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RESUMO

O virus da mionecrose infecciosa de camardes (IMNV) é um patégeno que determina elevadas
perdas econGmicas nas fazendas de cultivo no Brasil. Os principais sinais da enfermidade sdo necrose
e opacidade dos musculos, além de letargia dos camardes infectados. O agente etiolégico da
enfermidade, o IMNV, é um virus icosaédrico e ndo-envelopado, sendo a proteina estrutural que
constitui o capsideo viral tem aproximadamente 100 kDa e o genoma é constituido por RNA dupla
fita que possui 7.560 pb. Métodos moleculares e histoldgicos de diagndstico ja foram estabelecidos,
porém testes rapidos de diagndstico como testes imunocromatograficos, que possam ser utilizados
em campo, ainda ndo estdo disponiveis. O presente trabalho teve como objetivo a clonagem e
expressao heteréloga de um fragmento da proteina estrutural do IMNV e sua posterior utilizacdo
para a producdo de anticorpos monoclonais. O RNA total do musculo esquelético de camardes
Litopenaeus vanammei naturalmente infectados foi obtido e o cDNA foi produzido através de RT-
PCR, sendo posteriormente amplificado por PCR. Iniciadores especificos foram capazes de amplificar,
através de PCR, um segmento de cDNA de 600 pb, correspondente a um fragmento da proteina
estrutural do capsideo do IMNV. O fragmento obtido foi clonado, seqlienciado e, posteriormente,
sub-clonado no vetor de expressdo pET-14b. Este plasmideo de expressdo foi utilizado para
tranformacdo de bactérias E. coli BL21(DE3), com as quais foram realizados testes de expressdo que
possibilitaram a obten¢cdo de uma banda protéica de 25 kDa. A confirmag¢do da identidade da
proteina heterdloga expressa foi verificada por SDS-PAGE e Western-blot. Apds a purificacdo da
proteina recombinante, esta foi utilizada na imunizacdo de camundongos Balb/c, cujos esplendcitos
foram utilizados na fusdo com células de mieloma, para producdo de hibridomas. A triagem dos
hibridomas foi realizada através de ELISA indireto. Foram obtidos seis linhagens monoclonais
produtoras de anticorpos anti-IMNV, sendo quatro anticorpos IgM (11D, 33G, 39G e 54H) e dois
anticorpos IgG1 (13H, 46C). A reatividade dos anticorpos monoclonais contra extratos de tecido
muscular de camaroes infectados por IMNV foi avaliada através de Western blot, confirmando assim
a especificidade dos anticorpos contra a proteina estrutural do IMNV. Estes anticorpos poderdo ser
utilizados futuramente para a producdo de um kit de diagndstico imunocromatografico, que sera util
para testes em campo, por ser uma estratégia rdpida, especifica e factivel de ser utilizado em
fazendas de cultivo de camardes.

Palavras-chave: IMNV, Litopenaeus vannamei, proteina recombinante, anticorpo monoclonal



ABSTRACT

The infectious myonecrosis virus (IMNV) is a pathogen that determines high economical losses in
shrimp farms in Brazil. The most important symptoms are skeletal muscle necrosis and opacity,
accompanied of lethargy in infected shrimp. The etiologic agent of the disease is a non-enveloped
and icosahedrical virus that contains a major capsid protein which has a relative mass of
approximately 100 kDa, and a genome constituted of dsRNA with 7560 bp. Molecular and histological
methods have already been established but there is no report of rapid diagnostic tests as an
immunochromatographic detection assay for IMNV designed for use by producers in shrimp farms.
The main purpose of this study was to clone and produce a recombinant protein corresponding to a
fragment of the IMNV capsid which was used for monoclonal antibodies production. The total RNA
from infected Litopenaeus vannamei skeletal muscles was extracted and cDNA was obtained by RT-
PCR and subsequently amplified by PCR. Specific primers were successful in amplify a 600 bp cDNA
fragment correspondent to a portion of the IMNV major capsid protein by PCR. This fragment was
cloned, sequenced and subsequently sub-cloned into the pET-14b expression vector. This expression
plasmid was then utilized in E. coli BL21(DE3) bacteria transformation which were submitted to
expression tests that made possible obtaining a protein band with a relative mass of 25 kDa. The
identity of the recombinant protein was verified by SDS-PAGE electrophoresis and Western-blot. The
purified IMNV1r was used for Balb/c mice immunization whose splenic cells were submitted to a
fusion with myeloma cells for hybridoma production. Hybridoma supernatant fluids were screened
by indirect ELISA. It was possible to obtain 6 monoclonal antibodies anti-IMNV, wich 4 were isotyped
as IgM (11D, 33G, 39G and 54H) and 2 were IgG1. The monoclonal antibodies reactivity against
muscle tissue extracts from infected shrimp were evaluated by Western blot for confirmation of their
specificity to the major capsid protein of IMNV. The monoclonal antibodies produced in this work can
be used on the development of an immunochromatographic diagnostic kit that can provide reliable
and sensitive detection capabilities for shrimp farmers, providing opportunities for limiting the
extent of viral spread on farms infected with IMNV.

Key words: IMNV, Litopenaeus vannamei, recombinant protein, monoclonal antibodies



1. INTRODUCAO

A carcinicultura tem grande importancia no contexto econdmico e social de muitos
paises, ndo somente por fazer parte de uma perspectiva de subsisténcia e comércio local,
mas também por ser uma grande fonte de divisas através da exportacdo dos produtos
cultivados. Além disso, a geracdo de empregos e renda produzidos sdao sentidos pelas
comunidades locais, colaborando para o desenvolvimento deste setor como alternativa
vidvel na substituicdo da pesca extrativista, principalmente por conta da crescente
diminuicdo dos estoques pesqueiros naturais. Mundialmente a producdo de camardes em
cativeiro cresceu 165% no periodo de 1997 a 2004, o que representa uma expansao anual de
15% (FAO, 2006). As espécies de camardo mais cultivadas no mundo sdo o camardo branco
Litopenaeus vannamei (62%) e o camarao tigre Penaeus monodon (26%), sendo a maioria
dos cultivos proveniente da Asia, sobretudo da China, Tailandia, Vietnd e Indonésia (FAO,

2006; SUBASINGHE et al., 2008).

Porém, apesar dos aspectos sdcio-econdbmicos positivos do desenvolvimento da
carcinicultura, a intensificacdo da producdo de camardes e o crescimento do numero de
fazendas, tanto no Brasil como no resto do mundo, tem ocasionado uma crescente
degradacdo do meio ambiente, além do surgimento de inUmeras doencas infecciosas,
dando-se destaque para aquelas com etiologia viral, que vém limitando o desenvolvimento
desse setor (KAUTSKY, 2000; NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). E relevante lembrar que a
durabilidade da producdo em escala industrial de camardes é totalmente dependente das
condicdes ambientais e da manutengdo do seu equilibrio, da prevengao de patologias

através de diagnéstico precoce e também de estudos epidemioldgicos (BACHERE, 2000).

Nas Américas, as doencas virais que mais afetaram a carcinicultura foram as causadas
pelos virus da necrose infecciosa hipodermal e hematopoiética ou IHHNV (do inglés,
infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus), pelo virus da sindrome de Taura ou
TSV (do inglés, Taura syndrome virus) e mais recentemente pelo virus da mancha branca ou
WSSV (do inglés, white spot syndrome virus), todos estes ja identificados no Brasil

(LIGHTNER, 2004). Merece ainda destaque no Brasil outro virus, que foi identificado em



2004 por Lightner e colaboradores: o virus da mionecrose infecciosa de camardes ou IMNV

(do inglés, infectious myonecrosis virus).

1.1. Virus da mionecrose infecciosa de camaroes (IMNV)

Os primeiros relatos da doenca causada pelo IMNV ocorreram em fazendas de cultivo
de camardes no Estado do Piaui, em 2003, e foram inicialmente denominadas de necrose
idiopdtica muscular (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). Este virus causou uma queda
expressiva da producdo de camardes no Nordeste do Brasil que, juntamente com outros
fatores, como a queda do prego do camarao no mercado internacional e a baixa do délar no
Brasil, tém provocado graves perdas econdmicas (RODRIGUES, 2005). Em 2003, os prejuizos
causados pela mortalidade dos camardes por conta desta patologia, caracterizada por lesdes
esbranquicadas no musculo caudal, ultrapassaram os 40 milhdes de reais (NUNES; MARTINS;
GESTEIRA, 2004). A doenca rapidamente se espalhou por outros Estados da regido Nordeste
causando severas mortalidades nos cultivos. Somente em 2004, o agente etiolégico desta
sindrome foi identificado e entdo foi possivel associar o virus a sua enfermidade, que passou
a ser chamada de mionecrose infecciosa de camardes (LIGHTNER et al., 2004). A infecgdo por
IMNV foi primeiramente relatada em individuos da espécie L. vannamei, porém estudos
posteriores indicaram a suscetibilidade das espécies P. monodon, L. stylirostris e

Farfantepenaeus subtilis (TANG et al., 2005; COELHO et al., 2009).

A ocorréncia do IMNV em camardes também atingiu outros paises além do Brasil nos
ultimos anos, tendo relatos confirmados na Indonésia e também na China (SENAPIN et al.,
2007; ANDRADE; REDMAN; LIGHTNER, 2008). O virus causador da doenca da Indonésia teve
sua sequéncia génica caracterizada e apresentou 99,6% de identidade nucleotidica com o
virus encontrado no territério brasileiro (SENAPIN et al., 2007). Muitos patdgenos virais
permanecem restritos a uma determinada regidao geografica e o seu alastramento por outras
regioes pode ser devastador. A hipdtese provavel para a ocorréncia desta enfermidade em
outra localidade além do Brasil é o transporte nao fiscalizado de animais reprodutores e pré-

larvas ao redor do mundo (FLEGEL, 2006).



O IMNV é um virus ndo-envelopado e icosaédrico, de 40 nm de didametro, cujo
genoma é constituido por RNA dupla fita contendo 7560 pares de bases. Sabe-se que este
RNA possui duas janelas de leitura, ou ORF (do inglés, open reading frames), que codificam
para duas proteinas diferentes. A denominada ORF1 codifica a proteina estrutural do
capsideo viral e encontra-se na fase 1 de leitura (nucleotideos 136-4953). J4 a ORF2 localiza-
se na fase 3 e codifica para uma RNA polimerase dependente de RNA ou RdRp (do inglés,
RNA-dependent RNA polymerase) (nucleotideos 5241-7451). Estas janelas de leitura ndo se
sobrepdem, existindo um espaco de 287 nucleotideos entre elas (POULOS et al., 2006).
Porém, existem controvérsias quanto ao inicio da janela de leitura da ORF2, codificante para
a RdRp, existindo autores como Nibert, que reportam que esta regido se inicia no
nucleotideo 4749, o que tornaria as duas janelas de leitura existentes no virus sobrepostas.
Assim, a tradugdo das duas ORF ocorreria através de uma mudanca de fase de leitura que

ocorreria no préprio ribossomo (NIBERT, 2007).

Analisando-se a sequéncia aminoacidica deduzida da RdRp do IMNV e comparando-
se a mesma com sequéncias de outros virus, foi possivel classifica-lo como pertencente a
Familia Totiviridae (POULOS et al., 2006). E possivel ainda dizer que o IMNV possui uma
maior similaridade tanto em tamanho como em sequéncia génica com o virus GLV (do inglés,
Giardia lamblia virus), do género Giardiavirus (FAUQUET et al., 2005). O IMNV, dentro desta
classificagdo, € o Unico virus da sua familia que infecta um hospedeiro que nao seja um
fungo ou um protozoario (GHABRIAL, 2008). A presenca de duas janelas de leitura
sobrepostas aproximaria o IMNV ainda mais da familia Totiviridae, onde este evento é muito

comum em muitas espécies virais (NIBERT, 2007).

Recentemente, a estrutura tridimensional do IMNV foi elucidada (Figura 1) (TANG et
al., 2008). O capsideo do virus apresentou-se como uma estrutura dobrada em forma
pentamérica e formada por duas subunidades diferentes. Por outro lado, o RNA dupla fita
encontrado dentro do capsideo parece se organizar de forma helicoidal, de maneira
bastante simétrica. A novidade maior encontrada nestas novas informagdes de cunho

estrutural foi a presenca de protrusdes ao longo de todo o capsideo viral, algo inédito dentro



do grupo dos Totiviridae. Essas protrusdes sdo de natureza protéica e podem ser
importantes para o aumento da viruléncia desse virus, através de ligacao a receptores nas
células-alvo e processos de internalizacdo celular. Isso explicaria a capacidade Unica do
IMNV, dentre os outros virus da mesma familia, de ter a capacidade de ser transmitido

extracelularmente entre organismos hospedeiros (TANG et al., 2008).

100 A

Figura 1: Estrutura tridimensional deduzida da superficie do virus da mionecrose infecciosa
de camardes. Um detalhamento da estrutura da protrusdo do capsideo viral pode ser visto a
direita (Adaptado de TANG et al., 2008).

Os camardes acometidos pelo IMNV apresentam como principal sintoma uma perda
de transparéncia nos musculos da regido posterior do corpo, principalmente no que se
refere ao musculo abdominal (Figura 2), como consequéncia da necrose do tecido muscular,
dando aos animais um aspecto de camardo cozido (LIGHTNER et al., 2004). No Nordeste
brasileiro, nos primeiros anos de ocorréncia do IMNV, as sobrevivéncias variavam de 35% a
55%, sendo que as mortalidades ocorriam mais acentuadamente ao final do ciclo de cultivo.
Os camardes que chegam a fase mais avancada da doenca costumam apresentar movimento
erratico dentro dos tanques e uma diminuicdo na alimentacdo, tornando-se ainda mais
fracos. E muito comum que camardes neste estagio morram durante o seu manejo (NUNES;

MARTINS; GESTEIRA, 2004).
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Figura 2: Espécime de Litopenaeus vannamei de fazenda de cultivo infectados com o virus da
mionecrose infecciosa, apresentando claros sinais de necrose muscular e opacidade na
regiao posterior — indicado pela seta (Reproduzido de NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).

