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RESUMO

MAGANHA, S. R. de L. Estudos in vitro com estirpe brasileira de Megalocytivirus e
Lymphocystivirus: isolamento e caracterizagdo fenogenotipica. 2022. 118f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo,
Pirassununga, 2022.

O género Megalocytivirus estd associado a ocorréncia de surtos com altas taxas de mortalidade
em peixes ao redor do mundo, causando graves perdas econémicas na producdo aquicola
mundial e limitando a maior expansdo do setor. JA 0 género Lymphocystivirus, embora nao
esteja associado a altas taxas de mortalidade, causa gaves perdas econémicas para a aquicultura
mundial ao prejudicar a aparéncia do animal, alterando assim o seu valor comercial. Desse
modo, o presente estudo objetivou o isolamento e a caracterizacdo fenogenotipica das estirpes
brasileiras de Megalocytivirus e Lymphocystivirus. Para tanto, pools de tecidos de peixes
ornamentais sabidamente positivos para os dois virus foram inoculados em células BF-2,
posteriormente foi realizada a reconstrucao filogenética para ambos os isolados com base em
um fragmento do gene MCP, caracterizacdo viral através da realizacdo dos testes de
sensibilidade a solvente lipidico, pH, temperatura e descongelamento bem como a construcéo
da curva de replicagdo viral e para Megalocytivirus incluiu-se a caracterizagdo morfoldgica por
microscopia eletronica de transmissdo. Os resultados indicaram que a estirpe brasileira de
Megalocytivirus apresenta uma populacao de virions majoritariamente envelopados, é sensivel
a temperatura de 56°C e aos valores de pHs de 2,0 e 10,0. A técnica de microscopia eletrénica
de transmiss&o revelou a presenca de particulas hexagonais no citoplasma celular compativeis
com o formato icosaédrico de Megalocytivirus. O isolado brasileiro de Megalocytivirus
agrupou-se com outros isolados descritos como pertencentes ao geno6tipo I. Os resultados para
a estirpe brasileira de Lymphocystivirus revelaram uma populacdo de virions majoritariamente
envelopados, sensivel a temperatura de 56°C, aos valores de pHs de 2,0 e 12,0, sendo
susceptivel a alteracdes no titulo viral quando descongelado por sucessivas vezes. O isolado
brasileiro de Lymphocystivirus agrupou-se com outros isolados descritos como pertencentes ao
gendtipo V. A curva de replicacdo viral para os isolados demonstrou que o aumento no titulo
viral acompanha a progressédo do efeito citopatico, alcancando o maior valor de TCIDso.ml™
para Megalocytivirus no quarto dia pos inoculacdo e, para Lymphocystivirus, no quinto dia p6s
inoculacdo. Os resultados obtidos fornecem subsidios importantes para estudos posteriores nas
areas de controle e prevencao das infecces causadas por virus desses grupos.

Palavras-chave: Iridoviridae. Cultivo celular. Propriedades fisico-quimicas



ABSTRACT

MAGANHA, S. R. de L. In vitro studies with Brazilian strain of Megalocytivirus and
Lymphocystivirus: isolation and phenogenotypic characterization. 2022. 118f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2022.

The genus Megalocytivirus is associated with the occurrence of outbreaks with high mortality
rates in fish around the world, causing serious economic losses in the world aquaculture and
limiting the greater expansion of the sector. Although the genus Lymphocystivirus isn’t
associated with high mortality rates, it causes great economic losses for the world aquaculture
by impairing the animal's appearance and altering its commercial value. Thus, the present study
aims the isolation and phenogenotypic characterization of the Brazilian strain of
Megalocytivirus and Lymphocystivirus. For this purpose, pools of ornamental fish tissues
known to be positive for Megalocytivirus and Lymphocystivirus were used for isolation in BF-
2 cells. After confirmation of the isolation, viral characterization was carried out in the same
cell line including morphological characterization by transmission electronic microscopy for
Megalocytivirus and the tests of sensitivity to lipid solvent, pH, temperature and thawing as
well as the construction of viral growth curve for Megalocytivirus and Lymphocystivirus. The
results indicated that the Brazilian Megalocytivirus strain has a population of enveloped virions,
is heat labile (56°C), sensible to pH values of 2,0 and 10,0 and clustered with other isolates
described as belonging to the genotype I. Transmission electron microscopy revealed the
presence of hexagonal particles in the cell cytoplasm designed with the icosahedral shape of
Megalocytivirus. The results for Brazilian Lymphocystivirus strain revealed a population of
enveloped virions, heat labile (56°C), sensible to pH values of 2.0 and 12.0, being susceptible
to changes in viral titer when thawed successively, and clustered with other isolates described
as belonging to the genotype V. The growth curve demonstrated that the increase in viral titres
accompanies the progression of the cytopathic effect, reaching the highest value of TCIDso.ml
for Megalocytivirus on the fourth day post inoculation and for Lymphocystivirus on the fifth
day post inoculation. The results obtained provide important subsidies for further studies in the
areas of control and prevention of infections caused by viruses from these groups.

Keywords: Iridoviridae. Cell culture. Physicochemical properties.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura € uma pratica antiga e bem dindmica que envolve o cultivo de mais de
600 espécies de organismos aquaticos, de modo que a garantia de qualidade dos produtos
ofertados é um passo essencial para o crescimento do setor. E considerada o setor, dentro das
principais areas de producéo de alimentos, com maior expansdo mundial.

A aquicultura brasileira também é considerada um setor promissor devido ao seu rapido
crescimento, sendo essa expansdo favorecida pela grande disponibilidade de recursos hidricos
existentes no pais. O crescimento aquicola brasileiro é considerado satisfatorio pois promove o
desenvolvimento sustentavel e melhora qualidade de vida da populagéo.

Como qualquer setor com répido crescimento, a aquicultura estd susceptivel a
ocorréncia de eventos desfavoraveis como o aparecimento de doencas, principalmente aquelas
causadas por infeccdes virais. A ocorréncia de doencas, associadas a condicdes climaticas
desfavoraveis, gera graves perdas econdmicas e representa um entrave para a maior expansao
do setor.

Os virus sdo seres abundantes no ambiente aquicola e nos Gltimos anos vem gerando
intensa preocupacdo internacional devido a emergéncia de viroses associadas a ocorréncia de
altas taxas de mortalidade entre os animais infectados. Na maioria dos casos, o diagnostico é
tardio e deficiente, gerando graves perdas econdmicas para os diversos setores da aquicultura
mundial.

Além da questdo econémica, destacam-se também as questfes ambientais e sociais, pois
a ocorréncia de surtos pode promover a extingdo de espécies selvagens, além de reduzir a oferta
de alimentos a base de peixes, com consequente aumento do preco dos produtos
comercializados.

Entre os principais virus emergentes responsaveis por epizootias de grande impacto em
diversas espécies de peixes na aquicultura mundial podemos destacar os virus pertencentes a
familia Iridoviridae, subfamilia Alphairidovirinae.

A familia Iridoviridae compreende 5 géneros virais denominados Iridovirus, Ranavirus,
Megalocytivirus, Lymphocystivirus e Chloriridovirus, sendo 0s géneros pertencentes a
subfamilia Alphairidovirinae (Megalocytivirus, Lymphocystivirus e Ranavirus) de grande
impacto para a aquicultura mundial. Os géneros Megalocytivirus e Ranavirus estéo
relacionados a ocorréncia de infec¢des sistémicas caracterizadas por uma inespecificidade de
sinais clinicos, dificultando assim o diagnostico precoce da doenca. Em caso de surtos, as taxas

de mortalidade em decorréncia desses dois géneros podem chegar a 100% dos animais. Ja 0s
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virus pertencentes ao género Lymphocystivirus, embora ndo apresentem uma alta taxa de
mortalidade, também estdo associados a graves perdas econdmicas na aquicultura, pois
comprometem a aparéncia e o crescimento dos peixes, reduzindo assim o seu valor comercial.

O género Megalocytivirus apresenta uma ampla distribuicdo mundial e uma grande
variedade de hospedeiros, podendo acometer tanto peixes de agua doce como de agua salgada
levando a morte espécimes de peixes ornamentais, selvagens e de interesse zootécnico. A
ocorréncia de surtos € mais comum no verdo, mas ndo é restrita a esta estacédo do ano, sendo a
infeccdo relacionada principalmente a temperatura da agua dos tanques e rios.

Dentro do género Megalocytivirus reconhece-se, com base na proteina principal do
capsideo, a existéncia de pelo menos 3 gendtipos, sendo que existe uma relagdo estrita entre o
isolado e a regido geografica de onde foram obtidas as amostras.

Os animais acometidos por Megalocytivirus apresentam sinais clinicos como natacao
irregular, anorexia, exoftalmia e letargia. Necrdpsias dos animais infectados revelam a presenca
de focos de lesdes hemorrégicas e hepatoesplenomegalia.

O género Lymphocystivirus também se encontra distribuido mundialmente, acometendo
tanto peixes de agua doce como de agua salgada. Atualmente, com base na proteina principal
do capsideo, propde-se a existéncia de pelo menos nove genotipos para o género.

Os animais acometidos apresentam o crescimento de nddulos hipertroficos semelhantes
a tumores ao longo da sua superficie corporal, atingindo principalmente as branquias e as
nadadeiras do animal. Embora raro, em alguns casos pode ocorrer 0 acometimento de érgdos
internos como coracdo, baco, figado, intestino, estbmago, cérebro e olhos.

Os surtos de Lymphocystivirus ocorrem predominantemente no més de novembro,
quando a temperatura da agua permanece proxima a 20°C e geralmente estd associado a
condicBes estressantes para 0s animais, como alta densidade populacional, condi¢bes
ambientais desfavoraveis, ma qualidade da &gua e préaticas de manejo incorretas.

A principal forma de transmisséo do virus é pela via horizontal, através do contato direto
de animais sadios com portadores assintomaticos do virus ou por meio do contato direto entre
peixes sadios e doentes. Ja foram descritas também a transmissdo por via oral, através da
ingestdo de alimentos contaminados bem como a ocorréncia de transmisséo vertical.

Embora existam diversos relatos de isolados de Megaloycitivirus e Lymphocystivirus
descritos ao redor do mundo, inclusive em peixes ornamentais brasileiros, pouco ainda se
conhece sobre as propriedades bioldgicas e fisico-quimicas dessas particulas virais, dificultando

assim o estabelecimento de medidas efetivas de controle e prevencdo da doenga.
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Para 0 género Megalocytivirus encontra-se disponivel comercialmente apenas uma
vacina especifica para a prevencdo do genétipo Red seabream iridovirus. J& para o género
Lymphocystivirus, embora existam pesquisas relacionadas a vacinas de DNA por via oral entre
outras, ainda ndo existe nenhuma vacina disponivel comercialmente para a prevencdo da
infeccéo viral.

Na atualidade, a utilizacdo de linhagens celulares como modelos bioldgicos para estudo
das infeccdes virais é extremamente util, devido a constante necessidade em se reduzir a
utilizacdo dos animais de experimentacdo. Além disso, a utilizacdo de cultura de células
apresenta diversas vantagens quando comparada com modelos animais, principalmente com
relacdo ao custo, espaco fisico, manipulacdo, reprodutibilidade e influéncia da composicéo
genetica dos individuos.

O isolamento viral em cultivo celular constitui uma ferramenta de diagnéstico
extremamente relevante, confirmando a presenca do virus em animais assintomaticos.
Entretanto, a obtencdo de resultados satisfatorios depende essencialmente da escolha correta da
linhagem celular a ser utilizada.

Entre os membros da familia Iridoviridae, o género Ranavirus é considerado de facil
isolamento em cultivo celular; entretanto, os géneros Megalocytivirus e Lymphocystivirus sao
classificados como de dificil isolamento, o que limita bastante a pesquisa relacionada a estes
dois géneros virais.

Dessa forma, torna-se necessaria a realizacdo de estudos mais detalhados envolvendo o
isolamento e a caracterizacdo fenogenotipica das estirpes brasileiras de Megalocytivirus e
Lymphocystivirus, conforme proposto e desenvolvido no presente trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquicultura Global

A aquicultura tradicional é uma prética antiga cujos relatos ja existiam na China pré-
Feudal ha pelo menos 4.000 anos atras (OLIVEIRA et al., 2009; WALKER; WINTON, 2010).
Existem evidéncias historicas encontradas em documentos e manuscritos chineses que sao
datadas de séculos remotos (OLIVEIRA et al., 2009). Até no Antigo Testamento da Biblia,
existem relatos de lagoas rudimentares voltadas para a criagéo de peixes, revelando que se trata
de uma pratica antiga (WALKER; WINTON, 2010).

A aquicultura compreende o cultivo de mais de600 espécies de organismos aquaticos
incluindo peixes, anfibios, crustaceos, moluscos e plantas aquaticas, de modo que a garantia de
qualidade dos produtos ofertados € um passo essencial para o crescimento do setor e reducao
das perdas econémicas (OLIVEIRA etal., 2009; TROELL etal., 2014; OTTINGER; CLAUSS;
KUENZER, 2016).

A aquicultura caracteriza-se por ser um sistema bem dindmico com uma enorme
diversidade de espécies, uma grande variedade de sistemas de producdo e uma alta versatilidade
quanto ao ambiente de producdo incluindo cultivo de animais em agua doce, salgada e salobra
(WALKER; WINTON, 2010).

A aquicultura é considerada o setor, dentro das principais areas de producdo de
alimentos, com maior expansdo mundial (FAO, 2022). No ano de 2020, foram produzidos
mundialmente 178 milhdes de toneladas de animais aquaticos, movimentando um mercado da
ordem de 151 bilhGes de dblares e gerando emprego para mais de 58 milhdes de pessoas (FAO,
2022). Nesse sentido, destaca-se o importante papel da aquicultura que foi responséavel pela
producdo de 122 milhGes de toneladas do total de organismos aquaticos produzidos,
movimentando um capital da ordem de 281 bilhGes de dolares (FAO, 2022)

No ano de 2020, a producdo mundial de peixes atingiu a marca de 178 milhdes de
toneladas, dos quais 157 milhdes de toneladas foram destinadas para o consumo humano. Neste
contexto, destaca-se o papel importante da aquicultura que foi responsavel pela producéo de
49% do total que foi comercializado e de 56% dos peixes destinados ao consumo humano

(FAO, 2022). Nesse ano, a aquicultura mundial foi responsavel pela producdo de mais de 88
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milhGes de toneladas de peixes em peso vivo, movimentando um capital da ordem de 265
bilhdes de dolares (FAO, 2022).

Associado a répida expansdo da aquicultura, observou-se também um aumento no
consumo de peixe pela populacdo que passou de 9,0kg em 1961 para 20,5 kg por pessoa em
2019 (FAO, 2022). Além disso, apenas no ano de 2019, as proteinas de peixes representaram
mais de 17% do total de proteinas de origem animal ingeridas pela populacdo de baixa renda
nos diversos paises (FAO, 2022). Mundialmente, para mais de 3,3 bilhdes de pessoas, as
proteinas oriundas de organismos aquaticos representam 20% do total de proteinas animais
ingeridas, sendo o0s peixes, portanto, importante fonte proteica para a populagéo (FAO, 2022).
Devemos ressaltar que, ao consumir 1509 de peixe diariamente, um individuo adulto supre entre
50-60% de suas necessidades diarias de proteinas, além de estar ingerindo uma grande
quantidade de micronutrientes essenciais para a saude (FAO, 2014; BENE et al., 2015). Além
da importéncia nutricional, a producdo de peixes pela aquicultura esta associada a reducdo da
pobreza por meio da geracdo de empregos e aumento na participacdo dos lucros
(GOSTESMAN et al., 2013; TOUFIQUE; BELTON, 2014).

A Asia domina o cenério aquicola mundial, sendo que nas Ultimas 2 décadas este
continente foi responsavel por quase 90% de tudo o que foi produzido pela aquicultura mundial
(FAO, 2022). Estima-se que a producéo aquicola asiatico alcance 165 milhdes de toneladas em
2030, representando um crescimento de 35,8% quando comparada ao cenario atual (FAO,
2018). A China, embora apresente um declinio na sua producdo aquicola, ainda permanece
como o maior produtor de peixes para consumo humano (FAO, 2018). Apenas no ano de 2016,
0 pais alcangou a marca de 71,5 milhdes de toneladas de peixes produzidos, 89,4% do total de
produtos oriundos da aquicultura mundial (FAO, 2018).

A réapida expansdo da aquicultura é vista de maneira satisfatoria ja que esta relacionada
a varios beneficios sociais e econémicos como aumento na oferta global de proteina, reducéo
na lacuna existente entre a oferta e a procura por alimentos a base de peixes, aumento na geracdo
de empregos, reducdo da pobreza e garantia de qualidade dos produtos ofertados (BOISON;
TURNIPSEED, 2015; OTTINGER; CLAUSS; KUENZER, 2016). Vale ressaltar também que
0 aumento na oferta de peixes esta associado a uma reducéo no pre¢o de mercado dos produtos
ofertados, tornando esses produtos acessiveis a uma parcela maior da populagdo (TOUFIQUE;
BELTON, 2014).

Neste contexto, atualmente, a pratica da aquicultura esta se estabelecendo como
atividade de relevancia zootécnica cada vez maios, inclusive no Brasil, onde é exercida em todo
0 pais (CAVALLI; DOMINGUES; HAMILTON, 2011).
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2.2 Aquicultura Brasileira

No Brasil, a aquicultura é vista como um setor promissor baseado no elevado
crescimento constatado (FAO, 2006; FIGUEIREDO; LEAL, 2008). Em 10 anos, no periodo de
2005 a 2015, a producéo aquicola brasileira cresceu mais de 120% passando de 257 mil para
574 mil toneladas de pescado produzidas (EMBRAPA, 2016).

O rapido crescimento estd associado a grande disponibilidade de recursos hidricos
existentes no pais que apresenta dimensdes continentais e uma extensa costa maritima (8.400
Km), além de abrigar 12% do total de reservatorios de dgua doce do mundo (SAINT-PAUL,
2017; EMBRAPA, 2018). Vale ressaltar também que dos 26 estados brasileiros, pelo menos 15
deles fazem fronteira com o Oceano Atlantico (SAINT-PAUL, 2017) e todos os demais estados
encontram-se banhados por rios.

O crescimento aquicola brasileiro € considerado satisfatério pois promove
desenvolvimento sustentavel, melhora a renda da populacdo, gera mais empregos, amplia a
oferta de produtos a base de peixes e permite a exploracédo de regides ainda desconhecidas do
territorio brasileiro (BRASIL, 2011; FAO, 2006; FIGUEIREDO; LEAL, 2008).

No inicio, a aquicultura brasileira era voltada para a producdo de espécies de peixes
internacionais como a carpa (Cyprinus carpio), espécie ornamental e a tilapia (Oreochromis
spp.), espécie comercial, mas nos ultimos anos vem intensificando a producdo de espécies
nativas de peixes voltadas para o consumo pelo mercado interno (PINCINATO; ASCHE, 2016;
SAINT-PAUL, 2017).

Entretanto, como qualquer setor com rapida expansdo, esta susceptivel ao aparecimento
de doencas que, associadas a condi¢cdes ambientais adversas, podem levar a graves perdas
econbmicas para o setor (BOISON; TURNIPSEED, 2015; QUESADA; PASCHOAL; REYES,
2013).

O surgimento das doencas nos tanques aquicolas esta relacionado a condicGes
estressantes para os animais como alteracdes bruscas na temperatura e no pH da agua, praticas
de manejo incorretas, deficiéncia nutricional, elevada populagdo de animais por tanque,
condi¢Bes ambientais desfavoraveis e ma qualidade da agua dos tanques, favorecendo assim a
infeccdo dos animais por microrganismos causadores de doencas (KUBITZA et al., 2013;
MARTINS et al., 2000, 2001, 2002; QUESADA; PASCHOAL; REYES, 2013; ROBERTS;
BULLOCK, 1980; SCHALCH et al., 2005; SANT 'ANA et al., 2012; TAVARES-DIAS, 2011;
TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017).
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Devido a grande dimens&o do territorio brasileiro, existe uma escassez de dados sobre
as perdas econémicas geradas por doencas na aquicultura; entretanto, estima-se que o pais perca
anualmente cerca de 84 milhdes de ddlares em decorréncia de doencas. Dessa forma, as perdas
econbmicas geradas por enfermidades representam 15% do total de peixes cultivados
(TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). Embora com o crescimento populacional a demanda
por proteinas tenha se elevado significativamente nos Ultimos anos, as perdas econémicas
representam um entrave para a maior expansao do setor aquicola brasileiro (TAVARES-DIAS;
MARTINS, 2017).

