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RESUMO

A linhagem de células “Chinook Salmon Embryo” (CHSE-214) foi
utilizada para a propagagiio dos virus pesquisados nesta tese, GCV, CLV ¢ HRV, assim
como dos aquareovirus correspondentcs aos genogrupos que ndo se encontravam
previamente purificados ne estoque laboratorial do Dr. Siba K. Samal. Esta etapa do
trabalho, envolvendo a multiplicagio destes virus, viabilizou a andlise da formacdo sincicial
(ECP) caractertstica do género Aguareovirus, da familia Reoviridae.

Os produtos das purificagdes do GCV, CLV e HRV foram avaliados
através da microscopia eletronica de transmissio, por contrastacao negativa, confirmando a
morfologia desses espécimes como caracteristica do género Aguareovirus.

A cepa SA1] (rotavirus grupo A) foi associada aos estudos do GCv, CLY
e HRV, em conjunto com os seguintes aquareovirus representantes de cada genogrupo:
SBR (genogrupo A), LBS (genogrupo B), GSV (genogrupe C), CRV {genogrupo D), TRV
{(genogrupo E) e SCR (genogrupo F), para a comparagio cntre estes aquareovirus ¢ o
rotavirus, em géis de cletroforese ¢ técnicas de hibridizagio

A relativa mobilidade dos 11 scgmentos gendmicos RNAfd dos virus
marcados no terminal 37 foi analisada através da eletroforese em gel de poliacrilamida. Este
estudo revelou a semelhanga eletroforética entre o CLV, 0 HRVe o SBR (genogrupo A) e a

heterogeneidade entre o GCV ¢ os demais virus desta pesquisa.
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A téenica de hibridizagio reciproca RNA-RNA “dot blot”, sob condictes
de estringéncia média (pré-hibridizagdo e hibridizagio a 52 °C, 50% formamida/ 6x SSC,
lavagem a 62 °C, 0,lx SSC/ 0,1% SDS) viabilizou: a descoberta de um nova genogrupo
dentro do género Aquareovirus, o genogrupo U, representado pelo GCV; a classificagiio do
CLV e do HRV dentro do genogrupo A, a observagio de uma relagio genética entre o
genogrupo A (SBR) e o B (LBS). A relagio genetica do rotavirus (SA11) com o GCV,
CLV e o 1RV associada com os representantes dos genogrupos (A a F) foi também
examinada através da hibridizacio reciproca RNA-RNA “dot blot”, nio tendo sido

constatada qualquer associagio genética do SA11 com 0s aquareovirus, sob estringéncia

média.
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SUMMARY

The Chinook Salmon Embryo cell line (CHSE-214) was used to propagate
the viruses investigated in this thesis, GCV, CLV and HRV, as well as the aquareoviruses
cofrespondents to the genogroups that were not found previousty purified at Dr. Siba K.
Samal laboratory stock. This step of the work, involving the growth of these viruses, made
viable the analysis of the sincicial formation (CPE) characteristic of the genus
Aquareovirus, in the family Reoviridae,

The products of the GCV, CLV and HRV purifications were evaluated by
transmission electron microscopy negative staining, confirming the marphology of these
specimens characteristic of the genus Aguarcovirus.

The SA1] strain (group A rotavirus) was related to the studies of GCV,
CLV and HRV, in association with the following aquarcoviruses representatives of each
genogroup: SBR (genogroup A), LBS (genogroup B), GSV {genogroup (), CRV
(genogroup D), TRV (genogroup E) and SCR (genogroup F), for a comparison between the
aquareoviruses and the rotavirus by gel eletrophoresis and hybridization techniques.

The relative mobility of the 11 dsRNA genomic segments of the viruses
labeled at their 3” was analysed by polyacrylamide ge! electropharesis. This study revealed
the electrophoretic similarity among CLV, HRV and SBR (genogroup A), and the

heterogeneity among GCV and the others viruses from this rescarch.
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The reciprocal RNA-RNA dot blot hybridization technique, under medium
stringency (prehybridization and hybridization at 52 °C, 50% formamide/ 6x SSC; wash at
62 °C, 0.1x §SC/ 0.1% 8DS), permited: the discovery of a new genogroup in the genus
Aquareovirus, genogroup G, represented by GCV; the classification of CLY and HRYV in
the genogroup A, the observation of a genetic relationship between genogroup A ( SBR)
and genogroup B (LBS). The genetic relationship of the rotavirus SA11 with GCV, CLV
and HRV, associated with the aquareoviruses representing the genogroups (A to F) was
also examined by reciprocal RNA-RNA dot blot hybridization. No genetic association of

the SA11 with the aquareoviruses was found under medium stringency.



1. INTRODUCAQO

Historicamente, a Aquacultura data de 2000 a.C, na China, onde a
incubagio artificial e a criagdo de carpas tornaram-se atividades predominantes (AVAULT,
1987). Ao longo dos anos, esta atividade expandiu-se por diversos paises do mundo,
envolvendo a criagio de um grande nimero de espécies de peixcs, mariscos ¢ crustéceos,
tanto em agua doce, quanto em agua salgada. Atualmente, a produgio global da
Aquacultura representa 12% do total de peixes € mariscos consumidos, ou seja, 10 milhdes
de toneladas por ano (LUPIANI, 1994). sendo importante destacar que o continente asiatico
€ o responsavel por 85% da produgio mundial relacionada a Aquacultura (AHNE, 1994).
Para o ano 2000, estima-se um aumento no consumo mundial de peixes de
aproximadamente 25% (KUBITZA, 1999,

A expansio da Aquacultura vem atendendo a um aumento da demanda
populacional na busca por novas fontes de proteina, estando esta associada a uma produgdo
com custos relativamente baixos (TRUST, 1986). Neste enfoque, o Brasil, que é um pais de
extenso litoral, apresentando uma diversidade de animais aquaticos, encontra-se também
investindo na expansio da Aquacultura em seu territério. Projetos de alta significado
econdmico e cientifico, como o Projeto Pacu e o Projeto Pintado (MT), visando a
reprodugdo em cativeiro destas espécies, tém recebido milhdes de reats em investimento por
parte de grupos financiadores de grande porte. Atualmente, o consumo de peixes no Brasil

encontra-se ao redor de 80.000 toneladas/ano, com um consumo mdédio per capita de 6



kg/ano. As perspectivas para 2010 envolvem um acréscimo deste consumo na ordem de 10
kg/ano por pessoa (KUBITZA, 1999). No entanto, para que cste tipo de atividade preencha
todas as exigéncias sanitarias, com niveis elevados de produglio, hd neccssidade de se
garantir a salde dos animais envolvidos nesta criagio, promovendo um controle de doengas
infecciosas e parasitarias.

Caracteristicas como a diversidade das espécies, assim como as criaces em
altas densidades, encontradas muitas vezes nas instalagdes de Aquacultura, sio fatores que
aumentam as chances da dispersdo de agentes patogénicos, tais como: bactérias, parasitos e
virus. Estes dltimos vém assumindo uma posigio de destaque no eixo internacional,
principalmente no que se refere s perdas econdmicas nas criagdes de peixes, caracterizadas
pela redugio na produgio e na crescente mortandade.

No Brasil, similares perdas neste tipo de criagdio sdo encontradas, sem que
nelas se tenham referéncias de andlises virologicas. Além dos prejuizos econdmicos, 0s
riscos sanitarios podem ser de diversas ordens, sendo agravados pela necessidade de estudos
completos ¢ bem definidos, que venham determinar a manifestagiio ou nio de agentes virais
nas espécies de animais envolvidos nos projetos de Aquacultura.

A preocupagdo com a rapida expansio da Aquacultura, permeando um
comercio de exportagdes e importagdies de diversas espécies, muitas vezes ndo nativas aos
locais de destino, vem sendo manifestada por varios paises relacionados a esta atividade
Toma-se necessaria total atengfio as descobertas de novos patogenos, principalmente nas
especics que estdo sendo importadas, para que as instalagdes receptoras sejam protegidas
(LUPLANTI, 1994).

Alguns paises, entre eles os Estados Unidos da América, vém promovendo
diversas pesquisas no campo das viroses de peixes, crustaceos, meluscos e outro animais
aquaticos, muilas vezes em associagdo com paises europeus. No meio destes trabalhos, tem
sido dado um maior enfoque ao género Aquareovirus, que representa a mais nova
descoberta de importantes patogenos de animais aquaticos, classificados dentro da familia

Reoviridae (FRANCKI et af ., 1991).
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Os aquareovirus tém sido isolados de uma grande variedade de peixes,
moluscos ¢ crusticeos. Apesar de muitos isolamentos terem sido feitos de anmais
aparentemente sadios, também existem aqueles que foram realizados a partir de peixes com
suttomas de doengas hemorragicas, hepatites e pancreatites (SUBRAMANIAN, 1997),
Analises gendticas dos aquareovirus tém indicado a existéncia de uma grande variedade
entre estes diferentes isolamentos, Um methor conhecimento da biologia, genética e biologia
molecular destes virus, ird ajudar na compreensio da origem ¢ do papel destes agentes
patogénicos de animats aquaticos (LUPTANI ef af., 1995).

O impacto das pesquisas envolvendo os aquareovirus na industria da
Aquacultura, promovera controles de doencas ¢ o desenvolvimento de esiratégias de
vacina¢do, sendo trabathos como estes incentivados por Universidades como a University of
Maryland, E.U.A. Neste aspecto, o Brasil precisa ampliar as condigdes para o
desenvolvimento de uma estrutura interna que passe a assimilar e produzir a tecnologia
necessana para a implantagio destes estudos no pais. Tal realizagdio, s sera possivel com o
governo brasileiro apoiando os seus profissionais, capacitando-os a dialogarem e a
interagirem com guem ja domina esta tecnologia.

Visando justamente a dar inicio a este intercimbio tecnologico entre o
Brasil e paises como 0s E.U A | que vém estabelecenda pesquisas no campo das Viroses de
Animais Aquaticos, é quc esta Tesc de Mestrado foi elaborada e desenvolvida. Neste
cantexto, 0s objetivos que apéiam esta pesquisa baseiam-se nos seguintes 1opicos:

a) a introdugdc no Pais de novos conhecimentos cientificos no campo das Viroses de
Animais Aquaticos, mais especificamente os aquareovirus, viabilizando firturas pesquisas e
aplicagbes tecnologicas que esclaregam as condigdes sanitarias das criaghes associadas a
Aquacultura no Brasil;

b) a familiarizagio dos procedimentos que envolvem o cultivo de células de peixes, assim
como as iécnicas de inoculagdo viral, purificagio viral, extracdo do acido nucléico das
amostras purificadas, preparagio de sondas ¢ analises do RNA viral, através da aplicago

da Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) ¢ da hibridizagfio reciproca
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RNA-RNA “dot blot”, visando a identificagdo dos aquareovirus e a classificag¢iio dos
genogrupos das amostras virais aqui estudadas, dentro deste novo género:

¢) a interagio com diversos profissionais e suas especialidades, enriquecendo este trabalho e
viabilizando, como no caso da Microscopia Eleirdnica, a visualizagio dos virus aqui
pesquisados;

d) a contribuigio mitua entre paises, como o Brasil, representado pela Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro e os E, U.A_, representados pela University of Maryland, na busca
por novos estudos da varabilidade genética dos aquareovirus. Variabilidade esta
investigada nesta tese, a partir da aplicagéo das técnicas de SDS-PAGE e de Hibridizacao
reciproca RNA-RNA no estudo da relativa mobilidade dos 11 segmentos RNA fita dupla
(RNAfd) do genoma de 9 cepas de aquareovirus, onde 6 cepas eram representantes de
cada genogrupo (A a F) e 3 cepas correspondiam aos virus a serem identificados e
classificados, associando-os com 1 cepa de rotavirus, Tal fato possibilitou, além do alcance
dos objetivos aqui mencionados, a descoberta de um novo genogrupo dentro do género

Aquareovirus, o genogrupo G.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

O papel dos virus como agentes infecciosos foi observado muito antes de
ser reconhecida sua verdadeira natureza (DAVIS, 1980). Desde 1892, quando foram
identificados pefo botinico russo Dimitri Tvanovski, na pesquisa da transmissio do mosaico
do tabaco (doenca contagiosa que ataca as folhas do fumo), 0s virus se tornaram motivo
permanente da discussdo entre cientistas (SOARES, 1988). Ivanovski macerou, num prato,
algumas plantas de tabaco doentes, recolheu a seiva e, apos passar este material por um
pano, conseguiu transmitir a doenga a plantas saudaveis, administrando-Thes a seiva
contaminada. Mesmo depois de um novo experimento, em que passou esta seiva por um
filtro de porcelana que acreditava reter todos os microorganismos, constatou que o material
ainda era infeccioso. No cntanto, com base em teorias de pesquisadores como Louis Pasteur
e Robert Koch, que atribuiram todas as doengas infecciosas aos “animaiculos” de
Leeuwenhocek, ou seja, ds mindsculas criaturas que hoje em dia sio conhecidas como
bactérias, infelizmente Ivanovski presumiu que o mosaico do tabaco estivesse associado a
uma infecgdo bacteriana (SCOTT, 1087).

Este caso, em particular, representa na realidade a falta de percepcio do

verdadeiro sigmficado dos resultados obtidos nos experimentos, assim como a falta de um
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espirto mais aberto a novas descobertas, pois, se lvanovski prosseguisse as suas
investigacdes, provavelmente verificaria que se tratava de um novo agente infeccioso, o
virus, podendo ser entdo lembrado como o Gnico e indiscutivel criador da Virologia. No
entanto, o mento da descoberta dos virus é cada ver mais atribuido ao microbitlogo
holandés Martinus Beijerinck, que procedeu as mesmas experiéncias que lvanovski, com os
mesmos resultados, mas que chegou a conclusdes bem diferentes e que contribuiram para a
Histéria da Virologia (SCOTT, 1987).