Através da técnica de hibridizagdo in situ foi verificado que o virus infecta
principalmente o tecido muscular esquelético, além do 6rgao linfoide e intestino posterior
(TANG et al., 2005). Em cortes histoldgicos se observaram lesGes no tecido muscular, corpos
de inclusao viral no citoplasma das células deste tecido, do tecido conjuntivo e também nos
hemécitos. Durante a infeccdo ocorre ainda uma infiltracdo de hemdcitos no
hepatopancreas e coragao dos camardes (TANG et al., 2005). Foi também observada a
presenca de esferdides ectépicos do érgao linfdide, principalmente préximos ao coracao e

glandulas antenais (POULOS; LIGHTNER, 2006).

O desenvolvimento de métodos de diagndstico eficientes é essencial para evitar a
disseminagdo de virus causadores de patogenias em camardes, sendo importante no sentido
de evitar grandes perdas na producdo destes animais. Os métodos de diagndstico que
podem ser utilizados para deteccdo de doencas infecciosas de crustdceos listadas pela
Organizagao Internacional de Epizotias (OIE) ou para deteccao de seus agentes etioldgicos
baseiam-se em sinais clinicos, métodos de microscopia 6ptica ou eletrbnica, exames
histoldgicos, bioensaios, testes imunoldgicos baseados em anticorpos policlonais ou

monoclonais e métodos moleculares.
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Inicialmente, os principais métodos de diagndstico para detecgao do IMNV utilizados
foram sinais clinicos e exames histologicos. Estas metodologias, porém, tendem a ser pouco
fidedignas, pois até mesmo alteragdes fisicas do ambiente, como temperatura e salinidade
da dgua, podem provocar sintomas muito parecidos (LIGHTNER et al., 1998). Atualmente
diversas metodologias ja foram padronizadas para o diagndstico da mionecrose infecciosa de
camaroes, que incluem principalmente técnicas histoldgicas, hibridizagdes in situ por sondas
de DNA, técnicas de PCR realizadas por transcricdo reversa, nested PCR e PCR em tempo real
(TANG et al., 2005; POULOS; LIGHTNER, 2006; ANDRADE; REDMAN; LIGHTNER, 2007;
SENAPIN et al.,, 2007). Mais recentemente também foram criadas metodologias que
combinam reag¢des de amplificagdo em ciclos Unicos de temperatura com técnicas de
visualizagdo cromatografica, utilizando sondas de DNA, que tornaram possivel um
diagndstico mais rapido da doenca (KIATPATHOMCHAI et al., 2008; PUTHAWIBOOL et al.,
2009; ANDRADE; LIGHTNER, 2009).

Porém, ainda ndo existem técnicas imunoldgicas de diagndstico. Os testes
imunolégicos sao amplamente utilizados no diagndstico de muitas doengas virais em
aplicacdes na saude humana e animal. A grande vantagem dos testes imunolégicos em
relagdo a técnicas moleculares ou histoldgicas é a possibilidade de metodologias mais
simples, que podem ser realizadas por pessoas sem treinamento, mas mantendo
caracteristicas essenciais para o controle eficiente de enfermidades, como especificidade,
sensibilidade e baixo custo (SITHIGORNGUL et al.,, 2000). Nessa perspectiva, duas
alternativas sdo possiveis: o uso de soros policlonais ou a producdo de anticorpos
monoclonais. Anticorpos policlonais possuem a desvantagem de muitas vezes apresentarem
reacOes inespecificas e resultados falso-positivos, justamente por possuirem reatividade
contra uma gama muito maior de antigenos do que os anticorpos monoclonais, que sdo

altamente especificos (LIU et al., 2002).
1.2. Anticorpos monoclonais
A produgao de anticorpos monoclonais teve inicio apds a divulgagdo do método

descrito por George Kohler e César Milstein (1975), utilizando como fundamento a fusdo de
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linfocitos B produtores de anticorpos com linhagens de plasmocitomas, como alternativa
para imortalizagao destas células. Apds a fusdo, faz-se necessaria a selegao de células, ja que
hibridizacdes indesejadas podem ocorrer, como a fusdo de mielomas e esplendcitos entre si

(KOHLER; MILSTEIN, 1975; GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002).

A selecdo dos hibridomas se da através do cultivo dos mesmos em meio HAT
(hipoxantina, aminopterina e timidina), que permite manipular a via de sintese de
nucleotideos pelas células (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002). Células de mamiferos sao
capazes de sintetizar nucleotideos por duas vias metabdlicas distintas: a via de novo e a via
de salvamento. Na via de novo, as células sintetizam nucleotideos a partir de fosforibosil
pirofosfato e uridilato. A aminopterina presente no meio HAT atua no bloqueio da via de
novo, obrigando a célula a utilizar a via de salvamento. Esta via utiliza hipoxantina e timidina
exogenas como substrato, tendo as enzimas hipoxantina-guanina fosforibosil transferase
(HGPRT) e timidina quinase (TK) como catalisadoras para sintese de nucleotideos (Figura 3).
Sob estas condicOes, células B podem utilizar a via de salvamento, mas ndo podem
sobreviver mais que uma ou duas semanas, pois ndo sao imortalizadas. No entanto, apesar
de células de mieloma serem imortais, faltam-lhes genes das enzimas HGPRT e TK,
essencialmente requeridas para a sintese de nucleotideos pela via de salvamento. Portanto,
apos alguns dias, as células de mieloma morrem por ndo haver a possibilidade de sintese de
nucleotideos, visto que as duas vias de sintese estdo inibidas. Assim, somente os hibridomas
resultantes da fusdo mieloma-esplendcito sdo capazes de sobreviver por maiores periodos,
por apresentarem complementaridade metabdlica: as células de mieloma fornecem a alta
capacidade mitética e os esplendcitos a possibilidade da utilizagao da via de salvamento, por

possuirem as enzimas necessarias para a metabolizacdo de hipoxantina e timidina.

Aproximadamente duas semanas apds a adicdo de meio HAT, hd uma mudanca para
meio HT (hipoxantina e timidina), para que, gradualmente, as células sobreviventes voltem a
utilizar a via de novo como principal via de sintese de nucleotideos, mesmo que ainda exista

a possibilidade de utilizar a via de salvamento devido a presenca de seus substratos. Assim,
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através da técnica de fusao, obtém-se células hibridas com alta capacidade de produzir

anticorpos especificos e passiveis de serem cultivadas in vitro.

VIA DE NOVO VIA DE SALVAMENTO
Fosforibosil pirofosfato Timidina Hipoxantina
& v

Uridilato -
Timidina
quinase

Hipoxantina guanina
E=—— Aminopterina fosforibosil transferase
A4

Nucleotideos

\

DNA

Figura 3: Vias de sintese de nucleotideos: via de novo e via de salvamento (GOLDSBY; KINDT;
OSBORNE, 2002).

De maneira bastante sucinta, a producdo de anticorpos monoclonais consiste em
hiperimunizacdo de camundongos com o antigeno de interesse, fusdo dos esplendcitos
destes animais com células de mieloma, através da utilizagao do reagente polietilenoglicol,
selecdo dos hibridomas formados através do cultivo em meio HAT, triagem dos hibridomas
produtores dos anticorpos de interesse, expansao dos clones desejados e posterior diluigao
limitante dos mesmos, a fim de garantir a sua monoclonalidade. Uma visdo geral do

processo de fusdo e selegdo de hibridomas pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4: Procedimentos para producao de anticorpos monoclonais especificos

determinado antigeno.
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A producdo de anticorpos que reconhegcam a proteina estrutural que compde o
capsideo deste virus é o primeiro passo para a producdo de um teste imunocromatografico
do tipo strip test, que permitird um diagndstico de alta confiabilidade e especificidade
mesmo por pessoas nao especializadas, com a grande vantagem de poder ser feito
rapidamente em condi¢cdes de campo. Isto permitird o diagndstico precoce da enfermidade
e a adocdo de medidas necessarias ao controle de novas infeccdes nas fazendas de cultura

atingidas em todo o mundo.
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2. OBIETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar anticorpos
monoclonais dirigidos a um fragmento recombinante da proteina estrutural do capsideo do

virus da mionecrose infecciosa de camardes.

2.2. Objetivos especificos

1. Desenhar iniciadores especificos complementares a sequéncia génica
correspondente a um fragmento da proteina estrutural do capsideo do IMNV,
com base na sequéncia de IMNV depositada em bancos de dados publicos;

2. Realizar a transcrigao reversa a partir do RNA total extraido de camardes
naturalmente infectados pelo IMNV e amplificar o cDNA resultante através de
PCR utilizando iniciadores génicos especificos;

3. Realizar a clonagem e o sequenciamento das regides codificantes para a
proteina estrutural do IMNV;

4. Analisar comparativamente as sequéncias nucleotidicas obtidas e
aminoacidicas deduzidas da proteina estrutural do IMNV com sequéncias
disponiveis em bancos de dados publicos;

5. Realizar a expressdo heterdloga e a purificacdo de um fragmento da proteina
estrutural do virus IMNV;

6. Imunizar camundongos utilizando o fragmento protéico recombinante,
visando a produgdo de hibridomas, a fim de obter linhagens monoclonais de
células produtoras de anticorpos;

7. Realizar a isotipagem e verificar a especificidade dos anticorpos monoclonais
obtidos, através de Western Blot utilizando tecidos de camardes

naturalmente infectados pelo IMNV.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Consideragoes éticas

Este projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais
(Protocolo PP00203, Processo nimero 23080.013517/2008-87) da Universidade Federal de

Santa Catarina.

3.2. Camaroes

Neste trabalho foram utilizados animais da espécie exdtica de camardao branco
Litopenaeus (Penaeus) vannamei Farfante & Kensley (1997), naturalmente infectados com
IMNV. Como controle individuos de L. vannamei sadios foram utilizados. Os espécimes
foram obtidos diretamente de fazendas de cultivo da cidade de Parnaiba/Pl, gragas ao apoio
da Dra. Alitiene Moura L. Pereira (EMBRAPA Meio-Norte). Os camardes foram escolhidos
baseando-se em sintomas clinicos da doenca, sendo que a infeccao por IMNV nos mesmos

foi confirmada por PCR (conforme descrito no item 3.4).
3.3. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Amostras de tecido muscular dos exemplares de camardao, com aproximadamente 1
g, foram maceradas na presenca de 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen®) a temperatura
ambiente com auxilio de pistilos estéreis, de acordo com as especificagcbes do fabricante.
Posteriormente, foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio, a fim de promover a separacdo da
fracdo correspondente ao RNA, que em seguida foi precipitada pela adicdo de 0,5 ml de
alcool isopropilico. Apds lavagem com 4dlcool etilico 70%, os precipitados de RNA isolados
foram secos e dissolvidos em 25 Ul de dgua tratada com DEPC. A concentragao e a pureza
das amostras foram avaliadas em espectrofotometro (BioPhotometer — Eppendorf®)
(A260/280-1,8). A fim de evitar contaminagdo das amostras com RNAses, os pistilos, ponteiras
e tubos plasticos utilizados para armazenamento e manipulagdo das amostras foram

submetidos a lavagem com agua tratada com DEPC.
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Para obteng¢do da primeira fita de cDNA, 1 pg do RNA total foi reversamente
transcrito utilizando-se a enzima SuperScriptTM Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen®) na
presenca de 0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen’), tamp3o (Tris-HCI 250 mM, KCl 375 mM,
MgCl, 15 mM) e um iniciador oligo (dT):,, direcionado para regidao da cauda poli(A) do

mRNA. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C.

Como controle das etapas de extracdo de RNA e sintese de cDNA, controles de
amplificacdo foram realizados através da deteccdo de uma sequéncia génica de 850 pb,
correspondente a proteina intracelular actina, utilizando os iniciadores especificos AV1-Fw
(5" — TAA TCC ACA TCT GCT GGA AGG TGG - 3’) e AV2-Rv (5’ — TCA CCA ACT GGG ATG ACA
TGG — 3’). As condi¢Ges utilizadas foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 10 min, seguido por
30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, temperatura de ligagdo dos iniciadores de 55°C
por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min. Ao término dos ciclos, as amostras foram
submetidas a uma extensdo final a 72 °C por 10 min. A eficiéncia do processo de
amplificacdo foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose (1,0%), incubacdo do
mesmo em solucdo de brometo de etideo em agua bidestilada (0,01% v/v) por 20 min e
posterior visualizagdo das bandas em transluminador Macrovue-UV20 (Hoefer), seguido de

registro fotografico digital do gel.

3.4. Desenho dos iniciadores

Para a amplificacdo de uma sequéncia codificante para um fragmento da proteina
estrutural do capsideo do virus, um par de iniciadores especificos foi desenhado. Os
iniciadores senso (IMNV1-F) e antisenso (IMNV1-R) foram desenhados a partir da sequéncia
nucleotidica do capsideo do IMNV disponivel no GenBank (Acesso: EF061744) e podem ser
visualizados na Tabela 1. A fim de facilitar a expressao heteréloga do gene do capsideo viral
em sistema bacteriano, foi selecionada com auxilio do programa Hydrophobicity Plot 1.0
(http://www.bmm.icnet.uk/~offman01/hydro.html) uma regido do gene que codifica para
aminoacidos menos hidrofébicos. Além disso, na extremidade 5’ de cada um dos iniciadores

foram adicionadas sequéncias correspondentes aos sitios das enzimas de restricdo BamHI
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(iniciador IMNV1-F) e Ndel (iniciador IMNV1-R) visando facilitar a clonagem do fragmento no
vetor de expressdo (pET-14b). As enzimas BamHI e Ndel foram escolhidas por possuirem
sequéncias alvo para clivagem ausentes na sequéncia de nucleotideos do inserto de

interesse.

Tabela 1: Iniciadores utilizados na amplificagao da sequéncia de cDNA do fragmento do
capsideo do virus da mionecrose infecciosa de camardes.