Além do impacto econémico, o aparecimento de doengas tornou-se uma preocupagdo
mundial visto que estdo associadas a um aumento no risco de extingdo de espécies selvagens
bem como predadores naturais, causando graves desequilibrios ambientais (UCHUII et al.,
2013; WALKER; WINTON, 2010).

Os virus sdo abundantes no planeta ha milhGes de anos e no ambiente aquatico esta
realidade ndo é diferente, sendo que os virus representam a maior populacdo, em termos de
biomassa dos oceanos. Acredita-se que cada mililitro de dgua salgada da superficie do mar
contenha da ordem de 107particulas virais (ALAVANDI; POORNIMA, 2012; BREITBART,
2012).

A emergéncia de virus causadores de enfermidades nos diversos ambientes, incluindo
no ambiente aquatico, é vista de maneira preocupante, pois as doencas associadas a maioria
destes agentes apresentam diagndstico dificil e tardio (ALAVANDI; POORNIMA, 2012). Os
diagndsticos geralmente sdo realizados ap0s a ocorréncia de surtos com altas taxas de
mortalidade e mesmo assim, em muitos casos, 0 agente causador da doenca permanece
desconhecido (ALAVANDI; POORNIMA, 2012).

Dessa forma, existe uma constante preocupacao da comunidade cientifica internacional
em conhecer as diversas espécies de virus presentes no ambiente aquatico e as doengas
associadas, mesmo em condi¢cBes de salde aparente, destacando o papel importante de
reservatorios naturais das espécies cultivadas na aquicultura (ALAVANDI; POORNIMA,
2012).

Entre as principais familias virais responsaveis por mortes em organismos aquéticos,
especialmente de peixes, esta a familia Iridoviridae e seus géneros Megalocytivirus e

Ranavirus.
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2.3 Peixes ornamentais

A industria de peixes ornamentais engloba o comercio de peixes, invertebrados e plantas
do meio aquatico. Trata-se do setor da psicultura que envolve as mais diferentes espécies de
peixes, empregando direta ou indiretamente uma grande quantidade de pessoas (KING, 2019).

Cerca de 90% dos peixes ornamentais de agua doce comercializados anualmente séo
provenientes de producdo em cativeiros; entretanto, para as espécies marinhas observa-se um
predominio da pesca de captura (WHITTINGTON; CHONG, 2007).

Este tipo de industria tem gerado intensos debates na comunidade cientifica
internacional (KING et al., 2019; RAGHAVAN et al., 2013). Alguns acreditam que a préatica
do comercio de peixes ornamentais esta relacionada a uma cultura de exploracdo néo
sustentavel podendo causar graves impactos na biodiversidade mundial (COHEN; VALENTI;
CALADO, 2013; KING et al., 2019). Outros defendem a ideia de que se 0 comércio de peixes
ornamentais for realizado com consciéncia de forma controlada e sustentavel pode agregar
muito em termos de economia e biodiversidade (KING et al., 2019; TLUSTY et al., 2002).

Cerca del,5 bilhdes de peixes ornamentais sdo comercializados todos 0s anos entre 0s
diferentes paises, movimentando um mercado mundial da ordem de 15 a 30 bilhGes de dolares.
(JOHNSON et al., 2019; MACEDA-VEIGA; CABLE, 2019; RIMMER et al., 2015). Este
comercio mundial de peixes ornamentais envolve aproximadamente 5.000 espécies de peixes
de agua doce e 1.800 espécies de peixes marinhos (RAGHAVAN et al., 2013).

Os peixes conhecidos popularmente como guppy (Poecilia reticulata) e neon
(Paracheirodon innesi) dominam o comércio internacional de peixes ornamentais,
representando aproximadamente 25% do volume de peixes comercializados anualmente, sendo
responsaveis economicamente por 14% do valor movimentado pela industria de peixes
ornamentais (EVERS; PINNEGAR; TAYLOR, 2019).

A movimentacdo de uma grande quantidade de animais aquaticos associada a alta
variedade favorece a disseminacdo das doencas para novas regides geograficas e novas espécies
de peixes, dificultando o controle dessas enfermidades (RIMMER et al., 2015).

Neste contexto, nos altimos 20 anos, a familia Iridoviridae, subfamilia
Alphairidovirinae, surge como uma das principais familias virais responsaveis por epizootias
de grande impacto na aquicultura mundial, causando graves perdas econémicas para 0 setor
(BERMUDEZ et al., 2018; SUBRAMANIAM et al., 2012). As principais preocupacdes da
aquicultura mundial com relacdo a essa familia encontram-se no fato de algumas espécies de

peixes atuarem como carreadores do virus, permanecendo assintomatico e transmitindo-os para
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outras espécies de peixes susceptiveis, além do risco de extin¢do de varias espécies de peixes
de vida livre (SUBRAMANIAM et al., 2012).

2.4 Familia Iridoviridae

A familia Iridoviridae compreende cinco géneros virais, agrupados em duas subfamilias
(Alphairidovirinae e Betairidovirinae), assim denominados: Ranavirus, Megalocytivirus,
Lymphocystivirus, Iridovirus, e Chloriridovirus sendo os trés primeiros com relevancia na area
de producdo aquicola por infectarem animais vertebrados(WHITTINGTON; BECKER,;
DENNIS, 2010).0s membros dessa familia caracterizam-se pela presenca de uma molécula de
DNA fita dupla envolta por um capsideo icosaédrico de 120 a 200nm de diametro, sendo que
sua replicacdo pode ocorrer no citoplasma ou ao nivel nuclear (GO et al., 2006; KURITA,;
NAKAJIMA, 2012). A proteina principal do capsideo, que representa 45% de todas as proteinas
da particula viral na célula infectada, constitui a proteina estrutural mais importante dentro dos
iridovirus e atua como uma potente indutora de resposta imune nos animais infectados (BLACK
etal., 1981; LIU et al., 2015; SOMMERSET et al., 2005; WILLIS et al., 1977).

Os membros da familia Iridoviridae apresentam uma ampla variedade de hospedeiros,
incluindo peixes, anfibios, répteis e insetos, além de causar uma enorme diversidade de
manifestacdes clinicas, sendo que os animais infectados podem ser assintomaticos ou
sintomaticos com morte rapida (AHNE; SCHLOTFELDT; THOMSEN, 1989; EATON; RING;
BRUNETTI, 2010; HEDRICK et al., 1992; HEDRICK; MCDOWELL, 1995; LANGDON et
al., 1986; POZET et al., 1992). Desse modo, as altas taxas de morbidade e mortalidade nos
animais infectados constituem uma preocupacdo mundial, pois estdo associadas a prejuizos
econdmicos e ecologicos (COLLINS; STORFER, 2003; DASZAK et al., 1999; DASZAK;
CUNNINGHAM; HYATT, 2003; EATON; RING; BRUNETTI, 2010; JANCOVICH et al.,
2005).

O género Lymphocystivirus esta associado ao aparecimento de nédulos dérmicos nos
peixes acometidos, sendo a taxa de mortalidade entre os animais infectados bastante reduzida;
ja os membros dos géneros Megalocytivirus e Ranavirus causam infeccdes sistémicas bastante
graves onde a taxa de mortalidade pode atingir 100% (LEU; WU; CHOU, 2013).
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2.5 Género Megalocytivirus

O género Megalocytivirus, cuja primeira descricdo ocorreu em peixes Pargo-Japonés
(Pagrus major) no ano de 1990 no Japdo, compreende virus que apresentam como material
genético uma molécula linear de DNA fita dupla, sendo o genoma envolto por um capsideo
icosaédrico com tamanho varidvel de 120 a 200nm de diametro (CHINCHAR et al., 2017;
INOUYE etal., 1992; KURITA; NAKAJIMA, 2012). Além disso, nos virus pertencentes a esse
género, o capsideo viral pode ou ndo se encontrar envolto por envelope lipidico externo, além
da presenca de uma membrana lipidica interna localizada entre o nucleo e o capsideo
(BERMUDEZ et al., 2018; KURITA; NAKAJIMA, 2012; SHI et al., 2004; SUBRAMANIAM
etal., 2014).

O género Megalocytivirus encontra-se distribuido mundialmente, sendo descrito
inclusive em territorio brasileiro (MAGANHA et al., 2018). Sua ampla distribuicdo mundial
estd associada ao elevado volume e a elevada diversidade de peixes comercializados
mundialmente favorecendo assim a introducao do virus em novas regides geograficas e novos
hospedeiros (RIMMER et al., 2015). Além do intenso comércio internacional de organismos
aquaticos, devemos ressaltar que a maioria das transa¢Ges comerciais de peixes acontecem na
auséncia de certificacGes de sanidade dos animais, facilitando assim a transmisséo do virus para
outras espécies (GO et al., 2006; MAO et al., 1999; NOLAN et al., 2015).

Trata-se de um género viral de grande interesse na aquicultura mundial devido a alta
taxa de letalidade entre os animais infectados, além de sua ampla variedade de hospedeiros
podendo acometer peixes ornamentais, comerciais e de vida livre (GO et al., 2006; MAO et al.,
1999; NOLAN et al., 2015; SHIU et al., 2018; ZHANG et al., 2012). Além disso, 0s membros
do género Megalocytivirus apresentam inespecificidade de hospedeiro, podendo acometer
peixes de agua doce e salgada, o que gera uma intensa preocupacao internacional com relacdo
as questdes de biosseguridade (CHINCHAR et al., 2017; KODA et al., 2018; NOLAN et al.,
2015; WALTZEK et al., 2012).

A infecgéo por Megalocytivirus pode ocorrer em animais de todas as idades, entretanto,
é mais comum em peixes jovens (KURITA; NAKAJIMA, 2012; RIMMER et al., 2016). Os
surtos por virus desse género ocorrem predominantemente no verdo, onde a temperatura do
ambiente é mais elevada variando entre 23 e 27°C(JUNG; OH, 2000; JUNG et al., 2015;
RIMMER et al., 2016).No entanto, o virus é capaz de causar infec¢des sistémicas nos animais
em uma faixa de temperatura que varia de 7,5 a 32°C (CHEN; LIN; WANG, 2003;
SRIWANAYOS et al., 2013; WANG et al., 2011; WALTZEK et al., 2012).
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A temperatura de 25°C é considerada 6tima tanto para a replicacdo viral quanto para a
resposta imune na maioria dos peixes; entretanto, no verdo onde a temperatura da &gua
permanece proximo a 25°C, observa-se a ocorréncia dos surtos com altas taxas de mortalidade
por Megalocytivirus. Dessa forma, alguns autores consideram a temperatura da agua como o
fator crucial para a replicagéo viral (JUN et al., 20009; JUNG et al., 2015). Nas demais esta¢oes
do ano onde as temperaturas permanecem mais baixas, as infec¢bes por Megalocytivirus
também ocorrem, entretanto, a carga viral do animal infectado é baixa. Em temperaturas baixas
a resposta imune também é suprimida, impedindo a eliminacéo do virus pelo animal o que torna
0 peixe um portador assintomatico do virus e, portanto, um importante transmissor (JUN et al.,
20009; JUNG et al., 2015).

Atualmente, com base no gene da proteina principal do capsideo (gene MCP), sdo
propostos 3 genotipos dentro do género Megalocytivirus: Infectious Spleen and Kidney
Necrosis Virus (ISKNV), Red Sea Bream Iridovirus (RSIV) e Turbot Reddish Body Iridovirus
Turbot (TRBIV) (JUNG-SCHROERS et al., 2016; KURITA; NAKAIJIMA, 2012;
SRIWANAYOS et al. 2013; SHIU et al., 2018). Estudos recentes propdem a existéncia de 2
clados dentro do gendtipo Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV), sendo que o
segundo clado contém o Threespine stickleback iridovirus (TSIV) (JUNG-SCHROERS et al.,
2016; SRIWANAYOS et al., 2013).

Sabe-se também que existe uma inter-relacdo entre os genotipos de Megalocytivirus e a
localizacdo geografica do isolado, bem como a espécie de peixe infectada pelo virus (SONG et
al., 2008; SHIU et al., 2018). Entretanto, existem dificuldades na classificagdo taxondmica dos
isolados dentro dos gen6tipos, pois 0s isolados sdo descritos com base na espécie hospedeira e
na localizacao geogréafica do isolado (CHINCHAR et al., 2009; SUBRAMANIAM etal., 2012).

Embora estirpes de Megalocytivirus tenham sido isoladas a partir de uma ampla
variedade de espécies ao redor do mundo, poucas delas tiveram seu genoma sequenciado
completamente (SHIU et al., 2018). Alguns isolados com sequenciamento do genoma completo
incluem: Dwarf gourami Iridovirus (GO et al., 2006; HE et al., 2000), Infectious spleen and
kidney necrosis virus (ISKNV) (HE et al., 2001), Red sea bream iridovirus (RSIV) (JEONG et
al., 2003), Taiwan grouper Iridovirus (TGIV) (CHAO et al., 2004; CHOU; HSU; PENG, 1998),
Rock bream iridovirus (RBIV) (DO et al., 2004), Orange-spotted grouper iridovirus (OSGIV)
(LU etal., 2005), Large yellow croaker iridovirus (LYCIV) (AO; CHEN, 2006), Turbot reddish
body iridovirus (TRBIV) (SHI et al., 2010), Rock bream iridovirus isolado da China (ZHANG
etal., 2013), Giant sea perch iridovirus isolado de Taiwan (GSIV)(WEN; HONG, 2016) e Red
seabream iridovirus isolado de Taiwan (SHIU et al., 2018) e(KURITA; NAKAJIMA, 2012;
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SHIU et al., 2018; ZHANG; GUI, 2015). Essa grande diversidade de isolados virais dentro de
um mesmo género reforca a questdo da ampla variedade de hospedeiros apresentada pelo
Megalocytivirus (SONG et al., 2008).

Os animais acometidos por Megalocytivirus apresentam sinais clinicos inespecificos
como: anorexia, letargia, exoftalmia, presenca de petéquias, redugdo na ingestéo de alimentos,
lesBes na superficie da pele, anemia, natagdo irregular, excretas esbranquicadas e coloragédo
palida dificultando assim o diagndstico precoce dos animais infectados (CHEN; LIN; WANG,
2003;HE et al., 2002; INOUYE et al., 1992; JUNG; OH, 2000; KURITA; NAKAJIMA, 2012;
SRIWANAYOS et al., 2013; WANG et al., 2011; WALTZEK et al., 2012; WEBER et al.,
2009).

Internamente, os principais achados nos animais infectados constituem hepatomegalia,
esplenomegalia e presenca de lesdes hemorragicas (CHEN; LIN; WANG, 2003; KURITA;
NAKAJIMA, 2012; SRIWANAYOS et al., 2013; WALTZEK etal., 2012; WANG et al., 2011;
WEBER et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

Os achados histopatoldgicos descritos nos peixes infectados incluem a presenca de
células mesenquimais citomegalicas e de inclusbes intracitoplasmaticas anfifilicas ou
basofilicas em vérios 6rgaos do animal como rim, figado, bago, intestino, coracdo, gbnadas e
olhos (CHEN; LIN; WANG, 2003; SRIWANAYOS et al., 2013; WALTZEK et al., 2012;
WANG et al., 2011; WEBER et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

A principal forma de transmissdo do virus € por via horizontal por meio da coabitacao
entre animais sadios e animais assintomaticos (JUNG-SCHROERS et al.,, 2016;
SRIWANAYOS et al., 2013). Outras formas de transmissdo da doenca incluem contato de
animais sadios com &guas e equipamentos contaminados e ingestdo de pequenos animais
infectados (GO; WHITTINGTON, 2006; HE et al., 2002; SRIWANAYOS et al., 2013).
Também ja foi proposta a ocorréncia de transmissdo vertical dentro do género (JEONG et al.,
2008).

Trata-se de uma doenca de dificil diagnostico devido a presenca de sinais clinicos gerais
e inespecificos; dessa forma, como métodos diagnosticos recomendam-se a realizagdo de
técnicas moleculares como o PCR para amplificacdo do DNA viral e posterior analises, como
sequenciamento nucleotidico, de regides do gene MCP, bem como a realizac¢do do isolamento
viral em cultivo celular (NOLAN et al., 2015; OIE, 2018).

A infeccdo por Megalocytivirus ja foi relatada em diversas espécies de peixes ao redor
do mundo; entretanto, devido a dificuldade de isolamento do virus em cultivo celular, pouco

ainda é conhecido sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do virus bem como as
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medidas efetivas de desinfeccdo, dificultando assim um melhor entendimento da etiologia das
infeccOes por Megalocytivirus e, prospectivamente, o estabelecimento de medidas efetivas de
controle e prevencédo dessas doencas.

Alguns estudos realizados com isolados pertencentes aos gendétipos ISKNV e RSIV
demonstram que o virus é sensivel a tratamentos com temperaturas superiores a 50°C (HE et
al., 2002; NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994). Outro estudo j& demonstra que particulas virais
de ISKNV quando expostas a temperatura de 60°C por um curto periodo de tempo (5 minutos)
ndo sofrem inativacdo (FUSIANTO et al., 2019).

Os estudos com relacdo aos valores de pH necessarios para a desinfeccdo de ambientes
apos surtos em decorréncia de infeccdo por Megalocytivirus ainda sdo controversos e
demonstram uma possivel diferenca entre as propriedades fisico-quimicas dos diferentes
gendtipos. Um estudo realizado com um isolado pertencente ao gendtipo RSIV revelou que o
virus ndo é sensivel ao tratamento com solucéo no pH 11,0 (NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994).
J& estudos com diferentes isolados pertencentes ao genotipo ISKNV demonstraram uma
inativacao viral neste mesmo valor de pH (FUSIANTO et al., 2019; HE et al., 2002).

Resultados semelhantes foram descritos com relagcdo ao pH 3,0. Um estudo realizado
com um isolado de ISKNV revelou que o virus mantém sua infectividade apds ao tratamento
com solugdo no pH 3,0 (HE et al., 2002). Entretanto, estudos realizados com isolados
pertencentes aos gendtipos ISKNV e RSIV revelaram que os isolados eram sensiveis ao
tratamento em pH 3,0 (FUSIANTO et al., 2019; NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994).

Com relacdo as medidas de desinfecgéo, alguns protocolos tém sido descritos como
eficientes na eliminacédo do virus Infectious spleen and kidney necrosis iridovirus, espécie tipo
do género Megalocytivirus, como por exemplo, tratamentos com hipoclorito de sédio (1000
ppm) por 30 minutos, Virkon® 1% por 10 minutos e composto de quaternario de amonia (650
ppm) por 10minutos (FUSIANTO et al., 2019).

Apesar da descricdo de alguns candidatos a vacinas para Megalocytivirus, até o
momento existe apenas uma vacina disponivel comercialmente para prevencdo da doenca,
sendo que esta vacina é especifica para o gendtipo RSIV (NAKAIJIMA et al., 1997;
NAKAJIMA et al., 1999). Para os demais genotipos ainda ndo existem vacinas comercialmente
disponiveis (SUBRAMANIAM et al., 2012).
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2.6 Género Lymphocystivirus

A doenga de Lymphocystis é uma doenca de ocorréncia mundial que ja foi descrita em
mais de 150 espécies de peixes de dgua doce e salgada, incluindo peixes ornamentais brasileiros
(LOPEZ-BUENO et al, 2016; MAGANHA et al., 2019). Sua ocorréncia esta relacionada
principalmente a condicgdes estressantes para 0s animais como alta densidade populacional no
tanque, condigdes ambientais desfavoraveis e alteracdes bruscas de temperatura, oxigénio e
concentracdo de oxigénio (CIULLI et al, 2015; LEIVA-REBOLLO et al., 2020).

O agente causador da doenca € o virus da doenga de Lymphocystis (Lymphocystis
disease virus — LCDV). Trata-se de um virus constituido por uma Gnica molécula de DNA fita
dupla e com didmetro variavel (120-340nm) dependendo da espécie hospedeira (BORREGO et
al., 2015; PAPERNA et al., 2001; TIDONA; DARAI, 1997).

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) aceita a existéncia de trés
espécies de virus dentro do género Lymphocystivirus: LCDV-1, que inclui isolados da espécie
Platichtys flesus (TIDONA, DARALI, 1997); LCDV-2, que inclui isolados de peixes doentes da
especie Paralichthys olivaceus (ZHANG et al., 2004) e LCDV-3, que inclui isolados descritos
para a espécie Sparus aurata (DOSZPOLY et al., 2020; LOPEZ-BUENO et al., 2016).