O avango das pesquisas foi marcado por cientistas como: os alemies
Friedrich Loeffler e Paul Frosch, que além de descobrirem o agente infeccioso da Febre
Aftosa, em 1898, também verificaram que este tinha particularidades semethantes as do virus
do mosaico do tabaco; Ellerman e Bang, que, em 1908, descobriram a transmissio viral da
leucose aviaria, assim como Rous, em 191 1, também constatou a transmissdo viral de um
sarcoma de galinha, ambas as pesquisas comprovando a capacidade dos virus de produzirem
tumores; Twort, na Inglaterra e D’Herelle, na Franga, que em pesquisas independentes
descobriram os bacteriofagos, em 1917 (DAVIS, 1980); Knoll e Ruska, que, em 1932,
Inventaram o microscapio eletrénico, permitindo a observagdo das particulas virais; Enders,
que, em 1949, desenvolveu a téenica de cultura de células, facilitando muito os estudos dos
virus (MOHANTY & DUTTA, 1981). Trabalhos como estes foram de grande importincia
para o desenvolvimento da Virologia como uma Ciéncia, Também contribuiram para a
formagio de novas gerages dec cientistas que atualmente, ainda num mesmo espirito
pioneiro dos seus antecessores, estio cada vez mais atuando em novos campos das viroses,
como no caso das que estdo relacionadas aos animais aguaticos.

Os estudos cnvolvendo os virus de peixes possuem as referéncias mais
antigas, datando de 1917, quando Weissenberg pesquisou as doencas linfociticas e
rclacionou os virus & causa da hipertrofia em células linfociticas de peixes, dado estc
completamente comprovado somente 50 anes depois (WOLF, 1988). A continuidade destes
estudos tem fornecido elementos para a classificagio dos virus de peixes em 12 familias,
onde a maioria destes agentes afetam vertebrados superiores (LUPIANIL, 1994) (Tabela 1).

No entanto, com 0s avangos dos trabalhos cientificos abordando nio s6 os peIxes, mas



também outros animais aquéticos, principalmente por causa da diversificagdo nas criagdes
no campo da Aquacultura, o que se verifica € que desde 1975 tem ocorrido um aumento no
numero de virus descritos em animais aquéaticos (HETRICK et al., 1992; HETRICK &
HEDKICK, 1993). Nestes estudos, o0 interesse dos cientistas estd sendo voltado para os
virus classificados dentro da familia Reov iri daedevido ao fato de que pouco ainda se sabe
da biologia molecular destes e do papel como patdgenos na Aquacultura (LUPIANI, 1994;
SUBRAMANIAN, 1997).

2.2 Familia Reoviridae

Membros da familia Reov ir1daetém sido isolados de mamiferos, aves,
peixes, mariscos, crustaceos, insetos e plantas. Virions, representantes desta familia,
apresentam: um didmetro de 60-80 nm; simetria icosaédrica; uma série de camadas protéicas
externas, assim como uma interna conhecida por core; ndo apresentam um envelope lipidico;
peso molecular de aproximadamente 120 x 100 daltons. O genoma é composto por 10-12
segmentos de RNA fita dupla (RNATfd) e devido a esta natureza segmentada do genoma,
membros desta familia sofrem uma eficiente recombinacdo através de um rearranjo genético.
No que se refere a replicacdo viral, esta ocorre no citoplasma, onde viroplasmas tém sido
observados (LUPIANI et al., 1995).

Atualmente, a familia Reov i ridaecontém oito diferentes géneros e um
grupo cie reovirus de plantas ainda ndo classificado (FRANCKI et al., 1991) (Tabela 2). Os
reovirus sdo classificados dentro de seus especificos géneros de acordo com determinadas
caracteristicas, tais como: hospedeiro, niUmero de segmentos do genoma e similaridades
soroldgica e molecular (LUPIANI, 1994; SUBRAMANIAN, 1997).



Tabela 1. Virus de peixes classificados em familias.

DNA
Herpesviridue
Channel catfish virus (CCV)
Herpesvirus salmonis
Oncorhynchus masou virus
Adenoviridae
Atlantic cod adenovirus
Iridoviridae
Lymphocystis virus
Epizootic hematopoietic necrosis virus (EHNV)
Eel iridovirus
White sturgeon iridovirus
Erythrocytic necrosis virus (ENV)

RNA
Rhabdoviridae
Viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV)
Infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV)
Spring viremia of carp (SVCV)
Hirame rhabdovirus
Purumyxoviridae
Chinook salmon paramyxovirus
Black sea bream paramyxovirus
Orthomyxoviridae
Eel orthomyxovirus-like agent
Birnuviridae
Infectious pancreatic necrosisvirus (IPNV)
Reoviridae
Aquareoviruses
Retroviridue
Dermal sarcoma of walleye
Lymphosarcoma of norther pike
Swimblader fibrosarcoma of Atlantic salmon
Picornaviridae
Barramundi picornavirus
Caliciviridae
Opaleye calicivirus
Coronaviridae
Common carp coronavirus

Adaptado de LUPIANI, 1994.



Tabela 2. Géneros que compéem a familia Reoviridae e SUAS caracteristicas

GENERO HOSPEDEIRO SEGMENTOS
GENOMICOS
Orthoreovirus Somente vertebrados 16
Orbivirus Artropodes e vertebrados 10
Coltivirus Carrapatos, mosquitos e vertebrados 12
Rotavirus Mamiferos e aves 11
Aquareovirus Peixes e mariscos 11
Cyporeovirus [nsctos e crustaceos 10
Phytoreovirus Plantas 12
Fijivirus (rramineae ¢ insetos 10
Reovirus de planta subgrupo 3 Gramineae ¢ insetos 10

Adaptado de SUBRAMANIAN. 1997

2.3 Caracteristicas Gerais dos Aquareovirus

Durante a Gltima década. inimeros virus pertencentes a familia Reoviridae
tem sido isolados de uma grande variedade de animais aquaticos, incluindo moluscos ¢
crustaceos, assim como de diferentes areas geograficas (LUPIANT e ol 1995) [stes

agentes, algumas vezes sdo isolados de animais aparentemente sadios submetidos a ¢xames
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de rotina (HETRICK et al, 1992) Os virus sao éter e cloroférmio-resistentes, possuem um
didmetro de 70-75 nm e um capsideo com dupla camada, contendo um genoma composto
por 11 segmentos de RNAfd. Quando propagado em linhagens de células de peixes, forma
areas de placas ou de sincicio, como em um tipico efeito citopatico (WINTON et at., 1987,
WINTON, 1989, SAMAL et al., 1991). Apesar de estes virus possuirem algumas
caracteristicas que se assemelham as do género Rotavirus e Orthoreovirus, foram
classificados dentro de um novo género, Aguareovirus da familia Reoviridae(FRANCKI et
al, 1991). Esta nova classificacdo foi baseada no hospedeiro (peixe, molusco e crutaceo),
na temperatura ideal de crescimento (entre 15 °C e 26 °C), na mobilidade eletroforética do
RNA, na auséncia de reacbes cruzadas com outros reovirus através de estudos de
hibridizacdo cruzada RNA-RNA e em resultados obtidos nos testes soroldgicos (LUPIANI
etal., 1995).

O primeiro aquareovirus descrito, o “golden shiner aquareovirus" (GSV),
foi isolado em 1977 de uma criacdo de “golden shiner” (Notemigonus crysoleucag no
Arcansas, EUA (PLUMB et al., 1979). Em 1979, MEYERS reportou o isolamento do
“American oyster aquareovirus” (13p2), realizado em 1977 de uma criagdo de “American
oyster” (Crassotrea virginica) em Long Island, Nova York, EUA. O terceiro virus deste
género foi isolado em 1978 do “chum salmon” (Oncorhynchus keta), durante um exame de
rotina aplicado em peixes (WINTON et al., 1981) e foi denominado "chum salmon
aquareovirus” (CSV) Ja em 1984, AMEND et al., comunicaram o isolamento do “channel
catfish aquareovirus” (CRV), encontrado em populacGes de “channel catfish” (I ctalurus
punctatus)e duas fazendas no sul da Califérnia, EUA Desde o isolamento destes quatro
virus, diversos virus tém sido classificados dentro do género Aquareovirus (HETRICK et
al., 1992) Apesar de a maioria destes virus ter sido isolada de peixes aparentemente sadios,
hé casos como o do “grass carp aquareovirus” e do “black carp aquareovirus”, isolados por
CHEN & JIANG (1984), que, na década de 70, na RepuUblica Popular da China (RPC),
causaram uma severa doenca hemorrdgica em 80% das populagbes de "grass carp”

(Ctengpharyngodon mdella) e ““black carp” (Mylogpharyngodon piceus).
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Diante destes fatos, a atencdo dos cientistas esta-se voltando para estudos
envolvendo os aquareovirus, refletindo com isso a necessidade de se conhecer melhor estes
virus. Estas pesquisas possibilitardo a compreensdo da origem e do papel destes agentes

como patdgenos para 0s animais aquaticos.

2.4 Distribuicdo dos Aquareovirus

A maioria dos aquareovirus descritos até o presente momento foram
isolados de peixes aparentemente sadios, durante exames laboratoriais de rotina (MEXERS,
1979; WINTON et al., 1981; AHNE & KOLBL, 1987; WINTON et al., 1989a; SAMAL et
al., 1991). No entanto, alguns destes virus foram isolados de peixes que também estavam
infectados por bactérias (LUPIANI et al., 1989; BAYA et al., 1990) ou de populacgdes de
peixes que sofriam de forma cronica, apresentando altos indices de mortalidade (PLUMB et
al., 1979; AMEND et al., 1984; CHEN & JIANG, 1984; HSU et al., 1989; MARSHALL et
al., 1990; JIANG et al., 1991; VARNER & LEWIS, 1991) (Tabela 3).

Outros “reo-like” virus tém sido descritos em diferentes populacbes de
crustaceos com problemas de mortalidade (MARI & BONAMI, 1988; NASH & SHARIFF,
1988), sem que tenham sido isolados em linhagens de células. Tal fato caracteriza a falta de
esclarecimentos quanto a incluséo destes dentro do género Agquareovirus(LUPIANI et al.,
1995).
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‘Tabela 3. Lista dos aquare

PEIXES E MOLUSCOS

DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA

ovirus isolados de peixes ¢ moluscos até a presente data.

REFERENCIA

CGiolder shiner (GS Y
American ovsler (13p2 )
Chums salmon (CSY
Pacilic ovster

Channel catfish (CR VS
Grass camp

‘tench

Chub

Fancy carp

Japunese cel

Hard ¢lam

Masou salinon

Turbot {TRV)

Coho salmon (CSR)
Coha sulmon (E1.C)
Chinook salmon (YRC)
Landlocked saliron {1.8V)
Black carp

Striped bass (SIR)
Smelt {SRV)

Atlantic salmon (1113R)
Atlantic salmon (ASV)
Angelfish (AFR}
Conunon earp

Grouper

Chinook salmon (DRC)
Coho salmon (5CS)
Chinook salmon (LRS)
Chinook salmon (GRC)H
Atlantie salmon (18V)
Chrnook salmen (1CR)
Gilthead seabream (8B
Chinook salmon (WIR)Y
Chmnoob sialmon (DRV)
Coho salmon (88R)
Chinook salmon (18K}
Chinook salmon (1.HR)
Chiook salmon (FOR)
Chinook salmon (WAR )
Chinook salmon (CCR )
Chinook salmon {HIER)
Aliantic salmon (ASR)
Chum salmon (PSR)
Chinook salmon (5CK )
Chineok salmon (HRV
Chinook salmon (KPR}
Chinook salmon (MR )
Clhinook sulmon (SOR
Chinook salmon (11012
Guppy (GRC'}

Chinook salmon (FRV)
Chinook salmon (1.CR)
Chinook salmon (NCR)
Smelt (SRV)

Netenngonus crasoleucas
Crassostren virguties
Oncorhyvirehus keta
Crassosirea PR

letalurus punctatus
Ctenopharyngodon ideila
Tinca tinca

Leueiseus eephalus
Angulla Japonica
Maretrix lusoria
Oncorhynchus masou
Scophtalmus maximus
Oncorbynchus kisutch
Oncorhynchus kisutck
Oncorhynchus tshawytscha
Oncorhynchus masou
Mylopharyngodon piceus
Morene saxatilis

Osmerus mordax

Salmo salar

Salmo salar

Pomacanthus semicirculatus
Lypritius carpio
Plectroponius maculatus
Oncorhynchus tshawytscha
Oncerhyochus kisutch
Oncorhynchus tshawytscha
Ongorhynchus tshawytscha
Salige salar

Oncorlnvnchus tshawvtscha
Oneortnnchies tshawvischa
Oneorhvnchus tshawytscha
Oneorhynehus kisuch
Oncorhyvnchus tshawytscha
Oncorhiynchus tshawytscha
Ccorhyviichus Lshawytscha
Ogcorhynehus tshawytscha
Ouncorhynehus tshawy tscha
Oncorhynehus tshawyvlscha
Salmo sialar
Oncorhynchus keta
Oneorhinehus tshaws tscha
Omeorhiynehs tshawytsel
Oncorbiynchus shawyischa
Oncorhsnchuy shawytscha
Oneotlnelus shawytschy
Uneorhynichus tshawyischa
Pogeilia reticulata
Oncorhvnchus tshawytscha
Oneorhynehuy tshawytscha
Oncorlynchus tshawytscha

Osmerus mordax

Arcansas, LA
Nova York, LUA
Hekkaido Jupio
Japlio

California

China

Alcmanha
Alemanha

Japio

Jupio

Tarwan

Japdo

Galicia, Fspanha
Oregon, BTJA
Oregon, LUA
Oregon, TIUA
Tarwan

China

Maryland, FUA
New Brunswick, Canada
Costa Atlantica | BUA
Canada

Texas, HUA
Cliuna

Singapura
Washinglon, LUA
Washinglon, LUA
Washington, ETJA
Washinglon, LA
Tasmdma, Australia
Califoruia. FLUA
Galicla, Espanhia
Washinpton, FT11A
Washinglon, T11iA
Washington, 1A
Washington, FITA
Washington, [\E1A
Washingion, FTIA
Washington, I\11a
Washington, 1A
Washington, 111)A
Virgimia Ocste, FLiA
Washington. I'TJA
Alasga, 1A

Washington, I-Lia
Washingion. X17A
Washington, 1A
Washington, F1iA
Washington, I:1JA

Singapura
Washington, ElJA
Washington, FElA
Dukota do Norte, 15UA
Virginia Oeste. EUA

Plumb er af | 1974
Muovers, 1974

Winton o al., 1981
Nagubavaskt & Mori, 1983
Amend or af |, 1984

Chen & Jiang, 1984

Ahne & Kalbl, 1987

Ahne & KalbL 1987

Sano & Fukuda, 1987
Sano & Fukuda, 1987

Hsu er g/ 1988
Yoshimizu ef al., 1988
Lupiani et al.| 1989
Winton ef al,, 198"
Winton ef af., 1989a
Winton er ai., 1989

Hsu et ai., 1989

Jang & Ahne, 1989

Baya et af., 1990

Marshall er /., 1906
Samal eral | 1991

Samal er ol 1991

Varner & Lewis, 1991
Jaang er af., 1991
Cliew-lim et of | 1992
{.uptani, 1994
Lupian:, 1494
Lupian, 1994
Luprani, 1994
Lupani, 1994
Luprant, 1994
Bandin e of.,
Subraimanian,
Subrumaiam,
Subramanian,
Subramanian,
Surbramania.
Subranminnm,
Subramanian,
Subramanian,
Suhramanian,
Subramaniun,
Subramanian.
subramantan.
Subramanian.
Subrimmagian,
Subramuanian,
subrainanian,
Subramanian,
Subramanian.
Subramanian,
Subramanian, 1997
Subramammian, 1997
Subramanian, 1997

1943
1997
1997
1997
1997
1997
1597
1997
a7
1oa7
lug7
1997
1997
19u7
1697
1997
1997
19457
1947
1997

Adaptado de [.UPIAN]. 1994, SUBRAMANIAN, 1997,
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2.5 Patogenicidade e Infeccdo Experimental dos Aquareovirus

O desenvolvimento dos estudos envolvendo os aquareovirus vem sendo
marcado por algumas pesquisas que visam a avaliacdo do potencial patogénico destes
agentes. Os resultados destes trabalhos tém demonstrado que a patogenicidade varia de
acordo com cepas dos aquareovirus e que a idade e as espécies de peixes infectados também
sdo importantes nesta analise (LUPIANI et al., 1995).