Nome do iniciador Sequéncia 5'- 3’
IMNV1-F CATATGGGGCAATTACGGTTACAGGG
IMNV1-R CGGGATCCGTATACATACCAAATGGCC

CATATG: sitio de clivagem para enzima de restricdo Ndel
GGATCC: sitio de clivagem para enzima de restricdo BamHI

3.5. Amplificacdo de fracao codificante para a proteina do capsideo do IMNV

A amplificagao de sequéncias de cDNA correspondentes a sequéncia codificante para
o capsideo do IMNYV foi realizada através de PCR, utilizando-se a enzima Tag DNA Polimerase
(Invitrogen®). As concentracdes de cada um dos reagentes necessarios para a reacdao em
cadeia da polimerase foram padronizadas com base nas sequéncias dos iniciadores
desenhados, sendo: desnaturagdo inicial a 94°C por 10 min, seguida por 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 45 s, temperatura de ligacdo dos iniciadores a 55°C por 45 s e
extensdo a 72°C por 1 min. Ao término dos ciclos, as amostras foram submetidas a uma
extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram diluidos em proporgdo 1:1 em
tampado de amostra 2x (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol a 25%, ficoll a 15%, p/v em
agua ultrapurificada) e entdo analisados em gel de agarose (1%) através de eletroforese a
100 V por 1 h em tampdo TBE 1X (Tris 0,89 M, H3BO3 0,89 M, EDTA 25 mM), juntamente com
um padrao de tamanho molecular conhecido. Posteriormente, o gel foi corado em uma
solucdo de brometo de etideo em agua bidestilada (0,01% v/v) por 20 min. A visualizacdo
das bandas foi realizada em transluminador Macrovue-UV20 (Hoefer), seguido de registro

fotografico digital do gel.
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3.6. Clonagem, sequenciamento dos insertos e andlise das sequéncias

Os produtos de PCR amplificados foram ligados ao vetor pGEM T-easy (Invitrogen®)
utilizando-se a enzima T4 DNA Ligase (Promega®), conforme especificagdes do fabricante. Os
plasmideos construidos foram utilizados para transformar, através de eletroporacdo (2,5 kV)
(MicroPulse — BIORAD), bactérias eletrocompetentes Escherichia coli da linhagem DH5-
a (Invitrogen®). Apés transformacdo, as bactérias foram cultivadas em meio LB-dgar na
presenga de X-GAL (20 pug/ml), IPTG (1 mM) e ampicilina (100 pug/ml), a 37°C por 15 h. Uma
fracdo das colbnias brancas teve a presenca do inserto de interesse confirmada através da
amplificagdo do mesmo por PCR, utilizando os iniciadores especificos para a sequéncia de
DNA do capsideo do IMNV (IMNV1-F e IMNV1-R). As condi¢cOes de amplificacdo para esta
reacdo de PCR foram as mesmas utilizadas para a amplificagdao inicial de um fragmento
codificante para uma regido do capsideo do IMNV. Os produtos de PCR foram examinados
para verificacdo da presenca e do tamanho dos insertos em gel de agarose (1%), como
descrito no item 3.5. Apds a comprovacao da presenca dos insertos, as col6nias positivas
foram submetidas a crescimento em meio LB liquido acrescido de ampicilina (100 pg/ml) por
15 h a 37°C e tiveram seus plasmideos extraidos através de um protocolo padrdo de lise
alcalina (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) a fim de realizar o seqlienciamento para verificagdo da

identidade e orientagdo dos insertos.

Para o sequenciamento dos insertos foi utilizado o Kit DYEnamic ET Dye Terminator
(GE Healthcare®), conforme as instrucdes do fabricante, sendo a leitura das bases realizada
em um equipamento MegaBace 1000° DNA Analysis System (GE Healthcare®). A reacdo de
sequenciamento foi realizada na presengca de 5 pmol do iniciador pGEM-F (5 -
ACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATA — 3’) ou EXCEL-R (5’ - GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
— 3’) e aproximadamente 1.000 ng do DNA plasmidial, nas seguintes condi¢des térmicas:
95°C por 25 s, seguidos de 35 ciclos com desnaturacdo de 95°C por 15 s, ligacdo dos
iniciadores a 50°C por 20 s e extensdao a 60°C por 90 s. Os produtos desta reacao foram

precipitados com alcool isopropilico 70% para a retirada dos nucleotideos e iniciadores ndo
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incorporados, e, sequencialmente eletroinjetados a 2 KV por 100 s e eletroeluidos por 140

min a 7 KV.

As sequéncias génicas obtidas foram posteriormente submetidas a uma avaliacdo
de qualidade pelo programa Phred (indice de confiabilidade > 20) (EWING et al., 1998) e
agrupadas em sequéncias consenso (clusters) através do programa CAP3 (HUANG; MADAN,
1999). Apds essa analise, as sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas deduzidas foram
confrontadas e analisadas utilizando-se algoritmos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast), disponiveis em bancos de dados virtuais, a fim de se
confirmar a identidade da sequéncia amplificada como correspondente a um fragmento da

proteina estrutural do IMNV (ALTSCHUL et al., 1997).
3.7. Construgdo do plasmideo de expressao

O plasmideo purificado através do protocolo de lise alcalina foi submetido a um
processo de digestdo pelas enzimas de restricdo BamHI e Ndel. A verificagdo do sucesso
desta digestdo foi feita através de eletroforese em gel de agarose (1%) conforme o descrito
em 3.5. A banda correspondente a sequéncia de interesse foi excisada do gel e purificada
utilizando o MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen®), conforme recomendacdes do fabricante.
O produto purificado foi ligado no vetor plasmidial de expressdo pET-14b (Novagen®) através
da enzima T4 DNA Lligase (Promega®). Estes plasmideos foram entdo utilizados para
transformar, através de eletroporagdo, as bactérias competentes E. coli da linhagem

BL21/DE3 (Invitrogen®), nas mesmas condicdes descritas em 3.6.

Apds a transformacdo, as bactérias foram repicadas em meio LB-agar contendo
ampicilina (100 pg/ml). A confirmagdo das colénias de bactérias positivas para o inserto
codificante para um fragmento da proteina estrutural do IMNV se deu através de PCR,
utilizando como amostra a ser testada uma fracdo da propria col6nia. Os iniciadores
utilizados foram os mesmos usados para amplificacdo especifica do inserto codificante para
o um fragmento do capsideo do IMNV (IMNV1-F e IMNV1-R). Os produtos de PCR foram

resolvidos em eletroforese de gel de agarose (1%) conforme o descrito em 3.5.
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Para confirmagao da identidade da sequéncia nucleotidica e da orientagao do inserto
foi realizado um novo sequenciamento, conforme o descrito no item 3.6, utilizando os
iniciadores especificos IMNV1-F e IMNV1-R. A confirmacdo da identidade do fragmento
clonado foi realizada através de alinhamento com sequéncias presentes em bancos de dados
virtuais conforme o descrito em 3.6. A fim de verificar o peso molecular esperado para a
proteina recombinante IMNV1, a sequéncia aminoacidica deduzida do inserto obtida apds
sequenciamento foi submetida a andlise através do programa ProtParam

(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

3.8. Expressdo heterdloga de um fragmento da proteina estrutural do capsideo

do IMNV

Apds a obtencdo de colGnias de bactérias contendo o vetor de expressdo pET-14b
associado ao inserto desejado, foi realizado um protocolo de expressao heterdloga em
sistema bacteriano. Primeiramente, foi feito um pré-cultivo de 10 ml em meio LB liquido
acrescido com ampicilina (100 pg/ml), a partir de uma col6nia isolada da placa de LB-agar
contendo bactérias transformadas. O pré-cultivo foi realizado a 37°C por aproximadamente
15 h, sob agitacdo orbital a 100 rpm (Agitador Kline - Nova Etica). Posteriormente, foi
realizada uma transferéncia de dois ml deste pré-cultivo para um tubo cénico (Falcon®) de 50
ml contendo 23 ml de meio LB liquido suplementado com 100 pg/ml de ampicilina. O
crescimento bacteriano foi acompanhado por espectrofotometria, até atingir a densidade
Optica (DO) de 0,4-0,6 (fase de crescimento exponencial) a 600 nm, no espectrofotometro
BioPhotometer (Eppendorf®). Quando atingida essa DO, a expressdo do produto plasmidial
foi induzida pela adicdo de IPTG em uma concentracdo final de 1 mM. Foram testados
diferentes tempos e trés diferentes temperaturas para o cultivo pdés-indugdo: 37°C, 27°C e
18°C, a fim de se obter a condicdo otima para a expressdo do fragmento protéico
recombinante IMNV-1r. Para a temperatura de 37°C foram testados os temposde 1,5he 3 h

e para as temperaturas de 27°C e 18°C os tempos de 3 h e 15 h de cultivo.

Apds o cultivo sob inducgdo, a cultura foi centrifugada a 5000 x g por 10 min em

centrifuga refrigerada (4°C) (Eppendorf®) e ao precipitado formado foi adicionado tampao
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Tris-HCI 20mM, pH 7,0. As amostras, mantidas em banho de gelo, foram submetidas a
sonicacao (5 ciclos de 30 s sob freqiiéncia maxima 50-60 Hz, 240 V) no equipamento 60 Sonic
Dismembrator (Fisher Scientific®) e posteriormente centrifugadas a 10.000 x g por 20 min
(4°C). O sobrenadante e o precipitado foram separados para analise por SDS-PAGE
desnaturante (LAEMMLI, 1970), sendo o precipitado diluido em SDS 10%. O padrdo de
expressao da bactéria E. coli transformada com o plasmideo pET-14b fechado, o padrdo de
expressao de E. coli transformada com o plasmideo pET-14b contendo o inserto IMNV1
antes da indugdao por IPTG, os padrdes de expressao de E. coli transformada com o
plasmideo pET-14b contendo o inserto de interesse IMNV1 apods inducdo com IPTG, sob
diferentes temperaturas e as suas respectivas fragcdes sollveis e insoluveis obtidas apds
sonicacdo foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE (40 mA por 2 h). Os perfis
protéicos foram revelados por coloracdo pelo Coomassie Blue (Coomassie Brilliant Blue R-
250 a 0,25% (Bio-Rad), dissolvidos em isopropanol a 50% e acido acético a 10% v/v em agua
ultrapura). Uma solucdo contendo acido acético a 10% e metanol a 45% v/v em &agua
ultrapura foi utilizada para descoloragdo dos géis, a fim de se observar as bandas protéicas

obtidas.

3.9. Purificagdao do fragmento protéico recombinante

A purificacdo do fragmento protéico recombinante da proteina do capsideo do virus
IMNV foi realizada através de cromatografia de afinidade por ions metdlicos imobilizados
(LUCAST; BATEY; DOUDNA, 2001; ESHAGHI et al.,, 2005). Apds a expressdo, o cultivo foi
centrifugado a 5000 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a cada 1 grama
de precipitado foram adicionados 2 ml de tampdo de lise desnaturante (CO(NH,), 8 M,
NaH,PO4 100 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 8,0).

A seguir, foi realizada uma incubacdo de 1 h a 60°C, sob leve agitacdo. O produto
resultante foi centrifugado por 30 min a 12.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi
posteriormente incubado por 1 h, sob agitacdo orbital (100 rpm) e refrigeracdo de 4-8°C, em

coluna contendo a resina enriquecida com ions metalicos de niquel imobilizados Ni-NTA
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(Qiagen®), pré-tratada com o mesmo tampado utilizado para a incubagao do extrato

bacteriano.

Apds a incubacdo, foi adicionado a coluna 1 ml de tampao de lavagem (CO(NH,), 8 M,
NaH,P0O4 100 mM, Tris-HCl 100 mM, pH 6,0) e a amostra foi centrifugada a 1.000 x g por 3
min, para que as proteinas ndo desejadas se desprendessem da resina de purificacdo por
alteracdo de pH. Posteriormente, a proteina de interesse foi purificada através da adicdo de
200 plI do tampao de eluigao (CO(NH,), 8 M, NaH,PO, 100 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 4,0),
incubacdo da coluna por 3 min em banho de gelo e centrifuga¢cdo a 1.000 x g por 3 min. Em
cada uma das etapas, amostras foram recolhidas para anadlise por eletroforese em gel SDS-

PAGE 15% e coloracdo por Coomassie Blue conforme o descrito em 3.8.

A fim de promover a renaturagdo das fragdes de proteina purificada apds tratamento
com os tampoes desnaturantes utilizados no processo de purificacdo, as eluicdes passaram
por um processo de didlise. Foram feitos quatro ciclos de dialise de 12 horas sob refrigeracao
(4-8°C), sendo os dois primeiros com tampao de didlise (NaCl 500 mM, Tris-HCI 100 mM pH
8,0, EDTA 0,05 mM) acrescido de 20% de glicerol e os dois ultimos utilizando somente
tampdo de dialise. Apds a didlise, procedeu-se a quantificacdo da concentragdo protéica das
amostras através por espectrofotometria (BioPhotometer — Eppendorf®) utilizando o método
de Bradford (1976). Basicamente, realizou-se a comparacdo da leitura da absorbancia a 595

nm da amostra com uma curva padrdo de soro alboumina bovina — BSA (Sigma).

3.10. Verificacdo da expressao heteréloga da proteina recombinante

Para confirmar a expressdo e o tamanho molecular da proteina purificada, foi
utilizada a técnica de Western Blotting (BURNETTI, 1981). As amostras purificadas foram
resolvidas eletroforeticamente em gel SDS-PAGE 15% conforme o descrito em 3.8. Apds
separacao eletroforética, o perfil protéico obtido foi submetido a um processo de
transferéncia para membrana de nitrocelulose, em Tampdo de Transferéncia (Tris 25mM,
NaCl 150mM, Tween-20 0,1%) acrescido de 20% de metanol, a 25 V por 15 h, em banho de

gelo e sob refrigeracdo de 4-8°C. Apds a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau
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S 1% em acido acético 10% por 5 min, a fim de verificar a eficacia do processo através da
visualizagao das bandas formadas. A membrana foi entdo descorada através de abundante
lavagem com agua destilada e incubada em solucdo de bloqueio (5% de leite Molico

(Nestlé®) em Tampao de Transferéncia por 1 h sob constante agitagao.