Entretanto, com base no gene da proteina principal do capsideo (gene MCP), um gene
altamente conservado dentro da familia Iridoviridae, € proposta a existéncia de 9 genoétipos para
0 género Lymphocystivirus (BORREGO et al., 2015; CANO et al., 2010; CIULLI et al., 2015;
PALMER; HOGAN; VAN DEN HEUVEL, 2012). Os gen6tipos de LCDV descritos sao:
genotipo | (LCDV-1), que inclui isolados da espécie Platichtys flesus; genétipo Il (LCDV-
C),que apresenta isolados da espécie Paralichthys olivaceus; genotipo Il (LCDV-RF),que
inclui isolados da espécie Sebastes schlegeli(KITAMURA; JUNG; OH, 2006); gendtipo 1V,
que inclui isolados das espécies Lateolabrax sp e Rachycentron canadum; genoétipo V, que
inclui isolados da espécie Pseudambassis baculis; genotipo VI, que agrupa iolados oriundos
das espécies Trichogaster leeri e Trichogaster trichopterus; genotipo VII, representado por
membros isolados das espécies Sparus aurata e S. senegalensis (CANO et al., 2010); gendtipo
VII1, que inclui isolados da espécie Micropterus salmoides e gendtipo IX, que inclui isolados
de Perca Amarela (Perca flavences (Mitchell)) (BORREGO et al., 2015; CANO et al., 2010;
CIULLI etal., 2015; HOSSAIN et al., 2008; KITAMURA; JUNG; OH, 2006; PALMER et al.,
2012; YAN et al., 2011). Entretanto, estudos envolvendo relagdes evolutivas ndo mostraram a
presenca de coespeciacdo entre 0s 9 genotipos pertencentes ao género e a espécie de peixe
hospedeira (YAN et al., 2011).
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A doenca causada pelo virus caracteriza-se pela presenca de nodulos hipertroficos
isolados que se desenvolvem ao longo do corpo do peixe, principalmente na pele e nas
nadadeiras do animal acometido (CIULLI et al., 2015). Com o passar do tempo, 0s nodulos
podem acometer toda a superficie corporal do animal (ALONSO et al., 2005). Embora raro, em
alguns animais, o virus pode infectar 6rgdos internos como coragéo, baco, figado, intestino,
estdbmago, cérebro e olhos (CIULLI et al., 2015; COLORNI; DIAMANT, 1995; VALVERDE
etal., 2017).

Para o género viral, admite-se a ocorréncia de transmissdo horizontal e vertical. A
transmissdo horizontal é a mais comum e ocorre através da agua contaminada e do contato
direto entre animais doentes e sadios. Essa forma de transmissao por meio da agua contaminada
¢ muito comum na coabitacdo entre animais sadios e portadores assintomaticos do virus
(KVITT; HEINISCH; DIAMANT, 2008; WOLF, 1988). Apos algumas semanas, 0s nddulos
hipertréficos presentes no corpo do peixe podem crescer e se romper, liberando particulas virais
na dgua (KVITT; HEINISCH; DIAMANT, 2008). Essas particulas liberadas penetram pela
pelas branquias e pela pele de outros peixes, podendo infectar varios animais do tanque
(KVITT; HEINISCH; DIAMANT, 2008; LEIVA-REBOLLO et al., 2020; WOLF, 1988).

Alguns estudos demonstram a possibilidade de transmisséo viral por via oral, através da
ingestdo de alimentos contaminados (fornecimento de alimento vivo) (CANO et al., 2013;
CARBALLO etal., 2019; LEIVA-REBOLLO et al., 2020). Além disso, destaca-se o papel da
artemia como reservatério do virus e potencial transmissor para os peixes (CANO et al., 2009)

J& a transmissdo vertical ocorre por meio da presenca de particulas virais na superficie
do ovo proveniente de fémeas portadoras do virus da doenca de Lymphocystis (CANO et al.,
2013).

Os surtos de Lymphocystivirus estdo associados a condi¢cdes de estresse excessivo aos
animais, como alta densidade populacional nos tanques, falhas técnicas no manejo dos peixes,
ma qualidade da agua, baixas concentracdes de oxigénio e alteracdes bruscas de temperatura e
pH (KITAMURA etal., 2007; LEIVA-REBOLLO et al., 2020). A ocorréncia da doenca é mais
comum no més de novembro onde a temperatura da dgua permanece proxima aos 20°C,
temperatura considerada como Otima para a replicacdo do virus (HOSSAIN et al., 2009;
KITAMURA et al., 2007). Em temperaturas mais baixas (10°C), o virus pode persistir na
epiderme dos peixes infectados, mas ndo causa a enfermidade (HOSSAIN et al., 2009).

A ocorréncia do género ndo esta associada a altas taxas de mortalidade; entretanto, os
animais acometidos tornam-se imunocomprometidos e, portanto, mais susceptiveis a ocorréncia

de infecc¢des secundarias por bactérias e parasitas, apresentam anemia com consequente reducao
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na taxa de crescimento e podem sofrer canibalismo, gerando graves perdas econdmicas para o
setor (ALONSO et al., 2005; BASURCO et al., 1990; BORREGO et al., 2015; CIULLI et al,
2015; IWAMOTO et al., 2002).

Além disso, quando as lesdes virais se proliferam excessivamente e acometem uma
grande area da superficie corporal do peixe, o animal pode apresentar dificuldade para nadar,
realizar as trocas gasosas e se alimentar, o que pode leva-lo a ébito. Devemos ressaltar ainda
que o comprometimento da aparéncia do animal causado pelo virus da doenca de Lymphocystis
reduz significativamente o valor comercial dos animais (ALONSO et al., 2005; CIULLI et al.,
2015).

Embora existam algumas pesquisas cientificas relacionadas a producdo de vacinas
utilizando virus inativados e vacinas orais de DNA para Lymphocystivirus, ainda nao existem
vacinas comerciais disponiveis no mercado para a prevencdo da infeccdo por esse género viral
(BORREGO et al., 2015). Além disso, devido a dificuldade do isolamento viral em cultivo
celular, existe uma escassez de dados sobre as propriedades fisico-quimicas do virus, limitando
assim o estabelecimento de medidas de controle e desinfeccdo (BORREGO et al., 2015).

Os dados disponiveis sobre a caracterizacdo das propriedades virais limitam-se a
descrever o virus da doenga de Lymphocystis como sensivel ao pH 3,0 e ao tratamento com
éter (IWAMOTO et al., 2002); entretanto, o virus ndao apresenta sensibilidade ao cloroférmio
(ALONSO et al., 2005).

Dessa forma, enfatiza-se como métodos de prevencdo da infeccdo, medidas como
reducdo das condicdes estressantes para 0s animais como alta densidade populacional, garantia
de bons parametros de qualidade da agua, nutricdo adequada e boas praticas de manejo
(ANDERS, 1989; BORREGO et al., 2015; VALVERDE et al., 2016). Recomenda-se também
a testagem em massa dos animais para detectar portadores assintomaticos do virus e potenciais
transmissores (ANDERS, 1989; VALVERDE et al., 2016).

2.7 Estudos in vitro

A utilizacdo de linhagens celulares € extremamente Util para as diversas areas do
conhecimento, principalmente aquelas relacionadas a pesquisa por novos farmacos, vacinas e
terapias inovadoras, virologia, imunologia, biologia, genética, oncologia e toxicologia (KAUR;
DUFOUR, 2012; WANG et al., 2010)
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Algumas vantagens da utilizagdo de cultura de células em relacdo aos modelos animais
para a realizacdo de ensaios bioldgicos incluem: menor custo, necessitar de menos espaco, facil
manipulacgdo (ndo necessita de pessoal treinado como para 0s animais de experimentacao), boa
reprodutibilidade de resultados, fornecimento de material para um namero ilimitado de
experimentos e ndo sofrer de influéncia do ambiente e da composicéo genética dos individuos
(KAUR; DUFOUR, 2012).

Atualmente, estudos utilizando células como modelos biologicos para analise de
alteracdes induzidas por infeccdes virais representam recursos de extrema importancia pois
existe uma constante preocupagdo em se reduzir a utilizagdo de animais de experimentagéo
(FRESHNEY, 2005). Além disso, o isolamento viral em cultivo celular representa a principal
ferramenta de detecgéo da presenca viral em portadores assintomaticos do virus, constituindo,
portanto, uma ferramenta muito Gtil para o diagnostico de infecgdes virais (KANG et al., 2003;
SUBRAMANIAM et al., 2012).

Entretanto, a obtencdo de resultados satisfatdrios no isolamento e na caracterizacgéo viral
utilizando cultivo celular depende essencialmente da escolha correta da linhagem celular a ser
utilizada, linhagem essa que permitira a replicacdo viral, a purificacdo do virus pds-isolamento
e finalmente a determinacdo de suas caracteristicas bioldgicas e fisico-quimicas (DONG et al.,
2008; KANG et al., 2003; SUBRAMANIAM et al., 2012).

Atualmente, estima-se que existam disponiveis mais de cem linhagens celulares
oriundas de peixes, incluindo células provenientes de peixes de agua doce e salgada, sendo que
as células de peixes de agua doce representam a grande maioria (PARAMESWARAN et al.,
2007; WANG et al., 2010). A utilizacdo de células de peixes é comum principalmente em
estudos relacionados a virologia e imunologia, representando uma importante ferramenta para
diagnostico do agente viral em caso de surtos (PARAMESWARAN et al., 2007; WANG et al.,
2010).

Dessa forma, as linhagens celulares imortalizadas derivadas de diversas espécies de
peixes mostram-se um recurso importante para isolamento, identificacdo, caracterizacdo viral e
realizacdo de estudos in vitro visando investigar a resposta imune induzida por agentes virais
(QIN et al., 2006).

Entre os membros da familia Iridoviridae, subfamilia Alphairidovirinae, o género
Ranavirus é considerado de facil isolamento em cultivo celular, ja os outros dois géneros,
Megalocytivirus e Lymphocystivirus, sdo considerados de dificil isolamento em cultura de
células (CHAO et al., 2004; CHEN et al., 2004; DONG et al., 2014; DONG et al., 2008;
IMAJOH; IKAWA,; OSHIMA, 2007; KODA et al., 2018).
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2.8 Linhagens Celulares para Megalocytivirus

Para estudos envolvendo Megalocytivirus, as células fornecem as bases cientificas para
uma melhor compreensdo entre a interacdo dos virus com as células infectadas, além de
permitirem a realizagdo de estudos gendmicos e protedmicos (DONG et al., 2011; DONG et
al., 2008; SUBRAMANIAM et al., 2012).

Entretanto, h& poucas linhagens celulares de peixes disponiveis que permitem o
isolamento dos gendtipos de Megalocytivirus, dificultando assim a realizacéo de estudos sobre
esse género viral (DONG et al., 2014; KWON et al., 2020). Além disso, existe uma dificuldade
na replicacdo desse género viral em culturas de células ja que a maioria das linhagens celulares
disponiveis suportam a propagacao do virus por um niamero muito limitado de passagens (HE
etal., 2013; HE et al., 2002; JUN et al., 2009; KODA et al., 2018).

Por mecanismos ainda desconhecidos, passagens sucessivas de Megalocytivirus em
algumas linhagens celulares resultam em perda da infectividade viral com consequente redugéo
nos valores dos titulos virais obtidos (JUN et al., 2009; WEN et al., 2008).

A primeira descri¢do do isolamento do género Megalocytivirus ocorreu em células da
Bluegill fry-2 (BF-2) (NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994; WOLF; QUIMBY, 1966). A
linhagem de células BF-2 é oriunda da nadadeira caudal de peixes da espécie Lepomis
macrochirus. As celulas dessa linhagem sdo aderentes e possuem morfologia de fibroblastos
(WOLF; QUIMBY, 1966).

Outras linhagens celulares utilizadas para a realizagdo de estudos in vitro com
Megalocytivirus incluem Grunt fin (GF) (DONG et al., 2010), Kelp and Red spotted grouper
embryo (KRE-3) (KURITA; NAKAJIMA, 2012), Clonal red sea bream fin (CRF-1) (IMAJOH
et al., 2007) e Mandarin fish fry-1 (MFF- 1) (DONG et al., 2008).

Dessa forma, até 0 momento ndo existe uma linhagem celular totalmente adequada para
todos os genoétipos do género Megalocytivirus. Para cada linhagem celular testada existem
limitacGes com relacdo ao cultivo da célula, propagacédo do virus ao longo das passagens e
suscetibilidade da linhagem ao gendtipo a ser isolado (DONG et al., 2014; JUN et al., 2009;
KODA et al., 2018; KWON et al., 2020). As linhagens BF-2 e KRE-3, por exemplo, ndo
suportam passagens sucessivas do virus (NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994), ja a linhagem GF

requer soro fetal humano para o cultivo, o que €é de dificil aquisicdo (WEN et al., 2008).
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2.9 Linhagens Celulares para Lymphocystivirus

Para 0 género Lymphocystivirus, a utilizacdo de modelos de estudo in vitro é de extrema
importancia para a realizacdo de pesquisas cientificas voltadas para a caracterizacdo virale
desenvolvimento de protocolos efetivos de desinfecgdo bem como para a producéo de vacinas
(IWAMOTO et al., 2002). Além disso, os estudos com linhagens celulares sdo necessarios para
a investigacdo dos mecanismos de infeccdo, replicacdo e patogénese viral que ainda
permanecem obscuros para esse género viral (ZHANG et al., 2003).

Entretanto, o isolamento e a propagagdo do virus em cultivo celular ndo apresentam
bons indices de sucesso, pois 0 virus aparentemente apresenta uma seletividade com relacdo as
suas células hospedeiras (BORREGO et al., 2015; IWAMOTO et al., 2002).

O primeiro isolamento do virus da doenca de Lymphocystis foi descrito em células da
linhagem BF-2 (WOLF et al., 1966). Outros isolamentos do virus ocorreram em fibroblastos de
peixes da espécie Sparus aurata (Sparus aurata fibroblast - SAF-1) (ALONSO, 2007; PEREZ-
PIETRO et al., 1999). O efeito citopatico observado nas células de ambas as linhagens foi
semelhantes e caracterizou-se pela presenca de células arredondadas e aumentadas e a presenca
de células refratarias (GARCIA-ROSADO et al., 1999; PEREZ-PRIETO et al., 1999).

Em um estudo realizado foram testadas 39 linhagens celulares com a relacdo a
capacidade de propagacdo do LCDV; entretanto, apenas a linhagem celular HINAE (Hirame
Natural Embryo), oriunda de células embrionérias de peixe da espécie Paralichthys olivaceus
e com morfologia de fibroblastos, demonstrou-se eficiente na propagacéo do virus (IWAMOTO
et al., 2002). Isso demonstra que as células de origem fibroblasticas parecem ser a linhagem
celular de escolha para replicacdo do LCDV em cultivo celular (ALONSO et al., 2005).

Outras linhagens celulares descritas como susceptiveis a infecdo por Lymphocystivirus
incluem Grass carp ovary (GCO) (ZHANG et al., 2003), Grass carp kidney (GCK) (ZHANG
et al., 2003), Brown-marbled Grouper fin (bmGF-1) (WEI et al., 2009; WEI et al., 2010),
Cynoglossus Semilaevis Embryonic Cell (CSEC) (SHA et al., 2010), Brown-marbled Grouper
heart (omGH) (WEI et al., 2009), Stone flounder liver cells (SFL cells) (XU et al., 2011),
Cynoglossus Semilaevis Gonad Cell (CSGC) (ZHANG et al., 2011) e Tong Sole Head Kidney
Cell (TSHKC) (ZHENG et al., 2012) (BORREGO et al., 2015).
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3JUSTIFICATIVA

Os virus sdo seres abundantes no planeta Terra e, muitas vezes, as infecc¢des associadas
possuem um diagndstico dificil;dessa forma, o surgimento de virus causadores de doencas em
peixes representa uma ameaca grave a aquicultura mundial e & pesca de organismos aquaticos,
podendo causar grandes perdas econdmicas e prejuizos ecolégicos e sociais incalculaveis
(ALAVANDI; POORNIMA, 2012; WALKER; WINTON, 2010).

Entre as principais familias virais causadoras de enfermidades em peixes esta a familia
Iridoviridae e seus géneros Megalocytivirus, Ranavirus e Lymphocystivirus. O género
Megalocytivirus encontra-se mundialmente distribuido e acomete uma ampla variedade de
peixes de &4gua doce e salgada causando uma doenca de natureza sisttémica que, em caso de
surtos, pode promover a morte de 100% dos animais infectados (GO et al., 2006; MAO et al.,
1999; NOLAN et al., 2015). Por ser uma doenca que se caracteriza pela presenga de sinais
clinicos gerais e inespecificos e de dificil diagndstico, sua disseminagdo estd associada ao
intenso comércio internacional de organismos aquaticos que, na maioria das vezes, acontece de
forma descontrolada sem as devidas certificacfes de sanidade dos animais comercializados (GO
etal., 2006; MAO et al., 1999; NOLAN et al., 2015).

O género Lymphocystivirus afeta mais de 150 espécies de peixes, incluindo animais de
agua doce e salgada e, embora ndo esteja associado a altas taxas de mortalidade, compromete a
aparéncia do animal, reduzindo significativamente seu valor comercial principalmente quando
nos referimos aos peixes ornamentais. Além disso, os animais infectados apresentam uma
reducdo na taxa de crescimento e no ganho de peso e estdo mais susceptiveis a ocorréncia de
infeccdes secundarias por organismos oportunistas.

E importante ressaltar também que a emergéncia de doencas virais apresenta grandes
impactos negativos no ambito social e ambiental dos paises afetados, podendo levar a extingdo
espécies selvagens, incluindo aquelas que atuam como predadores naturais, causando
desequilibrios dos ecossistemas naturais do planeta (WALKER; WINTON, 2010).

Desse modo, é importante o conhecimento das diversas espécies virais presentes no
mundo e suas enfermidades associadas, mesmo em condi¢des de salde, realgando o papel de
reservatorios naturais das espécies cultivadas na aquicultura (ALAVANDI; POORNIMA,
2012).

Embora existam diversos isolados de Megalocytivirus e Lymphocystivirus descritos na
literatura, os dados sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do virus ainda sdo

limitados, devido a dificuldade de isolamento dos virus em cultivo celular, da demora na
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obtencdo de resultados e a baixa disponibilidade de linhagens celulares susceptiveis aos géneros
virais, dificultando assim a pesquisa e 0 desenvolvimento de formas efetivas de prevencdo e
controle (BORREGO et al., 2015; CIULLI et al., 2015; IWAMOTO et al., 2002; KAWATO et
al., 2020; SUBRAMANIAM et al., 2012).

Além disso, a descricdo da ocorréncia de infecgdes causadas por Megalocytivirus e
Lymphocystivirus em peixes brasileiros ainda é recente e est4 restrita ao diagnostico molecular
por PCR e a especies de peixes ornamentais (MAGANHA et al., 2019; MAGANHA et al.,
2018). Dessa forma, existe uma necessidade constante de estudos visando a caracterizacao das
estirpes brasileiras circulantes, permitindo-se assim um maior entendimento sobre a dispersao
desses agentes em territorio brasileiro

Neste contexto, fica claro a necessidade de maiores estudos para uma melhor
caracterizacdo fenotipica e genotipica dos género Megalocytivirus e Lymphocystivirus,
contribuindo para o potencial desenvolvimento de métodos de diagnostico mais rapidos e

intervencdes terapéuticas eficientes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Contribuir para um maior conhecimento acerca das estirpes de Megalocytivirus e
Lymphocystivirus que estdo circulando em peixes ornamentais brasileiros e suas propriedades
fisico-quimicas e morfoldgicas a fim de que futuramente possam ser propostas formas efetivas

de controle e prevencédo dessas viroses.

4.2 Objetivos especificos

a. Realizar oisolamento das estirpes virais de Megalocytivirus e Lymphocystivirus, obtidas
de peixes ornamentais do municipio de Sdo Paulo, em linhagens de células BF-2
(Bluegillfry ATCC® CCL-91);

b. Realizar a reconstru¢do filogenética para os isolados de Megalocytivirus e
Lymphocystivirus com base em fragmento do gene MCP;

c. Realizar a caracterizacdo fenotipica e de cinética de replicagdo do Megalocytivirus em
cultivo celular;

d. Realizar a caracterizagdo fenotipica e de cinética de replicacdo do Lymphocystivirus em

cultivo celular.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostras de tecido

5.1.1 Megalocytivirus

Para a realizagdo do isolamento viral de Megalocytivirus em cultivo celular foram
utilizadas 4 amostras de pool de tecidos (figado, baco e rins), provenientes de peixes
ornamentais das espécies Poecilia reticulata, Pygocentrus nattereri, Cyprinus carpio e
Carassius auratus. As amostras utilizadas nesse estudo eram positivas ao diagnostico molecular
para Megalocytivirus, sendo o resultado confirmado por sequenciamento de nucleotideos
(MAGANHA et al., 2018).