MEYERS, em 1980, descreveu a infeccdo experimental da “American
oyster” (Crassotrea virginica) e do “bluegill” (Lepomis macrochirus) “fingerlings” com
13p2 aquareovirus que foi isolado do “American oyster”. A exposi¢do das ostras a agua
contendo 13p2 ndo resultou em mortalidade significativa, assim como ndo ocorreu nem
aumento na titulacdo viral, nem lesdes histopatoldgicas durante um periodo de 45 dias p0s-
inoculacdo. No entanto, no caso do “bluegill”’, em que se realizou a inoculacao
intraperitoneal do 13p2, os resultados demonstraram um indice de 44% de mortalidade que
foi associado a uma hepatite multifocal difusa. Em adicdo a estes estudos envolvendo o
13p2, foi feita a analise deste aquareovirus quanto a patogenicidade em “rainbow trout”
(Oncorhynchus myk i ss), que apesar de nédo ter causado mortalidade produziu uma doenga
subclinica em 56% dos adultos e em 65% dos “fingerlings”. Ocorreu também um aumento
da titulacdo viral, produgdo de anticorpos neutralizantes e hepatite granulomatosa
reticuloendotelial multifocal (MEYERS, 1983). Outras pesquisas com 13p2 envolveram a
inoculacdo em *“golden shiner” (Notemigonus crysoleucas) e apresentaram nucleos
picnaticos no figado, assim como les6es no bago (BRADY & PLUMB, 1991).

No caso do “channel catfish aquareovirus” (CRV), a infeccdo experimental
deste virus no “channel catfish” (punctatus) indicou que pode replicar por periodos
extensos, mas com baixa viruléncia (AMEND et al., 1984).

O “golden shiner aquareovirus” (GSV) apresentou uma patogenicidade
média no hospedeiro natural “golden shiner” (Notemigomus crysoleucas), em estudos
realizados por BRADY & PLUMB (1991). Em outras anélises do GSV, este virus foi
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utilizado para inoculagdo no “grass carp” (Ctempharyngodon i delbando havendo casos de
mortalidade e nem lesdes histologicas (HEDRICK et al., 1989).

A infeccdo experimental do “chum salmon aquareovirus"(CSV) em
“rainbow trout”, “chum salmon” (Oncorhynchus keta), “chinook salmon” (Oncorhynchus
1 shawytscha) “konkanee salmon” (Oncorhynchus nerka) , reportada por WINTON et al.,
(1989b), ndo causou mortalidade significante, sendo que aqueles que morreram nao
apresentaram les@es internas ou externas. Histologicamente, foi observada no “chum” e
“chinook salmon” uma hepatite focal necrosante. Estudos mais iecentes, iealizados por LA
PATRA & HEDRICK (1995), mostraram que o CSV era patogénico para “rainbow trout”.
Num primeiro experimento, foram observadas exoftalmia e distengdo abdominal. Analises
histologicas mostraram a presencga de uma severa necrose multifocal no figado, sem afetar o
rim. No segundo experimento, assim como no terceiro, houve um indice de 14% de
mortalidade. O ultimo experimento apresentou necrose difusa do endotélio dos sinusoides
do rim e deplecdo de células hematopoiéticas, detectada durante os periodos mais severos
da hepatonecrose. A iecuperagdo destes animais foi gradual.

Estudos semelhantes foram iealizados utilizando “rainbow trout” e “coho
salmon” (Oncorhynchus kisutch) para analises da patogenicidade do “coho salmon
aquareovirus” (CSR) (WINTON et al., 1989b). Apesar de ndo terem ocorrido problemas de
mortalidade durante o experimento, foi detectada hepatite necrosante focal 3 semanas pos-
inoculagéo e estas lesdes permaneceram até 11° semana.

Outro trabalho buscando a compreensdo do grau de patogenicidade que
envolve os aquareovirus foi o iealizado por JIANG & AHNE, em 1989, onde o ‘“grass carp
aquareovirus” e 0 “black carp aquareovirus” foram analisados nos peixes *“grass carp”
(Ctenopharyngodon idellla) e “black carp” (Mylopharyngodon y i ceus). Ambas as espécies
de carpas inoculadas com estes virus apresentaram sinais tipicos da doenca hemorragica que,
desde a década de 70, vinha causando problemas nas criacGes de carpas na Republica
Popular da China (RPC) (CHEN & JIANG, 1984). Experimentalmente, o “grass carp
aquareovirus” produziu 80% de mortalidade em ambas as espécies de carpas, sendo que no

caso do “black carp aquareovirus”, houve 67% e 95% de mortalidade em “grass carp” e
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“black carp”, respectivamente. Devido a dispersdo desta doenca na China, causando severas
perdas econbmicas, uma vacina inativada de tecidos infectados (figado, bago e rins) foi
testada. Esta vacina injetavel, induziu a uma boa resposta imune, tendo sido testada por
alguns criadores de carpas que informaram que mais de 70% dos “fingerlings” ficaram
protegidos (GAO, 1979) Em outras analises, os aquareovirus isolados da “common carp”
(Cyprinus carpio) mostraram ser avirulentos a “common carp”, “bighead carp” e “silver
carp” (JIANG etal., 1991).

A patogenicidade dos aquareovirus isolados do “tench” (T inca tincado
“chub” (Leuciscus cephalu$oi estudada em “common carp”, “roach” (Ruti lus ruti)us
“redfin” (Scardinius erythrophthalmusNenhum dos peixes mostrou qualquer sinal de
doenca e o0s virus ndo foram reisolados (AHNE & KOLBL, 1989).

VARNER & LEWIS (1991) reportaram que “angelfish” marinhos sadios
(Pamacanthus semi circulatus)postos ao “angelfish aquareovirus” (AFR) desenvolveram
lesBes similares aquelas associadas com sindrome de eroséo da linha lateral e cabeca (HLLE
syndrome). No entanto, a inoculagéo intraperitoneal do “angelfish” com AFR ndo resultou
em qualquer leséo externa, interna ou histopatoldgica.

CHEW-LIM et al. (1991) descreveram a infeccdo experimental do “red
grouper” (Plectropmus  malacatuse do “greasy grouper” (Epinephelus tauvihaom o
“grouper aquareovirus”. Nenhuma mortalidade foi constatada, o peixe permaneceu sadio
durante o experimento e o virus foi isolado de ambas as espécies no 4°, 7° e 14° dias pds-
inoculacdo. No 70° dia, nenhum virus foi reisolado de quaisquer dos 6rgaos.

Recentemente, RIVAS et al (1995) relataram infeccdo experimental em
“rainbow trout” (Oncorhynchus mykiss) e “turbot” (Scophthalmus maximug com “turbot
aquareovirus” (TRV). Nenhuma truta (“rainbow trout”) morreu durante o experimento,
assim como também nao foram observadas lesdes externas. Os resultados indicaram que o
virus se disseminou rapidamente pelo animal infectado, tendo sido reisolado de diferentes
orgdos (figado, rins, bago, intestino, cérebro e guelras) até 15 dias pos-inoculagao
Entretanto, nenhum virus foi detectado 20 dias pés-inoculagdo. No caso do “turbot”, 0o TRV

pode ser detectado na maioria dos tecidos, onde replicou em baixos niveis. Além disso, a
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infeccdo experimental do “turbot” sob condic¢des estressantes e/ou infec¢do simultanea com
uma bactéria aumentou a replicagdo do TRV nos tecidos do peixe e fez com que o virus

passasse a ser secretado mais eficientemente.

A infeccdo experimental do “striped bass” (Morone saxat 1 I 1sdm “striped
bass aquareovirus” (SBR) ndo resultou em mortalidade ou sinais clinicos da doenca. No
entanto, o virus pdde ser encontrado em 0rgaos internos até 3 meses pos-inoculacdo
(HETRICK & BAYA, comunicacao pessoal, 1997).

Alguns aquareovirus estdo associados a casos de animais aparentemente
sadios e que revelaram numa analise post-mortem, les6es patologicas em diferentes 6rgéos.
Tal fato denota uma infecgéo clinica inaparente que pode estar associada a uma resisténcia
do hospedeiro ao virus ou a um ambiente estressante, resultando, com o tempo, na morte
dos peixes. A continuidade deste processo levara ao retardo do crescimento do animal,
afetando a producdo (LUPIANI, 1994). Torna-se necessario incentivar estes estudos,
visando a futuras aplicacGes de estratégias de diagnostico e controle.

2.6 Caracterizacao Sorologica dos Aquareovirus

Os testes sorologicos sdo baseados na reacdo entre antigenos e anticorpos,
sendo utilizados tanto para detectar anticorpos ou para detectar antigenos (VERSTEEG,
1985). Na Virologia, as reacfes sorologicas sdo aplicadas para exames das seguintes
questbes: diagnostico de viroses, ou seja, identificacdo do virus, inclusive quando o
isolamento deste agente ndo é mais possivel; divisdo dos virus em grupos, ou seja, pesquisa
de um relacionamento antigénico entre diferentes virus; comprovacdo dos diferentes
componentes da particula virica; comprovagdo de proteina ndo-viral em preparacdes de
virus (purificagdo); determinagdo do estado de imunidade do animal (MAYR &
GUERREIRO,1981).

Existem vérias técnicas soroldgicas disponiveis (Tabela 4), sendo que
algumas sdo mais apropriadas a determinadas familias de virus. Cada laboratorio faz a sua
escolha do procedimento mais favoravel e que serd utilizado seguindo certas consideracées:
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sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade. rapidez, conveniéncia ¢ custo (FENNIR ¢/

al , 1987a).

Tabels 4. Principais Procedimentos Sorologicos utilizados no Diagnastico Virolégico.

TECNICA PRINCIPIO

Neutraitzacdo Viral Anticorpo neutraliza a infectividade do viTus;
inibe citopatologia, reduz placas ou protege
ammais.

Inibi¢io da hemaglutinacio Anticorpo inibe hemaglutinacio viral.

Fixacio de Complemento Complexo  antigeno-anticorpo  se liga  ao

complemento, que a partir deste momento fica
inviavel para a lise das hemacias de carneiro
hemaélise-sensibilizadas.

Microscopia Imunoeletronica Agregados de virions e de anticorpos sdo
visiveis através da microscopia eletronica.

Imunofluorescéncia Anticorpo marcado com fluorocromo se liga ao
antigeno intracelular; fluoresce por Microscopia
Ultrafluorescente (UV).

Imunoperoxidase Anticorpo marcado por peroxidase se liga ao
anttgeno  intracelular; o precipitado  colorido
forma-se com a adi¢do de substrato.

Enzyme Linked fmmunosorbent Anticorpo enzimatico marcado (ou antigeno) se
Assay (ELLISA) liga a0 antigeno (ou anticorpo). substrato muda
de cor,

Radioimunoensaio Anticorpo  radioativamente  marcado  (ou

antigeno) se liga ao antigeno (ou anticorpo),
eg., hgado a fase sohida.

Imunodifusio Anticorpos e antigenos soliiveis produzem linhas
visiveis de precipitado no gel.

Adaptado de FENNER ¢f af., 1987a
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Uma série de estudos tém sido relatados na literatura, onde testes de
sorologia-cruzada estdo sendo feitos usando anti-soro gerado contra um dos agentes. No
caso dos virus dos animais aquaticos, HEDRICK et al (1984), compararam CRV, GSV e
CSV utilizando testes de neutralizagdo-cruzada e constataram que o0 CRV era claramente
distinto dos outros dois virus. Baixos niveis de neutralizagdo-cruzada entre os trés agentes,
indicaram que estes virus compartilnam alguns antigenos em comum. Entretanto, estes virus
podem ser considerados 3 sorotipos diferentes entre os aquareovirus. Por outro lado,
BRADY & PLUMB (1988) estudaram a relagdo antigénica entre 13p2, GSV, CRV e CSV,
utilizando neutralizagdo-cruzada. Constataram que 13p2, GSV e CSV tinham relacéo entre
si e 0 CRV estava relacionado ao GSV, mas nédo aos outros dois virus.