Posteriormente, a membrana foi submetida a incubagao com anticorpo anti-histidina
(1:5.000) por 1 h a temperatura ambiente. A seguir, a membrana foi novamente incubada
com anticorpo secundario (Anti-IgG GAM murino conjugado a peroxidase - Sigma®)
(1:10.000) por mais 1 h. Ambos os anticorpos foram diluidos em tampao de transferéncia
suplementado com 2% de leite desnatado em pd (Molico). Além disso, entre cada uma das
incubagdes foram feitas cinco lavagens da membrana utilizando o tampao de transferéncia.
Apds o ultimo procedimento de lavagem, a membrana foi incubada com 1 ml do reagente
ECL (GE - Healthcare®). Posteriormente, a membrana foi utilizada para marcag¢ao por
guimioluminescéncia de filmes radiograficos, em cdmara escura, segundo as especificacoes
do fabricante. Finalizando o procedimento, o filme foi inserido em uma maquina de
revelacdo (Konica Minolta Medical & Graphic), onde foi incubado sequencialmente em uma
solucdo reveladora, fixadora e lavado em d4gua, sendo ao final aquecido a 45 oC para

secagem.

3.11. Imuniza¢6es dos camundongos

Foram utilizados cinco camundongos machos da espécie Mus musculus, linhagem
BALB/c, isogénicos, haplotipos H—2Kd, mantidos no biotério setorial do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia/CCB/UFSC, sob padrdo sanitario convencional,

com agua e alimento ad libitum.

Uma dose de 50 g da proteina purificada foi utilizada por camundongo para cada
uma das imunizacoes, que foram feitas em trés doses, sendo as duas primeiras por via
subcutanea e a ultima por via intraperitoneal. A primeira imuniza¢do foi suplementada com
Adjuvante Completo de Freund e a segunda imunizagdo com Adjuvante Incompleto de

Freund. O intervalo entre as imuniza¢des foi de dez dias. No dia da realizacdo da terceira
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imunizagao, os camundongos foram sangrados através do plexo retroorbital apds anestesia
por cloridrato de cetamina (Dopalen®) e cloridrato de xilazina (Rompum®). O sangue foi
mantido por 1 h sob refrigeracdo de 4-8°C. A seguir, a amostra foi centrifugada a 300 x g por
5 min a 4°C. Os soros obtidos foram entdo testados em diversas diluicdes por ensaio
imunoabsorvente de ligacdo de enzimas — ELISA (ENGVALL; PEARLMANN, 1972) para
verificar os titulos de anticorpos contra a proteina recombinante produzida (conforme
descrito no item 3.12). Os trés camundongos que apresentaram os maiores titulos de
anticorpos, ou seja, reatividade no teste de ELISA com as maiores diluicdes de soro, foram
submetidos a um novo reforgo intraperitoneal de 50 pg de proteina, apds 15 dias. Por fim,
um novo teste de ELISA foi realizado a fim de saber o titulo final de anticorpos obtidos

nestes camundongos.
3.12. ELISA para titulagdo do soro dos camundongos

Microplacas descartaveis de poliestireno de 96 cavidades (Costar®) foram utilizadas,
e todos os imunoreagentes ensaiados no volume de 200 pl. Entre todos os passos da reacao,
as microplacas foram lavadas cinco vezes com PBS (solu¢do salina tamponada com fosfatos,
pH 7,2) contendo 0,05% de Tween 20. Para a sensibilizacdo das placas foram utilizados 50 ng
da proteina purificada por pogo, diluidos em solugao tamponada carbonato-bicarbonato 0,5
M (pH 9,6), sendo a incubacdo de 3 h a 37°C. A seguir, foi feito o bloqueio contra reacoes
inespecificas, sendo adicionados, por poco, 300 ul de solugdo PBS-Tween 0,05% acrescida de
3% de BSA. O bloqueio ocorreu por 15 h a 4°C.

Como anticorpo primario, foram utilizados os soros obtidos dos camundongos
imunizados, sendo os mesmos diluidos seriadamente, iniciando-se com uma diluicao de
1:500. A seguir foi acrescido o anticorpo secundario conjugado (Anti-IgG murino conjugado a
peroxidase - Sigma®) a uma diluicdo de 7.500 vezes. Ambos foram diluidos no mesmo
tampdo utilizado para o bloqueio das placas, sendo a incubacdo de 1 h a 37°C. Como
controles da reagdao foram utilizados, no lugar do soro dos camundongos imunizados, soro
de camundongos pré-imunes, como controle negativo, e anticorpo anti-histidina produzido

em camundongos, como controle positivo.
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A revelagdo foi feita através da adicao de 100 I de solugdo substrato-cromégeno
orto-fenileno-diamina (OPD) (0,4% em solucdo tampao citrato-fosfato 100 mM, pH 5,0, H,0,
0,03%) por pogo. Apds 5 min, a reagao foi interrompida pela adigdo de 50 pl de H,SO, a
2,5N. Por fim, procedeu-se a leitura da densidade dptica a 492 nm em leitor de microplacas
(Tecan®). O limite de reatividade adotado foi uma absorbancia trés vezes maior que a média

dos controles negativos.

3.13. Hibridomas

3.13.1. Manipula¢ao dos camundongos

Os camundongos que receberam o reforco intraperitoneal foram sacrificados por
deslocamento cervical, embebidos em alcool etilico 70% e, em ambiente estéril, seus bacos
retirados e macerados em meio RPMI-1640 (CuItiIab®). O material resultante da maceracao,
excluindo-se as cdpsulas de tecido conjuntivo do 6rgdo, foi submetido a incubacdo em gelo
por 10 min, sendo o sobrenadante coletado e centrifugado duas vezes a 400 x g por 10 min,
a temperatura ambiente. Ao precipitado celular foram adicionados 5 ml de solugdo de lise
(NH4Cl 168 mM, K,CO3 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,4), que tem a capacidade de lisar
somente os eritrécitos, sendo realizada uma incubacdo de 5 min. Em seguida, foram
adicionados 45 ml de meio RPMI-1640, sendo centrifugados posteriormente nas mesmas
condi¢cGes acima citadas. Por fim, ao precipitado foram adicionados 10 ml de RPMI-1640 e os
esplendcitos foram contados utilizando-se camara de Neubauer, através de microscopia

Optica de contraste de fase.
3.13.2. Células de mieloma (plasmocitomas)

Os plasmocitomas ndo secretores da linhagem P3X63-Ag8.653 (KEARNEY et al., 1978)
provenientes de linfoma de camundongos foram centrifugados a 400 x g por 5 min a
temperatura ambiente e ao precipitado foi adicionado RPMI-1640, sendo este processo

repetido mais duas vezes. Por fim, as células foram suspensas em 10 ml de meio RPMI-1640
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acrescido de gentamicina (0,1%) e PSA (1%), fazendo-se entdo a contagem em camaras de

Neubauer.
3.13.3. Produ¢do e manutencgdo dos hibridomas

Os mielomas e os esplendcitos foram misturados na proporc¢do de 1:5 e lavados duas
vezes com RPMI-1640 (acrescido de PSA 1%, gentamicina 0,1%), sendo o sobrenadante
retirado. Sobre o precipitado celular formado apds a centrifugacao foi adicionado 1 ml de
polietilenoglicol 50% (Sigma®), vagarosamente, procedendo-se uma homogeneizag¢do por 2
min. A seguir, 1 ml de RPMI-1640 (PSA 1%, gentamicina 0,1%) foi adicionado e a mistura foi
homogeneizada lentamente por 1 min, sendo este procedimento repetido mais uma vez. Em
seguida, 7 ml de meio RPMI-1640 foram adicionados vagarosamente durante 2 min, sob leve
homogeneizagdo, sendo as células posteriormente centrifugadas por 5 min a 400 x g. O
precipitado foi novamente suspendido com RPMI-1640 (PSA 1%, gentamicina 0,1%)
acrescido de soro fetal bovino (SFB — 20%) (CuItiIab®), sendo o volume ajustado a fim de se
obter uma soluc3o final de aproximadamente 2x10° células/ml. Por fim, em cada cavidade
da placa de cultura de 96 cavidades, foram colocados 100 pl da suspensdo. Apds 24 h, foram
adicionados 100 pl de meio RPMI-HAT acrescido de 20% de SFB. Durante 13 dias
subsequentes o meio foi trocado a cada 48 h e no 15° dia o meio de cultura foi substituido
pelo meio RPMI-HT com 20% de SFB. No 19° dia, o meio foi trocado novamente por RPMI
acrescido de 20% de SFB e mantido em cultura. Quando as células ocuparam 2/3 da
cavidade da placa, foram realizados os procedimentos de identificacdo dos anticorpos de

interesse.
3.13.4. Triagem e expansao clonal dos hibridomas

A fim de selecionar os hibridomas produtores de anticorpos dirigidos a proteina
recombinante do capsideo estrutural do IMNV, foi utilizado o ensaio de ELISA. O protocolo
foi o mesmo utilizado para a titulacdo dos soros dos camundongos, porém, neste caso, o
sobrenadante da cultura dos hibridomas foi utilizado como anticorpo primdrio na reagao.

Além disso, o controle positivo foi também substituido, sendo entdo utilizado o soro dos
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camundongos imunizados sabidamente positivos para a presen¢a dos anticorpos contra a
proteina recombinante, diluidos 1.000 vezes. As cavidades contendo culturas de hibridomas
sabidamente produtoras de anticorpos de interesse tiveram suas células expandidas, a fim
de se obter uma quantidade maior das mesmas. Apds este passo, foi iniciado um processo

de diluicdo limitante, com o objetivo de obter uma linhagem celular monoclonal.

Apds contagem das células em camara de Neubauer, foram adicionadas 10 células
por cavidade, na primeira coluna de uma placa de cultura de 96 cavidades. As células
contidas nestas cavidades foram submetidas a um processo de diluicao limitante, obtendo-
se ao final do procedimento, cavidades com probabilidade de contarem menos de uma
célula por poco. Estas células foram mantidas até alcancarem crescimento suficiente para
cobrirem cerca de 2/3 da cavidade, sendo ent3o os sobrenadantes testados através de
ELISA. Os pocos positivos foram escolhidos para uma segunda diluicdo limitante, a fim de
garantir a monoclonalidade dos hibridomas. Os pogos contendo hibridomas produtores de
anticorpos com maior reatividade contra a proteina recombinante do IMNV, foram

expandidos para garrafas de cultura.
3.13.5. Criopreservagao dos hibridomas

Hibridomas em expansao foram regularmente estocados em nitrogénio liquido. Para
tanto, a suspensdo de células em garrafas de cultura foi centrifugada a 400 x g por 10 min a
4 °C e ao precipitado celular foi adicionado meio de congelamento contendo 49% de meio
RPMI, 40% de SFB, 10% de DMSO (Sigma) e 1% de PSA. A seguir, 2x10° células foram
distribuidas em cada criotubo e estes foram mantidos por 24 h a -80°C, seguido de

transferéncia para nitrogénio liquido (Ol; HERZENBERG, 1980).
3.13.6. Isotipagem dos anticorpos monoclonais

Classes e subclasses dos anticorpos monoclonais obtidos foram determinadas
utilizando-se o kit de isotipagem Clonotyping System (Southern Biotech), sendo o
procedimento realizado conforme as instrucdes do fabricante. Anticorpos de captura de

imunoglobulinas (anti-IgA, anti-lgG,, anti-1gG,,, anti-IgG,,, anti-1gGs, anti-lgM, anti-Ig cadeia
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leve kappa [anti-k] e anti-Ig cadeia leve lambda [anti-A]) foram diluidos em PBS de forma a se
obter uma concentragdo final de 10 pg/ml. Em cada cavidade da placa de ELISA, 100 pl dessa
solucdo de anti-anticorpos foram colocados, e procedeu-se uma incubacdo de 12 h, em
atmosfera Umida, com refrigeracdo de 4 a 89C. Apds esse periodo, os pogos foram
submetidos a trés ciclos de lavagem com PBS-Tween 0,05% e bloqueados por 1 h a
temperatura ambiente com 300 ul de PBS contendo 1% de BSA (Sigma). Novos ciclos de
lavagem foram realizados como descrito acima e 100 pl de sobrenadante de cultura de
hibridomas foram adicionados em cada cavidade, seguindo-se uma incubacdo de 1 h a 25°C,
em camara escura. Apds esse periodo, a placa foi submetida a novos ciclos de lavagem e 100
pl de anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (anti-lg total, anti-lgM, anti-IgG,
anti-1gG,,, anti-IgG,y,, anti-1gGs, anti-IgA, anti-k, anti-A) diluidos 250 vezes em PBS acrescido
de 1% de BSA foram colocados em cada pogo, sendo incubados por 1 h, a temperatura
ambiente, no escuro e sob agitacdo branda. Cinco ciclos de lavagem com PBS Tween 0,05%
foram realizadas, seguido da adicdo de 100 ul da solucdo substrato-cromégeno em cada
cavidade. A leitura das absorbancias foi feita em leitor de microplacas (Tecan®) a405nm, 5

min apos a adigao da solugdo de revelagao.
3.13.7. Avaliagdo da especificidade dos anticorpos

A fim de avaliar a eficiéncia e especificidade dos anticorpos produzidos, os
sobrenadante dos hibridomas monoclonais foram testados em duas diferentes etapas,
através da técnica de Western Blot. Primeiramente foi realizado um teste a fim de avaliar a
reatividade dos sobrenadantes de cultura contendo anticorpos monoclonais anti-IMNV1
contra trés diferentes amostras: a proteina IMNV1 recombinante purificada (controle
positivo), o perfil protéico de expressao da bactéria E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo
pET-14b fechado e o perfil protéico de uma cultura de bactérias E. coli BL21(DE3) contendo o
plasmideo pET-14b contendo o inserto IMNV1. Este procedimento foi realizado com a
intencdo de verificar possiveis reacdes inespecificas destes anticorpos monoclonais contra
proteinas do perfil de expressdo da bactéria BL21(DE3) transformada com o plasmideo pET-

14b.
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As amostras de interesse foram resolvidas eletroforeticamente em gel SDS-PAGE
15%. Apds separacdo eletroforética, as bandas protéicas obtidas foram submetidas a um
processo de transferéncia, em tampao de transferéncia (Tris 25mM, NaCl 150mM, Tween-20
0,1%, metanol 20%), para membrana de nitrocelulose, a 100 V por 1 h, em banho de gelo.
Apds a transferéncia, a membrana foi corada em Ponceau S 1% em éacido acético 10% por 5
min, a fim de verificar a eficacia do processo. A membrana foi entdo incubada em solugao de

bloqueio (5% de leite desnatado em pé em tampao de transferéncia) por 15 h a 4°C.