As amostras de peixes utilizadas para o isolamento eram provenientes de um
estabelecimento comercial da cidade de S&o Paulo e permaneceram armazenadas em freezer -
80°C até sua utilizacdo. O projeto em questdo foi aprovado Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — Universidade de Sdo Paulo, sob o nimero
de protocolo: 6782040416.

5.1.2 Lymphocystivirus

Para o isolamento viral do Lymphocystivirus em cultivo celular foi utilizada 1 amostra
proveniente de uma lesdo da nadadeira do peixe marinho da espécie Pomacanthus
xanthometopon. A amostra era positiva ao diagnostico molecular para esse género viral.

A amostra da lesdo utilizada para o isolamento foi enviada por um estabelecimento
comercial da cidade de S&o Paulo e permaneceu armazenada em freezer -80°C até sua
utilizacdo. O projeto em questdo foi aprovado Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos — Universidade de Sao Paulo, sob o nimero de protocolo:
6782040416.



47

5.2 Isolamento viral

5.2.1 Megalocytivirus

Para o isolamento viral de Megalocytivirus, utilizou-se o protocolo descrito pela OIE
(OIE, 2012) com algumas modificagdes.

Inicialmente foram preparadas placas de 24 pocos contendo 8 x 10* células BF-2/mL.
As monocamadas foram mantidas em meio de cultivo composto por MEM (Gibco®, Life
Technologies, EUA) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina
(Gibco®, Life Technologies, EUA), 1% de PenStrep (Gibco®, Life Technologies, EUA) e
2ug/mL de Fungizone® (Gibco®, Life Technologies, EUA) e incubadas em estufa a 25°C e 5%
CO2 por 48h.

Apbs 48h do preparo das placas, 30mg do pool de tecidos oriundos de peixes
ornamentais sabidamente positivos para Megalocytivirus foram macerados com um pistilo
estéril até a completa dissolu¢do em 500uL de meio de indculo composto por MEM (Gibco®,
Life Technologies, EUA), 2% PenStrep (Gibco®, Life Technologies, EUA) e 2ug/mL de
Fungizone® (Gibco®, Life Technologies, EUA). O contetido do cadinho foi entdo coletado com
o auxilio de uma pipeta, armazenado em microtubo estéril e mantido em gelo até sua utilizagéo.
A partir do indculo inicial, foram feitas diluicdes seriadas de 1:10 e 1:100 visando reduzir
possiveis contaminacBes e minimizar os efeitos citotdxicos.

As cavidades da placa (pogos) contendo as monocamadas de células foram inoculadas
com 100uL do indculo, sendo que para a inoculacdo de cada amostra foram utilizados 3 pocos:
um para a diluicdol:10 e dois para a diluicdo 1:100. As placas contendo o in6culo foram
incubadas em estufa a 25°C e 5% de CO: durante uma hora para a fase de adsor¢do das
particulas virais, sendo que a cada 15 minutos foram realizados movimentos circulares para
facilitar a adsorcdo. Apoés esse periodo, 900uL de meio de manuten¢do composto por MEM
(Gibco®, Life Technologies, EUA) suplementado com 2% de SFB, 1% de L-Glutamina
(Gibco®, Life Technologies, EUA), 1% de PenStrep (Gibco®, Life Technologies, EUA) e
2ug/mL  de Fungizone® (Gibco®, Life Technologies, EUA) foram adicionados as
monocamadas. Como controle negativo, ao invés do inéculo foramadicionados100uL de meio
de manutencéo.

Posteriormente, as placas inoculadas contendo a primeira passagem do inoculo viral
(P1) foram incubadas a 25°C e 5% de COg, por sete dias, sendo as mesmas monitoradas

diariamente para o aparecimento de efeito citopatico. Foi realizadalpassagem sucessiva, com
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intervalo de sete dias, utilizando 500 puL da passagem anterior, até o aparecimento do efeito
citopéatico para a amostra contendo pool de tecidos de peixe da espécie Poecilia reticulata,
sendo, portanto, o efeito citopatico observado na segunda passagem do indculo viral (P2).
Apds o aparecimento do efeito citopatico, uma garrafa de cultivo de 25cm? com filtro
(Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA) foi inoculada com 300uL da P2 do indculo viral. Apos 2
dias, observou-se o aparecimento de efeito citopatico; assim as células foram removidas e
congeladas a -80°C (Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA). Como controle negativo, uma
garrafa de cultivo de 25cm? com filtro, contendo monocamada de BF-2, foi inoculada com
300uL de meio de manutengédo. Foram realizadas 3 passagens sucessivas em garrafa de cultivo
de 25cm? com filtro (Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA), visando a aumentar o titulo viral
para a realizacdo dos ensaios subsequentes. A partir dessas inoculagdes, foram obtidas a terceira
passagem (P3), a quarta passagem (P4) e a quinta passagem (P5) do indculo viral. Para a
aquisicdo das imagens das culturas de celulas infectadas e do grupo controle, utilizou-se o

sistema de fotodocumentagdo Moticam S6 (Motic®, Hong Kong).

5.2.1 Lymphocystivirus

Para o isolamento viral de Lymphocystivirus, também se utilizou o protocolo descrito
pela (OIE, 2012) com algumas modificagdes.

Inicialmente foram preparadas placas de 24 pocos contendo 8 x 10* células BF-2/mL.
As monocamadas foram mantidas em meio de cultivo e incubadas em estufa a 25°C e 5% CO;
por 48h.

Apds 48h do preparo das placas, 30mg de uma lesdo oriunda de peixe ornamental,
sabidamente positivo para Lymphocystivirus, foram maceradas com um pistilo estéril até a
completa dissolu¢do em 500uL de meio de indculo. O conteudo do cadinho foi entdo coletado
com o auxilio de uma pipeta, armazenado em microtubo estéril e mantido em gelo até sua
utilizacdo. A partir do inoculo inicial, foram feitas diluicGes seriadas de 1:10 e 1:100 visando
reduzir possiveis contaminacgdes e minimizar os efeitos citotoxicos.

Os pocos contendo as monocamadas de células foram inoculados com 150ul do
inéculo, sendo que para a inoculacdo de cada amostra foram utilizados 3 pocos: um para a
diluicdo 1:10 e dois para a diluicdo 1:100. As placas contendo o in6culo foram incubadas em
estufa a 25°C e 5% de CO> durante uma hora para a fase de adsorcéo das particulas virais, sendo

que a cada 15 minutos foram realizados movimentos circulares para facilitar a adsorcao. Apos
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esse periodo, 850uL de meio de manuteng¢do foram adicionados as monocamadas. Como
controle negativo, no lugar do in6culo, foram adicionados 150puL de meio de manutengao.
Posteriormente, as placas inoculadas contendo a primeira passagem do inoculo viral
(P1) foram incubadas a 25°C e 5% de COg, por cinco dias, sendo monitoradas diariamente para
0 aparecimento de efeito citopatico. Apds quatro dias, observou-se a presenca a efeito citopatico
na diluicdo 1:10 e 1:100; dessa forma, o contetido dos pogos foi coletado e armazenado a -80°C,
sendo, portanto, o efeito citopatico observado na primeira passagem do inéculo viral (P1).
Apds o aparecimento do efeito citopatico, uma garrafa de cultivo de 25cm? com filtro
(Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA) foi inoculada com 300uL da P1 do indculo viral. Apos 6
dias, observou-se o0 aparecimento de efeito citopatico; dessa forma, as células foram removidas
e congeladas a -80°C (Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA). Como controle negativo, uma
garrafa de cultivo de 25cm? com filtro contendo monocamada de BF-2 foi inoculada com 300uL

de meio de manutencao.

5.3 Extracdo de DNA

5.3.1 Megalocytivirus

A extracdo de DNA foi realizada a partir da quinta passagem (P5) do inéculo viral
utilizando o kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as instru¢des do
fabricante. Ao final, o DNA foi eluido em 30uL de tampdao AE e quantificado por
espectrofotometria (DS-11, DeNovix, EUA).

5.3.2 Lymphocystivirus

A extracdo de DNA foi realizada a partir da segunda passagem (P2) do indculo viral de
Lymphocystivirus utilizando o kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as
instrucGes do fabricante. Ao final, o DNA foi eluido em 40uL de tampdo AE e quantificado por
espectrofotometria (DS-11, DeNovix, EUA).
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5.4 PCR para confirmagéo do isolamento e identificacdo do isolado
5.4.1 Primers
5.4.1.1 Megalocytivirus
Para a reacdo de PCR visando a amplificacdo do gene MCP de Megalocytivirus foram
utilizados 2 pares de primers (MV-F/MV-R e nMV-F/nMV-R), de acordo com Choi et al.

(2006). Os primers utilizados encontram-se descritos no quadro 1.

Quadro 1 -Primers utilizados na obtencdo de produtos de PCR relativos ao gene MCP de
Megalocytivirus

Nome Orientacéo Sequéncia (5'-3") Produto (pb)
MV-F Senso ATGTCTGCAATCTCAGGTG 1.3622
MV-R Antissenso TTACAGGATAGGGAAGCCTGC '

nMV-F Senso CACCGCAACGTGCAAAGCAA

3697
nMV-R Antissenso TTGACTGCAATAACGACCAGTTCAAAC

a4CHOI, S. K. et al. Organ distribution of red sea bream iridovirus (RSIV), DNA in asymptomatic
yearling and fingerling rock bream (Oplegnathus fasciatus) and effects of water temperature on
transmission of RSIV into acute phase. Aquaculture, Amsterdam, v. 256, p. 23-26, 2006.

5.4.1.2 Lymphocystivirus

Para a reacdo de PCR visando a amplificacdo do gene MCP de Lymphocystivirus foram
utilizados 4primerssendo trés senso (LCDVGI, LCDV Gll e LCDV Glll) e um antissenso
(LCDV R), de acordo com Choi et al. (2006) (Quadro 2).

Apos a confirmacdo do isolamento, visando a amplificacdo de um fragmento maior do
gene MCP para posterior realizacdo do sequenciamento de nucleotideos, outros 3 primers,
sendo um senso (LCDV-F1) e dois antissenso (LCDV-R1 e LCDV-R2), foram desenhados no
programa PrimerDesign-M (BRODIN et al., 2013; YOON; LEITNER, 2014). Os primers

desenhados encontram-se descritos no Quadro 3.



51

Quadro 2 - Primers utilizados na obtencdo de produtos de PCR relativos ao gene MCP de
Lymphocystivirus

Nome Orientacao Sequéncia (5" - 3") Produto (bp)
LCDV GI Senso TTAGATTATTGGGCAGCGTT 341°
LCDV Gl Senso TYGATTCCAAYGGTCAATTA 250°
LCDV GllI Senso AGGAAATAACAACCGTATGAATGCA 468°
LCDV-R Antissenso GTAATCCATACTTGHACRTC

®Fonte: KITAMURA, S.; JUNG, S. J.; OH, M. J. Differentiation of lymphocystis disease virus genotype
by multiplex PCR. The Journal of Microbiology, Seoul, v. 44, p. 248-253, 2006.

Quadro 3 - Primers desenhados utilizados para a obtencdo de produtos de PCR relativos ao gene MCP
de Lymphocystivirus

Nome Orientacao Sequéncia (5' - 3") Produto (bp)
LCDV F1 Senso CCHTTACCKTATTTCTTTTC
LCDV R1 Antissenso CCWCCAAAATAATAWGGTTG 542
LCDV R2 Antissenso AATATTCRCTRCCCATTTC 512

Fonte: Primers desenhados na presente investigacéo de autoria de MAGANHA, S. R. L.

5.4.2 PCR e nested-PCR

5.4.2.2 Megalocytivirus

O kit GoTag® Colorless Mastermix 2X (PROMEGA, EUA) foi utilizado para as reacoes
de PCR, de acordo com as recomendacfes do fabricante. Em sintese, em tubos estéreis de
0,2mL foi adicionado um mix contendo 8,5uL de agua livre de nucleases, 1uL. do primer senso
especifico (MV-F ou nMV-F) a 10uM, 1uL do primer antissenso especifico (MV-R ou nMV-
R)a 10uM e 12,5uL de GoTaqg® Colorless Mastermix 2X, totalizando 23uL em cada microtubo.
Posteriormente, foram adicionados individualmente 2ul. do DNA extraido a partir das células
BF-2 contendo o isolado viral. Como controle negativo, foram adicionados 2ulL de agua livre
de nucleases ao invés do DNA, além de controle com células ndo infectadas. Os microtubos
foram homogeneizados individualmente e colocados no termociclador (Swift™ MaxPro
Thermal Cycler, Esco Technologies Inc., EUA). Para a primeira reacdo visando & amplificacdo
do fragmento de 1.362pb, o protocolo de termociclagem utilizado incluiu: incubacéo inicial a
95°C por 1min, e, em seguida, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 1

minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com uma extenséo final a 72°C por 5 minutos, conforme
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recomendacdes da (OIE, 2012). O mesmo protocolo de termociclagem foi utilizado para a
amplificacdo do fragmento de 369pb (nested-PCR), conforme recomendado por (OIE, 2012).
A partir do produto do nested-PCR para Megalocytivirus foi realizada a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampéao Tris-Acetato/EDTA (TAE 1X), incluindo-se padrdo de
tamanho molecular de 100pb (GE Healthcare, EUA). Ap6s o término da corrida eletroforética,
o gel foi corado por imersdo em solucdo de SYBR®Gold nucleic acid gel stain por 20 minutos
(Life Technologies™/Thermo Fisher Scientific, EUA) e observado a luz UV, utilizando-se
sistema de fotodocumentacéo L-Pix ST e software L-Pix Image (Loccus Biotecnologia, Brasil)

para aquisicéo de fotos.

5.4.2.2 Lymphocystivirus

A reagdo de PCR visando a amplificacdo de um fragmento do gene MCP de
Lymphocystivirus foi realizada utilizando o kit GoTag® Colorless Mastermix 2X (PROMEGA,
EUA), de acordo com as recomendac6es do fabricante. Em sintese, em tubos estéreis de 0,2mL
foi adicionado um mix contendo 0,5uL. de agua livre de nucleases, 2ul do primer senso
especifico LCDV-GI,2uL. do primer senso especifico LCDV-GII, 2ul. do primer senso
especifico LCDV-GlIIe 2uL do primer antissenso especifico LCDV-R, todos a 10uM e 12,5uL
de GoTag® Colorless Mastermix 2X, totalizando 21uL em cada microtubo. Posteriormente,
foram adicionados individualmente 4uL. do DNA extraido a partir das células BF-2 contendo o
isolado viral. Como controle negativo foram adicionados 2ul. de DNA obtido a partir de
controle de células (ndo infectadas). Os microtubos foram homogeneizados individualmente e
colocados no termociclador (Swift™ MaxPro Thermal Cycler, Esco Technologies Inc., EUA).
O protocolo de termociclagem utilizado para amplificacdo dos fragmentos de 341pb, 250pb e
468pb incluiu: incubacdo inicial a 95°C por 3min, e, em seguida, 30 ciclos de 95°C por 1 minuto,
anelamento a 58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com uma extensao final a
72°C por 5 minutos conforme Kitamura, Jung e Oh (2006).

A reacéo de PCR visando a amplificagdo dos fragmentos de 542pb e 512pb relativos a
ao gene MCP foi realizada utilizando o kit GoTag® Colorless Mastermix 2X (PROMEGA,
EUA), de acordo com as recomendac6es do fabricante. Em sintese, em tubos estéreis de 0,2mL
foi adicionado um mix contendo 6,5uL de agua livre de nucleases, 1uL do primer senso F1,1uL
do primer antisenso especifico (LCDV R1 ou LCDV R2), todos a 10uM ¢ 12,5uL de GoTaq®
Colorless Mastermix 2X, totalizando 21ul. em cada microtubo. Posteriormente, foram

adicionados individualmente 4uL. do DNA extraido a partir das células BF-2 contendo o isolado
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viral. Como controle negativo, foram adicionados 2uL. de DNA obtido a partir de controle de
células (ndo infectadas). Os microtubos foram homogeneizados individualmente e colocados
no termociclador (Swift™ MaxPro Thermal Cycler, Esco Technologies Inc., EUA). O
protocolo de termociclagem utilizado para amplificacdo dos fragmentos de 542pb e 512pb
incluiu: incubacéo inicial a 95°C por 1 minuto, e, em seguida, 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, anelamento a 45°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com uma extensédo
final a 72°C por 5 minutos.

A partir do produto de PCR para Lymphocystivirus foi realizada a eletroforese em gel
de agarose a 1,5% em tampdo Tris-Acetato/EDTA (TAE 1X), incluindo-se padréo de tamanho
molecular de 100pb (GE Healthcare, EUA). Ap6s o término da corrida eletroforética, o gel foi
corado por imersdo em solucdo de SYBR®Gold nucleic acid gel stain por 20 minutos (Life
Technologies™/Thermo Fisher Scientific, EUA) e observado a luz UV, utilizando-se sistema
de fotodocumentagéo L-Pix ST e software L-Pix Image (Loccus Biotecnologia, Brasil) para

aquisicao de fotos.

5.4.3 Sequenciamento de nucleotideos

Para o envio dos produtos de PCR obtidos para sequenciamento, foi realizada a extracéo
dos fragmentos de DNA dos géis de agarose utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (PROMEGA, EUA), segundo as recomendacdes do fabricante. O fragmento do gel
de agarose foi excisado do gel de agarose por meio de uma lamina de vidro estéril e foi
acondicionado em microtubo estéril de 1,5mL. Em seguida, o fragmento foi pesado em balanga
analitica, uma vez que, de acordo com o protocolo, para cada 10mg do gel de agarose deve-se
acrescentar um volume de 10uL de Membrane Binding Solution (PROMEGA, EUA). A
amostra foi entdo incubada na temperatura de 50°C, sendo submetida a homogeneizagdo em
vortex a cada 5 minutos até a completa dissolucdo do fragmento de gel. Na sequéncia, a amostra
foi transferida para uma coluna com membrana de silica acoplada em tubo coletor e incubada
por 1 minuto na temperatura ambiente. Posteriormente, a coluna acoplada ao tubo coletor foi
submetida a centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto e o contetdo do tubo coletor foi
descartado. Procedeu-se entdo a lavagem da membrana de silica; para tanto, foram adicionados
700uL. de Membrane Wash Solution na coluna, submetendo-a novamente a centrifugacao a
16.000 x g durante 1 minuto; novamente o eluato foi descartado e a coluna colocada no tubo
coletor. Procedeu-se entdo uma segunda lavagem da membrana de silica; para tanto, foram

adicionados 500uL de Membrane Wash Solution na coluna, submetendo-a novamente a
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centrifugagdo a 16.000 x g por 5 minutos; novamente o contetdo do tubo coletor foi descartado.
A coluna vazia foi submetida a centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto para evapora¢do do
etanol residual. Por fim, o DNA foi eluido com 50uL de Nuclease Free Water em microtubo
estéril de 1,5mL, deixando-se, inicialmente, a coluna em repouso, apos a adi¢do do eluente, em
temperatura ambiente por 1 minuto, sendo, na sequéncia, submetida a centrifugacéo por 16.000
x g, durante 1 minuto, em temperatura ambiente. O DNA obtido apds a extracdo foi
quantificado, em nanograma/microlitro (ng/uL), por espectrofotometria (DS-11/DS-11 +
Spectrophotometer, DeNovix, EUA), segundo a razdo de absorbancia Azeo/Azso. O DNA
purificado, juntamente com os primers, foi enviado para sequenciamento de nucleotideos na
empresa Helixxa localizada na cidade de Paulinia/SP, sendo utilizada a plataforma Applied
Biosystems® 3500 Genetic Analyzer para realizacdo do sequenciamento. O mesmo protocolo

de sequenciamento descrito acima foi utilizado para ambos os isolados virais.