AHNE & KOLBL (1987) produziram anti-soro contra 0 “tench
aquareovirus”, isolado do *“tench” (Tincatinch que neutralizou tanto o “tench
aquareovirus” como o “chub aquareovirus”, isolado do “chub” (Leuci scus ceglus)nhuma
mesma titulacdo, enquanto os titulos correspondentes a neutralizacéo para o (GSV e o CSV
foram menores e nenhuma neutralizacdo do CRV foi detectada. WINTON (1989b)
demonstrou que o “coho salmon aquareovirus” (CSR), isolado do “coho salmon”
(Oncorhynchus ki sutch)era antigenicamente distinto do CSV, pois 0 anti-soro para CSV
ndo neutralizou o CSR.

A relacdo antigénica entre: o “striped bass aquareovirus” (SBR), isolado do
“striped bass” (Morone saxatilig}BR e 0 ASV, isolados do “Atlantic salmon” (Salmo
salar);o “smelt aguareovirus” (SRV), isolado do “smelt” (Osmerus mordax) e o ““turbot
aquareovirus” (TRV), isolado do “turbot” (Scophthalmus max imus) mostrou mais um tanto
alto grau de neutralizagdo-cruzada entre SBR, HBR, ASV e SRV tdo menos do que com
TRV. Resultados similares foram obtidos através de ensaios cruzados de “immunodot”, mas
ndo por “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” cruzados (ELISA) (DOPAZO et al.,
1992)

A relacdo antigénica dos aquareovirus com outros virus também tem sido
estudada. Estudos de neutraiizacdo do 13p2 (MEYERS, 1979), GSV (SCHWEDLER &
PLUMB, 1980), CSV (WINTON et al., 1981) e TRV (LUPIANI et al., 1989) com o anti-
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soro do virus da infeccdo pancreatica necrosante (IPNV) indicaram que estes virus nao
possuiam relagdo. Similarmente, testes de neutralizacdo e imunofluorescéncia do CRV com
o0 “channel catfish herpesvirus” ndo indicaram relacéo entre estes dois virus (AMEND et al.,
1984). Além disso, teste de neutralizagdo do 13p2 com antissoro especifico para o reovirus
de felino tipo 3 e o reovirus de canino tipo 1 ndo indicaram relacdo antigénica. Outros
trabalhos, envolvendo analises com imunoprecipitagdo cruzada e imunofluorescéncia
cruzada do SBR e SA11 (rotavirus de simio), ndo indicaram relacdo antigénica entre estes
dois virus (SAMAL et al., 1990).

2.7 Caracterizacdo Molecular dos Aquareovirus

A relativa mobilidade dos segmentos RNAfd dos membros da familia
Reoviridaeem eletroforese em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) tem sido usada para
distinguir cepas virais (RAMIG et al., 1977; HRDY et al., 1979; RODGER & HOLMES,
1979; ESPEJO et al., 1980; RODGER et al., 1981), sendo também uma ferramenta til para
0s estudos da epidemiologia molecular destes virus (ESTES et al., 1984). Portanto, a
caracterizacéo inicial, no nivel molecular, da maioria dos aquareovirus foi limitada ao estudo
e comparagdo dos eletroferotipos dos diferentes isolamentos (LUPIANI et al., 1995).

O primeiro aquareovirus caracterizado foi o CSV (WINTON et al, 1983)
Através de anélises do genoma do CSV, aplicando SDS-PAGE, foi constatado um genoma
com 11 segmentos de RNAfd, assim como em outras pesquisas que utilizaram a mesma
técnica, foi feita a identificagcdo das proteinas estruturais deste virus. Estudos similares,
envolveram o genoma do CRV (HEDRICK et al., 1984) que também apresentou 11
segmentos de RNAfd. Alem disso, WINTON et al., (1987) realizaram a primeira
comparacdo molecular entre aquareovirus, onde RNA e modelos protéicos do GSV, CRV,

CSV e 13p2 foram comparados lado a lado usando SDS-PAGE. Os 4 virus apresentaram
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um genoma composto por 11 segmentos de RNAfd, onde cada um indicou um unico
eletroferotipo.

AHNE & KOLBL, em 1987, compararam o eletroferotipo do ‘tench
aquareovirus” e do “chub aquareovirus” com o do GSV e do CSV. SDS-PAGE mostrou 11
segmentos de RNAfd com um modelo eletroforetico Unico. No entanto, o eletroferotipo do
“tench aquareovirus” demonstrou uma semelhan¢a maior com o do GSV do que com o do
CSV, enquanto o eletroferotipo do “chub aquareovirus” apresentou uma semelhanga maior
com o do CSV do que com o do GSV.

A aplicagdo do SDS-PAGE para analises do RNA do “grass carp
aquareovirus” e do “black carp aquareovirus” revelou a presenca de 11 segmentos do
RNAfd (JIANG & AHNE, 1989). Contudo, a relativa mobilidade do material genético
destes virus no gel ndo foi comparada com a dos outros aquareovirus.

WINTON et al. (1989a) estudaram a mobilidade eletroforética dos
segmentos do RNA de dois virus isolados do “coho salmon”, atraves do SDS-PAGE. O
genoma dos dois virus apresentou 11 segmentos RNAfd com similares, mas eletroferotipos
ndo idénticos.

Outros estudos utilizando SDS-PAGE procuraram analisar os seguintes
aspectos: a mobilidade eletroforética do “landlocked salmon aquareovirus” (LSV), isolado
do “landlocked salmon” (Oncorhynchus masou ) comparando com a de outros aquareovirus
e constatando que o genoma do LSV é composto por 11 segmentos RNAfd, com uma
relativa mobilidade diferente da apresentada pelos virus CSV, GSV e CRV (HSU et al.,
1989); a natureza do genoma do “smelt aquareovirus” (SRV), isolado do “landlocked
rainbow smelt” (Osmores mordax ), associando esta analise ao uso do marcador 3H-uridina,
onde 0os RNAs gendmicos mostraram ser fita dupla devido a resisténcia ao tratamento com
RNase | (MARSHALL et al., 1990); as proteinas virais do SBR, ASV e TRV, onde cada
virus apresentou 5 proteinas estruturais (SAMAL et al., 1991).

SAMAL et al. (1990) realizaram um dos estudos mais completos sobre a
caracterizacdo do SBR. A eletroforese do RNA marcado com [3H] undina indicou a

presenca de 11 segmentos. Além disso, este virus apresentou resisténcia ao tratamento com
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RNase A sob alta concentracdo de sal e sensibilidade sob baixas condigbes de sal,
demonstrando que os 11 segmentos eram RNAfd. Proteinas do SBR, SA11 e reovirus tipo 1
também foram examinadas atraves do SDS-PAGE, indicando que o SBR possui 5 proteinas
estruturais. Associando-se a estes estudos, SUBRAMANIAN et al. (1994) determinaram a
distribuicdo do codigo genético e dos polipeptideos do SBR, onde foram identificados 12
proteinas, sendo 7 estruturais (VP1 a VP7) e 5 ndo-estruturais (NS97, NS39, NS29, NS28 e
NS15).

2.8 Caracterizagdo Genética dos Aquareovirus

Muito pouco ainda se sabe a respeito da relagdo genética entre 0s
aquareovirus ou entre estes e outros membros da familia Reoviridae(LUPIANI, 1994),
apesar do empenho de alguns cientistas em obterem estas respostas através de suas
pesquisas Diante disto, € importante notar que apesar de a diversidade genética entre 0s
aquareovirus isolados ser indicada pelo polimorfismo dos modelos eletroforéticos, a
extensdo da relacdo entre os isolamentos ndo pode ser determinada usando SDS-PAGE
(WALKER et al., 1980, FLORES et al., 1982) A compara¢cdo mais direta da sequéncia
nucleotidica, pode ser obtida testando a habilidade individual dos segmentos genémicos
através da hibridizacdo de uns com os outros. Portanto, pesquisas envolvendo a hibridizagédo
reciproca RNA-RNA tém mostrado grande utilidade nos estudos da relagéo genetica entre
cepas de rotavirus (FLORES et al.,, 1982, NAKAGOMI & NAKAGOMI, 1989,
NAKAGOMI et al., 1989), orbivirus (BODKIN & KNUDSON, 1986, KOWALIK & LI,
1987) e reovirus (BODKIN & KNUDSON, 1985a).

SAMAL et al (1990) investigaram pela primeira vez a relagdo geneética
entre um aquareovirus (SBR) e outros membros da familia Reoviridae(reovirus tipo 1 e
SA11 rotavirus de simio), através da hibridizagdo reciproca RNA-RNA “dot blot” A

hibridizacéo foi realizada a 52 °C com formamida a 50% e a 15% Em ambos os casos, cada
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virus sornente hibridizou com o préprio e ndo com o RNA dos outros dois virus, ndo
indicando nenhuma relagdo genética entre o SBR e o reovirus tipo 1 ou SA11 (rotavirus
grupo A de mamifero).

Usando a hibridizagdo reciproca RNA-RNA "dot blot" sob condic¢Ges de
estringéncia alta (pré-hibridizacdo e hibridizagdo a 52 °C; lavagem a 72 °C), meédia (pre-
hibridizacdo e hibridizacdo a 52 °C; lavagem a 62 °C) e baixa (pré-hibridizacdo e
hibridizacdo a 42 °C; lavagem a 52 °C), 6 diferentes grupos genéticos (genogrupos) foram
estabelecidos (designados A a F) entre os 42 aquareovirus isolados (LUPIANI et al., 1993a;
SUBRAMANIAN, 1997). O genogrupo A foi representado por 18 destes virus, o
genogrupo B por 19, os genogrupos C, D e E por 1, cada um e o genogrupo F por 2
(Tabela 5). Nenhuma relagdo genética foi observada entre estes aquareovirus e os rotavirus
de mamifero dos grupos A e C. A maioria dos virus isolados hibridizou tanto com o
genogrupo A, quanto com o B e a hibridizagio RNA-RNA entre 0s genogrupos A e B
mostrou que o segmento 10 do genoma, o qual codifica a principal proteina do capsideo

externo, era 0 gene mais variavel.

2.9 Diagnostico da Infeccao causada por Aquareovirus

O papel dos aquareovirus como patdcenos para seus hospedeiros naturais
ainda e pouco conhecido. Sendo assim, a melhor medida de controle adotada contra as
infeccBes causadas por estes virus é aquela que envolve um trabalho de prevencdo, onde o
objetivo é ndo facilitar a introducdo do virus nas culturas de peixes e de outros animais
aquaticos Este controle pode ser feito através do exame dos estoques de ovos, na busca
pela presenca de virus, removendo os contaminados e inviabilizando a chance dos ovos e
dos peixes de se tornarem um veiculo de dispersdo do virus, quando forem transferidos para
outros criadouros. No entanto, para que estes testes sejam eficazes no diagndstico, ha

necessidade de procedimentos rapidos de identificacdo do virus (LUPIANI et al., 1995).
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Atualmente. ndo existe a disposicio um teste de diagnostico especifico que
detecte a infecgdo no peixe causada pelo aquarcovirus. A maioria destes virus demora a
multiplicar-se quando primeiro isolados em cultura de tecidos, prejudicando o isolamento do
virus. Justamente por isso. tornam-se necessirios metodos rapidos e scnsiveis para a

deteccdo da infecgdo do peixe por aquareovirus.

Tabela S. Aquareovirus com genogrupos definidos através da aplicaciio da técnica de
hibridizacio reciproca RNA-RNA, até a presente data.

GENOGRUPOS

A B C D E K
SBR CSR GSV CRV TRV PSR
HBR YRC SCR
SRV! ELC
ASV SCS
CSV LBS
MSV GRC
AFR ICR
13p2 WIR
TSV DRV
DRC SSR
FCR IRV
LRV KPR
SOR ISR
HER LBR
GRV MDR
NCR WAR
ASR CCR
SRV’ HCR

LCR

Adaptado de LUPTANL, 1994; SUBRAMANIAN. 1997

SRV' = amostra oriunda do Canada (MARSHALL ef al., 1990)
SR\”;—mnosnaoﬁundadostﬂJA(SLEHLANLANTAFL1997)
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Tecnicas de hibridizagcdo do &cido nucléico tém sido empregadas com
sucesso para a identificacdo de virus de diferentes animais e dos seres humanos (KULSKI &
NORVAL, 1985; VISCIDI & YOLKEN, 1987; RIMSTAD et al., 1990; DOPAZO et al.,
1994). Neste enfoque, LUPIANI et al. (1993b) desenvolveram sondas de acido nucléico
para detectar e identificar o TRV. Esta pesquisa envolveu a clonagem do genoma total do
TRV num plasmideo e a identificacdo dos clones que foi determinada por analises de
"Northem blot”. Um clone DNACc foi usado para a deteccdo do TRV em células CHSE-214
infectadas. O clone DNAc hibridizou somente com 0 RNA do TRV e, portanto, estava habil
para diferenciar o TRV (aquareovirus do genogrupo E) dos outros 4 aquareovirus
pertencentes ao genogrupo A (SBR, HBR, SRV e ASV). Num estudo semelhante,
SUBRAMANIAN et al. (1993) desenvolveram a ‘Wucleic Acid Hybridization Assay”, para
detectar o RNA do SBR em culturas de células e tecidos infectados. Tais pesquisas sao
importantes e deve ser dada continuidade a elas para que se possa desenvolver novos

‘Wucleic Acid Hybridization Assay” para a detec¢do dos aquareovirus.

2.10 Aquareovirus: caracteristicas em comum com os membros da familia Reoviridae,

em especial com o0 género Rotavirus

Os aquareovirus, dentre todos os membros da familia Reoviridae,
compartilham caracteristicas em comum com os géneros Rotavirus e Orthoreovirus. Assim
como 0s rotavirus, 0s aquareovirus possuem um genoma composto por 11 segmentos de
RNAfd (WINTON et al., 1987). SAMAL et al. (1990), examinaram a relacdo antigénica e
genética de um aquareovirus (SBR) com um reovirus de mamifero e um rotavirus. O SBR
era bem diferente dos géneros Orbivirus, Fijivirus e Phytoreov ¥ pertencentes a familia
Reoviridae em morfologia e caracteristicas fisicas e quimicas. Morfologicamente, 0 SBR
tinha claramente definida a estrutura de um duplo capsideo similar aos virus membros do

género Rotav irus Como outros rotavirus, o SBR apresentou um genoma com 11 segmentos
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RNATfd, mas ao analisar os perfis eletroforéticos do RNA e das proteinas do SBR, notou-se
que eram bem diferentes do apresentado pelos reovirus tipo 1 e rotavirus (SAII).
SUBRAMANIAN et al. (1994) constataram que a proteina externa mais importante dos
aquareovirus era glicosilada, assim como a dos rotavirus.