Posteriormente, a membrana foi cortada e cada pedago, contendo uma réplica do
perfil protéico das trés amostras a serem testadas, foi incubado com um dos sobrenadantes
de cultura de linhagens monoclonais obtidas. Como controle negativo foi utilizado o
sobrenadante de hibridomas produtores de anticorpo monoclonal anti-rabico (3E6). A
seguir, uma nova incubacdo foi realizada com anticorpo secunddrio diluido 10.000 vezes em
Tampdo de Transferéncia suplementado com 2% de leite desnatado em pd (Anti-lg GAM
murino conjugado a peroxidase — Sigma®) por mais 1 h. Além disso, entre cada uma das
incubacdes foram feitas cinco lavagens da membrana utilizando tampao de transferéncia.
Apds o ultimo procedimento de lavagem, as membranas foram incubadas com 1 ml do
reagente ECL (GE - Healthcare®). Posteriormente, as membranas foram reveladas em filme
radiografico, conforme descrito em 3.10. Em um segundo momento, os sobrenadantes
foram testados, através da mesma técnica, quanto a sua especificidade de reacao diante de

lisados de tecidos musculares de camardes L. vannamei infectados e ndo infectados.
3.14. Preparagao de lisado de tecido muscular de camaroes

A fim de avaliar a especificidade dos anticorpos monoclonais produzidos contra
tecidos de camardes infectados e a auséncia de reatividade dos mesmos contra tecidos de
camaroes saudaveis, foram utilizadas amostras de tecido muscular esquelético de espécimes

de L. vannamei positivos e negativos para a presenca do IMNV.

Os tecidos infectados e saudaveis foram submetidos ao mesmo tratamento, a fim de

obter um lisado de tecido muscular que serviria como amostra alvo para a ligacdo dos
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anticorpos monoclonais produzidos. As amostras foram inicialmente lavadas trés vezes com
tampdo de lavagem (Tris 0,20 mM NaCl 400 mM), intercalando-se a adicdo do tampdo com
centrifugacoes de 10 min a 10.000 x g. Todo o tampado foi entdo retirado e procedeu-se a
pesagem das amostras. Adicionou-se a cada uma das amostras um volume de tampdo de
lavagem equivalente a trés vezes o seu peso. A seguir, foi feita a maceracdao dos tecidos
utilizando um pistilo estéril, até obter uma amostra homogénea. As amostras de tecidos
musculares esqueléticos foram entdo submetidas a sonicacdo (3 ciclos de 30 s sob
freqiiéncia maxima 50-60 Hz, 240 V) no equipamento 60 Sonic Dismembrator (Fisher
Scientific®). As amostras foram submetidas a uma ultima centrifugacdo de 20 min a 10.000 x
g a 4°C e o sobrenadante recolhido. Apds separagdo eletroforética das proteinas presentes e
posterior transferéncia para membrana de nitrocelulose, a mesma foi utilizada durante os
testes de especificidade dos anticorpos monoclonais produzidos diante de amostras de

tecidos infectados e ndo infectados, através da técnica de Western blot.
4. RESULTADOS
4.1. Amplificacdo e sequenciamento do fragmento de interesse IMNV1

O produto de amplificacdo obtido a partir do flanqueamento dos iniciadores
desenhados, IMNV1-F e IMNV1-R foi estimado em 600 pb (Figura 5). Através da técnica de
PCR, a presenca de uma sequéncia de cDNA correspondente a um fragmento da proteina
estrutural do IMNV foi detectada, sendo obtido um produto de 600 pb que pode ser
visualizado apds resolucdo por eletroforese em gel de agarose e revelacdo em brometo de
etideo (Figura 6). A amplificacdo deste fragmento possibilitou a confirmacdo do diagndstico
positivo para o virus IMNV nestes camardes, o que demonstra que o virus ainda estava em
circulacdo no Brasil durante periodo de coleta dos animais utilizados no presente trabalho,

em agosto de 2008.
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Figura 5: Esquema estrutural do genoma do IMNV, indicando a regido codificante para a
proteina do capsideo e a fracdo correspondente ao cDNA codificante para o fragmento
IMNV1, sendo que o produto de amplificacdo esperado foi estimado em aproximadamente
600 pb.

500 pb

100 pb

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) corado com brometo de etidio mostrando
um produto de amplificacdo de 600 pb através de PCR, a partir de tecidos infectados de
Litopenaeus vannamei. 1: marcador de tamanho molecular (escala de 100 pb); 2: controle
negativo (reacdo de PCR realizada na auséncia de DNA); linha 3: amplificacdo do inserto
IMNV1 a partir de tecidos infectados de L. vannamei.

A ligagdo do produto amplificado no vetor de clonagem pGEM T-easy foi bem
sucedida, assim como a transformagdo das bactérias competentes E. coli DH5Q por

eletroporacdo, o que pode ser confirmado através de reacdes de PCR das col6nias de

bactérias, utilizando os iniciadores IMNV1-F e IMNV1-R (dados ndo mostrados). As mesmas
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bactérias foram utilizadas para reacdo de sequenciamento, utilizando os mesmos

iniciadores.

A sequéncia nucleotidica obtida (Figura 7) confirmou o fragmento IMNV1 como
correspondente a uma fracdo da sequéncia codificante para o capsideo do IMNV. A
sequéncia aminoacidica deduzida foi confrontada com o genoma completo do IMNV
disponivel no GenBank, apresentando uma similaridade de 99% com sequéncias de isolados
virais originarios do Brasil, ocorrendo divergéncia em apenas um aminodcido na posicao 294
(Figura 8) Ja na comparagao com a sequéncia de isolados virais da Indonésia, foi observada
uma similaridade de 98%, ocorrendo divergéncia em dois aminoacidos nas posicGes 223 e

294 (Figura 8).

1 catatggggcaattacggtt acagggaattgaaacacacattacagacagttatatttca 60
HMGQLRLQGIETHITD SYIS

61 aaagctgagccatctgactaticgaaacaactatctgaaatggttaa tgctcaaaagaca 120
KAEPSDYSKQLSEMVN AQKT

121 tcaacttggcgagcaaacaatatcgcatcacaggggtgggacatgtt tgatactgtacag 180
STWRANNIASQGWDMF DTVQ

181 ttaaatacaaacatatcacaaaaagatctttcaatggacactgcttt gacaaagcttatg 240
LNTNISQKDLSMDTAL TKLM

241 ttgttgtaccagctaacaacacaaaatctgccagcaacacaattacc atcaagcatttat 300
LLYQLTTQNLPATOQLP SSI1Y

301 tctgcatttgaticaagaacacagcctactttacaggatggaatttg gggtataaataat 360
SAFDSRTQPTLQDGIW GINN

361 ggtgttaatatatttggtgaacaatgcggtggattagccgcgecagt ctttccattcagt 420
GVNIFGEQCGGLAAPYV FPFS

421 gggggcaccggagaaattactttccatcttactttacaatctgttcc acaggaatttcaa 480
GGTGEITFHLTLQSVP QEFQ

481 gaatcagcaattttcgtaccagcaactgcactacaagctgcaaaaga gggtgctcgaaca 540
ESAIFVPATALQAAKE GART

541 ttggcaatgtatgttttaatgtttgcagaat ggccat gt ggt at gt at acgat ccggc 598
LAMYVLMFAEWPCGMY TIR

Figura 7: Sequéncia nucleotidica e aminoacidica deduzida do fragmento IMNV1. Em
vermelho estdo destacadas as sequéncias correspondentes aos iniciadores, IMNV1-F e
IMNV1-R, respectivamente.
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IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

MHVENGNIVSMENQSEIDSQTKFFSLLEDDNKLPI  VDELRVLADMTAQRSNVNTAGNHLR 60
MHVENGNIVSMENQSEIDSQTKFFSLLEDDNKLPI VDELRVLADMTAQRSNVNTAGNHLR 60

————————— QLRLQGIETHITDSYI 16
DNDSIRADAVLANNTVRNNCQIPIPVTTLIPRQIR GLNGVLVNQQLRLQGIETHITDSYI 120
DNDSIRADAVLANNTVRNNCQIPIPVTTLIPRQIR  GLNGVLVNQQLRLQGIETHITDSYI 120
*hkkkkkkkkhkhkkk
SKAEPSDYSKQLSEMVNAQKTSTWRANNIASQGWD MFDTVQLNTNISQKDLSMDTALTKL 76
SKAEPSDYSKQLSEMVNAQKTSTWRANNIASQGWDMFDTVQLNTNISQKDLSMDTALTKL 180
SKAEPSDYSKQLSEMVNAQKTSTWRANNIASQGWIFDTVQLNTNISQKDLSMDTALTKL 180

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

MLLYQLTTQNLPATQLPSSIYSAFDSRTQPTLQDG  IWGINNG/NIFGEQCGGLAAPVFPF 136
MLLYQLTTQNLPATQLPSSIYSAFDSRTQPTLODG IWGINNG/NIFGEQCGGLAAPVFPF 240
MLLYQLTTQNLPATQLPSSIYSAFDSRTQPTLQDG IWGINNGANIFGEQCGGLAAPVFPF 240

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

SGGTGEITFHLTLQSVPQEFQESAIFVPATALQAA KEGA.RTLAMYVLMFAEWFMYT—— 194
SGGTGEITFHLTLQSVPQEFQESAIFVPATALQAA  KEGARTLAMYVLMFAEWEMYTKT 300
SGGTGEITFHLTLQSVPQEFQESAIFVPATALQAA KEGARTLAMYVLMFAEWGEMYTKT 300

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNV1
BRASIL
INDONESIA

IMNVL
BRASIL
INDONESIA

IMNVL
BRASIL
INDONESIA

IMNV1

BRASIL
INDONESIA

Figura 8:

*hkkkkkkkkhkkkkhkhk kkkk

KQTTDNAGNNQSDQIFIHSESTVHIPGQKQMHIVL  PRKVNMVNPTTIAEANARVVIQPTY 360
KQTTDNAGNNQSDQIFIHSESTVHIPGQKQMHIVL PRKVNMVNPTTIAEANARVVIQPTY 360

GTVAAGAGVANGNINVAAVGVALPTVNLTDYLVSW ATDFTLGDIKQLVERMKTTLPISRD 420
GTVAAGAGVANGNINVAAVGVALPTVNLTDYLVSWATDFTLGDIKQLVERMKTTLPISRD 420

LMAARQNAMLLSTLFPPLIQSNVASDTKEVPGTAG AYTACLANLGIPETLTVNWGVDINV 480
LMAARQNAMLLSTLFPPLIQSNVASDTKEVPGTAGAYTACLANLGIPETLTVNWGEDINV 480

QPLYQLLETDITAHNRYVLNLFKREEVVAGAYEFG WLGHMASYMMGLLLTMNISSVFNVW 540
QPLYQLLETDITAHNRYVLNLFKREEVIAGAYEFG WLGHMASYMMGLLLTMNISSVFNVW 540

YSTRRISTKAWDTAYDSNIQAYQDMHYQMFSWSSM QGSIAPAMVDEILHNLCGQMFGFSL 600
YSTRRISTKAWDTAYDSNIQAY QDMHYRMFSWSSEIGSIAPAMVDEILHNLCGQMFGFSL 600

PLRQVLFNALPITFSSFGSWMLPRVSDGFQTVRYY DVGPPVINAKRDGEVPVSMIDAWTY 660
PLRQVLFNALPITFSSFGSWMSPRVSDGFQTVRYYDIGPPVINAKRDGEVPVSMIDAWTY 660

KFTEKLPKSFLPWPMPEGKDSTMGYDPEKEPALID NSNETGNVFRPFMARNGNNSNYLPT 720
KFTEKLPKSFLPWPMPEGKDSTMGYDPEKEPALIDNSNETGNVFRPFMARNGNNSNYLPT 720

NYTIDVSQNGHDESCINVDLFNNVAGVTLTNYDGT ATNADVVPTGSYIKQRAMPINANAYV 780
NYTIDVSQNGHDESCINVDLFNNVAGVTLTNYDGTATNADVVPTGSYIKQRAMPINANAYV 780

RPTETLDAANHTKPFAIEGGRLVYLGGTIANTTNV ~ VNAMQRKQRLSKPAFKWAHAQRQRYV 840
RPTETLDAANHTKPFAIEGGRLVYLGGTIANTTNV VNAMQRKQRLSKPAFKWAHAQRQRYV 840

YDSSRPGMDAITKLCARKSGFMNARSTAMMAPKTG LSAVIDQAPNTSQDLIEQPSQQEVM 900
YDSSRPGMDAITKLCARKSGFMNARSTAMMAPKTIGSAVIDQAPNTSQDLIEQPSQQEVM 900

DMQATATYV 908
DMQATATYV 908

Alinhamento multiplo da sequéncia aminoacidica deduzida de IMNV1 e do seu

fragmento correspondente na sequéncia ja conhecida do IMNV obtida a partir de isolados
virais do Brasil (GenBank: AY570982.1) e Indonésia (GenBank: EF061744.1). Residuos
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idénticos estdo indicados por asterisco(*). Os hifens (-) indicam espacos vazios, que no caso,
correspondem aos residuos aminoacidicos adicionais presentes na sequéncia completa da
proteina estrutural do IMNV. Em vermelho estdo os aminoacidos que apresentaram
divergéncia entre a sequéncia do genoma do IMNV disponivel em bancos de dados virtuais e
a sequéncia aminoacidica deduzida obtida ap6s sequenciamento do fragmento IMNV1.

