caso da ubiquitina. A ubiquitina pode ser
indicada como um gene marcador do de respostas metabdlicas e de defesa contra o
virus. A proteina calcificada de cuticula apresentou um aumento elevado nos
animais infectados, entretanto, este gene deve ser avaliado com cuidado devido a
grande variacao individual. A oncoproteina nm23 e a proteina quinase apresentaram
um aumento, mas seu uso € limitado pelo fato da diferenca entre os grupos ter sido
de apenas 2 vezes. Posteriormente, outros genes da biblioteca serdo avaliados
através de PCR-RT, como por exemplo a actina, a proteina QM e a sec 61. Espera-
se que estes genes apresentem um grande limiar de aumento e tenham uma

pequena variacao individual.
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CONCLUSOES

O presente trabalho consistiu de trés linhas principais. A primeira parte teve
como objetivo a padronizagdo da metodologia de PCR-RT para detecgao do WSSV
em L. vannamei. Foi determinado um limite minimo de detecgdo de 3,55 cépias
virais/pl de amostra. A PCR-RT mostrou-se muito mais sensivel que a PCR Nested,
que tem um limite de deteccdo de 3,55x10° cépias do genoma viral. Amostras de
animais coletados em campo, positivas € negativas através de PCR Nested foram
quantificadas através de PCR-RT. A carga viral das amostras positivas foi
determinada, e algumas amostras negativas por PCR Nested mostraram-se
positivas fracas por PCR-RT. Este resultado mostra a necessidade de desenvolver
técnicas sensiveis para monitorar infecgoes leves, em individuos assintomaticos e
carreadores do virus. A identificagao de infecgbes leves € importante principalmente
na selecao de reprodutores, producéo de pos-larvas e desenvolvimento de linhagens
de animais SPF.

Outros virus, como por exemplo, o IHHNV e o IMNV podem ser analisados
por PCR-RT. Utilizando-se sondas, como a Tagman, seria possivel inclusive
desenvolver uma PCR-RT Multiplex, para a deteccdo simultinea destes virus e do
WSSV. No caso do IMNV, é muito importante detectar a presenca deste virus em
animais (pos-larvas) que sejam importados do Nordeste, para evitar a introdugdo
deste patdégeno na regiao Sul.

Na segunda parte do trabalho, foi realizada a genotipagem de isolados
brasileiros de WSSV. Foram utilizadas amostras de WSSV de Santa Catarina e da
Bahia. As amostras de Santa Catarina tiveram o mesmo genétipo para os
marcadores analisados, apesar de terem sido coletadas em regides do estado e
periodos diferentes. As amostras da Bahia tiveram um padrao diferente de repeticéo

para os minissatélites utilizados, indicando que existem pelo menos duas “cepas” ou
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isolados geogréaficos de WSSV no Brasil. Com base nestes resultados, sugerimos
duas hipdteses para explicar este fato. E possivel que introdugdes mdltiplas do
WSSV possam ter ocorrido no pais. Outra explicagdo possivel é que o WSSV tenha
sofrido mutagdes desde sua introdugao no Brasil.

Os isolados brasileiros também foram comparados com isolados de outros
paises das Américas. Aparentemente, todos os isolados sdo diferentes quanto ao
padréo de repeticdes dos marcadores analisados. Isto pode ser devido a mutag¢des
no genoma do WSSV, apds a sua introducdo nos diferentes paises. Entretanto,
Santa Catarina, México, Nicaragua, Honduras e Panama possuem mais de 9
repeticoes para a ORF 94, enquanto a Bahia e os EUA tém menos de 9 repetigcoes.
Uma similaridade de viruléncia talvez possa estar relacionada a esta similaridade no
numero de repeticdes. Uma perspectiva para a continuacao deste trabalho é analisar
um ndmero maior de amostras de Santa Catarina, para confirmar a existéncia de um
Unico isolado no estado e se possivel, compara-lo com amostras provenientes do
Ceard, estado que teve um surto de Mancha Branca em 2005. Assim, seria possivel
afirmar se os dois casos de 2005 foram causados pelo mesmo isolado ou ndo. Seria
interessante, neste caso, tentar identificar a origem do WSSV no Brasil, se o
Nordeste ou o Sul do Brasil e como o virus se espalhou pelo pais.

A terceira parte do trabalho teve como objetivo identificar genes
diferencialmente expressos em animais de cultivo infectados com o WSSV. Vérias
classes de genes foram induzidas nos camardes infectados. A infec¢éo pelo WSSV
parece alterar o metabolismo celular de uma forma geral, afetando desde o
metabolismo energético até proteinas do citoesqueleto. Posteriormente, pretende-se
realizar a subtracdo de amostras de hemolinfa, para isolar genes diferencialmente
expressos neste tecido. Alguns genes identificados na Biblioteca foram avaliados

através de PCR-RT. Todos apresentaram um aumento na sua expressdo, mas
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apenas 0 gene da ubiquitina teve um aumento estatisticamente significativo nos
animais infectados. Os genes confirmados como diferencialmente expressos
poderao ser utilizados como indicadores dodas respostas metabdlicas dos animais.
A expressao diferencial destes genes pode também ser avaliada em animais
infectados experimentalmente com o virus, para confirmar se a expressao diferencial
de um dado gene é devida apenas a infeccdo e/ou pode estar potencializada pela
interacdo virus versus ambiente.

Além disso, o papel destes genes na infeccdo pode ser também avaliado.
Uma outra perspectiva para este trabalho é a obtencdo da seqiiéncia completa de
alguns genes, sua expressao heteréloga e a producio de anticorpos especificos.
Assim, sera possivel identificar e localizar os produtos destes genes nas células,
através de Western Blotting e hibridizagao in situ, por exemplo, além de quantificar
comparativamente os niveis de proteinas expressas nos animais infectados e

naqueles livres da infecgao.
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