Os resultados dos estudos envolvendo a estrutura tri-dimensional dos
aquareovirus, usando criomicrografia eletronica e anélises de imagens computadorizadas,
mostraram que a estrutura dos aquareovirus apresenta uma forte semelhanca com uma
particula subviral intermediaria de reovirus de mamifero. Os aquareovirus exibem algumas
caracteristicas gerais encontradas em outro membro da familia Reoviridae, como uma
camada protéica icosaedrica externa, envolvendo uma camada protéica interna que aloja o
genoma, demonstrando forte semelhanca com o0 reovirus de mamifero. Semelhancas
estruturais indicam a possibilidade de uma relagdo evolucionaria proxima entre 0s
aquareovirus e os orthoreovirus (SHAW et al., 1996).

E importante observar que diante das caracteristicas em comum entre 0s
aquareovirus e os rotavirus, sendo estas em maior niumero do que as relacionadas com 0s
outros membros da familia Reoviridae assim como todo o conhecimento que se tem a
respeito da biologia molecular dos rotavirus, as técnicas utilizadas para 0s estudos dos
rotavirus também deverdo ser de grande utilidade para futuros trabalhos com os

aquareovirus, num nivel molecular (LUPIANI, 1994).

2.11 Rotavirus: distribuicio

Os rotavirus sdo a principal causa da diarréia de criagdes intensivas em
fazendas espalhadas pelo mundo (FENNER, 1987b). Historicamente, foram inicialmente
associados a casos de gastroenterites em animais por volta da década de 60 (ADAMS &
KRAFT, 1963; MALHERBE et al., 1963). Somente em 1973 foram identificados como

agentes patogénicos para 0 homem, estando associados a diarréia em bebés e criancas
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(BISHOP et al., 1973; FLEWETT et al.,, 1973). De acordo com os resultados das
investigacbes de muitos autores, este grupo de virus, proposto pela Equipe de Trabalho
sobre Reovirus (LUPIANI, 1994; SUBRAMANIAN, 1997) foi classificado como género
Rotavirus (do Latim rota = roda), na familia Reoviridae (BEER, 1988).

Atualmente, com todos os estudos envolvendo os rotavirus como
responsaveis pela diarréia aguda infantil, estes virus tém sido relacionados a uma série de
espécies, incluindo o homem, gado, porcos, cavalos, coelhos, camundongos, cées, gatos e
passaros (KAPIKIAN & CHANOCK, 1985).

2.12 Caracteristicas Gerais dos Rotavirus

O género Rotavirus caracteriza-se por suas particulas virais apresentarem
uma estrutura icosaédrica, didmetro entre 65 e 75 mm, duplo capsideo protéico, ndo-
envelopado e a presenca de todas as enzimas necessarias para a producdo do RNA
mensageiro (ESTES, 1990). Embora as particulas virais maduras ndo sejam envelopadas, a
morfogénese viral envolve a formacdo de particulas envelopadas transitorias, a partir do
brotamento para dentro do reticulo endoplasmatico (DUBOIS-DALCQ et al., 1984). O
genoma e composto por 11 segmentos de RNAfd, onde cada segmento codifica pelo menos
para uma proteina. Estes segmentos de RNA, quando purificados, ndo séo infecciosos. Ha
uma alta frequéncia de rearranjo de genes (ESTES, 1990). O genoma codifica 6 proteinas
estruturais, encontradas nas particulas virais e 5 proteinas ndo estruturais, encontradas
somente em células infectadas (LUPIANI, 1994). Quanto a replicacao viral, esta ocorre no

citoplasma e os virus sdo liberados através da lise celular (ESTES, 1990).

Outros aspectos dos rotavirus também sdo relevantes para caracteriza-los,
como no caso da resisténcia que apresentam a inativagdo por éter (MALHERBE &
STRICKLAND-CHOMLEY, 1967; WELCH & THOMPSON, 1972; BISHAI etal., 1978;
ESTES et al., 1979; IHARA et al., 1983; CASTRUCCI et al., 1985), sendo que a
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resisténcia ao cloroformio é variavel (MALHERBE & STRICKLAND-CHOMLEY, 1967;
WELCH & THOMPSON, 1972; BISHAI et al, 1978; ESTES et al., 1979; CASTRUCCI
et al., 1985). S&o virus labeis a 50 °C na presenca de cloreto de magnésio (WELCH &
THOMPSON, 1972; ESTES et al., 1979; CASTRUCCI et al., 1985), sendo, no entanto,
estaveis na presenca de sulfato de magnésio (ESTES et al., 1979).

2.13 Organizacdo do Genoma dos Rotavirus

O genoma dos rotavirus € constituido por 11 segmentos RNAfd
(NEWMAN et al., 1975; RODGER et al., 1975), onde a fita positiva de cada segmento é
“capped” no terminal 5’ e este “cap” é seguido por uma regido “5’non-translated”, um
“open reading frame” e uma regido “3’non-translated” que termina numa citidina (McCRAE
& McCORQUODALE, 1983). O tamanho dos segmentos do rotavirus de simio SA11 varia
do mais comprido, com 3.302 pb (segmento 11) ao menor com 667 pb (segmento 11), onde o
total de 18.556 pb corresponde ao genoma inteiro. A excecdo é o segmento 10 que codifica
para 2 proteinas, enquanto cada um dos outros segmentos codifica apenas para 1 proteina
(McCRAE & McCORQUODALE, 1982). S&o 6 as proteinas estruturais: VPI, VP2, W3,
VP4, VP6 eVP7, estando organizadas numa tripla camada protéica e 5 proteinas nao-
estruturais: NSPI (NS53), NSP2 (NS35), NSP3 (NS34), NSP4 (NS28) e NSP5 (NS26),
que sdo codificadas pelo genoma (ESTES, 1994).

No caso das proteinas estruturais, VP1 e VP3 juntas ao RNA viral
constituem o “subcore”, localizado no interior da particula; VP2 circunda o “subcore”
formando o core, VP6 forma a camada intermediaria; VP7 que € uma glicoproteina, forma a
camada mais externa, de onde as espiculas formadas pelo VP4 séo projetadas para fora
(ESTES, 1994). Funcionalmente, VP1 e VP3 constituem o “RNA dependent RNA
polymerase” (VALENZUELA et al., 1991); VP2 £ requisitada para a sintese do RNA
(PIZARRO et al., 1991); VP4 (hemaglutinina viral), quando clivado em VP5 e VP8, resulta
no aumento da infectividade viral (ESPEJO et al., 1981); VP6 é a proteina imunogénica
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(ESTES et al., 1987) e VP7 é o mais importante antigeno neutralizante (KALICA et al.,
1981)

Os estudos relacionados as proteinas ndo-estruturais verificaram que: NSP1
(NS53) esta provavelmente associada aos arranjos dos segmentos RNA do genoma,
enquanto NSP2 (NS35) estd provavelmente envolvida na replicacdo do RNA; NSP3 (NS34)
provavelmente é uma proteina ligeiramente acida (HELMBERGER-JONES & PATTON,
1986); NSP4 (NS28) ¢ uma integrante da membrana protéica do reticulo endoplasmatico
(ERICSON et al., 1982), sendo um fator importante na morfogénese viral (ERICSON et al.,
1983); NSP5 (NS26) é uma fosfoproteina (WELCH et al., 1989) que, devido ao seu
potencial mononucleotidico de ligagcdo sequiencial, sugere um envolvimento na replicacdo do
RNA.

2.14 Classificacdo Soroldgica dos Rotavirus

Rotavirus séo classificados sorologicamente em sorogrupos que contém
virus que compartilham antigenos em comum, detectados pela imunofluorescéncia, ELISA
ou pela imunomicroscopia eletronica. Os rotavirus foram classificados em pelo menos 6
sorogrupos: A a F (PEDLEY et al., 1983), que apresentam diferengcas bem claras com
relacdo a epidemiologia da doenca, a patologia viral e ao eletroferotipo do RNA (ZI1ZZIS &
LAMBERT, 1975; RODGER et al., 1981). Os rotavirus pertencentes aos sorogrupos A, B
e C tém sido encontrados tanto em animais, quanto no homem, enquanto os dos sorogrupos
D, E e F tém sido descritos somente em animais.

Os grupos de rotavirus sdo divididos em sorotipos através do teste de
neutralizacdo, onde as cepas de origem humana e animal podem estar associadas ao mesmo
sorotipo. Dois antigenos neutralizantes mais importantes, VP4 e VP7, foram detectados nos
rotasificacdo dos diferentes sorotipos é baseada no sistema binario: sorotipos que
possuem antigenos heterdlogos de neutralizagdo (HOSHINO et al., 1985). Portanto, a
classificacdo dos diferentes sorotipos € baseada no sistema binario: sorotipos
correspondentes ao VP4 sdo denominados P (protease) e aqueles associados ao VP7 sdo
denominados G (glicoproteina). Pelo menos 14G e 17P sorotipos ja foram descritos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Células e Vinis

Na presente Tese foi utilizada a linhagem de células “Chinook Salmon
Embryo” (CHSE-214) para a propagagdo dos virus envolvidos neste trabalho. As células
foram cultivadas em Meio Minimo Essencial de Eagle (MMEE - Sigma), suplementadas
com penicilina (1ug /ml), estreptomicina (100 pg /ml), fungizona (1 ug /ml) e soro fetal
bovino (SFB) a 10%, em garrafas plasticas de 150 cm2 (CORNING), segundo metodologia
adotada pelo Dr. Frank M. Hetrick, do Animal Health Diagnostic Laboratory. As celulas
CHSE-2 14 foram incubadas a 16 °C numa atmosfera imida de 5% de CO,. Em poucos dias,
a monocamada de células CHSE-214 estava pronta, quando entdo algumas garrafas
contendo estas celulas foram destinadas a manutencdo da linhagem celular e outras a
inoculagdo dos virus, tanto os aquareovirus representantes dos genogrupos e que ndo se
encontravam previamente purificados no estoque laboratorial, como os virus a serem
pesquisados (GCV, CLV e HRV) No caso das garrafas destinadas a continuidade celular,
contendo a monocamada de células CHSE-2 14, o trabalho envolveu a passagem das células

para outras garrafas, normalmente 1:3 dependendo das condi¢fes da monocamada.
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Nove cepas virais foram estudadas nesta Tese, das quais 3 corresponderam
as amostras virais a serem pesquisadas e 6 foram escolhidas como representantes de cada
um dos genogrupos existentes dentro do género Agquarewvirus (A a F).

No Tabela 6, encontram-se listadas as 3 amostras virais analisadas neste
trabalho O *grass carp aquareovirus” (GCV), oriundo do “grass carp” (Ctenopharyngodon
1del bafoi inicialmente pesquisado por CHEN & JIANG (1984) como o agente responsavel
pela doenga hemorragica em carpas na RPC (década de 70), sendo identificado como um
aquareovirus. No entanto, até a presente data, este virus ainda ndo tinha sido classificado
num genogrupo pertencente ao género Aquareovzrus. Amostras deste virus do estogque
laboratorial do Dr. Frank M. Hetrick, no Animal Health Diagnostic Laboratory - Maryland
Department of Agriculture, EUA, foram trabalhadas com a finalidade principal de
determinar o genogrupo (co-orientacdo do Dr. Siba K. Samal, do Laboratdrio de Biologia
Molecular do Avrum Gudelsky Veterinary Center da University of Maryland, EUA). As
outras duas amostras virais pesquisadas, o CLV, oriundo do “Geoduck clams” e 0 HRV,
oriundo do “Atlantic herring”, foram fornecidas pelo Alaska Department of Fish Pathology
Laboratory, CFMD Division, EUA a University of Maryland. Junto com estas amostras
vieram também os respectivos relatorios mencionando que as caracteristicas citopaticas,
bioquimicas e morfoldgicas de ambos os virus eram tipicas do género Aquareov irus sendo
entdo necessaria a confirmacdo desta possivel identificacdo através do isolamento, além de
analises eletroforéticas e a classificagdo num genogrupo pela aplicacdo da técnica de
hibridizagdo RNA-RNA.

No Tabela 7 estdo listadas as 6 cepas virais que foram utilizadas para
representarem cada genogrupo (A a F), pertencentes ao género Aguareov irus. Todos estes
aguareovirus encontravam-se no estoque laboratorial do Dr. Siba K. Samal e do Dr. Frank
M Hetrick, sendo que, no caso do SBR (genogrupo A) e do LBS (genogrupo B), ja se
encontravam purificados a partir de pesquisas anteriores (LUPIANI, 1994). Entretanto,
quanto a origem do fornecimento de cada amostra, foi diferente: o SBR, isolado do “striped
bass” e 0 TRV, isolado do “turbot”, pertenciam a viroteca do Dr. Siba K. Samal; o LBS,

isolado do “chinook salmon”, foi fornecido pelo Dr. J. R. Winton (National Fisheries
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Research Center, Seattle, Washington, EUA), 0 GSV. isolado do “golden shiner” e o CRV,
isolado do “catfish”, foram fornecidos pelo Dr. R. P Hedrick (School of Veterinary
Medicine, University of California, Dawis, California, EUA); o SCR, isolado do “chincok
salmon™, foi fornecido pelo Dr. Jill Follett (Alasca, EUA) No caso do SBR ¢ do LBS, ndo
houve necessidade de cultiva-los em CHSE-214, pois ja se encontravam purtficados, o que

N30 0COTTEU Com 0§ outros aquareovirus que tiveram que ser cultivados em células para

posterior purifica¢do viral.