4.2. Expressao da proteina recombinante IMNV1 (IMNV1r)

O plasmideo de clonagem pGEM T-easy/IMNV1 foi submetido a digestdo com as

enzimas BamHlI e Ndel visando sua sub-clonagem em vetor de expressao (Figura 9).

|

600 pb

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) corado com brometo de etidio mostrando a
digestdo plasmidial do vetor de expressao pGEM T-easy - IMNV1, com as enzimas de
restricdo BamH|l e Ndel. 1: Plasmideo pGEM T-easy (banda superior) e o fragmento
correspondente a uma sequéncia codificante para IMNV (IMNV1), apresentando o tamanho
esperado de 600 pb; 2: marcador de peso molecular (primeira banda corresponde a 580 pb).

A banda de 600 pb correspondente ao fragmento codificante para IMNV foi excisada,
purificada e utilizada para ligacdo no vetor de expressdo pET-14b, o qual foi utilizado para
transformacdo de bactérias E. coli BL21(DE3) através de eletroporacdo. O plasmideo de
expressao pET-14b contendo o inserto de interesse IMNV1 também foi verificado quanto a
presenca, orientacdo e fase de leitura do inserto através de sequenciamento. A andlise das

sequéncias obtidas confirmou a identidade do inserto IMNV1, revelando que o mesmo

encontrava-se na orientac¢do e na fase de leitura corretas.
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Com base na sequéncia aminoacidica de 236 aa deduzida do fragmento IMNV1, o
programa ProtParam (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) calculou como sendo

de 25,7 kDa a o peso molecular predito da proteina heterdloga (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros bioquimicos deduzidos do fragmento protéico IMNV1

Proteina Aminoacidos Ponto isoelétrico Peso molecular

IMNV1 236 5,6 25,7 kDa

Foram testadas diferentes temperaturas (18°C, 27°C e 37°C) e tempos de expressdo
(1,5 h, 3 h, 15 h) pés-inducdo por IPTG (ImM). As condi¢cBes que apresentaram maior
eficiéncia de expressdo, representada por uma banda proeminente e de tamanho
compativel com IMNV1r (25,7 kDa) foram temperatura de 27°C por 15 h pés-indugao (Figura
10 B). Além disso, a sonicacdo da cultura bacteriana ap06s os testes de expressdo permitiu a
analise de bandas protéicas nas fracdes sollvel e insolivel do lisado bacteriano, revelando

que a proteina IMNV1r localiza-se na fracdo insoltvel (Figura 10 A, B, C).
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Figura 10: PadrGes de expressao protéica da bactéria E. coli BL21(DE3) transformada com o
plasmideo pET-14b contendo o inserto codificante para um fragmento da proteina estrutural
do IMNV (IMNV1), sob diferentes condi¢des de temperatura e tempo de cultura apds
expressdo. A: 18°C; B: 27°C; C: 37°C; M: marcador de peso molecular; P: padrdo de
expressao da bactéria E. coli transformada com o plasmideo pET-14b fechado; CNI: padrao
de expressao de E. coli transformada com o plasmideo pET-14b contendo o inserto IMNV1
antes da inducdo por IPTG; B: padrao de expressao de E. coli transformada com o plasmideo
pET-14b contendo o inserto de interesse IMNV1, apds indugdo com IPTG; S: fragao soluvel
do lisado de bactérias E. coli transformadas com o plasmideo pET-14b contendo o inserto
IMNV1 apds sonicagdo; I: fragao insoluvel do lisado de bactérias E. coli transformadas com o
plasmideo pET-14b contendo o inserto IMNV1 apds sonicagao. As setas indicam a altura
esperada para a proteina IMNV1r, estimada em 25, 7 kDa.

4.3. Purificagao da proteina IMNV1r

O fragmento protéico recombinante correspondente a sequéncia codificante para
IMNV foi purificado através de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados

(Ni**), conforme descrito no item 3.9. Apos a lise das bactérias obtidas apds a expressdo em
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condi¢des 6timas padronizadas no presente estudo, foram realizadas lavagens e eluigdes
(Figura 11), onde foram obtidas bandas Unicas, correspondentes a fragdes puras da proteina

IMNV1r.

M F O 2 B B B MK B

50 kba —»

30 kDa—»
— 25,7kDa

20 kDa—>

Figura 11: Purificacdo da proteina IMNV1r. M: marcador de peso molecular; FT: Fracdo de
proteinas que ndo foram aderidas a resina de purificacdo; L1: primeira lavagem; L2: segunda
lavagem; E1: primeira eluicdo; E2: segunda eluicdo; E3: terceira eluicdo; E4: quarta eluicdo;
E5: quinta eluigao.

As fragOes purificadas da proteina IMNV1r, obtidas através das eluicdes, foram
dialisadas e quantificadas em relagcdo a sua concentracao protéica através do método de
Bradford. As elui¢es 1, 2 e 3 mostraram ter maior concentragdo de proteinas (0,8-1 mg/ml),
enguanto as eluicOes 4 e 5 revelaram uma menor liberagdo de proteina a partir da resina de

purificagdo, apresentagdo menores concentragdes protéicas (0,4-0,5 mg/ml).

4.4. Confirmacdo da eficiéncia do procedimento de expressdo heterdloga da

proteina IMNV1r

A fim de avaliar a eficiéncia do procedimento de expressdao heteréloga de IMNV1r, a
sua presenca foi avaliada nas fragdes purificadas da proteina adquiridas nas fases de eluicdo
da purificacdo, através de Western Blot. Apds separacdo protéica eletroforética das
amostras, o ensaio de Western blot, realizado como descrito em 3.10, permitiu observar

uma banda Unica de 25 kDa (Figura 12), correspondente a proteina IMNV1r purificada. A
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inexisténcia de outras bandas visiveis confirmou ainda a eficdcia do processo de purificacao,
que foi bem sucedido no isolamento da fracdao correspondente a proteina recombinante de

interesse.

Figura 12: Western Blot de amostras purificadas da proteina IMNV1r, utilizando anticorpo
anti-cauda de polihistidina. E1: Eluicao 1; E2: Eluigdo 2.

Cinco camundongos da espécie Mus musculus, linhagem BALB/c, isogénicos,
haplétipos H-2K® receberam trés doses de 50 Mg de proteina IMNV1r purificada. A resposta
imune anti-IMNV1 nestes animais foi avaliada através de ELISA, utilizando placas
sensibilizadas com a proteina IMNV1r purificada (Figura 13). Adotou-se como valor base
para positividade do teste de ELISA valor de absorbancia trés vezes maior do que o controle
negativo, representado pelo titulo do soro de camundongo nao-imunizado. Os titulos de
anticorpos séricos anti-IMNV1 dos camundongos imunizados podem ser visualizados na

Tabela 3.
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Titulagdo de anticorpos anti-IMNV1 em camundongos imunizados com IMNV1r

Controle negativo
= Camundongo 1
=== Camundongo 2

—#— Camundongo 3

Absorbancia (492 nm)

== (Camundongo 4

—®— CamundongoS

=

0 100000 200000 300000 400000 500000

Dilui¢cdes dos soros

Figura 13: Titulagdao de anticorpos séricos anti-IMNV1 em camundongos imunizados, através
da técnica de ELISA, utilizando placas sensibilizadas com a proteina IMNV1r. Controle
negativo: soro de camundongo nao-imunizado; Camundongos 1 a 5: soros de camundongos
imunizados com IMNV1r.

Tabela 3: Titulos de anticorpos séricos anti-IMNV1 apds trés doses da proteina IMNV1r.

CAMUNDONGO TITULO DE ANTICORPOS ANTI-IMNV1
1 405.600
2 102.400
3 102.400
4 204.800
5 102.400
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Por apresentarem os maiores titulos de anticorpos anti-IMNV1, os camundongos 1 e
4 foram escolhidos para terem seus esplendcitos utilizados no procedimento de fusdo e por
isso foram submetidos a uma dose reforco de 50Ug da proteina IMNV1r purificada, por via
intraperitoneal. Trés dias apds a ultima dose de IMNV1r, foi realizada uma nova titulacdo do
soro destes camundongos quanto a presenca de anticorpos anti-IMNV1 (Figura 14). Ambos

os soros policlonais apresentaram titulos de anticorpos anti-IMNV1 de 1.611.200.

Titulagdo de anticorpos séricos anti-IMNV1 dos camundongos 1 e 4
pés-reforgo intraperitoneal com IMNV1r

3,5

3
£
c 25
~ y
)
S 2
3
2 ~#~ Soro negativo
S 15
o - Camundongo 1
o
2 1 —=— Camundongo 4
<<

0,5 ~

0 | S o —m

0 100000 200000 300000 400000 500000

Diluigoes dos soros

Figura 14: Titulos séricos de anticorpos anti-IMNV1 nos camundongos submetidos a dose
reforco de IMNV1r, utilizando a técnica de ELISA. Soro negativo: soro de camundongo nao
imunizado; Camundongos 1 e 4: soro de camundongos submetidos a imunizacdo com
IMNV1r.

4.5. Producgao de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais

Os camundongos 1 e 4 tiveram os seus bacos retirados e seus esplendcitos utilizados
para fusdao com células de mieloma de camundongos. O procedimento de fusdo foi bem
sucedido, fornecendo um total de cinco placas de 96 pocos, contendo 2x10°células cada um.
Apds procedimento de selecdo em meio HAT, houve crescimento celular em 219 pocos, que

foram entdo testados quanto a producdo de sobrenadantes contendo anticorpos especificos
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para a proteina IMNV1. A fim de verificar possivel ligagao inespecifica no anticorpo
secundario, como controles negativos foram utilizados meio de cultura completo e PBS-
Tween 0,05% acrescido de 3% de BSA. O teste foi considerado positivo quando o valor da

absorbancia foi trés vezes maior do que o encontrado no controle negativo.

Do total de pogos testados apenas 18 apresentaram reatividade contra IMNV1r, dos
guais 12 mantiveram-se estaveis e permaneceram reativos apds duas semanas. Dos 12
pogos iniciais produtores de sobrenadantes policlonais, os 6 que apresentaram maior
reatividade, ou seja, maiores absorbancias nas rea¢des de ELISA, foram submetidos a
procedimentos de diluicdo limitante, pelos quais foram selecionadas 6 linhagens
monoclonais produtoras de anticorpos positivos para a proteina IMNV1r. Estas linhagens
monoclonais foram nomeadas de acordo com os po¢os de origem nas placas de fusdo e sdo:
13H, 11D, 33G, 39G, 46C e 54H. As linhagens policlonais restantes foram submetidas a
congelamento em nitrogénio liquido e permanecem armazenadas para possivel utilizagcdo no
futuro. O mesmo procedimento foi realizado para armazenamento de células das linhagens

monoclonais.

As linhagens monoclonais de células tiveram seus anticorpos submetidos a
isotipagem, conforme descrito em 3.13.6. A identificacdo das classes e subclasses dos
anticorpos monoclonais 13H, 11D, 33G, 39G, 46C e 54H pode ser visualizada na Tabela 4.
Foram obtidos 4 anticorpos da classe IgM e dois anticorpos da classe 1gG, subclasse y1.
Como controle positivo foi utilizado anticorpo de captura contra todas as classes de
imunoglobulinas (lg total) e como controle negativo foi utilizado meio RPMI acrescido de

20% de SFB durante a incubacdo do anticorpo primario.
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Tabela 4: Isotipagem dos anticorpos monoclonais anti-IMNV1.

HIBRIDOMA ISOTIPAGEM
13H IgG1; cadeia K
11D IgM, cadeia K
33G IgM, cadeiak
39G IgM, cadeia K
46C IgG1, cadeia K
54H IgM, cadeia K

4.6. Reatividade dos anticorpos monoclonais contra

musculares de camaroes infectados

Os anticorpos monoclonais dos hibridomas 13H, 11D, 33G, 39G, 46C e 54H foram
testados, através de contra diferentes antigenos, conforme descrito em 3.13.7. Os
anticorpos 13H, 11D, 33G e 54H foram capazes de reconhecer a proteina recombinante,
porém 39G e 46C ndao demonstraram reatividade contra a mesma. O perfil protéico de
expressao da bactéria E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo fechado ndo foi
reconhecida por nenhum dos anticorpos monoclonais anti-IMNV1, com exce¢ao do
anticorpo 46C, que apresentou reatividade cruzada contra o extrato protéico bacteriano. Ja
no perfil protéico de expressdo de E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo
contendo o inserto IMNV1, foram reconhecidas bandas compativeis com a proteina IMNV1r
pelos anticorpos 13H, 11D, 33G, 46C e 54H (Figura 15). O anticorpo monoclonal anti-rabico

3E6, utilizado como controle negativo, ndo foi capaz de reconhecer nenhuma proteina,

como era esperado.
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Figura 15: Western blot utilizando sobrenadantes dos hibridomas produtores dos anticorpos
monoclonais anti-IMNV: 13H, 11D, 33G, 39G, 46C, 54H e como controle negativo, anticorpo
monoclonal anti-rdbico 3E6(C), a fim de avaliar a reatividade dos mesmos contra: b - perfil
protéico E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo fechado; i - perfil protéico de
expressao de E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo contendo o inserto de

interesse IMNV1; p - proteina IMNV1r.

O reconhecimento de bandas compativeis com IMNV1r pelos anticorpos 13H, 11D,
33G, 46C e 54H foi possivel mesmo diante de grandes quantidades de outras proteinas
presentes no extrato protéico bacteriano, o que caracteriza uma relagao positiva quanto a
sua especificidade. A ocorréncia de outras bandas que ndo a correspondente a proteina
IMNV1r diante do perfil protéico de expressdao de E. coli BL21(DE3) transformada com o
plasmideo de expressdao pET-14b - IMNV1 pode decorrer da grande quantidade de proteina
presente nos extratos. Ainda foram observadas bandas de aproximadamente 50 kDa que
foram reconhecidas pelos anticorpos monoclonais, nas colunas referentes a proteina
IMNV1r purificada. Esta banda apresenta aproximadamente o dobro do peso molecular da
proteina IMNV1r e provavelmente pode corresponder ao dimero dessa proteina, formado

no processo de purificacdo.