5.5 Andlise Filogenética

5.5.1 Megalocytivirus

O programa BLAST verséo 2.0 (ALTSCHUL et al., 1997) foi utilizado na pesquisa de
similaridade entre as sequéncias obtidas neste estudocom outras sequéncias relativas ao gene
MCP de Megalocytivirus descritas na literatura. O programa ClustalW versdo 1.4 (THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON, 1994), implementado no programa BioEdit Sequence Alignment Editor
versdo 7.0.2 (HALL, 1999) foi utilizado para a edicdo e o alinhamento multiplo das sequéncias
nucleotidicas obtidas utilizando-se, para tanto, dos parametros em default. O programa MEGA
versdao 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) foi utilizado para a realizacdo das
reconstrugdes filogenéticas através do método Maximum likelihood (ML), aplicando suporte
nodal de bootstrap para 1000 pseudo-réplicas (HILLS; BULL, 1993). Para a reconstrucdo
filogenética, foram utilizadas outras sequéncias de Megalocytivirus depositadas no GenBank,
conforme indicado no quadro 4.
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Quadro 4 — Sequéncias nucleotidicas de Megalocytivirus utilizadas para reconstrugdo filogenética com

indicacdo do genotipo, numeros de acesso no GenBank, isolado e pais de origem.

Gendtipo 1 - Infectious spleen and kidney necrosis iridovirus

N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AF371960 ISKNV China Siniperca chuatsi Completo He et al., 2001
AY285744 DGIV Malasia Colisa lalia Parcial Sudthongkong et al., 2002
AY989901 DGIV-2004 Japdo Colisa lalia Parcial Go et al., 2006
AY285745 ALIV Indonésia  Aplocheilichthys normani Parcial Sudthongkong et al., 2002
AY936203 MCIV Austrélia Maccullochella peelii Parcial Go et al., 2006

Genotipo 2 - Red seabream iridovirus (RSIV)

N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AY532606 RBIV-KOR-TY1 Coréia Oplegnathus fasciatus Completo Do et al., 2004
AY532607 RBIV-KOR-TY3 Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY532608 RBIV-KOR-TY4 Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY532609 RBIV-KOR-GJ Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY532610 RBIV-KOR-1Y Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY532612 RSIV-KOR-TY  Coréia Pagrus major Parcial Do et al., 2004
AY532613  SBIV-KOR-TY  Coréia Lateolabrax japonicus Parcial Do et al., 2004
AY532614 RBIV-KOR-TY  Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY533035 RBIV-KOR-TY2 Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY894343 osGlv China Epinephelus coioides Completo Ll et al., 2005
AY285746 GSDIvV Tailandia Epinephelus tauvina Parcial Sudthongkong et al., 2002
AY310918 RSIV Japéo Pagrus major Parcial Sudthongkong et al., 2002
EU315313 GSIv Taiwan Lates calcarifer Parcial Wen et al., 2008
AB109371 RSIV Japéo Pagrus major Parcial Sudthongkong et al., 2002
AB109372 SBIV China Lateolabrax sp. Parcial Sudthongkong et al., 2002

Gendtipo 3 - Turbot reddish body iridovirus (TRBIV)

N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AY590687 TRBIV China Scophthalmus maximus Parcial Shietal., 2010
AY532611 RBIV-KOR-CS  Coréia Oplegnathus fasciatus Parcial Do et al., 2004
AY633987 FLIV-EJ Coréia Paralichthys olivaceus Parcial Do et al., 2005
AY633988 FLIV-JJ Coréia Paralichthys olivaceus Parcial Do et al., 2005
AY633991 FLIV-JHJ Coréia Paralichthys olivaceus Parcial Do et al., 2005
EU276417 OFLIV-1 Coréia Paralichthys olivaceus Parcial Né&o publicado
GQ273492 TRBIV China Scophthalmus maximus Completo Shi etal., 2010

Fonte: Propria autoria.

5.5.2 Lymphocystivirus

A pesquisa de similaridade entre as sequéncias obtidas neste estudo com outras

sequéncias relativas ao gene MCP de Lymphocystivirus descritas na literatura foi realizada no
programa BLAST versdo 2.0 (ALTSCHUL et al., 1997). A edicao e o alinhamento multiplo das
sequéncias nucleotidicas obtidas foi realizada no programa BioEdit Sequence Alignment Editor
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versdo 7.0.2 (HALL, 1999) utilizando-se, para tanto, dos parametros em default. A reconstrucao
filogenética foi realizada no programa MEGA versdo 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA,

2016) através do método Maximum likelihood (ML), aplicando suporte nodal de bootstrap para

1000 pseudo-réplicas (HILLS; BULL, 1993). Para a reconstrucdo filogenética, foram utilizadas

outras sequéncias de Megalocytivirus depositadas no GenBank, conforme indicado no quadro 5.

Quadro 5 — Sequéncias nucleotidicas de Lymphocystivirus utilizadas para reconstrucao filogenética com
indicacdo do genotipo, numeros de acesso no GenBank, isolado e pais de origem.

Genétipo 1
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
L63545 LCDV-1 China Paralichthys flesus Completo Tidona; Darai, 1997
Genétipo 2
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AY380826 LCDV-C China Paralichthys olivaceus Completo Zhang et al., 2004
AB213000 JFO3ShinJi Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AB212998 JFO3Yoshi Japéo Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AB212997 JFOOKuma Japéo Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AB213003 JFO4Jedu Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AB213002  JFO3GunNeB  Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AB213001  JFO3GunNeA  Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AB212999 JFOOYosu Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006a
AY849391 JF Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kim; Lee, 2007
AY297741 KLDV-1 Coréia  Paralichthys olivaceus Completo Kim; Lee, 2007
AY303804 LCDV-K1 Coréia  Paralichthys olivaceus Parcial Kim; Lee, 2007
Gendtipo 3
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AB213004 RF0O3Yosu Coréia Sebastes schlegeli Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006
AB213005 RF04Yosu Coréia Sebastes schlegeli Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006
AB213006 RFO4JinJu Coréia Sebastes schlegeli Parcial Kitamura; Jung; Oh, 2006
Gendtipo 4
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
EF103188 LCDV-RC China  Rachycentron canadum Parcial Fu etal., 2007
AB247938 SB98Yosu Coréia Dicentrarchus labrax Parcial Kitamura et al., 2006
EF059992 RC China  Rachycentron canadum Parcial N&o publicado
EF378607 RC-Taiwan Taiwan  Rachycentron canadum Parcial Né&o publicado
Gendtipo 5
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AB299163 PGF05 Coréia Parambassis ranga Parcial Hossain et al., 2008
Gendtipo 6
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
AB299164 PG06 Coréia Trichogaster leeri Parcial Hossain et al., 2008
Gendtipo 7
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
EF184306 LCDV-ASEilat Israel Sparus aurata Parcial Kvitt et al., 2008
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GU320736 SSE20 Espanha Solea senegalensis Parcial Cano et al., 2010
GU320739 SA24 Franca Sparus aurata Parcial Cano etal., 2010
GU320733 SA16 Espanha Sparus aurata Parcial Cano et al., 2010
GU320737 SA22 Franca Sparus aurata Parcial Cano etal., 2010
GU320732 SAl4 Espanha Sparus aurata Parcial Cano et al., 2010
GU320730 SA12 Espanha Sparus aurata Parcial Cano etal., 2010
GU320725 SA5 Espanha Sparus aurata Parcial Cano et al., 2010
GU320726 SA6 Espanha Sparus aurata Parcial Cano etal., 2010
GU320735 SA19 Espanha Sparus aurata Parcial Cano et al., 2010
Gendtipo 8
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
GU290550  Leetown NFH USA Micropterus salmoides Parcial Cano et al., 2010
Gendtipo 9
N° de Acesso Sigla Origem Hospedeiro Genoma Referéncia
GU939626 YP1 Canada Perca flavescens Parcial Palmer et al., 2012

Fonte: Prépria autoria.

5.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

5.6.1 Megalocytivirus

A amostra, ap06s confirmacdo do isolamento viral por sequenciamento nucleotidico, foi
enviada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo para a
realizacdo da caracterizacdo morfologica das particulas virais por meio da técnica de
microscopia eletronica de transmisséo. Para isso, uma garrafa de cultivo de 25cm? com filtro
(Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA), contendo monocamada de células BF-2, foi inoculada
com 150uL da PS5 do inoculo viral de Megalocytivirus, completando-se o volume para 5mL
com meio de manutencdo. Posteriormente, a garrafa foi incubada em estufa a 5% de CO: e
25°C e monitorada diariamente até o aparecimento do efeito citopatico. Apos 24h de incubacéo,
observou-se o arredondamento celular e a morte de vérias células caracterizando o inicio do
efeito citopético; entdo, 0 meio juntamente com as células foram removidos, acondicionados
em falcon estéril de 15mL e centrifugados a temperatura ambiente a 500 xg por 5 minutos.
Apos a centrifugacdo, o pellet formado foi fixado a temperatura ambiente em 500uL de solugdo
composta por glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato 0,1 M pH 7,4 por 2 horas.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 500xg por 5 minutos, a temperatura ambiente, e 0

sobrenadante foi desprezado. O pellet formado foi lavado com 500 puLL em tamp&o cacodilato
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0,1 M, pH 7.4 e novamente a amostra foi centrifugada, a temperatura ambiente, a 500 x g por
5 minutos. Esse processo de lavagem foi repetido por mais 2 vezes, totalizando 3 lavagens.

A amostra refrigerada foi entdo enviada para a Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto
— Universidade de S&o Paulo para o preparo das laminas e leitura no microscopio eletrénico de
transmisséao (Jeol JEM- 100 CXI1), equipado com camera digital Hamamatsu ORCA-HR.

No Laboratério Multiusuario de Microscopia Eletrénica da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, a amostra foi pos-fixada em tetroxido de 6smio
2% a 4°C, por 2 horas. Posteriormente, foram realizadas desidratacfes de 10minutos cada em
solugdes contendo concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 95%). A
desidratacdo final foi feita em acetona absoluta e foi constituida de 2 ciclos de 20minutos de
duracdo cada. As células foram entdo infiltradas, a temperatura ambiente, em resina epoxi e
acetona 100% (proporg¢éo 1:1) por 24 horas. A incluséo foi realizada em estufa a 60°C, por 72
horas, em moldes de resina epoxi (Araldite®). Cortes ultrafinos foram realizados com
microtomo, montados em laminas e contrastados. A lamina preparada foi visualizada em
microscopio eletrbnico de transmissdao (Jeol JEM- 100 CXII), utilizando a camera digital

Hamamatsu ORCA-HR para a aquisicdo das fotos.

5.7 Determinacéo do titulo viral (TCIDso.ml?)

5.7.1 Megalocytivirus

Para a determinacéo do titulo viral (TCIDso.ml) foram preparadas 2 placas de 96 pogos
(Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA), contendo 1,5 x 10* células BF-2/ml. As placas
preparadas foram mantidas em meio de cultivo e incubadas em estufa a 25°C e 5% por 24h.
Apos esse periodo, foram preparadas 8 diluigdes seriadas (10 a 10-%) em meio de manutencéo,
a partir da terceira passagem (P3) do indculo viral de Megalocytivirus. As diluicGes foram
mantidas em gelo até serem utilizadas. Apoés a retirada do meio de cultivo, cada coluna da placa
(8 pocos) foi inoculada com 50uLda diluicdo correspondente, sendo o procedimento descrito
anteriormente realizado também para a segunda placa. Posteriormente, as placas contendo o
indculo viral foram incubadas em estufa a 25°C e 5% de CO2 por uma hora visando a adsor¢éo
das particulas virais, sendo realizados movimentos circulares a cada 15 minutos. Apds 1h, em
cada pogo da placa foram adicionados 50uL de meio de manutengdo. Como controle negativo,

foram adicionados100ul. de meio de manutencdo em 2 colunas de cada uma das placas
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totalizando 32 pocos. As placas contendo o inoculo foram entdo incubadas a 25°C e 5% de
CO2e¢ a leitura realizada no sétimo dia de incubagdo. O célculo proposto por Reed e Muench
(1938) foi utilizado para determinar a TCIDso.ml.

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado para a obtencédo do titulo viral da
quinta passagem (P5) do inoculo viral de Megalocytivirus, pois nos ensaios de caracterizacao

viral descritos a seguir foi utilizada esta passagem.

5.7.2 Lymphocystivirus

O mesmo procedimento descrito no item 5.7.1 foi realizado para a obtencdo do titulo
viral da primeira passagem (P1l) e da segunda passagem (P2) do inoculo viral de
Lymphocystivirus, sendo que para a realizacdo dos ensaios de caracterizacdo viral foi utilizada

a segunda passagem (P2).

5.8 Sensibilidade ao descongelamento

5.8.1 Megalocytivirus

Foram estudadas alteracfes no titulo viral de Megalocytivirus ap6s congelamento e
descongelamento a -80°C e a -20°C. Para verificar a sensibilidade apds congelamento a -80°C,
uma aliquota de 1 ml da quinta passagem (P5) do indculo viral de Megalocytivirus foi congelada
a -80°C e descongelada por 3 vezes. Posteriormente a aliquota foi titulada em duplicata
conforme protocolo descrito no item 5.7.1.

Para verificar se ocorrem alteracfes no titulo viral ap6s o congelamento a -20°C uma
aliquota de 1 ml da quinta passagem (P5) do in6culo viral de Megalocytivirus foi congelada a -
20°C e descongelada por 3 vezes. Posteriormente a aliquota foi titulada em duplicata conforme
protocolo descrito no item 5.7.1.
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5.8.2 Lymphocystivirus

Foram estudadas alterac6es no titulo viral apos congelamento e descongelamento a
-80°C e a -20°C. Para verificar a sensibilidade apds congelamento a -80°C, uma aliquota de
100uL da primeira passagem (P1) do in6culo viral de Megalocytivirus foi congelada a -80°C e
descongelada por 3 vezes. Posteriormente a aliquota foi titulada em duplicata conforme
protocolo descrito no item 5.7.1.

Para verificar se ocorreram alteracdes no titulo viral apds o congelamento a -20°C, uma
aliquota de 100uL da segunda passagem (P2) do indéculo viral de Lymphocystivirusfoi
congelada a -20°C e descongelada por 3 vezes. Posteriormente a aliquota foi titulada em
duplicata conforme protocolo descrito no item 5.7.1.

5.9 Susceptibilidade ao éter

5.9.1 Megalocytivirus

Para a realizacdo do teste de susceptibilidade a solvente lipidico, a fim de determinar a
presenca ou ndo de uma membrana lipidica na particula viral, ImL de éter etilico grau analitico
foi adicionado a 2mL da quinta passagem do inéculo viral. Como controle negativo, 1 mL de
éter foi adicionado a 2mL de meio de manutencgdo. As solugdes foram entdo homogeneizadas,
incubadas a 4°C por 18h e posteriormente tituladas em duplicatas conforme protocolo descrito
no item 5.7.1. O procedimento descrito acima foi realizado de acordo com o protocolo descrito
por Speare e Smith (1992).

5.9.2 Lymphocystivirus

Para a realizacdo do teste de susceptibilidade a solvente lipidico para o isolado brasileiro
de Lymphocystivirus, foi utilizado o protocolo descrito por Speare e Smith (1992) com algumas
modificagdes. Para isso,50uL de éter etilico grau analitico foi adicionado a 100uL da segunda
passagem (P2) do indculo viral de Lymphocystivirus. Como controle negativo, 50uL de éter foi
adicionado a 100uL de meio de manutencdo. As solugdes foram entdo homogeneizadas,
incubadas a 4°C por 18h e posteriormente tituladas em duplicatas conforme protocolo descrito
no item 5.7.1.
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5.10 Susceptibilidade ao cloroférmio

5.10.1 Megalocytivirus

Para o teste de sensibilidade ao cloroférmio foi utilizado o protocolo descrito por Alonso
et al. (2005), com algumas modifica¢des. Para isso, 200uL de cloroférmio grau analitico foi
misturado a 200uLlL da quinta passagem do inoculo viral de Megalocytivirus. Como controle
negativo, 200uL de cloroférmio foi adicionado a 200uL de meio de manuteng@o. As solugdes
foram entéo incubadas a 25°C por 1 hora, centrifugadas a 100 x g por 10 minutos e a fase
aquosa foi coletada. Posteriormente, a fase aquosa foi titulada em duplicata conforme protocolo

descrito no item 5.7.1.

5.10.2 Lymphocystivirus

Para o teste de sensibilidade ao cloroférmio foi utilizado o protocolo descrito por Alonso
et al. (2005), com algumas modifica¢des. Para isso, 100uL de cloroférmio grau analitico foi
misturado a 100uL da segunda passagem (P2) do indculo viral de Lymphocystivirus. Como
controle negativo, 100uL de cloroférmio foi adicionado a 100uL de meio de manutengdo. As
solugdes foram entdo incubadas a 25°C por 1 hora, centrifugadas a 100 x g por 10 minutos e a
fase aquosa foi coletada. Posteriormente, a fase aquosa foi titulada em duplicata conforme

protocolo descrito no item 5.7.1.

5.11 Susceptibilidade a luz ultravioleta

5.11.1 Megalocytivirus

O teste de sensibilidade a luz ultravioleta foi realizado segundo o protocolo descrito por
Iwamoto et al. (2002) com algumas modifica¢fes. Para isso, uma aliquota de 200uL da quinta
passagem (P5) do indculo viral de Megalocytivirus foi distribuida num poco (4 cm de diametro
e 2 cm de profundidade) de uma placa de 6 pogos (Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA). A
suspensdo viral foi irradiada com luz ultravioleta por 15 minutos. Posteriormente a aliquota foi

titulada em duplicata conforme protocolo descrito no item 5.7.1.
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5.11.2 Lymphocystivirus

O teste de sensibilidade a luz ultravioleta foi realizado segundo o protocolo descrito por
Iwamoto et al. (2002) com algumas modificacdes. Para isso, uma aliquota de 200uL da segunda
passagem (P2) do indculo viral de Lymphocystivirus foi distribuida num poco (4 cm de diametro
e 2 cm de profundidade) de uma placa de 6 pogos (Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA). A
suspensdo viral foi irradiada com luz ultravioleta por 15 minutos. Posteriormente a aliquota foi

titulada em duplicata conforme protocolo descrito no item 5.7.1.

5.12 Sensibilidade ao calor

5.12.1 Megalocytivirus

Foram estudadas alteracdes nos titulos virais da quinta passagem do inoculo viral de
Megalocytivirus nas temperaturas 16°C, 25°C, 37°C e 56°C, segundo o protocolo descrito por
Speare e Smith (1992) com algumas modificagdes. Para cada temperatura, microtubos de
1,5mL contendo 1mL da quinta passagem do in6culo viral (P5) foram incubados por 6h em
banho seco na temperatura desejada. Como controle negativo, ImL de meio de manutencéo foi
incubado na mesma temperatura do inoculo. Posteriormente as amostras foram tituladas em

duplicatas conforme protocolo descrito no item 5.7.1.

5.12.2 Lymphocystivirus

Foram estudadas alteragdes nos titulos virais nas temperaturas 16°C, 25°C, 37°C e 56°C,
segundo o protocolo descrito por Speare & Smith (1992) com algumas modificagdes. Para cada
temperatura, microtubos de 0,2 mL contendo 100uL da segunda passagem do inoculo viral (P2)
foram incubados por 6h em banho seco na temperatura desejada. Como controle negativo,
aliquota de 100uL de meio de manutengdo foi incubada na mesma temperatura do indculo.
Posteriormente as amostras foram tituladas em duplicatas conforme protocolo descrito no item
5.7.1.
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5.13 Susceptibilidade a diferentes pHs

5.13.1 Megalocytivirus

Foram estudadas altera¢fes nos titulos virais nos pHsl, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11 e 12 de
acordo com o protocolo descrito por Speare e Smith (1992). Foi testado também o pH do meio
que € 7,8. Para isso, foram preparadas solu¢fes de HCI 1M e NaOH 10M que foram adicionadas
ao meio de manutencao, a fim de se obter os valores de pH desejados. Posteriormente, 500uL
da quinta passagem do indculo viral (P5) foram adicionados a 5mL da solugéo teste que se
encontrava no pH desejado. As solugdes foram entdo homogeneizadas e incubadas a 25°C por
1h. Apds 1h, 500uL da solugdo anterior foram pipetados em 4,5mL de meio de manutencao e
o pH foi neutralizado. Como controle negativo, foi utilizado o mesmo procedimento descrito
anteriormente; contudo, utilizou-se meio de manutencdo ao invés do inoculo. Posteriormente,

as amostras foram tituladas em duplicatas conforme protocolo descrito no item 4.8.