Tabela 6. Origem dos virus identificados como aquareovirus a partir do presente

estudo.
VIRUS HOSPEDEIRO
. LOCAL ANO
ISOLADO ESPECIE NOME COMUM
GCV Ctenopharyngodon idefla  Grass carp RPC, Ching 1984
CLV Panope abrupta Geoduck clams Alasca, EUA 1997
HRV Clupea harengrus Atlantic herring Massachusetts, EUA 1997

A cepa SATT (rotavirus grupo A), utilizada nas analises do GCV, CLV e
HRV, em conjunto com SBR, LBS, GSV, CRV, TRV E SCR. como forma de comparagio
CRIre aquareovirus ¢ rotavirus, encontrava-sc no estoque do laboratorio do Dr. Siba K.
Samal previamente purificada (LUPIANI, 1994), onde foi inicialmente propagada em células
MA-104 segundo ESTES ¢f of (1981) O fornecimento original foi cedido pelo Dr R.F.
Ramig (Baylor College of Medicine, Houston, Texas. EUA).



Tabela 7. Origem dos aquareovirus utilizados como padrio no presente estudo.

ViRUS 7 THOSPEDEIRO
i LOCAL ANO
ISOLADO ESPECIE NOME COMUM
SBR Marone saxatilis Striped bass Maryland. EUA 1990
LBS Oncorhynchus tshawytscha  Chinook salmon Washington, EUA 1990
GSV Noremigonus crysolencas Golden shiner Arcansas, EUA 1979
CRV Ictalurns punciatus Channel catfish California, EUA 1984
TRV Scophthalmus maximus Turbot Galicia, Espanha 1989
SCR Oncorhynchus tshawytscha  Chinook salmon Alasca, EUA 1995

Adaptada de LUPIANI, 1994; SUBRAMANIAN, 1997

3.2 Producio Viral

Apoés a formagido das monocamadas (CHSE-214), o meio de crescimento
(MMEE - 10% SEB) foi trocado pelo meio de manutengdo (MMEE - 2% SFB), quando
entao estas garratas de 150 em? foram removidas do setor de cultivo celular para um setor
do Laboratorio de Virologia destinado a trabalhos relacionados a inoculagdo dos virus.
Neste setor do Laboratorio de Virologia, cada garrafa com CHSE-214 (MMEE - 2% SFR)
for 1dentificada com o nome do virus a ser inoculado e a data da moculagdo. As inoculagdes
foram fettas a partir de 100 pl. (50.000 a 100.000 TCIDso/ 150 em” de area de cultivo
celular) das seguintes amostras virais GCV, CLV, HRV ¢ os representantes dos
genogrupos C (GSV), D (CRV), E (TRV) e F (SCR), mantendo-sec uma garrafa scparada
para servir de controle celular. Estas garrafas, mais o controle, foram incubados a 16 °C
para exames diarios até a visualizagio do efcito citopatico caracteristico dos aquareovirus

(sincicio).
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Quando a formacdo sincicial atingiu 100% das células CHSE-214, novas
garrafas contendo CHSE-214 (MMEE - 2% SFB) foram inoculadas, cada uma com 100 L
do material viral produzido na garrafa original, ou seja: no caso dos virus GCV, CLV e
HRV cada um teve o respectivo material inoculado em mais 9 garrafas com CHSE-214,
perfazendo um total de 10 garrafas (contando com a original); no caso dos aquareovirus
representantes dos genogrupos C (GSV), D (CRV), E (TRV) e F (SCR), pois 0s
genogrupos A (SBR) e B (LBS) ja se encontravam previamente purificados, de cada garrafa
original foram inoculadas 5 garrafas contendo CHSE-214 (MMEE - 2% SFB), formando
um total de 6 garrafas de cada um destes aquareovirus. Conseqlientemente, apds um novo
periodo de incubacdo a 16 °C, cada virus ficou representado por um numero alto de
garrafas, com uma elevada producao viral e prontas para serem preparados para a
purificacéo viral.

Quanto a cepa SA11 (rotavirus grupo A), como mencionado anteriormente,
por se encontrar previamente purificada (LUPIANI, 1994) e num volume suficiente para os

experimentos aqui propostos, nao foi necessario propagéa-la em células MA- 104.

3.3 Laminas para Microscopia Optica

Paralelamente a todos estes trabalhos envolvendo o cultivo dos
aquareovirus em células CHSE-214 nas garrafas de 150 cm?2, foram preparadas laminas para
a Microscopia Optica (LAB-TEK, CHAMBER SLIDE™ NUNC) para registro fotografico
sincicial caracteristico do GCV, CLV e HRV. Tecnicamente, em cada camara das laminas
foi aplicado 1mL de suspensdo de celulas CHSE-214 (MMEE - 10% SFB) e em 24 h
estavam prontas para as inoculagdes, ou seja, um total de trés laminas com 2 camaras em
cada (contendo a camada celular), onde uma foi utilizada para controle e a outra para a
inoculacdo. Na cdmara destinada a inoculacdo foram aplicados 100ul. da amostra viral,

respectiva a identificacdo de cada lamina (GCV, CLV e HRV), sendo posteriormente



34

incubados a 16 °C. Apos a visualizacdo da formacéo sincicial (ECP), estas foram coradas

por hematoxilina-eosina, viabilizando a fotomicrografia e conservagédo destes materiais.

3.4 Purificacéo Viral

A Purificacdo Viral dos representantes dos genogrupos A (SBR) e B (LBS),
conforme mencionado anteriormente, j& havia sido realizada. Para a purificacdo dos 4
genogrupos, C (GSV), D (CRV), E (TRV) e F (SCR), partiu-se das 6 garrafas de cada um
desses aquareovirus representantes dos genogrupos, assim como das 10 garrafas de cada um
dos 3 virus (GCV, CLV e HRV) a serem pesquisados. Estando estes materiais num elevado
nivel de producdo viral, foi realizada a colheita das células CHSE-214 infectadas e, na
sequiéncia, a aplicagdo da metodologia modificada de purificacdo viral de SMITH et al.,
(1969). No caso do SA11, este rotavirus j& se encontrava purificado.

Apos a colheita das células infectadas, cada virus ficou representado por
uma garrafa (150 cm?) contendo o resultado das células infectadas de todas as garrafas
associadas ao respectivo virus. A partir dos resultantes das células infectadas, cada um foi
ressuspenso no préprio meio, por pipetagem automatica, numa média de 30 vezes, lisando-
se as celulas mecanicamente. A seguir, cada material foi centrifugado (BECKMAN - GPKR
CENTFUFUGE) a 913 x g por 20 minutos a 0 °C, os sobrenadantes formados foram
separados em frascos identificados com o nome do respectivo virus e estocados a 4 °C.
Enquanto isso, o "pellet" que ficou de cada um foi ressuspenso em PBS, tratado com 1% de
NP40 (NONIDET P40) e conservado no gelo por 30 minutos. Apos este periodo, estes
materiais foram novamente centrifugados a 913 x g por 20 minutos a 0 °C os sobrenadantes
coletados separadamente e incubados durante a noite em tubos identificados com o nome do
irespectivo virus e da data.

A continuidade deste processo envolveu a sedimentacdo de cada virus em

sucrose a 15%, a partir dos respectivos sobrenadante coletado inicialmente e sobrenadante
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tratado com NP 40 1%, quando, entdo, cada material foi centrifugado (BECKMAN - XL80
ULTAGENTRIFUGE) durante 5 h a 8,644 x g a 4 °C (rotor SW28). Enquanto isso, 0
gradiente para cada virus foi preparado utilizando sucrose a 15% e a 50%, sendo
posteriormente mantidos no gelo. Apés a centrifugacdo, os sobrenadantes foram
descartados e os “pellets” ficaram secando um pouco. A cada um foi adicionado 1 mL de
PBS para ressuspendé-los. No topo de cada um dos respectivos gradientes, associados a um
virus, foi aplicado o material viral correspondente e que havia sido ressuspenso em PBS,
sendo entéo centrifugados a 111,132 x g por 50 minutos a 4 °C ( rotor SW41) .

Ao término da centrifugacao, foi possivel visualizar em cada gradiente uma
banda representante da &rea de maior concentracdo viral. Esta area foi coletada e aplicada
num tubo, devidamente identificado com o nome do virus correspondente, contendo PBS.
Apdbs a mistura feita (cuidadosamente) nos tubos, foi realizada a centrifugacdo de cada a
9,781 x g por 17:30 h a 4 °C (rotor SW41). A etapa final da Purificagdo Viral envolveu o
descarte dos sobrenadantes, a secagem dos “pellets” e a ressuspensdo destes em 100ul. de
PBS. Cada material viral foi transferido para um tubo de “Eppendorf” identificado de acordo
com o nome do respectivo virus e mantido a 4 °C para 0 uso no processo de Extracdo do
RNA.

3.5 Microscopia Eletronica

Os produtos finais, resultantes da purificagdo do GCV, do CLV e do HRV
foram submetidos a Microscopia Eletronica de Transmissdo, ap0s contraste negativo.
Buscando-se avaliar a integridade viral e obter mais uma fonte de confirmagdo de se
tratarem de aquareovirus, as amostras virais de cada purificagdo foram coradas com 3% de
acido fosfotungstico em grade de carbon-formvar. A analise foi feita num Microscopio
Eletronico JEM- 1200 EX 11.
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3.6 Extrac&o do Acido Nucléico (RNA)

Apos o processo de purificacdo viral com estocagem consecutiva das
amostras a 4 °C, incluindo o SBR (genogrupo A), LBS (genogrupo B) e o SA11 rotavirus,
foram trabalhadas para a obtencdo dos RNAs genémicos. Inicialmente foi feita a digestéo
dos virus purificados com Proteinase K, durante 1 h a 37 °C. Em seqiiéncia: extragdo dos
acidos nucléicos a 37 °C através do uso do Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (GIBCO
BRL ULTRAPURE/ 25:24: 1, vi/v; pH 8,05-8,35), sequida de centrifugacdo (CENTRIFUGE
5415 C - EPPENDORF) para utilizacdo da fase aquosa e aplicacdo do Cloroférmio a 100%
nesta fase; nova centrifugacéo e utilizagcdo da fase aquosa para a precipitacdo com etanol a
100% e cloreto de sodio 5M, mantendo as amostras posteriormente a -20 °C durante 1 h.
Em seguida, os materiais foram lavados com etanol a 70% e finalmente os “pellets” foram
ressuspensos em adgua miliQ. para os RNAs que seriam marcados com material radioativo e
em TE (I0OmM Tris [pH 7,4], ImM EDTA) para os que ndo seriam, sendo 0s materiais
conservados a -20 °C, de acordo com o procedimento de rotina do laboratorio do Dr. Siba

K. Samal.

3.7 Preparacgdo dos RNAs com Material Radioativo

Aliquotas dos RNAs gendmicos, extraidas de cada virus purificado e
conservadas a -20 °C (GCV, CLV, HRV, SBR, LBS, GSV, CRV, TRV, SCR e SA1l),
foram separadas para serem marcadas radioativamente, sendo, entdo, aplicadas nas analises
eletroforéticas (SDS-PAGE) e no processo de hibridiza¢do, como sondas. Cada aliquota foi
trabalhada com DMSO (Dimetil Sulfoxido - Sigma), marcada no terminal 3’com 50 uCi de
3’-5’- citidina [5°-32P] bifosfato (NEWT™ Life Science Products, Inc.) e T4 RNA ligase
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(New England, BioLabs, Inc.), sendo mantidas a 4 °C durante 16 h (ENGLAND &
UHLENBECK, 1978).

3.8 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE)

A eletroforese em gel SDS-poliacrilamida para a separacdo dos RNAs
gendmicos, marcados no terminal 3’ com 32P, seguiu a metodologia adotada por LAEMMLT
(1970): gel de corrida 7,5% (30% acrilamida / 1% bisacrilamida, 10% SDS, 1,0 M Tris-HCI
[pH 8,8], TMED, 10% de Persulfato de amonia), gel de “stacking” 5% (30% acrilamida/
1% bisacrilamida, 10% SDS, 1,0 M Tris-HCI [pH 6,8], TMED, 10% de Persulfato de
amonia) e tampao de corrida (25mM Tris, 192 mM Glicina, acrescida de 0,1% de SDS [pH
8,3]).

Estas analises eletroforéticas envolvendo os virus GCV, CLV, HRV, SBR,
LBS, GSV, CRV, TRV, SCR e SA11 foram feitas em geis de poliacrilamida 7,5% com 1,2
mm de espessura e 25 a 45 cm de comprimento. A voltagem variou de 200V a 350V, assim
como o tempo de duracdo de cada corrida eletroforética, de 16 a 45 h. Em sequéncia, foi
feita a secagem dos géis a 80 °C por 2 h num sistema a vacuo (HOEFER / SLAB GEL
DRYER - SE 1160). As bandas de RNAfd marcadas com **P no terminal 3’ foram
visualizados atraves da auto-radiografia, com exposic¢ao do filme (KODAK / X - OMATTM)
de 2:30a6 h.

3.9 Transferéncia dos RNAs para as Membranas

Aliguotas dos RNAsfd gendmicos, extraidos de cada virus purificado
(GCV, CLV, HRV, SBR, LBS, GSV, CRV, TRV, SCR e SA11) e conservados a -20 °C,
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foram desnaturadas a 100 °C por 2 minutos, sendo resfriadas rapidamente no gelo para
posterior aplicagdo na técnica de hibridizagdo RNA-RNA *“dot blot”. Estas amostras de
RNA desnaturadas (aproximadamente 100 ng) foram aplicadas a Membranas de
Hibridizacdo (ONCOR) tratadas com 1x SSC, usando um “microsample filtration manifold”
(MINIFOLD | - SCHLEICHER & SCHUELL). Em sequéncia, as membranas devidamente
identificadas passaram por um processo de “cross-link” (UV STRART LINKES) durante 30
segundos, estando entdo prontas para a etapa de pre-hibridizagcdo, segundo metodologia

adotada pelo Dr. Siba K. Samal.