As diferengas de intensidade das bandas obtidas no Western Blot ndao foram
resultado de diferengas na concentragdo de proteinas presentes nas membranas de

nitrocelulose. A quantidade de proteina IMNV1r purificada (5 pg) e também de extratos
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protéicos bacterianos (5 Ml do precipitado do extrato protéico total de bactérias
correspondente a 25 ml de cultura, diluido em 2 ml de tamp&o Tris-HCl 20mM, ph 7,4) foi a
mesma para cada um dos testes com os anticorpos monoclonais, sendo o diferencial de
reatividade dos sobrenadantes testados responsavel pela presenca de bandas mais fracas ou

mais fortes obtidas apds revelagao em filmes radiograficos.

Por reconhecerem a proteina recombinante purificada e presente nos extratos
protéicos pds-expressdo bacteriana, os anticorpos monoclonais 13H, 11D, 33G e 54H foram
utilizados em testes de reatividade contra lisados de tecidos musculares de camardes L.
vannamei infectados e sadios, através de Western Blot. Primeiramente, extratos protéicos
totais de tecidos musculares de camardes infectados e ndo infectados foram submetidos a
separacdo eletroforética por SDS-PAGE e transferidos para membranas de nitrocelulose,
conforme descrito em 3.10. As proteinas foram entdo submetidas a um procedimento de
transferéncia para membrana de nitrocelulose, utilizada como alvo para os testes de
especificidade de ligacdo dos anticorpos monoclonais. Nenhum dos sobrenadantes mostrou
reatividade contra tecidos de musculos de camardes sadios (Figura 16). Os anticorpos
monoclonais 11D e 33G foram capazes de reconhecer uma banda de aproximadamente 100
kDa, correspondente a proteina estrutural do virus IMNV, porém 11D reconheceu ainda uma
outra banda de menor peso molecular (80 kDa), além da proteina de interesse. Jd4 13H e 54H

ndo apresentaram reatividade contra tecidos de camardées infectados por IMNV.
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Figura 16: Western Blot dos sobrenadantes dos hibridomas produtores de anticorpos anti-
IMNV 13H, 11D, 33G e 54H contra a proteina IMNV1r (P) e extratos protéicos totais de
tecidos musculares de camardes infectados (I) e ndo infectados (NI). A banda majoritdria que
aparece em | referente aos anticorpos 11D e 54H é relativa a uma massa molecular de

aproximadamente 100 kDa, correspondente a proteina estrutural do capsideo do IMNV.

Dessa forma, neste trabalho foram produzidos dois anticorpos monoclonais, 11D e
33G, contra o fragmento recombinante IMNV1 que também foram capazes de reconhecer
de maneira eficaz a proteina do capsideo viral do IMNV em extratos protéicos de camardes
infectados, sendo concordante com o diagndstico por PCR, em estagios de infecgdao que

ainda nao apresentavam sinais clinicos da enfermidade.

5. DISCUSSAO

A industria de cultivo de camardes no ocidente corresponde a aproximadamente 25%
da producdo mundial, sendo L. vannamei e L. stylirostris as espécies de camardes peneideos
mais cultivadas. Porém, apesar de ser um mercado em expansdo, além da grande
importancia econémica e social, a carcinicultura tem sofrido com grandes quedas na
producdo, principalmente causadas por enfermidades. As doencas de camardes peneideos
cultivados incluem sindromes com etiologias infecciosas e ndo infecciosas. As doengas nao
infecciosas de importancia econdmica para o camarao de cultivo estdo ligadas aos extremos
ambientais, ao desequilibrio nutricional, a produtos tdxicos e a fatores genéticos (LIGHTNER

& REDMAN, 1998). Porém, a maior causa de perdas esta relacionada a infeccdes de etiologia
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viral. Algumas das mais importantes doengas virais de camardes ja foram limitadas ao
Ocidente ou Oriente, porém a movimentagao internacional de espécimes vivos ou mortos
promoveu a transmissdo e o estabelecimento de certos patégenos de um hemisfério ao

outro (LIGHTNER, 1996; FLEGEL; ALDAY-SANZ, 1998).

Como conseqliéncia do rdpido crescimento e desenvolvimento da aquicultura,
muitos patdégenos virais de camarGes migraram de uma regido a outra antes mesmo de
serem identificados e caracterizados como agentes etiolégicos das suas respectivas doengas.
Nas Ameéricas, os principais virus identificados como causadores de enfermidades em

camarodes foram IHHNV, TSV, WSSV e IMNV, mais recentemente.

Os invertebrados ndo contam com um sistema imune adaptativo semelhante aos dos
vertebrados, apesar de hoje ja serem conhecidas vdrias moléculas associadas a um
reconhecimento altamente espécifico de patdgenos e ja existirem estratégias de vacinacdo
destes animais, que incluem vacinas de DNA, uso de proteinas recombinantes, virus
inativados ou ativos (JOHNSON; VAN HULTEN; BARNES, 2008). Porém, nem sempre estas
metodologias alcancam o objetivo inicial de conferir protecdo contra novas infeccbes e em
alguns casos a protecdo existe, porém é bastante efémera. Trata-se de uma drea que ainda
necessita vencer muitos desafios e esclarecer mecanismos ainda ndo conhecidos para que

possa se desenvolver com maior relevancia.

Diante deste panorama, a maior estratégia de controle de epidemias nas fazendas de
cultivo de camardes € o diagndstico precoce das enfermidades. Com esse objetivo, muitas
alternativas sdo possiveis, incluindo a observacdo de sinais clinicos, métodos moleculares,
histoldgicos e imunoldgicos. Recentemente foram padronizadas duas novas alternativas para
diagndstico do IMNV. A primeira delas é conhecida como LAMP (do inglés, loop mediated
isothermal amplification), que permite a amplificacdo de sequéncias nucleotidicas com alta
especificidade e em uma temperatura Unica, tornando desnecessario o uso de
termocicladores e longos ciclos de variacdo de temperaturas. Para aperfeicoar ainda mais
esta técnica, se associou a ela uma forma alternativa de visualizacdo dos resultados no lugar

dos géis de eletroforese tradicionais, a LDP (do inglés, lateral flow dipstick), que consiste em
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um método cromatografico de revelacdo em uma pequena membrana, através da utilizacao
de sondas de DNA marcadas, que sdo entdo hibridizadas com a sequéncia nucleotidica
amplificada. Através dessas técnicas associadas é possivel se obter resultados de diagndstico
para o virus em até 75 min (KIATPATHOMCHAI et al., 2008; PUTHAWIBOOL et al., 2009). Ja a
segunda alternativa de diagndstico desenvolvida ainda mais recentemente, é denominada
RT-LAMP-NALF. Esta técnica combina métodos de extracdo simplificada de dcidos nucléicos,
a transcricdo reversa de sequéncias nucleotidicas com alta especificidade e em temperatura
Unica e um passo de confirmagdo colorimétrica de detecgao do IMNV usando um teste
qualitativo do tipo NALF (do inglés, nucleic acid lateral flow). A sensibilidade deste teste
mostrou ser 100 vezes maior do que de um RT-PCR comum, porém 100 vezes menor do que

um RT-PCR em tempo real (ANDRADE; LIGHTNER, 2009).

Métodos colorimétricos sao bastante interessantes por proporcionarem uma facil
interpretacdo do diagndstico. Porém, dentre todas estas metodologias possiveis, os testes
imunocromatograficos utilizando anticorpos monoclonais sdo 0s mais promissores para
utilizacdo nas fazendas de cultivo de camardes, por serem independentes de infra-estrutura
laboratorial e permitirem um diagndstico rapido e preciso, que pode ser realizado em
condicGes de campo, por pessoas ndo especializadas. Algumas enfermidades de etiologia
viral em camarodes ja possuem testes imunocromatograficos eficientes para a sua deteccao,
como é o caso das sindromes causadas pelo WSSV e YHV (do inglés yellow head virus)

(POWELL et al., 2006; WANG; ZHAN, 2006; SITHIGORNGUL et al., 2007).

Para diagnodstico de IMNV ainda ndo existe relato do desenvolvimento de testes
imunocromatograficos baseados na deteccdo do virus por anticorpos monoclonais. Uma
estratégia bastante utilizada para a producdo de anticorpos monoclonais murinos é a
utilizacdo de proteinas recombinantes na imunizacdo dos camundongos, estratégia esta que

foi utilizada no desenvolvimento deste trabalho.

O sequenciamento do fragmento nucleotidico do inserto IMNV1, obtido apds
clonagem do mesmo no vetor pGEM T-easy, confirmou a identidade do mesmo como

correspondente a um fragmento da sequéncia codificante para a proteina estrutural do virus
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IMNV. A comparagdao da sequéncia aminoacidica deduzida com sequéncias presentes em
bancos de dados virtuais, permitiu observar uma maior identidade aminoacidica com a
sequéncia obtida de isolados virais brasileiros, ocorrendo divergéncia em apenas um residuo
aminoacidico (GenBank: AY570982.1). J4 a comparagdo com a sequéncia obtida de isolados
da Indonésia, mostrou divergéncia em dois residuos aminoacidicos (GenBank: EF061744.1).
Estes dados permitem caracterizar o genoma dos isolados de IMNV como bastante
conservados, o que serve como forte argumento para a possibilidade de utilizacdo de
métodos de diagndstico de maneira uniforme em todo o mundo. Porém, métodos que
utilizem como alvo de detecgdo da presenca do virus as regides que apresentam diferenca
na sequéncia de nucleotideos/aminoacidos, podem vir a apresentar resultados falso-

negativos.

Tendo sido confirmada a identidade da sequéncia nucleotidica do inserto, o mesmo
foi extraido do plasmideo de clonagem, utilizando as enzimas de restricdo BamHI| e Ndel.
Para que isso fosse possivel, foi essencial a presenca das sequéncias alvo para estas enzimas
na constituicdo dos iniciadores, assim como a auséncia destes sitios de restricdo no restante
da sequéncia nucleotidica do inserto IMNV1, o que poderia causar a clivagem do inserto em
regides ndo desejadas quando as enzimas de restricdo fossem utilizadas. As mesmas enzimas
de restricdo foram utilizadas para clivagem do plasmideo de expressdo pET-14b, onde ja
existiam os sitios de restricdo para estas duas enzimas, preparando o mesmo para posterior
ligacdo do inserto IMNV1. A clonagem utilizando duas enzimas de restricdo diferentes
(clonagem unidirecional) possui a vantagem de diminuir a probabilidade de auto-ligacdo do
vetor de expressao e ligagdo do inserto em sentido contrario, por resultar em extremidades
ndo-complementares no vetor, apds a digestdo. Esta estratégia aumenta a eficiéncia do

processo comparada a utilizacdo de uma Unica enzima.

A construcdo do plasmideo de expressdo pET-14b/IMNV1 foi bem sucedida, assim
como utilizagdo do mesmo na transformagdo de bactérias E. coli BL21(DE3). A expressao de
proteinas recombinantes em E. coli é o método prevalente para obtencdo de grandes

quantidades de proteinas funcionais utilizadas em pesquisas, na area de biotecnologia e
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inddstria farmacéutica. A expressdo de proteinas heterdlogas em E. coli pode
frequentemente promover a formacdo de agregados insollveis da proteina, denominados
corpos de inclusdo (VALLEJO; RINAS, 2004). Essa formacdo depende de uma série de fatores,
tais como: a natureza intrinseca da proteina recombinante, a taxa de expressao protéica, a
concentracdo celular de intermedidrios da proteina (enovelamento incompleto), a
composi¢ao e o pH do meio de cultivo, a temperatura de crescimento e a localizagao celular

da proteina expressa (HOCKNEY, 1994; MARCO et al., 2005).

Neste estudo, os cultivos bacterianos foram submetidos a varias condi¢cdes de
expressao diferentes, utilizando diferentes tempos e temperaturas de crescimento pos-
inducdo com IPTG. Além de ter como objetivo a expressdo da proteina de interesse, as
diferentes condicGes de expressao foram realizadas como tentativas de obter a proteina em
fase soluvel, o que facilitaria a sua posterior purificagdo. Todas as condigdes utilizadas
apresentaram uma banda de expressdo no tamanho esperado, de aproximadamente 25 kDa,
correspondente a proteina de interesse IMNV1, sendo a melhor condigdo o crescimento pds-
inducdo a 27°C por 15 horas. Porém, apesar da grande variedade de condicdes, em todos os
casos a proteina mostrou estar localizada na fragao insoluvel dos lisados bacterianos,

correspondente aos corpos de inclusdo.

Neste trabalho, foi possivel obter fracdes da proteina purificada em eluicdes
utilizando tampao de pH reduzido (4,5), que posteriormente sofreram processo de didlise
para enovelamento e renaturagao protéica. Apds avaliagao da concentragdo protéica destas
fracoes, pode-se concluir que os protocolos de expressdo e purificacdo utilizados foram
eficientes, obtendo-se amostras da proteina IMNV1r em concentragdes de até 1 mg/ml. O
rendimento obtido na purificacdo de proteinas ligadas a histidina a partir de corpos de
inclusdo geralmente é maior quando comparado a purificacdo em condi¢Ges nativas.
Durante o processo de desnaturagao as histidinas sao completamente expostas, facilitando a
ligacdo da proteina aos ions metalicos, possibilitando assim uma maior recuperacdo da

proteina de interesse.
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A confirmacdo do sucesso do protocolo de expressdo utilizado foi feito através de
Western Blot da proteina IMNV1r purificada, utilizando como estratégia a presenca da cauda
de poli-histidina na proteina IMNV1r. A separacao eletroforética por SDS-PAGE desnaturante
permitiu a exposicdo da cauda de histidinas presente na proteina purificada, facilitando a
ligacdo do anticorpo anti-cauda de histidina produzido em camundongos, utilizado para

deteccdo do fragmento recombinante de interesse.

A expressao e purificagdo eficientes da proteina IMNV1r foram bastante importantes
na execucdao deste trabalho, ja que este fragmento protéico tinha como objetivo a
imunizacdo de camundongos. A concentracdo protéica relativamente alta permitiu a
inoculagao de volumes pequenos durante as imunizagdes, evitando eventuais complicagdes
no processo. Além disso, a eficiéncia do processo de imunizacdo teve fundamento nas
estratégias estabelecidas: duas imunizagdes por via subcutanea, utilizando adjuvante — que
promovem uma amplificacdo da resposta imune, e duas imunizagGes por via intraperitoneal,

sem adjuvantes.