5.13.2 Lymphocystivirus

Foram estudadas alteracdes nos titulos virais nos pHs 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 de acordo
com o protocolo descrito por Speare e Smith (1992). Foi testado também o pH do meio que é
7,8. Para isso, foram preparadas solu¢bes de HCl 1M e NaOH 10M que foram adicionadas ao
meio de manutenc&o, a fim de se obter os valores de pH desejados. Posteriormente, 100uL da
segunda passagem do indculo viral (P2) foram adicionados a 900uL da solugdo teste que se
encontrava no pH desejado. As solugdes foram entdo homogeneizadas e incubadas a 25°C por
1h. Apo6s 1h, o pH foi neutralizado. Como controle negativo, foi utilizado o mesmo
procedimento descrito anteriormente; contudo, utilizou-se meio de manutencdo ao invés do
indculo. Posteriormente as amostras foram tituladas em duplicatas conforme protocolo descrito

no item 4.8.
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5.14 Curva de Replicacéo

5.14.1 Megalocytivirus

Para a realizacdo da curva de replicacdo viral foram preparadas placas de 24 pocos
(Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA), contendo 8 x 10* células BF-2/ml. As placas foram
mantidas em meio de cultivo e incubadas em estufa a 25°C e 5% de COz por 24h. Apés 24h de
incubacdo, 200uL da quinta passagem (P5) do inoculo viral foi diluido em 1,8mL de meio de
manutencdo e 16 pocos da placa (dois para cada tempo) foram infectados com 100uL da
solucdo. Apo6s a inoculacédo, as placas foram mantidas em estufa a 25°C e 5% de COgzpor 1h
para a adsorgéo das particulas virais, sendo realizados movimentos circulares a cada 15 minutos
para facilitar homogeneizacdo. Posteriormente, 900uL. de meio de manutengdo foram
adicionados a cada um dos pogos. Como controle negativo, para cada tempo estudado foi
adicionado 1mL meio de manutencdo ao pogo correspondente. O conteldo dos pocos foi
coletado diariamente em duplicata nos tempos 12h, 24h, 36h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h apods
inoculacdo e mantidos a -80°C. Posteriormente, as aliquotas foram descongeladas e tituladas,

de acordo com o protocolo descrito no item 5.7.1.

5.14.2 Lymphocystivirus

Para a realizagcdo da curva de replicacdo viral foram preparadas placas de 24 pocos
(Corning®, Sigma-Aldrich Co., EUA) contendo 8 x 10* células BF-2/ml. As placas foram
mantidas em meio de cultivo e incubadas em estufa a 25°C e 5% de CO. por 24h. Apos 24h de
incubagdo, 12 pogos da placa (dois para cada tempo) foram infectados com 250uL. da segunda
passagem do indculo viral (P2). Apds inoculagdo, as placas foram mantidas em estufa a 25°C e
5% de CO2 por 1h para a adsorcéo das particulas virais, sendo realizados movimentos circulares
a cada 15 minutos para facilitar homogeneiza¢dao. Posteriormente, 750uL de meio de
manutencdo, foram adicionados a cada um dos pogos. Como controle negativo, para cada tempo
estudado foi adicionado 1mL meio de manutengdo ao pogo correspondente. O contetdo dos
pocos foi coletado diariamente em duplicata nos tempos 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h apds
inoculacdo e mantidos a -80°C. Posteriormente, as aliquotas foram descongeladas e tituladas,

de acordo com o protocolo descrito no item 5.7.1.
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6 RESULTADOS

6.1 Isolamento viral

6.1.1 Megalocytivirus

Do total de amostras submetidas ao isolamento viral, apenas a amostra referente ao pool
de tecidos oriundo da espécie de peixe Poecilia reticulata apresentou efeito citopatico em placa
apos a segunda passagem (P2). O efeito citopatico foi observado seis dias apds a inoculagéo da
primeira passagem (P1) e caracterizou-se pelo arredondamento celular, desprendimento das
celulas da superficie da placa e posteriormente morte celular (Figura 1). O controle negativo de
células que foi inoculado com meio de manutencdo encontra-se demonstrado na Figura 2.
Posteriormente foram realizadas passagens sucessivas do indculo viral em garrafas de 25cm?,
a fim de se aumentar o titulo viral para a realizacdo dos ensaios posteriores. Todos 0s estudos
de caracterizacdo viral descritos a seguir foram realizados utilizando a quinta passagem do

indculo viral (Figura 3).

Figura 1 — Efeito citopéatico obtido a partir da inoculagdo da primeira passagem do indculo viral de
Megalocytivirus oriundo do pool de tecidos de peixe ornamental Poecilia reticulata.

Legenda: Legenda: Monocamada de células BF-2 inoculada com a primeira passagem do indculo viral
no sexto dia pos inoculacdo observada no aumento de 100X.Na figura, observa-se o arredondamento
celular e a destruicdo da monocamada caracterizando a presenca de efeito citopatico.

Fonte: Prdpria autoria.
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Figura 2 — Controle negativo de células BF-2 obtido a partir da adi¢cdo de meio de manutencao 2% SFB.

Legenda: Monocamada de células BF-2 apds 2 dias da adi¢cdo de meio de manutencdo 2% SFB

observada no aumento de 100X.
Fonte: Prdpria autoria.

Figura 3 — Efeito citopatico obtido a partir da inoculacdo da quarta passagem do inoculo viral de
Megalocytivirus oriundo do pool de tecidos de peixe ornamental Poecilia reticulata.

Legenda: Monocamada de células BF-2 inoculada com a quarta passagem do indculo viral no segundo
dia p6s inoculacéo observada no aumento de 100X. Na figura, observa-se o arredondamento celular e a
destruicdo da monocamada caracterizando a presenca de efeito citopético.

Fonte: Prdpria autoria.
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6.1.2 Lymphocystivirus

A amostra oriunda da lesdo de pele do peixe Anjo de face azul (Pomacanthus
xanthometopon) apresentou efeito citopatico apds a primeira passagem em placa (P1). O efeito
citopéatico ocorreu 5 dias apds a inoculagdo da amostra e foi caracterizado pela presenca de
células arredondadas e refratarias ao longo da placa (Figura 4), evoluiu para o desprendimento
de células BF-2 da monocamada e posteriormente morte celular. A figura 5 ilustra o controle
negativo de células inoculado apenas com meio de manutencao 2% SFB.

Apos a observacédo do efeito citopético foi realizada mais uma passagem sucessiva em
placa (P2) devido a dificuldade de obtencéo de efeito citopatico em garrafa de 25 cm? (Figura
6).

Figura 4 — Efeito citopéatico obtido para a primeira passagem do indculo viral de Lymphocystivirus
oriundo da lesdo de pele de peixe ornamental Pomacanthus xanthometopon.

Legenda: Monocamada de células BF-2 inoculada com o indculo viral no quinto dia p6s inoculacio
observada no aumento de 100X. Na figura, observa-se o arredondamento celular e a destruicdo da
monocamada caracterizando a presenca de efeito citopético.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 5 — Controle negativo de células BF-2 obtido a partir da adi¢cdo de meio de manutencao 2% SFB.

Legenda: Monocamada de células BF-2 apds 5 dias da adicdo de meio de manutencdo 2% SFB
observada no aumento de 100X.
Fonte: Prépria autoria.
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Figura 6 — Efeito citopatico obtido para a segunda passagem do inoculo viral de Lymphocystivirus
oriundo da lesdo de pele de peixe ornamental Pomacanthus xanthometopon.

Legenda: Monocamada de células BF-2 inoculada com a primeira passagem do inéculo viral no quarto
dia p6s inoculagdo observada no aumento de 100X. Na figura, observa-se o arredondamento celular e a
destruicdo da monocamada caracterizando a presenca de efeito citopatico.

Fonte: Prépria autoria.

6.2 PCR para confirmagéo do isolamento

6.2.1. Megalocytivirus

A confirmagdo do isolamento para Megalocytivirus foi realizada a partir do DNA
extraido da quinta passagem do indculo viral que apresentou efeito citopatico. A eletroforese
em gel de agarose contendo os amplicons obtidos no nested-PCR visando a amplificacdo do
gene MCP de Megalocytivirus revelou a presenca de uma banda de 369pb (Figura 7) compativel
com o tamanho de fragmento esperado que era de 369pb; dessa forma, a banda de foi excisada
do gel, purificada e enviada para sequenciamento de nucleotideos na empresa HELIXXA em

Paulinia - SP.
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Figura 7 - Fotografia de gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando
resultados de amplificacdo de fragmento de 369pb, obtidos a partir do DNA extraido da terceira
passagem do indculo viral através da técnica de nested-PCR, relativo ao gene MCP do genoma de

Megalocytivirus.

369ph ——»

Legenda: (1) Marcador de peso molecular de 100pb (PROMEGA, EUA). (2) Controle Negativo de
Células. (3) Isolado Brasileiro de Megalocytivirus.
Fonte: Prdpria autoria.

6.2.2. Lymphocystivirus

A confirmacdo do isolamento para Lymphocystivirus foi realizada a partir do DNA
extraido da terceira passagem do indculo viral que apresentou efeito citopatico. A eletroforese
em gel de agarose contendo os amplicons obtidos no PCR visando a amplificacdo do gene MCP
de Lymphocystivirus revelou a presenca de uma banda de 250pb (Figura 8), compativel com o

tamanho de fragmento esperado para o geno6tipo Il de Lymphocysitivirus que era de 250pb.
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A eletroforese em gel de agarose contendo os amplicons obtidos no PCR visando a
amplificacdo de um fragmento maior do gene MCP de Lymphocystivirus revelou a presenca de
bandas de 512pb e 542pb (Figura 9), compativeis com os tamanhos de fragmentos esperados

para Lymphocystivirus.

Figura 8 - Fotografia de gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando
resultados de amplificagdo de fragmento de 250pb relativo ao gene MCP de Lymphocystivirus. O
fragmento foi obtido através da técnica de PCR realizada a partir do DNA extraido da terceira passagem
do indculo viral.

1 2 3

250pb ——»

Legenda: (1) Marcador de peso molecular de 100pb (PROMEGA, EUA). (2) Isolado Brasileiro de
Lymphocystivirus. (3) Controle Negativo de Células.
Fonte: Prdpria autoria.
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Figura 9 - Fotografia de gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando
resultados da amplificacdo dos fragmentos de 542pb e 512pb, relativos ao gene MCP de
Lymphocystivirus. Os fragmentos foram obtidos através da técnica de PCR realizada a partir do DNA
extraido da terceira passagem do indculo viral.

1 2 3 4 5

542pb
512pb

Legenda: (1) Marcador de peso molecular de 100pb (PROMEGA, EUA). (2) Terceira Passagem do
Isolado Brasileiro de Lymphocystivirus (Fragmento de 542pb). (3) Controle Negativo de Células. (4)
Terceira Passagem do Isolado Brasileiro de Lymphocystivirus. (Fragmento de 512pb). (5) Controle
Negativo de Células.

Fonte: Prdpria autoria.
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6.3 Sequenciamento nucleotidico e alinhamento de sequéncias

6.3.1 Megalocytivirus

O sequenciamento de nucleotideos do fragmento de 369pb obtido a partir do DNA
extraido da quinta passagem do indculo viral confirmou que se trata de um fragmento do gene
MCP de Megalocytivirus. A busca realizada no programa BLAST revelou que o fragmento
obtido neste trabalho apresentou 99,2% de identidade com o Megalocytivirus Sabah/RAA/2012
strain BMGIV56 (JQ253373) e com o Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus, espécie
tipo do género Megalocytivirus.

6.3.2Lymphocystivirus

O sequenciamento de nucleotideos do fragmento de 512pb obtido a partir do DNA
extraido da segunda passagem do in6culo viral confirmou gue se trata de um fragmento do gene
MCP de Lymphocystivirus. A busca realizada no programa BLAST revelou que o fragmento
obtido neste trabalho apresentou 92,4% de identidade com o Lymphocystis disease virus 1
isolate LCDV-PF (KJ408271.1).

6.4 Analise Filogenética e de Similaridade

6.4.1 Megalocytivirus

A figura 10 representa a reconstrucao filogenética obtida a partir de um fragmento de
369pb do gene MCP oriundo do isolado brasileiro de Megalocytivirus e outras sequéncias do
mesmo género viral descritas na literatura e obtidas a partir do GenBank.

Na reconstrucdo filogenética, foi possivel observar a separacdo dos clados em funcéo
dos gendtipos conforme descrito na literatura: Gen6tipo ISKNV: Infectious spleen and kidney
necrosis iridovirus, Gendtipo RSIV: Red seabream iridovirus e Genotipo TRBIV: Turbot
reddish body iridovirus. O isolado brasileiro agrupou-se no cladol relativo ao gen6tipo ISKNV,
onde estdo presentes os isolados descritos como pertencentes a espécie Infectious spleen and

kidney necrosis iridovirus.
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Figura 10 — Reconstrugdo filogenética para o isolado brasileiro e outras cepas de referéncia de
Megalocytivirus, baseada no alinhamento de sequéncias nucleotidicas de 369pb do gene MCP. A seta
indica a sequéncia obtida neste estudo. Barra de escala: distancia genética das sequéncias nucleotidicas.
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Fonte: Prépria autoria.
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6.4.2 Lymphocystivirus

Afigura 11 ilustra a reconstrucao filogenética obtida a partir de um fragmento de 512pb
relativo ao gene MCP do isolado brasileiro de Lymphocystivirus e outras sequéncias para o
mesmo fragmento retirada do GenBank. A partir da reconstrucdo filogenética foi possivel
observara divisdo dos clados em funcdo dos 9 genotipos descritos na literatura para
Lymphocystivirus. O isolado brasileiro agrupou-se com sequéncias descritas como pertencentes

ao genatipo.
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Figura 11 — Reconstrugdo filogenética para o isolado brasileiro e outras cepas de referéncia de
Lymphocystivirus, baseada no alinhamento de sequéncias nucleotidicas de 512pb do gene MCP. A seta
indica a sequéncia obtida neste estudo. Barra de escala: distancia genética das sequéncias nucleotidicas.
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6.5 Microscopia eletrénica de transmissao

A técnica de microscopia eletrénica de transmissao das células BF-2 inoculadas com a
quinta passagem do in6culo viral revelou a presenca de particulas virais hexagonais (Figuras 4
e 5) no citoplasma das células, sendo esse formato compativel com o formato icosaédrico
apresentado pelos membros do género Megalocytivirus. As particulas virais observadas
apresentaram aproximadamente 150nm de didmetro, sendo que este tamanho se encontra dentro
do padréo esperado para Megalocytivirus que € de 120 a 200nm de diametro. No aumento de
100.000X, observa-se que, externamente, as particulas virais apresentam uma fina camada
denominada de capsideo, seguida de uma zona translucente separando o capsideo do nucleo e

mais internamente apresentam um nucleo denso.
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Figura 12— Fotomicrografia eletronica de transmissdo das células BF-2 inoculadas com a quinta
passagem do in6culo viral de Megalocytivirus 24h ap6s inoculacéo.

150nm

Legenda: Na fotomicrografia observa-se a presenca de 2 particulas hexagonais (setas) com tamanho
préoximo a 150nm compativel com a morfologia de um virus icosaédrico. A barra corresponde a 150nm
e a imagem encontra-se no aumento 50.000X.

Fonte: Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia Celular e Molecular da
Faculdade de Medicina — USP — Ribeirdo Preto/SP.
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Figura 13— Fotomicrografia eletronica de transmissdo das células BF-2 inoculadas com a quinta
passagem do in6culo viral de Megalocytivirus 24h ap6s inoculacéo.

150nm

Legenda: Na fotomicrografia observa-se a presenca de 2 particulas hexagonais (setas) com tamanho
préximo a 150nm. Na particula viral, observa-se externamente a presenca de uma fina camada
representando o capsideo, uma zona translucente separando o capsideo do nucleo e internamente o
nucleo denso. A barra corresponde a 150nm e a imagem encontra-se no aumento 100.000X.

Fonte: Laboratério de Microscopia Eletrdnica do Departamento de Biologia Celular e Molecular da
Faculdade de Medicina — USP — Ribeirdo Preto/SP.
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6.6 Determinacao do titulo viral

6.6.1 Megalocytivirus

A titulacdo da terceira passagem do indculo viral (P3) em células da linhagem BF-2
resultou num titulo de 1088TCIDso.ml. J4 a titulagdo da quinta passagem do in6culo viral (P5)
em células da linhagem BF-2 resultou num titulo de 10"°TCIDso.ml* evidenciando um aumento

na concentracao das particulas virais ao longo das passagens.

6.6.2 Lymphocystivirus

A titulacdo da segunda passagem do inoculo viral (P2) em células da linhagem BF-2
resultou num titulo de 1038 TCIDso.ml. J4 a titulacdo da segunda passagem do inéculo viral
(P2) resultou num titulo de 10*® TCIDso.ml%, indicando um aumento do titulo viral de uma

passagem para outra.

6.7Sensibilidade ao descongelamento

6.7.1 Megalocytivirus

A titulacdo da quinta passagem (P5) do inoculo viral de Megalocytivirus submetido ao
congelamento a -80°C e descongelamento sequenciais, por 3 vezes, resultou em
1075TCIDso.ml, o mesmo valor de titulo obtido para o controle, indicando que o ato de
congelar e descongelar uma aliquota a -80°C nao promoveu alteragdes no titulo viral. Ja para a
aliquota submetida ao congelamento a -20°C e posterior descongelamento por 3 vezes, o titulo
obtido foi de 108°TCIDso.ml, ja para a aliquota controle o titulo obtido foi de 10”5TCIDso.ml-
1 demonstrando que o congelamento a longo prazo nessa temperatura pode ndo ser efetivo na

preservacdo da viabilidade viral.
6.7.2 Lymphocystivirus
A titulacdo da segunda passagem (P2) do indculo viral de Lymphocystivirus submetida

ao congelamento a -80°C e descongelamento sequenciais, por 3 vezes, resultou em 103!
TCIDso.ml%, sendo que valor de titulo obtido para o controle foi de 10*8, indicando que o ato
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de congelar e descongelar uma aliquota a -80°Cpode promover alteracGes significativas no
titulo viral. Japara a aliquota submetida ao congelamento a -20°C e posterior descongelamento
por 3 vezes, o titulo obtido foi de 10%° TCIDso.ml, ja para a aliquota controle o titulo obtido
foi de 10*8TCIDso.ml, demonstrando que o congelamento a -20°C nao é efetivo para

armazenamento do virus.

6.8 Sensibilidade ao éter

6.8.1 Megalocytivirus

A titulacdo da quinta passagem (P5) do in6culo viral de Megalocytivirus incubada com
éter por 18 horas resultou num titulo de 10%"TCIDso.ml%, enquanto para a amostra controle
obteve-se um titulo de 10"°TCIDso.ml. Esses resultados demonstram uma reducdo de mais de
99,9% no titulo viral, em termos de particulas virais, indicando que a maioria dos virions

apresentavam uma membrana lipidica.

6.8.2 Lymphocystivirus

A titulagdo da segunda passagem (P2) do indculo viral de Lymphocystivirus incubada
com éter por 18 horas resultou num titulo de 1028TCIDso.ml%, enquanto para a amostra controle
obteve-se um titulo de 10*8TCIDso.ml. Esses resultados demonstram uma reducdo de
99,0%em termos de particulas virais, indicando que a maioria dos virions apresentavam uma

membrana lipidica.
6.9 Sensibilidade ao cloroformio
6.9.1 Megalocytivirus
A titulacdo da quinta passagem (P5) do in6culo viral de Megalocytivirus incubada com

cloroférmio por 30 minutos resultou num titulo igual a zero, enquanto para a amostra controle
obteve-se um titulo de 10"°TCIDso.ml.
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6.9.2 Lymphocystivirus

A titulacdo da segunda passagem (P2) do inoculo viral de Lymphocystivirus incubada
com cloroférmio por 30 minutos resultou num titulo igual a zero, enquanto para a amostra

controle obteve-se um titulo de 10*8TCIDso.ml.

6.10 Sensibilidade a luz ultravioleta

6.10.1 Megalocytivirus

Para a suspensdo viral obtida a partir da quinta passagem (P5) do in6culo viral de
Megalocytivirus e irradiada com luz ultravioleta por 15 minutos, o titulo viral obtido foi igual

a zero, indicando que a luz ultravioleta é efetiva na inativacdo das particulas virais.

6.10.2 Lymphocystivirus

Para a segunda passagem (P2) do indculo viral de Lymphocystivirus irradiada com luz
ultravioleta por 15 minutos, o titulo viral obtido também foi igual a zero, indicando a auséncia

de particulas virais infectantes.