3.10 Hibridizagao reciproca RNA-RNA “dot blot”

A técnica de hibridizacdo reciproca RNA-RNA “dot blot” foi aplicada
segundo metodologia adotada pelo Dr. Siba K. Samal. As membranas, contendo RNAS
gendmicos desnaturados, foram pré-hibridizadas com tampéo contendo 50% Formamida e
6x SSC (HYBRISOL I, ONCOR) a 52 °C, por se tratar de estringéncia média, durante 2 h.
As sondas RNAfd, marcadas no terminal 3’ com 32P, representantes dos virus GCV, CLV,
HRV, SBR, LBS e SA11 foram desnaturadas a 100 °C por 5 minutos, resfriadas em gelo e
cada uma foi adicionada a respectiva membrana pré-hibridizada, correspondente a
identificacdo do virus. A hibridizacdo destas membranas foi realizada a 52 °C (estringéncia
média) na presenca de 50% Formamida e 6x SSC, durante a noite (BODKIN &
KNUDSON, 1985b). Na sequiéncia, as membranas foram colocadas em 1x SSC/ 0,1% SDS
durante 15 minutos, em temperatura ambiente, no agitador, sendo posteriormente retiradas
desta solucéo e lavadas em 0,1x SSC/ 0,1% SDS durante 1 h a 62 °C (estringéncia média).
A seguir, as membranas foram colocadas sobre um filtro 3MM (Fisher Scientific Company
Newark), dentro de um saco plastico selado e expostas a filme de raio-X durante a noite.
Apos a revelagdo (Kodak Diagnostic Imaging - MA35A / X-OMAT Processor), foi feita a

leitura dos resultados.



4. RESULTADOS

4.1 Producéo Celular

A cultura de células “Chinook Salmon Embryo” (CHSE-2 14), cultivada em
garrafas plasticas de 150 cm? contendo o meio de crescimento (MMEE - 10% SFB), levou
em media 2 a 3 dias para a formacdo da monocamada em condi¢Oes ideais. Algumas
garrafas foram destinadas a inoculagdo viral, enquanto outras, a manutengdo da linhagem
celular. Desta forma, além de se obter os resultados esperados com a aplicacdo da
metodologia de cultivo celular adotada pelo Dr. Frank M. Hetrick, foi também possivel
manter um estoque celular para os devidos experimentos relacionados a esta Tese (Figura
1).

4.2 Produgéo Viral

Cada garrafa de 150 cm?2, contendo monocamada de células CHSE-214
(MMEE- 2% SFB) e inoculada com um dos virus deste estudo (GCV, CLV, HRV, GSV,

CRV, TRV e SCR) apresentou diferentes tempos para a formacédo do efeito citopatico
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equivalente a 80-90%, pos-inoculacdo. No caso do GCV, em 4 dias, o efeito citopatico ja
era visivel, evoluindo rapidamente para a destruicdo da monocamada; o CLV e 0 HRV
levaram uma média de 5 dias para apresentar um efeito citopatico de 80-90%; com relacéo
aos aquareovirus representantes dos genogrupos (GSV, CRV, TRV e SCR), a média foi de 5

a 7 dias, sendo entdo encaminhados a etapa da purificagdo viral.

4.3 Laminas para Microscopia Optica

As células CHSE-214 cresceram nas camaras das laminas para a
Microscopia Optica (Figura 2), quando entdo foram inoculadas com os virus GCV, CLV e
HRV. O tempo de formagdo do efeito citopatico variou dependendo do virus: o GCV levou
basicamente 24h, destruindo a monocamada rapidamente e dificultando a fotografia do
efeito citopatico (Figura 3); o CLV e o HRV apresentaram formagéo sincicial em 48 h
(Figuras4eb).

4.4 Microscopia Eletronica

As andlises realizadas atraves da Microscopia Eletrénica de transmissdo, por
contrastacdo negativa, a partir de amostras do GCV, do CLV e do HRV purificadas,
revelaram particulas virais com simetria icosaédrica e uma estrutura com duplo capsideo. O
didmetro dos virions foi de aproximadamente 70-75 mm, tendo sido visualizados tanto virus

completos, quanto vazios, ou seja, sem acido nucléico (Figura 6).



Figural — BOD a 16 °C com estoque de cultura de células ‘Chinook
Salmon Embryo” (CHSE-214) em frascos de 150 cm?2.



Figura 2 — Monocamada de células normais de “Chi noqk Salmon Embryo”
(CHSE-214) em lamina para Microscopia Optica (100x), 24 h
pos-incubacao.

Figura 3 — Destruicdo da monocamada de células CHSE-214 infectada com
“grass carp aquareovirus’ (GCV), em lamina para Microscopia
Optica (40x), 24 h pos-inocul agéo.



Figura 4 — Formacdo sincicial em células CHSE-214 infectadas com
“Geoduck clgms aguareovirus’ (CLV), em lamina para
Microscopia Optica (100x), 48 h pds-incubacao.

Figura 5 — Formacdo sincicial em células CHSE-214 infectadas com
“Atlantic herring aquareovirus’ (HRV), em lamina para
Microscopia Optica (100x), 48 h pos-inocul ag&o.



Figura 6 — Microscopia eletronica de transmissdo (contrastacdo negativa)
do: A) GCV purificado; B) CLV purificado; C) HRV
purificado. Virus vazio (seta menor); virus completo (seta
maior). Barra @100 nm.



4.5 Analises Eletroforéticas dos segmentos RNAfd

A migracdo dos modelos dos RNAfd gendmicos dos aquareovitus aqui
isolados (GCV, CLV e HRV), assim como a do aquareovirus representante do genogrupo A
(SBR) e do SA11 (rotavitus grupo A), encontra-se na Figura 7. Neste gel, constatou-se que
0 GCV, o CLV e 0 HRV, assim como o SBR, apresentam os 11 segmentos RNMfd
caracteristicos dos aquareovirus, ou seja, 3 tipos de classes de segmentos. Estas classes se
definem por apresentarem 3 segmentos de alto peso molecular (1 a 3), 3 segmentos de
médio peso molecular (4 a 6) e 5 segmentos menores (7 a 11). Além disso, foi constatado
que: 0 GCV possui um perfil eletroforético diferente dos demais, apesar de estar dentro dos
padrdes eletroforéticos dos aquareovirus; o CLV e o HRV possuem um modelo
eletroforético semelhante entre si e com o SBR (genogrupo A); todos diferem do SA11l.
Estes resultados apresentados pelos aquareovitus CLV e HRV sugerem que possivelmente
pertencam ao genogrupo A, so sendo confirmado através da hibridizacéo reciproca RNA-
RNA “dot blot”.

A Figura 8 apresenta claramente a auséncia de qualquer correlacéo do perfil
eletroforético do GCV com qualquer um dos modelos eletroforéticos dos representantes dos
genogrupos dentro do género Aquareovirus: A (SBR), B (LBS), C (GSV), D (CRV), E
(TRV) e F (SCR), sugerindo a possibilidade de se tratar de um novo genogrupo (genogrupo
G), posteriormente analisado através da hibridizag&o reciproca RNA-RNA “dot blot”.

A Figura 9 corresponde a comparacgédo entre 2 amostras de CLV (1 e 2)
com o modelo eletroforético do SBR, onde se procurou evidenciar 0 2° e 0 3° segmentos do
CLV Além disto, neste contexto é importante esclarecer que, ao se analisar o0 modelo
eletroforético apresentado pelo CLV, para a surpresa de todos 0s envolvidos nesta pesquisa,
foi observado um “aparente 12° segmento RNAfd” (Figuras 7 e 9) Apesar de ndo haver
tempo habil para a realizagdo de um “Plaque Purification” do CLV e novos SDS-PAGE, que
seriam os procedimentos indicados para este caso, foram feitas importantes observacdes por

parte do Dr. Siba K. Samal, que procurou elucidar a ocorréncia deste fato com base nos
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conhecimentos associados ao género Aquareovirus Diante disto, 0 que se esclarece é que o
CLV aqui pesquisado possui realmente 11 segmentos RNAfd e ndo 12, estando a amostra
viral provavelmente representada por 2 popula¢des do mesmo aquareovirus (CLV), onde
uma difere da outra, justamente no 11° segmento, apresentando diferentes pesos
moleculares. Possivelmente um caso de mutacdo, levando a diminuicdo do peso molecular

deste ultimo segmento numa das populagdes.
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Figura 7 — Comparagdo auto-radiogréfica entre o perfil eletroforético dos
RNAsfd genémicos dos aquareovirus aqui isolados (GCV, CLV
e HRV), o aguareovirus representante do genogrupo A (SBR) e
0 SAl1l. Os RNAsfd genémicos foram extraidos dos virus
purificados, marcados no termina 3 com [5-%2P] pCp e
submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida a 7,5%,
com 1,2 mm de espessura e 25 cm de comprimento. A corrida
eletroforética durou 16 h a 200V
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Figura 8 — Comparacdo auto-radiogréfica do perfil eetroforético do GCV,
posteriormente confirmado com um genogrupo (G) pela
aplicagdo da hibridizagdo reciproca RNA-RNA, com o perfil
eetroforético de cada aguareovirus representante dos
genogrupos. A (SBR), B (LBS), C(GSV), D (CRV), E(TRV) e
F (SCR). Os RNAsfd gendmicos foram extraidos dos virus
purificados, marcados no termina 3 com [5-32P] pCp e
submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida a 7,5%,
com 1,2 mm de espessura e 25 cm de comprimento. A corrida
eletroforética transcorreu durante a noite a 200V.
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Figura9 — Comparacéo auto-radiografica do perfil eletroforético entre duas
amostras de CLV (1 e 2), com o perfil do SBR, evidenciando os
segmentos gendmicos RNAsfd 1, 2 e 3 do CLV (1 e 2). Os
RNAsfd genémicos foram extraidos dos virus purificados,
marcados no termina 3 com [5-32P] pCp e submetidos a
eletroforese em géis de poliacrilamida a 7,5%, com 1,2 mm de
espessura e 45 cm de comprimento. A corrida eletroforética
durou 45 h a350V.
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4.6 Hibridizagédo reciproca RNA-RNA “dot blot”

A relacdo genética entre os 3 aquareovirus aqui pesquisados (GCV, CLV e
HRV), os aquareovirus representantes dos genogrupos A (SBR), B (LBS), C (GSV), D
(CRV), E (TRV) e F (SCR) e o SAIl (rotavirus grupo A), foi estudada atraves da
hibridizacdo reciproca RNA-RNA “dot blot” sob condi¢gdes médias de estringéncia (pré-
hibridizacéo e hibridizagéo a 52 °C, 50% formamida/ 6x SSC; lavagem a 62 °C, 0,1x SSC/
0,1% SDS). Os resultados destes estudos de hibridizacdo estdo presentes na Figura 10.
Quando oGCV foi usado como sonda, detectou-se um forte sinal de hibridizagdo somente
com o proprio GCV, ndo havendo nenhum sinal com os aquareovirus representantes dos
genogrupos (A a F), indicando que o GCV é um novo genogrupo dentro do género
Agquareovirus (Tabela 8) No caso do CLV, do HRV e do SBR (genogrupo A) utilizados
como sondas, 0s sinais de hibridiza¢do foram detectados de um com o outro, além do sinal
com o proéprio virus, indicando que o CLV e o0 HRV pertencem ao genogrupo A (Tabela 8),
correspondente ao representante SBR. O LBS (genogrupo B), utilizado também como
sonda, apresentou um sinal de hibridizacdo bem forte com o préprio LBS, sendo detectado
sinais bem fracos com o SBR (genogrupo A), o CLV e o HRV (Figura 10).

O Rotavirus € o outro Unico género da familia Reoviridaeque tem o
genoma composto por 11 segmentos de RNAfd. Devido a esta caracteristica em comum
com o0 género Aguareov irusfoi utilizado o RNAfd da cepa SA11 (rotavirus grupo A) como
um controle na hibridizacdo “dot blot”. O estudo da relacdo genética entre a cepa SA1l e 0s
aquareovirus aqui pesquisados (GCV, CLV e HRV), através da hibridizacao reciproca
RNA-RNA “dot blot”, demonstrou que o SA11 sé hibridiza com o préprio, confirmando
ndo haver qualquer relagcdo genética entre o rotavirus grupo A (SA11) e os aquareovirus
(Figura 10).
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Figura 10 — Hibridizacéo reciproca RNA-RNA “dot blot” entre o GCV,
CLV, HRV, SBR, LBS e SA11 (sondas). RNAsfd gendmicos
foram extraidos dos virus purificados (GCV, CLV, HRV,
SBR, LBS, GSV, CRV, TRV, SCR e SA1l), desnaturados a
100 °C por 2 minutos e aplicados a Membrana de
Hibridizacdo (ONCOR). Cada sonda foi preparada através da
marcacdo no terminal 3' com 32P e hibridizada num “blot”
contendo RNAs extraidos dos diferentes virus. Todas as
hidridizagbes foram obtidas sob condi¢cdes de estringéncia
média (hibridizagdo a 52 °C, 50% formamida/ 6x SSC;
lavagem a 62 °C, 0,1xSSC/ 0,1% SDS).



Com base nestes estudos, um novo genogrupo foi estabelecido: o

genogrupo G, representado pelo GCV ¢ determinou-se que 0s aquareovirus CLV e HRV

pertencem ao genogrupo A

Tabela 8. Genogrupos detectados de trés aquareovirus isolados neste estudo, a partir
da aplicaciio da técnica de hibridizacao reciproca RNA-RNA.

GENOGRUPOS

CLV GCV

HRYV
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5. DISCUSSAO

Os aquareovirus, membros da familia ReoviridagFRANCKI et al., 1991)
tém sido isolados de uma grande variedade de animais aquaticos de diversas areas
geogréficas (LUPIANI et al., 1995), despertando o interesse dos cientistas no estudo destes
virus. No entanto, no Brasil ndo existem referéncias de pesquisas que envolvam anélises dos
virus que afetam os animais aquaticos. Diante disto, torna-se necessario dar inicio a estes
estudos, principalmente com a introducdo, no Brasil, da Aquacultura e de todos os
compromissos comerciais de importacdo e exportacdo que estdo vinculados a esta atividade.
Neste conitexto, as exigéncias sanitarias que envolvem os animais aquaticos passam tambem
a visar as analises virologicas destes animais. Buscando justamente preencher estas novas
necessidades sanitarias com relagao as criagdes e a0 comércio de animais aquaticos é que
foram feitos os estudos contidos nesta Tese, direcionados as analises de alguns virus
(aquareovirus) de animais aquéaticos, com aplicacdo da Biologia Molecular.