Os adjuvantes de Freund sdo os mais amplamente utilizados para producdo de
anticorpos, tendo capacidades imunoestimulatérias ndo superadas por qualquer outro
adjuvante (ALTMAN; DIXON, 1989; SMITH et al., 1992; WARREN et al., 1986). A utilizacdo de
Adjuvante Completo de Freund na primeira imunizagdao e de Adjuvante Incompleto de
Freund na segunda, ambas por via subcutanea, formando uma emulsdo estavel com a
solugdao contendo a proteina IMNV1r foi essencial para que se atingisse uma resposta imune
satisfatoria. O d6leo mineral utilizado nos adjuvantes de Freund possui trés mecanismos de
acao: liberacao lenta do antigeno de interesse; funcionamento como veiculo para transporte
do antigeno através do sistema linfatico até as células imunoefetoras e interacdo com
células apresentadoras de antigeno, como macréfagos e células dendriticas. Estudos indicam
a persisténcia da emulsdo utilizada em injecdo por via subcutanea até 22 semanas depois da
imunizacdo. Ja a inclusdao de membranas de Mycobacterium é responsavel por uma resposta

ampliada na producdo humoral de anticorpos (STILLS, 2005).

53



A eficiéncia das imunizagcdes pode ser verificada através do elevado titulo de
anticorpos anti-IMNV1 no soro dos camundongos imunizados. Os camundongos que
apresentaram os maiores titulos foram utilizados no processo de fusdo e producdo de
hibridomas. Porém, surpreendentemente, os bacos destes camundongos ndo estavam mais
volumosos do que o de camundongos ndo-imunes, como seria esperado diante de
individuos que sofreram quatro doses de imunizacdo com uma grande quantidade de
proteina recombinante, sendo as duas primeiras ainda suplementadas com adjuvantes. O
menor volume dos bacos refletiu em um menor nimero de esplendcitos disponiveis para

fusdo, que apesar disso foi bem sucedida.

O baixo nimero de pocos positivos, assim como a perda de estabilidade de alguns
deles deve-se a propria natureza do procedimento de fusdo, ja que apds a sua ocorréncia,
durante as primeiras divisdes celulares, as células sofrem danos ao acaso nos cromossomos,
podendo ocorrer uma perda da habilidade de produzir anticorpos (NOWINSKI et al., 1983). A
segregacdo e reorganizacdo dos cromossomos produzem nas células hibridas uma
consideravel variabilidade nas propriedades de crescimento, que sé se estabiliza cerca de 20
a 25 dias apds a fusdo (NELSON et al., 2000). Além disso, as células hibridas que ndo
produzem anticorpos crescem mais rapidamente, dificultando o crescimento das células

produtoras de anticorpos (NOWINSKI et al., 1983).

Assim, as diluicdes limitantes procedidas a partir dos pocos que apresentaram as
maiores reatividades contra o antigeno recombinante IMNV1 serviram ndo s6 para obtengao
de uma linhagem monoclonal de células secretoras dos anticorpos de interesse, como
também para garantir que os hibridomas de interesse ndao se perdessem pelo crescimento

em competicdo de outras células ndo secretoras presentes.

Antes que tivessem seus sobrenadantes utilizados para testes de reatividade contra
perfis de expressdo protéica e lisados de tecido muscular de camardes infectados por IMNV,
as linhagens monoclonais 13H, 11D, 33G, 39G, 46C e 54H foram mantidas em cultura por
aproximadamente 60 dias, a fim de garantir a estabilidade na producao de anticorpos, além

de serem submetidas a isotipagem, objetivando caracterizar os anticorpos monoclonais por
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ela produzidos. No presente estudos quatro dos seis anticorpos monoclonais obtidos
mostraram ter suas cadeias pesadas da classe IgM (11D, 33G, 39G e 54H) e apenas dois da
classe 1gG subclasse y1. Quanto a cadeia leve, todos os anticorpos monoclonais mostraram

possuir a kappa.

Na literatura, podem ser encontrados muitos trabalhos sobre producdo de
anticorpos monoclonais contra virus de camarGes, como IHHNV, WSSV, TSV e YHYV,
utilizando como antigenos para imunizacdes virus purificados ou entdo proteinas
recombinantes correspondentes a porc¢des estruturais do capsideo ou envelope virais.
Dentre as imunoglobulinas produzidas contra virus de camardes encontradas na literatura,
os anticorpos da classe 1gG, subclasses y1 ou y2 sdo os mais comuns. (POULOS et al., 1994;
SITHIGORNGUL et al., 2000; POULOS et al., 2001; ANIL et al., 2002; ERICKSON; ZARAIN-
HERZBERG; LIGHTNER, 2002; LIU et al., 2002; CHAIVISUTHANGKURA et al., 2004; WANG et
al., 2008). Anticorpos IgM podem reagir ndo especificamente com tecidos de camardes ndo
infectados, apresentando resultados falso-positivos (SITHIGORNGUL et al., 2000). Anticorpos
IgG apresentam a vantagem de possuirem maior afinidade e especificidade, além de menor

probabilidade de rea¢des cruzadas em imunoensaios (LIGHTNER; REDMAN, 1998).

A maior prevaléncia de anticorpos IgM no presente trabalho ndo era esperada, ja que
esta classe de anticorpo estd associada a respostas imunes recentes. A estratégia de quatro
imunizacGes foi realizada com a intencdo de promover uma resposta imune crbénica e a
longo prazo, para a qual seria esperada uma maior presenca de hibridomas secretores de
anticorpos da classe 1gG. Mesmo diante das possiveis inespecificidades dos anticorpos da
classe IgM, estes, juntamente com os anticorpos IgG, foram submetidos a testes de
reatividade contra extratos protéicos de expressdo bacteriana, através da técnica de
Western Blot. Através deste procedimento, foi possivel identificar 4 anticorpos que nao
apresentaram reacao inespecifica diante do perfil protéico de expressao da bactéria E. coli
BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-14b fechado e que foram capazes de reconhecer a
proteina recombinante correspondente ao um fragmento da proteina estrutural do IMNV

diante do perfil protéico da bactéria E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-14b com o
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inserto IMNV1: 13H, 11D, 33G e 54H, dos quais o primeiro é um anticorpo IgG e os outros
trés sdo anticorpos IgM. Porém, no presente trabalho, o anticorpo anti-IMNV1 46C, da classe
IgG, apresentou reacOes inespecificas contra o perfil protéico da bactéria E. coli BL21(DE3)

contendo o plasmideo pET-14b fechado.

Assim, somente os anticorpos 13H, 11D, 33G e 54H foram submetidos a testes de
especificidade contra os lisados de tecidos musculares de camardes L. vannamei infectados e
ndo infectados, através de Western Blot. A proteina estrutural correspondente ao capsideo
do IMNV possui 106 kDa (POULOS et al., 2006), razdo para a qual era esperado que os
anticorpos monoclonais reconhecessem uma banda protéica de aproximadamente 100 kDa
no lisado do tecido muscular de camardes infectados. Nenhum dos anticorpos testados
apresentou reatividade contra tecidos de camarGes ndo-infectados, o que demonstra
auséncia de inespecificidade contra proteinas constitutivas de tecidos de camardes sadios.
Porém somente dois anticorpos foram capazes de identificar uma banda na altura
correspondente ao capsideo viral do IMNV em tecidos infectados: 11D e 33G, ambos da

classe IgM.

Considerando que os camardes obtidos no estado do Piaui ndao apresentavam sinais
clinicos evidentes da infecgdo por IMNV, a imunodeteccdo do virus nos lisados de tecido
muscular através dos anticorpos 11D e 33G indica que os mesmos podem ser utilizados para
diagndstico e controle de epidemias em fazendas de cultivo, sendo eficazes mesmo em

estdgios mais precoces da enfermidade.

Os anticorpos monoclonais capazes de detectar o IMNV, por serem da classe IgM,
podem ser testados para principio de imunolocalizacdo do virus por microscopia, sem a
necessidade de conjugacdo com particulas eletrodensas, ja que sua conformacdo
pentamérica confere dimensdes suficientes para que possa ser visualizado isoladamente
(KEENE et al., 1987). Além da possivel utilidade de localizacdo do virus em tecidos
infectados, ferramenta que seria de grande importancia no estudo da biologia do virus, os

anticorpos monoclonais obtidos podem ainda ser utilizados na confeccdo de testes
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imunocromatograficos, permitindo o controle de epidemias e diagndstico rapido dos animais

em fazendas de cultivo de camarades.

A conveniéncia e a velocidade do teste imunocromatografico baseiam-se no
transporte de um antigeno até anticorpos imobilizados na superficie de membranas de
nitrocelulose, através de capilaridade. Teste imunocromatograficos ndo somente tornam o
diagndstico mais rapido, como também sdo especificos, podem ser realizados em campo e
independem do transporte de outros reagentes e materiais, o que poderia ser inconveniente
na auséncia de pessoas treinadas ou em locais sem a infra-estrutura necessaria para outros
procedimentos normalmente efetuados em laboratério (PAEK et al., 2000). Testes
imunocromatograficos desenvolvidos até o momento para diagndstico de enfermidades de
etiologia viral em camardes ndo apresentaram reatividade cruzada entre os virus. Dessa
forma, pode-se dizer que este é o método mais eficiente para monitoramento in loco de
camarodes infectados por agentes de etiologia viral (POWELL et al., 2006; WANG; ZHAN,
2006; SITHIGORNGUL et al., 2007). A confeccdo de um teste imunocromatografico para

diagndstico de IMNV seria muito Util no diagndstico precoce desta enfermidade em campo.

Os anticorpos monoclonais 11D e 33G produzidos neste trabalho, eficientes na
deteccdo do virus em tecidos de camardo infectados, podem ser utilizados de maneira
bastante ampla no diagndstico do virus IMNV. Considerando ainda a baixa variabilidade do
genoma e consequentemente a homogeneidade dos epitopos protéicos entre os isolados
encontrados em todo o mundo, os anticorpos produzidos no presente trabalho poderiam ser
importantes ferramentas no diagndstico de isolados virais brasileiros, assim como também
de isolados encontrados em outras regides, incluindo paises do hemisfério oriental. A
padronizacdo das técnicas de ELISA e de Western Blot podem ser consideradas ferramentas
eficientes na deteccdo do agente etioldgico da mionecrose infecciosa de camarfes em
laboratério. Adicionalmente, os anticorpos monoclonais 11D e 33G possuem ainda potencial
para serem utilizados no desenvolvimento de testes imunocromatograficos sensiveis,
especificos e eficientes para diagndstico em condi¢des de campo, estratégia essencial para a

viabilidade do controle de epidemias em fazendas de cultivo de camardes.
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6. SUMARIO DOS RESULTADOS

»  Os iniciadores desenhados, IMNV1-F e IMNV1-R foram capazes de amplificar
uma sequéncia nucleotidica de 600 pb, codificante para um fragmento da proteina

estrutural do capsideo do IMNV;

» A proteina recombinante IMNV1 foi expressa na bactéria E. coli BL21(DE3),
sendo visualizada uma banda de forte intensidade na altura esperada de 25,7 kDa,

presente na fracdo insoltvel na andlise por SDS-PAGE;

» A clonagem e a expressdo da proteina recombinante IMNV1 em E. coli
BL21(DE3) foi bem sucedida, sendo visualizada uma banda de forte intensidade na

altura esperada de 25,7 kDa, presente na fragao insoluvel na analise por SDS-PAGE;

» A proteina recombinante foi purificada a partir dos corpos de inclusdo,
utilizando cromatografia de afinidade por ions metdlicos, apresentando um

rendimento de 1 mg/ml de cultivo celular;

» A confirmacdo da eficiéncia da expressdo heterdloga da proteina
recombinante IMNV1 foi realizada através de Western blot direcionado a amostras

purificadas da proteina, utilizando anticorpos especificos anti-cauda de histidina;

» A imunizagdo de camundongos utilizando como antigeno a proteina
recombinante IMNV1 foi bem sucedida, tendo os soros policlonais dos mesmos

apresentado alto titulo de anticorpos anti-IMNV1;

»  Ap6s a realizacdo de duas diluicdes limitantes, obtiveram-se seis clones
produtores de anticorpos monoclonais, denominados 13H, 11D, 33G, 39G, 46C e

54H;

> A isotipagem dos anticorpos monoclonais obtidos revelou que 13H e 46C sdo

imunoglobulinas da classe 1gG (cadeia pesada gamma) e subclasse y1, cadeia leve
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do kappa, enquanto 11D, 33G, 39G e 54H sdo imunoglobulinas da classe IgM

(cadeia pesada gamma), cadeia leve kappa.

»  Testes de especificidade contra a proteina recombinante IMNV1 e lisados de
cultivos de expressao de bactérias E. coli BL21(DE3) transformadas com o plasmideo
pET-14b sem inserto ou pET-14b-IMNV1, realizados através de Western blot,
demonstraram os anticorpos monoclonais 13H, 11D, 33G e 54H como eficientes e

especificos contra a proteina recombinante de interesse;

> Os anticorpos 11D e 33G, ambos da classe IgM, foram capazes de detectar
com especificidade uma banda protéica de aproximadamente 100 kDa, presente em
tecidos musculares esqueléticos de camardes infectados, correspondente a

proteina estrutural do capsideo do IMNV.
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7. CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel produzir e purificar uma proteina recombinante de
25 kDa, correspondente a uma por¢do da proteina do capsideo do IMNV, denominada
IMNV1r. Foram gerados seis anticorpos monoclonais anti-IMNV1r, sendo quatro da classe
IgM e dois da classe IgG1l, todos eles contendo cadeia leve kappa. Os anticorpos
monoclonais 11D e 33G foram eficazes na imunodeteccdo, em lisados de tecido muscular de
camaroes L. vannamei infectados com IMNV, de um proteina de aproximadamente 100 kDa
correspondente a proteina do capsideo do IMNV. Este resultado sugere que estes
anticorpos podem ser utilizados no imunodiagndstico de animais ainda em estagios precoces
da mionecrose infecciosa de camardes, o que pode ser muito interessante no controle de

epidemias nas fazendas de cultivo de camardes em todo o mundo.
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