6.11 Sensibilidade ao calor

6.11.1 Megalocytivirus

Foram estudadas alteracdes nos titulos virais nas temperaturas 16°C, 25°C, 37°C e 56°C
(Quadro6). Para as amostras incubadas a 25°C e 37°C foram obtidos 0os mesmos valores de
titulo viral (10"! TCIDso.mlt). J& para a amostra incubada a 16°C obteve-se um titulo de 107
TCIDso.mlt. O titulo da amostra controle foi de 10"° TCIDso.mlt. Nesse sentido, nestas
temperaturas analisadas ndo houve alteracGes téo significativas no valor do titulo viral.

Ja a titulacdo da quinta passagem (P5) do indculo viral incubada a 56°C por 6 horas

resultou em zero indicando que ndo existiam mais particulas virais viaveis.
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Quadro 6 — Valores de titulo viral (TCIDso.ml) obtidos a partir da incubagéo da quinta passagem do
in6culo viral de Megalocytivirus em diferentes temperaturas.

Temperatura Titulo viral (TCIDso.ml™)
Controle 10"°
16°C 1070
25°C 1071
37°C 1071
56°C 0

Fonte: Prdpria autoria.

6.11.2 Lymphocystivirus

Foram estudadas alteracdes nos titulos virais nas temperaturas 16°C, 25°C, 37°C e 56°C
(Quadro7). Para as amostras incubadas a 16°C e a 25°C foram obtidos os mesmos valores de
titulo viral (10*8 TCIDso.mlIY). J4 a titulacdo da primeira passagem (P1) do indculo viral de
Lymphocystivirus incubada a 56°C por 6 horas, resultou num titulo viral igual a zero, indicando

a inativacéo das particulas virais.

Quadro 7- Valores de titulo viral (TCIDso.mlI™) obtidos a partir da incubacéo da segunda passagem do
inoculo viral de Lymphocystivirus em diferentes temperaturas.

Temperatura Titulo viral (TCIDso.ml™)
Controle 1048
16°C 1048
25°C 1048
37°C 100
56°C 0

Fonte: Prdpria autoria.

6.12 Susceptibilidade a diferentes pHs

6.12.1 Megalocytivirus

Foram estudadas alteracdes nos titulos virais nos pH 1,0, 2,0, 3,0, 4,0,6,0, 8,0, 10,0, 11,0

e 12,0. Os resultados encontram-se descritos no quadro8.Entre os pHs acidos estudados, foram
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observadas mudangas significativas no titulo viral apos 1h de incubag&o nos valores de pH igual
1, 2 e 3. As reducdes foram da ordem de 2,7, 2,4 e 1,8, unidades logaritmicas, respectivamente.
Esses valores correspondem a uma reducéo de 99,8% (pH 1,0), 99,6% (pH 2,0) e 98,4% (1,8),
em nlmeros de particulas virais, quando comparadas com o controle (10>° TCIDso.ml?). J&
entre os pHs basicos estudados, foram observadas mudancas significativas no titulo viral nos
valores de pH igual 11,0 e 12,0. As redugdes foram da ordem de 1,7 e 2,9, unidades
logaritmicas, respectivamente, 0 que representa uma reducéo de 98,0% (pH 11,0) e 99,9% (pH
12,0) em termos de quantidade de particulas virais. A titulacdo da quinta passagem (P5) exposta
ao pH 7,8 (pH do meio do cultivo) resultou num titulo de 1055TCIDso.mlt, mesmo titulo do

controle.

Quadro 8 — Valores de titulo viral (TCIDso.mlI™) obtidos a partir da incubacéo da quinta passagem do
indculo viral de Megalocytivirusem diferentes pHs.

pH Titulo viral (TCIDso.ml™)
Controle 105°
1 1028
2 1031
3 1037
4 1051
6 1050
7,8 (pH do meio) 10%°
8 1055
10 10%8
11 1038
12 1026

Fonte: Prdpria autoria.

6.12.2 Lymphocystivirus

Foram estudadas alteracdes nos titulos virais nos pH 2,0, 4,0,6,0, 8,0, 10,0, 12,0 e 14,0.
Os resultados encontram-se descritos noQuadro9. Entre os pHs estudados, foram observadas
mudancas significativas no titulo viral apds 1h de incubacdo nos valores de pH igual a 2,0 e
12,0. As reducdes foram da ordem de 1,7, e 2,2, unidades logaritmicas, respectivamente. Esses
valores correspondem a uma reducédo de 98% (pH 2,0) e 99,4% (pH12,0) em ndmeros de

particulas virais, quando comparadas com o controle (10*® TCIDso.ml?). A titulacdo da
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segunda passagem (P2) exposta ao pH 7,8 (mesmo pH do meio do cultivo) resultou num titulo
de 10*8TCIDso.ml, mesmo titulo do controle.

Quadro 9 — Valores de titulo viral (TCIDso.ml?) obtidos a partir da incubagdo da segunda passagem do
inoculo viral de Lymphocystivirusem diferentes pHs.

pH Titulo viral (TCIDso.ml™)
Controle 1048
2 108
4 10t
6 1050
7,8 (pH do meio) 1048
8 1048
10 10%8
12 1026
14 0

Fonte: Prdpria autoria.

6.13 Curva de Replicacéo

6.13.1 Megalocytivirus

A titulacdo viral da quinta passagem do indculo viral de Megalocytivirus, diluida 10X,
resultou num aumento progressivo do titulo no decorrer dos quatro primeiros dias apos
inoculacéo, atingindo o maior valor de titulo no quarto dia ap6s inoculagéo (108! TCIDso.mlY),
com massiva destruicdo da monocamada de células BF-2ao longo do tempo (Figuras 14 e 15).
No quinto e no sexto dia apds inoculacdo, observou-se uma redugdo no titulo viral sendo que
no quinto ap6s inoculagdo todas as células da monocamada ja estavam em suspenséo, indicando
morte celular. Os valores de titulo viral (TCIDso.mlt), obtidos em funcéo do tempo, encontram-

se descritos no Quadro 10.
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Quadro 10 — Valores de titulo viral (TCIDso.mI) obtidos em funcéo do tempo para a construcéo da
curva de replicacdo viral para Megalocytivirus.

Tempo apés inoculacdo (h) Titulo viral (TCIDso.ml?)
12 10%8
24 1058
36 10587
48 105°
72 1071
96 1081
120 107
144 1071

Fonte: Prdpria autoria.

Grafico 1 - Curva de replicacgdo viral obtida para o isolado brasileiro de Megalocytivirusnos diferentes
tempos a partir da inoculacdo da quinta passagem do inoculo viral.
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Fonte: Prdpria autoria.
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Figura 14-Monocamada de células BF-2 inoculada com a quinta passagem do indculo viral de
Megalocytivirus nos tempos12h, 24h e 36h apos inoculagéo.

A B
C D
E F

Legenda: A: Monocamada de células BF-2 12h apds inoculacdo da quinta passagem do inéculo viral.
B: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio de manutengdo
suplementado com 2% SFB apés 12h. C: Monocamada de células BF-2 24h ap6s inoculacdo da quinta
passagem do indculo viral. D: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio
de manutencdo suplementado com 2% SFB ap06s 24h. E: Monocamada de células BF-2 36h apds
inoculacdo da quinta passagem do inéculo viral. F: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2
inoculada com meio de manutencéo suplementado com 2% SFB apds 36h. Todas as imagens estdo no
aumento de 100X.

Fonte: Prdpria autoria.



Figura 15-Monocamada de células BF-2 inoculada com a quinta passagem do in6culo viral de

Megalocytivirus nos tempos 48h, 72h e 96h ap6s inoculacéo.

A B
C D
E F
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Legenda: A: Monocamada de células BF-2 48h apds inoculacdo da quinta passagem do inéculo viral.
B: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio de manutengdo
suplementado com 2% SFB apds 48h. C: Monocamada de células BF-2 72h ap6s inoculacdo da quinta
passagem do indculo viral. D: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio
de manutencdo suplementado com 2% SFB ap6s 72h. E: Monocamada de células BF-2 96h apés
inoculacdo da quinta passagem do indculo viral. F: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2
inoculada com meio de manutengdo suplementado com 2% SFB apds 96h. Todas as imagens estdo no

aumento de 100X.
Fonte: Prdpria autoria.
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Figura 16-Monocamada de células BF-2 inoculada com a quinta passagem do indculo viral de
Megalocytivirus no tempo 72h apds inoculacdo (aumento 200X).

AN

AN

A B

Legenda: A: Monocamada de células BF-2 72h apds inoculagdo da quinta passagem do in6culo viral
visualizada no aumento 200X. A figura evidencia a presenca de células arredondadas caracteristicas de
efeito citopético (setas). B: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio de
manutencgdo suplementado com 2% SFB ap6s 72h. Aumento 200X.

Fonte: Prépria autoria.

6.12.1 Lymphocystivirus

A titulacdo da segunda passagem do inoculo viral de Lymphocysitivirus usada para a
construgdo da curva de replicacéo viral resultou num aumento progressivo do titulo no decorrer
dos cinco primeiros dias ap6s inoculagdo, atingindo o maior valor de titulo no quinto dia apos
inoculagdo (10%° TCIDso.mlt). Observou-se massiva destruicdo da monocamada de células BF-
2 ao longo do tempo (Figuras 17 e 18). No sexto dia ap6s inoculacdo, observou-se uma reducao
progressiva no titulo viral obtido pois ja ndo havia mais células viaveis para a infec¢do e
replicacdo viral. Os valores de titulo viral (TCIDso.mlt) obtidos em funcdo do tempo

encontram-se descritos no Quadro 11.
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Quadro 11 — Valores de titulo viral (TCIDso.mI) obtidos em funcdo do tempo para a construgdo da
curva de replicacdo viral para Lymphocystivirus.

Tempo apds inoculacdo (h) Titulo viral (TCIDso.ml?)
24 1028
48 1038
72 1049
96 10%8
120 1095
144 10*5

Fonte: Prépria autoria.

Graéfico 2 — Curva de replicacdo viral obtida para o isolado brasileiro de Lymphocystivirus nos diferentes
tempos a partir da inoculacéo da segunda passagem do indculo viral.
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Fonte: Propria autoria.
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Figura 17-Monocamada de células BF-2 inoculada com a segunda passagem do indculo viral de
Lymphocystivirus nos tempos 24h, 48h e 72h ap6s inoculacéo.

A B
C D
E F

Legenda: A: Monocamada de células BF-2 24h apds inoculacdo da segunda passagem do indculo viral.
B: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio de manutencéo
suplementado com 2% SFB apds 24h. C: Monocamada de células BF-2 48h apds inoculagdo da segunda
passagem do indculo viral. D: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio
de manutencéo suplementado com 2% SFB apo6s 48h. E: Monocamada de células BF-2 72h apoés
inoculacéo da segunda passagem do inéculo viral. F: Controle Negativo — Monocamada de células BF-
2 inoculada com meio de manutengdo suplementado com 2% SFB apds 72h. Todas as imagens estao no
aumento de 100X.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 18-Monocamada de células BF-2 inoculada com a segunda passagem do inéculo viral de
Lymphocystivirus nos tempos 96h e120h ap6s inoculacéo.

C D
Legenda: A: Monocamada de células BF-2 96h apds inoculacdo da segunda passagem do indculo viral.
B: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio de manutencdo
suplementado com 2% SFB apds 96h. C: Monocamada de células BF-2 120h ap6s inoculagdo da quinta
passagem do indculo viral. D: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio
de manutencao suplementado com 2% SFB apés 120h. Todas as imagens estdo no aumento de 100X.

Fonte: Prépria autoria.
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Figura 19-Monocamada de células BF-2 inoculada com a segunda passagem do indculo viral de

Lymphocystivirus no tempo 96h apds inoculacdo (aumento 200X).
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Legenda: A: Monocamada de células BF-2 96h apds inoculagdo da quinta passagem do in6culo viral
visualizada no aumento 200X. A figura evidencia a presenca de células arredondadas caracteristicas de
efeito citopatico (setas). B: Controle Negativo — Monocamada de células BF-2 inoculada com meio de

manutencgdo suplementado com 2% SFB ap6s 72h. Aumento 200X.

Fonte: Prépria autoria.
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7 DISCUSSAO

7.1 Megalocytivirus

O estudo realizado teve como objetivos principais isolar em células BF-2 a estirpe
brasileira de Megalocytivirus obtida a partir de peixe ornamental, realizar a caracterizacdo
fenotipica da estirpe isolada atraves da técnica de microscopia eletronica de transmisséo e dos
ensaios de susceptibilidade a solvente lipidico, susceptibilidade a diferentes temperaturas,
susceptibilidade a diferentes pHs e susceptibilidade ao descongelamento, bem como construir
a curva de replicagéo viral e caracterizar filogeneticamente o isolado.

Dessa forma, 4 amostras de pool de tecidos (figado, baco e rins), provenientes de peixes
ornamentais das espécies Poecilia reticulata, Pygocentrus nattereri, Cyprinus carpio e
Carassius auratus que foram positivas ao diagndstico molecular para Megalocytivirus, sendo
os resultados confirmados por sequenciamento de nucleotideos, foram submetidas ao
isolamento. Apds a segunda passagem em cultura de células BF-2, observou-se o aparecimento
de efeito citopatico na amostra oriunda da espécie Poecilia reticulata, sendo o efeito citopatico
caracterizado inicialmente pelo arredondamento celular progredindo para o desprendimento das
células da superficie da placa com consequente morte celular.

Segundo Subramaniam et al. (2012) e Kawato et al. (2020), a infeccdo por
Megalocytivirus ja € bem conhecida mundialmente em diferentes espécies de peixes
ornamentais; entretanto, os dados sobre as caracteristicas fisico-quimicas do virus ainda sao
escassos devido ao nimero reduzido de linhagens celulares susceptiveis a infec¢do pelo género
e adificuldade do isolamento viral em cultivo celular. Dessa forma, o isolamento viral da estirpe
brasileira de Megalocytivirus, realizado de forma inédita no pais, permitiu a criacdo de um
biobanco de diferentes passagens do isolado viral que por sua vez servira de subsidio para a
realizacdo de estudos posteriores envolvendo o sequenciamento do genoma completo do
isolado, a investigacdo da interacdo virus-hospedeiro através da analise da expresséo de genes
relacionados a resposta imune e o desenvolvimentos de formas efetivas de prevencdo com
énfase na producdo de vacinas (SUBRAMANIAM et al., 2012).

A espécie Poecilia reticulata destaca-se em termos de volume de producdo, como uma
das principais espécies de peixes ornamentais comercializadas internacionalmente, sendo,
portanto, mais susceptivel a ocorréncia de doencas (EVERS; PINNEGAR; TAYLOR, 2019;
MACEDO-VEIGA; CABLE, 2019). Por ser uma espécie muito popular entre os aquaristas,

estes peixes sdo constantemente submetidos a técnicas de melhoramento genético, o que pode
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resultar em consanguinidade e perda da diversidade alélica, tornando-os mais susceptivel a
ocorréncia de diversas doengas de organismos aquéaticos (LAGEN et al., 2011; MACEDO-
VEIGA; CABLE, 2019; SCHENEKAR; WEIS, 2017; SMALLBONE; OOSTERHOUT;
CABLE, 2016).

A reconstrucgdo filogenética com base no fragmento de 369pb do gene MCP do isolado
brasileiro de Megalocytivirus e outros isolados do género disponiveis no GenBank revelou a
separacao das sequéncias em trés clados principais, sendo que cada clado correspondeu a um
gendtipo (ISKNV, RSIV e TRBIV). Resultados semelhantes na separacdo das sequéncias em
fungdo dos gendtipos foram descritos por Wen et al. (2017) e Koda et al. (2018). O isolado
brasileiro agrupou-se no mesmo clado das sequéncias descritas como pertencentes ao genotipo
ISKNV com alto grau de confiabilidade (79). Esse resultado ja era esperado conforme revelado
pela busca no programa Blast, onde a sequéncia brasileira apresentou 99,2% de identidade com
2 sequéncias pertencentes ao gendtipo ISKNV.

A caracterizacdo morfoldgica da estirpe isolada de Megalocytivirus através da técnica
de miscroscopia eletronica de transmissdo revelou a presenca de particulas virais hexagonais
no citoplasma das células infectadas, sendo o formato hexagonal indicativo de capsideo
icosaédrico. Sriwanayos et al. (2013), ao realizarem a técnica de microscopia eletrdnica de
peixes da espécie Platax orbicularis infectados por Megalocytivirus, também observaram a
presenca de particulas icosaédricas no citoplasma das células.

A técnica de microscopia eletronica de transmissao revelou que as particulas virais do
isolado brasileiro apresentavam cerca de 150nm de didmetro sendo que este tamanho esta
dentro do tamanho descrito por Kurita e Nakajima (2012) para Megalocytivirus, que é de 120
a 200nm, sendo, portanto, a particula viral do isolado compativel com virions de
Megalocytivirus. Sudthongkong et al. (2002) também descreveram virions de Megalocytivirus
com didmetro semelhante ao isolado brasileiro de Megalocytivirus Particulas virais de
Megalocytivirus com tamanho préximo a 150nm também foram descritas por Sriwanayos et al.
(2013). Koda et al. (2018) também observaram, apés a realizacdo da técnica de microscopia
eletronica, a presenca de particulas virais de Megalocytivirus no citoplasma celular sendo que
as mesmas apresentavam tamanho préximo a 144nm quando medidas de um vértice ao outro.

Na visualizacdo, em aumento de 100.000X, a particula viral do isolado brasileiro
apresentou trés regides. Externamente, ha uma fina camada representando o capsideo; na
sequéncia, uma zona translucente separando o nucleo do capsideo e, mais internamente,
encontra-se um nucleo denso. Essas caracteristicas morfologicas também foram descritas por

Zhang et al. (2012) na microscopia eletronica de Megalocytivirus, obtido a partir de peixes da
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espécie Oplegnathus fasciatus, bem como nos estudos realizados por Sriwanayos et al. (2013)
e Bermudez et al. (2018).

Estudos com Megalocytivirus demonstram que passagens sucessivas do virus em células
BF-2 e GF resultam em uma perda progressiva da infectividade viral e como consequéncia
temos uma reducdo no titulo viral (JUN et al., 2009; NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994).
Entretanto, para o isolado brasileiro de Megalocytivirus observamos um aumento no titulo viral
quando comparamos a terceira passagem do inéculo viral (1088TCIDso.mlIt) em células da
linhagem BF-2 com a quinta passagem (107°TCIDso.ml). Isso evidencia um aumento na
concentragdo das particulas virais ao longo das passagens.

O congelamento a -80 °C e o descongelamemto por sucessivas vezes de uma aliquota
do isolado brasileiro de Megalocytivirus ndo promoveu alteragdes significativas no titulo viral,
indicando que o ato de congelar e descongelar o virus ndo promove reducdo da sua
infectividade, resultado semelhante ao obtido por Nakajima e Sorimachi (1994) quando expds
uma aliquota de RSIV ao congelamento a -80°C e posterior descongelamento por 2 vezes.

Na temperatura de 25°C ndo foram observadas alteracdes significativas no valor do
titulo viral ja que 25°C esta dentro da faixa de temperatura considerada étima (20-25°C) para a
replicacdo de Megalocytivirus em células da linhagem BF-2 de acordo com Kurita e Nakajima
(2012). Alguns estudos realizados in vivo demonstraram que em temperaturas proximas a 25°C,
temperatura considerada 6tima para a execucao da resposta imune na maioria das espécies de
peixes, a replicacdo viral é tdo rapida que causa a morte de 100% dos animais acometidos (JUN
etal., 2009; JUNG et al., 2015); dessa forma, a temperatura parece atuar como um fator crucial
para a replicagdo viral, pois séo observadas altas taxas de mortalidade numa temperatura onde,
a principio, espera-se obter também o pico de resposta imune (JUNG et al., 2015).

Quando o virus foi colocado a 37°C por 6 horas, também ndo foram observadas
alterac@es significativas na infectividade das particulas virais, permanecendo o valor do titulo
obtido (107*TCIDso.ml?) préximo ao titulo controle (10"°TCIDso.ml ). Segundo He et al.
(2002), quando virus do género Megalocytivirus sdo expostos a temperaturas inferiores a 40°C
ndo perdem a infectividade. J& segundo Fusianto et al. (2019), a exposi¢cdo de uma cepa de
Infectious Spleen and Kidney Necrosis Iridovirus a temperatura de 40°C por 20 min néo
promoveu alteracGes na infectividade viral.

Ja na temperatura de 16°C, o valor do titulo obtido foi de 107*TCIDso.ml, préximo ao
titulo controle (10”°TCIDso.ml ). Segundo estudos, quando os virus do género Megalocytivirus
s80 expostos a temperaturas proximas a 15°C, eles ndo perdem a infectividade, mas apresentam
uma taxa de replicacdo mais lenta (JUNG et al., 2015; NAKAJIMA; SORIMACHI, 1994).
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As temperaturas mais baixas, compreendidas na faixa de 13°C a 17°C, tém sido bastante
estudadas com relacdo a infecgdo por Megalocytivirus. Estudos mostram que nas estacfes do
ano onde as temperaturas permanecem mais baixas, a replicacdo viral € minima; entretanto, o
sistema imune do peixe ndo é capaz de eliminar estas particulas virais ja que nesta temperatura
temos um comprometimento da fisiologia do animal. Dessa forma, no verdo, quando ocorre um
aumento da temperatura da agua, estes virus voltam a se replicar de forma acelerada causando
altas taxas de mortalidade (JUN et al., 2009; JUNG et al., 2015).

Entre as temperaturas estudadas, observou-se que o titulo viral do isolado brasileiro de
Megalocytivirus reduziu a zero na temperatura de 56°C, indicando que o virus € sensivel a
tratamentos nessa temperatura, conforme descrito anteriormente por Kurita e Nakajima (2012).
Esse resultado permite que a temperatura em questdo pode ser usada futuramente como um
método efetivo de desifenc¢do em tanques onde tenha ocorrido surtos causados por esse género
viral. Estudos realizados com o Infectious Spleen and Kidney Necrosis Iridovirus, espécie tipo
do género Megalocytivirus, também demonstraram uma inativacdo viral quando o virus foi
exposto a temperaturas superiores a 50°C por 30 min (HE et al., 2002). Kurita e Sorimachi
(1994) classificaram um isolado de Red seabream iridovirus pertencente ao genotipo Il de
Megalocytivirus como sensivel ao calor, ap6s observarem uma reducgdo drastica no tiulo viral
de uma aliquota exposta a 56°C por 30 min. Um estudo recente realizado por Fusianto et al.
(2019) para analisar a susceptibilidade do Infectious Spleen and Kidney Necrosis Iridovirus a
agentes fisicos verificou que a exposi¢do viral a temperatura de 60°C, por apenas 5min, ndo
promoveu a perda da infectividade viral; entretanto, quando a temperatura foi aumentada para
65°C e 0 tempo de exposicdo prolongado (20min) o virus foi inativado, o que indica que o
tempo de exposicdo pode ser um fator crucial para a inativacao viral.

Entre os pHs &cidos estudados, nos pHs 1,0 e 2,0, observaram-se as reducdes mais
drasticas do titulo viral, sendo essas reducdes da ordem de 2,7 e 2,4 unidades logaritmicas,
respectivamente.

No pH 3,0, observou-se uma reducdo de 1,8 unidades logaritmicas no titulo viral do
isolado brasileiro quando comparado com o controle, indicando a presenca de particulas virais
ainda com potencial de infectvidade. Nakajima e Sorimachi (1994) relataram que um isolado
de RISV é sensivel a valores de pH inferiores a 3,0; entretanto, no estudo por eles realizado, 0
titulo viral caiu drasticamente, mas nédo zerou, indicando que ainda existiam particulas virais
viaveis que poderiam infectar outros animais. Estudos realizados por He et al. (2002) com
ISKNV, espécie tipo do género Megalocytivirus e pertencente ao mesmo gen6tipo do isolado

brasileiro, também revelaram que tratamentos realizados em pH 3,0 promoviam uma reducédo
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no titulo, mas ndo causavam perda da infectividade viral, pois quando as particulas virais
tratadas foram expostas a um hospedeiro susceptivel verificou-se a morte de 100% dos animais.
Estudos mais recentes realizados por Fusianto et al. (2019) com um isolado de ISKNV
demonstraram que o isolado era sensivel a tratamentos em pH 3,0, mas ainda foram detectadas
a presenca de particulas virais apos a realizagdo do PCR em tempo real.

Sivasankar et al. (2017), em estudo com isolados de ranavirus, outro membro da familia
Iridoviridae, observaram uma queda de 2,5 unidades logaritmicas quando o isolado foi exposto
ao pH 3,0. Zhou et al. (2013), ao incubarem isolados de ranavirus em solu¢des de pH 3,0 e pH
10,0, também observaram reducdes acentuadas no titulo viral obtido, sendo que essas redugdes
foram da ordem de 3,5 unidades logaritmicas para os dois valores de pH testados. Estes
resultados indicam que pode existir uma diferenca de susceptibilidade frente aos pHs &cidos e
alcalinos entre os diferentes géneros da familia Iridoviridae.

Conforme esperado, quando o isolado foi exposto a soluges com valores de pH igual a
7,8 e 8,0 ndo se verificaram alteracdes no valor do titulo obtido (10°°TCIDso.mlt) quando
comparado com o grupo controle (10°° TCIDso.ml2), pois esses valores sdo iguais (7,8) ou
muito proximos (8,0) do pH do meio de cultivo que é de 7,8 e também estdo préximos do pH
neutro. He et al. (2002) obtiveram resultados semelhantes relatando a permanéncia da
capacidade infectiva viral apds submeterem um isolado de ISKNV ao pH 7,0.

Com relacdo ao pH 11,0, os estudos descritos na literatura ainda ndo séo conclusivos.
Para o isolado brasileiro de Megalocytivirus, apos exposi¢do em pH 11,0 por 1h, observou-se
uma queda no titulo viral da ordem de 1,9 unidades logaritmicas, o que indica a presenca de
uma quantidade significativa de particulas virais viaveis. He et al. (2002), ao tratarem um
isolado de ISKNV em solucdo no pH 11,0, relataram a inativacdo viral, confirmada apds
exposicdo dos animais ao virus tratado. J& Kurita e Sorimachi (1994), ao submeterem um
isolado pertencente ao gendtipo RSIV, nas mesmas condi¢des do estudo anterior, ndo
observaram alteraces significativas no titulo viral do grupo tratado, indicando que o pH 11,0
pode ndo ser efetivo na inativacdo desse genotipo viral.

Entre todos os pH testados neste estudo, o pH 12,0 foi 0 que mostrou uma maior reducéo
no titulo viral, sendo esta da ordem de 2,9 unidades logaritmicas. Este resultado revela que
protocolos efetivos de desinfec¢cdo dependem da escolha correta do desinfetante a ser utilizado,
levando em consideracdo o pH do mesmo.

A presenca de envelope lipidico nas particulas virais de Megalocytivirus ainda é uma
questdo controversa. Em fotomicrografias eletronicas de transmissdo de células infectadas com

particulas virais do género Ranavirus é possivel observar a aquisicdo do envelope lipidico pelas
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particulas virais ao sairem por brotamento da célula hospedeira; entretanto, isso nunca foi visto
em células infectadas com Megalocytivirus, o que indica que isso provavelmente ndo ocorra
para esse género viral. De fato, Chinchar et al. (2017) relata que os virions da familia
Iridoviridae apresentam uma membrana lipidica interna entre o nucleo e o capsideo e
dependendo do género, as particulas virais maduras podem adquirir um envelope lipidico
externo por brotamento através da membrana plasmética celular ou permanecerem nao
envelopados.

O teste de susceptibilidade a solventes lipidicos realizado com éter resultou numa queda
acentuada do titulo viral, da ordem de aproximadamente 4 unidades logaritmicas, indicando
algum efeito deletério do éter na membrana lipidica interna da maioria dos virions de
Megalocytivirus conforme descrito por Shi et al. (2004) e Kurita e Nakajima (2012). Ap6s o
tratamento com éter, o titulo ndo zerou, o0 que nos permite supor que algmas particulas virais
ndo sofreram o efeito deletério do éter ou ndo possuiam uma membrana lipidica como proposto
por Sriwanayos et al. (2013) e Bermudez et al. (2018).

A queda dréastica no titulo revela também que a maioria das particulas virais que
compdem a populacdo de Megalocytivirus apresenta um envelope lipidico externo, conforme
também descrito por Shi et al. (2004) e Kurita e Nakajima (2012). Embora grande parte dos
virions de Megalocytivirus apresentaram-se envelopados, uma parte deles ndo apresentou
envelope, conforme igualmente descrito por Sriwanayos et al. (2013) e Bermudez et al. (2018).

A construcdo da curva de replicacdo viral resultou num aumento progressivo do titulo
viral no decorrer dos quatro primeiros dias ap6s inoculacdo, atingindo o maior valor de titulo
no quarto dia ap6s inoculagdo (1081TCIDso.ml). O aumento no titulo viral foi acompanhado
pela progressdo do efeito citopatico, conforme também observado por Wen et al. (2008) ao
construirem in vitro a curva de replicacao viral de uma estirpe de Megalocytivirus. Entretanto,
em estudo realizado por Wen et al. (2008), o maior valor de TCIDso.ml foi observado no quinto
dia apds inoculacdo, sendo que apds esse tempo também foi relatado uma reducdo no titulo
viral no decorrer dos tempos subsequentes.

Os resultados obtidos até momento permitiram a caracterizacdo morfologica e a
construcdo da curva de replicacdo viral do isolado brasileiro de Megalocytivirus, fornecendo
bases de extrema relevancia para a realizacdo de estudos posteriores objetivando, em ultima
analise, a busca por formas efetivas de controle e prevencéo da infeccao causada por esse género

viral.
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7.2 Lymphocystivirus

O estudo realizado teve como objetivos principais, isolar em células BF-2, a estirpe
brasileira de Lymphocystivirus obtida a partir de lesdo de peixe ornamental, realizar a
caracterizacdo fenotipica da estirpe isolada através dos ensaios de susceptibilidade a solvente
lipidico, susceptibilidade a diferentes temperaturas, susceptibilidade a diferentes pHs e
susceptibilidade ao descongelamento, bem como construir a curva de replicagdo viral e
caracterizar filogeneticamente o isolado.

Para o isolamento viral do Lymphocystivirus em cultivo celular, foi utilizada 1 amostra
proveniente de uma lesdo da nadadeira do peixe marinho da espécie Pomacanthus
xanthometopon, sendo a amostra positiva ao diagnostico molecular para género viral em
questdo. Apds a primeira passagem em cultura de células BF-2, observou-se o aparecimento de
efeito citopatico na amostra, sendo o efeito citopatico caracterizado inicialmente pelo
arredondamento celular progredindo para o desprendimento das células da superficie da placa
com consequente morte celular.

O isolamento viral, a partir de uma lesdo de pele oriunda do peixe ornamental, foi
realizado em células da linhagem BF-2. Embora Iwamoto et al. (2002) tenham descrito o género
Lymphocystivirus como de dificil isolamento e propagacdo em cultivo celular devido a sua
seletividade com relacdo as suas células hospedeiras, observou-se o aparecimento de efeito
citopatico apds a primeira passagem em cultura de células BF-2.

Segundo Iwamoto et al. (2002), Borrego et al. (2015) e Ciulli et al. (2015), o
Lymphocystivirus trata-se de um género viral que demanda muito tempo para a obtencéo de
resultados satisfatorios e de dificil isolamento em cultivo celular devido a sua seletividade com
relacdo as células hospedeiras e, dessa forma, a partir do isolamento viral inédito da estirpe
brasileira de Lymphocystivirus, foi possivel criar um biobanco de diferentes passagens do
isolado viral no Laboratério Multiusuario de Microbiologia e Higiene Zootécnica para a
realizacéo de estudos futuros envolvendo a pesquisa por novas linhagens celulares permissivas
a infeccdo pelo género viral, 0 sequenciamento do genoma completo da estirpe circulante no
pais bem como a pesquisa de vacinas voltadas para a prevencao da doenca.

O sucesso no isolamento viral pode ter ocorrido em decorréncia da escolha correta da
linhagem celular a ser utilizada. Estudos demonstram que os fibroblastos parecem ser a
linhagem celular de escolha para replicagéo do LCDV em cultivo celular (ALONSO et al.,
2005).
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Inicialmente, o efeito citopatico foi caracterizado pela presenca de células arredondadas
e refratarias ao longo da placa, evoluindo posteriormente para a morte celular. Estudos
realizados por Perez-Prieto et al. (1999) e Garcia-Rosado et al. (1999) também observaram a
ocorréncia de células arredondadas e aumentadas bem como a presenca de células refratarias
em células submetidas a infec¢do por Lymphocystivirus.

A reconstrucdo filogenética com base no fragmento de 512pb do gene MCP do isolado
brasileiro de Lymphocystivirus e outras sequéncias do género disponiveis no GenBank revelou
a separacdo das sequéncias em nove clados principais, sendo que cada clado correspondeu a
um gendtipo do virus. Cano et al. (2010) e Palmer et al. (2012) também observaram a separagdo
dos clados em funcdo dos nove gendtipos. O isolado brasileiro agrupou-se no mesmo clado da
sequéncia descrita como pertencente ao gendtipo V. Ja de acordo com a busca realizada no
programa Blast, a sequéncia brasileira apresentou 92,4% de identidade com uma sequéncia de
Lymphocystivirus (KJ408271) pertencente ao geno6tipo Il assim como os resultados obtidos no
nested-PCR usando os pares de primers especificos para os genétipos I, Il e I1l. Embora o gene
MCP por ser muito conservado seja indicado para a realizacao de estudos filogenéticos, quando
trabalnhamos com fragmentos menores temos uma maior probabilidade de encontrar
similaridade entre os fragmentos de MCP de genotipos diferentes.

O método fisico de desinfeccdo por irradiacdo com luz ultravioleta mostrou-se efetivo
na inativacdo das particulas virais. Estudos realizados por Iwamoto et al. (2002) também
obtiveram resultados semelhantes ao irradiar uma cepa de Lymphocystisvirus oriunda da
espécie Paralichthys olivaceus com luz UVpor curtos periodos de tempo.

Os testes de susceptibilidade a solvente lipidico realizados com éter e cloroférmio
demonstraram eficacia na reducdo da infectividade, sendo que o cloroférmio foi capaz de
reduzir o titulo viral a zero. Os resultados descritos na literatura com relacédo a eficacia dos
solventes lipidicos na inativacdo do Lymphocystivirus ainda sdo controversos. Alonso et al.
(2005) verificaram que isolados do virus provenientes de 3 espécies de peixes ndo foram
sensiveis ao tratamento com cloroférmio e defenderam a hipétese que o cloroférmio néo € capaz
de remover completamente o conteudo lipidico do capsideo viral, sendo que éter teria esse
efeito. J& lwamoto et al. (2002) demonstraram que o éter foi capaz de eliminar a infectividade
de isolado oriundo de Paralichthys olivaceus.

Para Lymphocystivirus, a temperatura exerce um efeito muito maior na replicacéo viral
quando comparado com a queda na imunidade causada pela alteracdo da temperatura

(HOSSAIN et al., 2009). Além disso, estudos relatam que a temperatura é um fator
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determinante para o aparecimento ou nao dos sinais clinicos nos animais infectados, o que
favorece a transmisséo em casos de coabitacdo (HOSSAIN et al., 2009).

Entre as temperaturas estudadas, ndo foram observadas alteragdes significativas nos
titulos virais dos inoculos incubados a 16°C, 25°C e 37°C; entretanto, na temperatura de 56°C,
o titulo viral foi igual a zero. Estudos demonstram que a temperatura ideal para a replicacdo do
virus da doenca de Lymphocystis € de 20°C e que, nessa temperatura, devido a otimizagdo da
replicacéo viral, ha o aparecimento dos nddulos hipertroficos. Ja nas temperaturas de 10°C e
30°C, embora ndo se observe o0 aparecimento dos sinais clinicos, o animal apresenta uma carga
viral reduzida e quando submetido a alteracGes de temperatura, pode vir a desenvolver os
nodulos na pele (HOSSAIN et al., 2009).

Estudos envolvendo ensaios de susceptibilidade de isolados de Lymphocystivirus a
diferentes pH ainda séo bastante escassos. O isolado brasileiro de Lymphocystivirus apresentou
sensibilidade aos valores de pH inferior a 2,0 e superior a 12,0, com reducdo de 1,7 e 2,2
unidades logaritmicas, respectivamente. lwamoto et al. (2002) observaram uma reducéo de 1,25
unidades logaritmicas no titulo viral de um isolado de Lymphocysitivirus submetido a pH 3,0
por 3h. Os resultados obtidos norteiam as pesquisas por protocolos efetivos de desinfeccédo de
tanques ou aquarios em caso de infeccdo por esse género viral, visando a completa eliminagéo
das particulas virais antes da reabitagdo do local.

A sensibilidade dos virions a tratamentos com temperatura de 56°C e valores de pH
inferiores a 3,0 é algo comum para os virus pertencentes a familia Iridoviridae. Sinvasakar et
al. (2017) relataram que virions pertencentes ao género Ranavirus também se mostravam
sensiveis quando expostos a essas condicdes.

A curva de replicacdo viral do isolado de Lymphocysitivirus resultou num aumento
progressivo do titulo viral no decorrer dos cinco primeiros dias ap6s inoculacéo, atingindo o
maior valor de titulo no quinto dia ap6s inoculagdo (10%° TCIDso.mlIt). O aumento no titulo
viral foi acompanhado pela progressdo do efeito citopatico e a queda no titulo viral, no sexto
dia pos inoculacéo, ocorreu provavelmente em decorréncia da auséncia de novas células para a
infecéo.

Os resultados obtidos permitiram a determinagdo das propriedades fisico-quimicas e a
construgdo da curva de replicacdo viral do isolado brasileiro de Lymphocystivirus, fornecendo
uma base sélida para a realizacdo de estudos posteriores envolvendo a caracterizacdo
morfoldgica, o sequenciamento do genoma completo do isolado e objetivando, em ultima
andlise, a busca por formas efetivas de prevencgdo da infeccdo através do desenvolvimento de

vacinas.
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8 CONCLUSOES

A partir da realizagdo desse trabalho, foi possivel isolar em células da linhagem BF-2,
uma estirpe brasileira de Megalocytivirus e uma estirpe brasileira de Lymphocystivirus. O
isoalmento em cultivo celular desses géneros virais € bastante dificil e foi realizado pela
primeira vez no Brasil, no presente trabalho, abrindo caminhos para futuros estudos envolvendo
a busca por formas efetivas de controle e principalmente prevencéo dessas doencas que estdo
associadas a altas perdas econdmicas na aquicultura mundial.

Na reconstrucdo filogenética, com base num fragmento do gene MCP do género
Megalocytivirus, o isolado brasileiro foi mais préximo filogeneticamente de sequéncias
representativas do genotipo I, o qual inclui isolados descritos como pertencentes a espécie
Infectious Spleen and Kidney Necrosis Iridovirus. J& a arvore filogenética para
Lymphocystivirus revelou a existéncia de 9 clados, conforme genétipos descritos para o género,
sendo que o isolado brasileiro de Lymphocystivirus agrupou-se em clado contendo um isolado
pertencente ao genotipo V.

Os resultados indicaram que a estirpe brasileira de Megalocytivirus apresenta uma
populacdo de virions majoritariamente envelopados, é sensivel a luz ultravioleta, a temperatura
de 56°C, aos tratamentos realizados com valores de pHs muito acidos (inferiores a 2,0) e muito
basicos (superiores a 10,0) e ndo é sensivel ao congelamento a -80°C e descongelamento por
sucessivas vezes. O isolado mostrou-se susceptivel a alterac@es no titulo viral ao ser congelado
a -20°C e descongelado por sucessivas vezes. A técnica de microscopia eletrbnica de
transmissao revelou a presenca de particulas hexagonais no citoplasma celular compativeis com
o formato icosaedrico descrito para o género Megalocytivirus.

Os resultados para a estirpe brasileira de Lymphocystivirus revelaram uma populacao de
virions sensiveis ao tratamento com éter e cloroférmio, 0 que revela a presenca de uma
membrana lipidica na particula viral, sensivel a luz ultravioleta, & temperatura de 56°C, aos
valores de pHs inferiores a 2,0 e superiores a 12,0 e que € susceptivel a alteracdes no titulo viral
ao ser congelado a -20°C e a 80°C e descongelado por sucessivas vezes.

A curva de replicacdo viral para os dois isolados demonstrou que o aumento no titulo
viral acompanha a progressédo do efeito citopatico, alcancando o maior valor de TCIDso.ml*:
para Megalocytivirus no quarto pds inoculagdo, e para Lymphocystivirus, no quinto dia pos

inoculagéo.
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