Apesar de todo o conhecimento que se tem da biologia molecular dos
outros membros da familia Reoviridaee mesmo diante do grande nimero de aquareovirus
que ja foram isolados, ainda ndo existe um estudo sistematico que determine a relagéo
genética entre estes virus (LUPIANI, 1994; SUBRAMANIAN, 1997). Estudos aplicando a

hibridizacao reciproca RNA-RNA tém sido usados para agrupar geneticamente rotavirus
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(NAKOGOMI et al.,, 1989), reovirus (BODKIN & KNUDSON, 1985a) e orbivirus
(KOWALIK & LI, 1987). Mais recentemente, LUPIANI et al. (1993a) e SUBRAMANIAN
(1997) analisaram a relacdo genética entre diversos aquareovirus, isolados de diferentes
partes do mundo, através da aplicacdo da hibridizacdo reciproca RNA-RNA, obtendo
excelentes resultados. Seguindo esta metodologia, as pesquisas desta Tese relatam o estudo
de 3 aquareovirus, confirmando a identificagdo destes dentro do género Aguareovirus,
analisando os modelos eletroforéticos e a diversidade genética, incluindo a determinagao de
um novo grupo genético (genogrupo) dentro do género Aguareovirus.

Os virus pesquisados neste trabalho, GCV, CLV e HRV, isolados
respectivamente do “grass carp”, “Geoduck clams” e “Atlantic herring”, apresentaram
durante a microscopia eletronica: simetria icosaedrica, ndo envelopados, didmetro de 70-75
nm e duplo capsideo, assim como no cultivo celular (CHSE-214), formacédo sincicial,
corresporidendo a forma de multiplicacdo dos virus pertencentes ao género Aquareovirus,
segundo a literatura (WINTON et al., 1987).

As variagdes nas migracdes dos modelos eletroforéticos dos RNAfd dos
aquareovirus refletem variagdo no genotipo e indicam uma ampla diversidade no género
Agquareovirus (HRDY et al., 1979; RODGER & HOLMES, 1979) Nesta Tese, 2 diferentes
modelos eletroforéticos foram detectados entre 3 aquareovirus isolados (GCV, CLV e
HRV). No entanto, por se tratarem de apenas 3 amostras de aquareovirus, ou seja, um
numero muito pequeno de amostras, ndo foi possivel determinar, conforme literatura
(LUPIANI, 1994; SUBRAMANIAN, 1997), estudos de comparacgdo envolvendo a espécie e
a area geografica com o perfil eletroforético

No caso do modelo eletroforético do GCV, ndo se constatou nenhuma
semelhanca com os modelos eletroforéticos do CLV e do HRV, assim como n&o ocorreu
semelhanca com nenhum dos genogrupos: SBR (genogrupo A), LBS (genogrupo B), GSV
(genogrupo C), CRV (genogrupo D), TRV (genogrupo E) e SCR (genogrupo F). O mesmo
foi observado com relagdo ao SA11 (rotavirus grupo A) em comparagdo com o GCV, CLV
e 0 HRV, ou seja, ndo se constatou semelhanca dos modelos eletroforéticos apresentados

pelos aquareovirus com o SA11, conforme a literatura consultada (SAMAL, 1990).



Contudo, mesmo com os estudos desenvolvidos por (1994), SUBRAMANIAN
(1997) e agora com este novo trabalho, é importante que sejam feitas mais pesquisas que
esclarecam indagacGes, como por exemplo: serd que 0s aquareovirus que apresentam o
mesmo modelo eletroforético, tendo sido isolados da mesma area geografica e num mesmo
periodo, sdo reisolados da mesma linhagem ou representam linhagens diferentes?

Outro aspecto relevante ao estudo eletroforético (SDS-PAGE) dos virus
aqui isolados, especificamente no caso do CLV, foi a visualizacdo de um “aparente 12°
segmento gendmico” que poderia vir a contrariar a classificagdo deste virus dentro do
género Aguareov irus,composto por 11 segmentos gendmicos RNAfd. No entanto, ndo se
trata de um 12° segmento, pois segundo 0s conhecimentos associados aos aquareovirus, 0
que provavelmente ocorreu com a amostra do CLV foi um caso de mutacédo, sendo entéo
representada por 2 populagdes que diferem uma da outra no peso molecular do 11°
segmento gendmico. N&o se trata de uma contaminacdo da amostra do aquareovirus (CLV)
com outro virus de género diferente, fato este anteriormente relatado nas pesquisas de
SUBRAMANIAN (1997), pois em todos o0s estudos feitos com aquareovirus até a presente
data ndo existem relatos e nem a possibilidade de, num caso de contaminagdo, os 10
segmentos gendmicos de cada virus envolvido se sobreporem e somente o 11° segmento de
cada divergirem em peso molecular. No caso da hipotese de se tratar de 2 aquareovirus com
classificagdes diferentes (o CLV com outro aquareovirus), as chances sao menores do que a
ocorréncia da mutagéo, pelos mesmos motivos anteriomente mencionados. A aplicacdo do
“Plaque Purification”, que ndo foi realizado devido a falta de tempo habil (prazo de 3 meses
de permanéncia nos EUA), possivelmente confirmaria estas colocagdes.

Apesar de a diversidade genética entre os aquareovirus isolados ser indicada
pelo polimorfismo dos modelos eletroforéticos, a extensdo destas relagdes ndo pode ser
determinada usando esta técnica (SDS-PAGE) (WALKER et al., 1980; FLORES et al.,
1982). A forma mais direta de comparacdo da sequiéncia nucleotidica pode ser obtida
testando o grau de hibridizacdo dos segmentos gendmicos em hibridizarem entre si. Neste
contexto, a aplicagdo da hibridizacéo reciproca RNA-RNA tem demonstrado excelentes

resultados nas andlises da relagdo genética, tanto entre cepas dos rotavirus (FLORES et al.,



56

1982, NAKAGOMI & NAKAGOMI, 1989, NAKAGOMI et al., 1989), quanto dos
orbivirus (BODKIN & KNUDSON, 1986, KOWALIK & LI, 1987) e dos reovirus
(BODKIN & KNUDSON, 1985a) Baseado nesta literatura, foi determinado o genogrupo
do GCV, do CLV e do HRV, atraves dos resultados obtidos com a hibridizagao reciproca
RNA-RNA *“dot blot” (estringéncia média) destes virus em associacdo com o0S
representantes de cada genogrupo (A a F), assim como também foi feita a analise genética
destes em relacdo ao SA11 (rotavirus grupo A). O CLV e 0 HRV pertencem ao genogrupo
A e 0 GCV corresponde a um novo genogrupo que denominamos de G, de acordo com a
sequéncia da nomenclatura adotada por LUPIANI (1994) e SUBRAMANIAN (1997)
quando estes grupos de aquareovirus foram designados de A a F através da aplicacédo da
hibridizacéo reciproca RNA-RNA “dot blot™.

Os genogrupos A e B, aqui representados respectivamente pelos
aquareovirus SBR e LBS, mostraram hibridizagdo cruzada sob condigfes de estringéncia
média Estes resultados, apoiados pela literatura (LUPIANI, 1994, SUBRAMANIAN,
1997), sugerem que 0s Virus pertencentes aos genogrupos A e B provavelmente tém origem
de uma fonte ancestral em comum, sendo a diversidade genética possivelmente explicada
por fatores de rearranjo genético (“shift”) e pontos de mutacdo (“drift”) Contudo, ha
necessidade de se pesquisar estas possibilidades, trazendo informacdes e esclarecimentos
futuros dentro destes aspectos.

A relagdo genética entre os aquareovirus e o rotavirus grupo A (SA11) foi
também estudada através da hibridizagdo RNA-RNA e assim como na literatura (SAMAL et
al., 1990, LUPIANI, 19933, SUBRAMANIAN, 1997), mais uma vez ndo foi constatada
qualquer relacdo genética entre 0s aquareovirus e o0s rotavirus Estes resultados reforcam a
classificacdo destes virus “reo-like” dentro do género Aquareovirus na familia Reoviridae,
além da diversidade existente neste género, relatada anteriormente por LUPIANI (1993a) e
SUBRAMANIAN (1997) Diante disto, € importante que novos estudos envolvendo o0s
aquareovirus, tanto em nivel biolodgico, quanto sorologico, sejam feitos, para aumentar a

compreensdo destes virus, assim como dos genogrupos a que pertencem Desta forma, sera



adquirido o conhecimento necessario para adotar medidas sanitarias adequadas a protecéo

das criacBes de animais aquaticos e do comércio com que esta atividade se relaciona.



6. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel chegar as
seguintes conclusdes:

a) O trabalho de producdo viral, envolvendo as células CHSE-214, foi de grande
importancia para: a familiarizacdo com os estudos associados as células de peixes,
utilizadas para a producéo viral; o conhecimento da evolucdo e da formacéo sincicial
(ECP) correspondente ao género Aguareovirus, principalmente com relacdo as
caracteristicas especificas deste crescimento viral respectivo ao GCV, CLV e HRV.
Neste contexto, o uso das laminas para Microscopia Optica facilitou a fotomicrografia da
formacéo sincicial dos mesmos;

b) O emprego da microscopia eletronica de transmissdo, por contrastacdo negativa,
possibilitou a analise das amostras purificadas do GCV, do CLV e do HRV, através da
visualizagéo das particulas virais e consequente confirmacao da morfologia destes virus
dentro do género Aquareov i rus;

¢) O uso da marcacédo no terminal 3’ com o *?P dos RNAs gendmicos viabilizou o emprego
de uma menor quantidade de material viral nas analises eletroforéticas em géis de
poliacrilamida, o que n&o teria sido possivel no caso do emprego do brometo de etidio ou
da coloragdo por prata, que requerem uma maior quantidade de material viral nas analises
do SDS-PAGE. Esta medida foi adotada devido a falta de tempo habil para uma elevada
producdo viral a partir das células CHSE-214 e que fornecesse através da purificacao
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viral uma grande quantidade de material viral, conseqiientemente foi possivel garantir

material viral suficiente para 0s estudos das etapas seguintes;
O emprego da eletroforese em géis de poliacrilamida 7,5% (SDS-PAGE) permitiu a

analise especifica dos RNAsfd. Através desta técnica foi possivel verificar que: 1) o
GCV, o CLV e o HRV apresentam 11 segmentos gendmicos caracteristicos dos
aquareovirus; 2) o GCV possui um modelo eletroforético diferente do CLV, do HRV e
dos representantes dos genogrupos do género Aquareovirus (A a F), assim como do
SA11 (rotavirus grupo A); 3) o CLV e o HRV possuem um modelo eletroforético
semelhante entre si e correspondente ao SBR (genogrupo A), diferindo dos demais. No
caso especifico do CLV, observou-se uma “espécie de 12° segmento gendmico” que de
acordo com os conhecimentos associados aos aquareovirus esta observagao inicial foi
descartada, apesar de ndo ter sido viavel a aplicagdo do "Plaque Purification". Diante das
caracteristicas associadas aos aquareovirus em que o CLV se enquadra bern, este fato foi
esclarecido pela provavel presenga de 2 populacdes do proprio CLV representando a
amostra deste virus, diferindo estas no peso molecular do 11° segmento de cada. A
ocorréncia deste caso possivelmente esta relacionado a uma mutacdo e ndo a um

processo de contaminagéo;

e) A aplicacéo da técnica de hibridizacéo reciproca RNA-RNA “dot blot”, sob estringéncia

média, permitiu a determinacdo do genogrupo do CLV e do HRV, correspondentes ao
genogrupo A, assim como a descoberta de um novo genogrupo respectivo ao GCV, ou
seja, 0 genogrupo G. Além destes importantes resultados, também foi constatada a
auséncia de uma relacdo genética entre 0s aquareovirus e os rotavirus, onde o SA11,
empregado como controle na hibridizagdo RNA-RNA “dot blot”, hibridizou somente
com o proprio SA11, assim como a existéncia de uma relacdo genética entre o genogrupo

A e o0 B, verificada pela hibridizagdo cruzada sob condicGes de estringéncia média;
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f) Os resultados e as analises feitas a partir desta Tese trouxeram novas informacdes a
respeito do género Aquareovirus e beneficiou além do Brasil, em especial o Instituto de
Veterinaria da UFRRJ, com a abertura para um novo campo dentro das viroses, como
também os EUA, com estes novos dados cientificos Outras pesquisas em associagdo com
0s EUA, que detém a tecnologia e o conhecimento no que se refere aos virus de animais
aquaticos, poderdo ser feitas futuramente. Diante disto, € importante rnencionar que
estudos como este ressaltam a necessidade de se iniciar estas pesquisas no Brasil, através
do incentivo do governo para a implantacdo de laboratorios capacitados para anlises
destes virus em animais aquéaticos. Desta maneira, sera possivel garantir, de forma
completa, a qualidade sanitaria dos animais aquéaticos envolvidos nas atividades da
Aguacultura, assim como o comércio de importacdo (consumo interno) e exportacao
destes animais.
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ANEXO

8.1 GEL SEPARADOR A 7,5%

Acrilamida/ bis. a 30%
£.OM Tns-HCI, pH 8.8
SDS 10%

H,0 destilada

TEMED

Persulfato de aménia a 0%

8.2 GEL “STACKING” A 5%

Acrilamida/ bis. a 30%

O Trs-HCL plt 6.8

SIS 10%

H.0 destilada

TEMED

Persulfato de aménia a 10%

15,0 ml.
22,6 mlL
0,60 mL
16,8 mL
40,0 L.
200,0 uL

1,70 mt.
i,30 ml.
0,10 ml.
7,0 mi.
5,0 ul.
50,0 pl.



8.3 PBS(TAMPAO SALINA FOSFATO), pH 7.4-7.5,0,15M

Na(l

KCl

Na,HPO, . 12110
KH,PO,

H;O destilada q s.p.
Ajustar o pH 7.4

8.4 SOLUC?\() DE ACRILAMIDA E BISACRILAMIDA A 30%
Acrilamida
Bisacrilamida

H,0 destilada g.s.p.

Filtrar ¢ armazenar a 4 °C ao abrigo da luz. Esta solucio ¢ estavel por um més.
g

8.5 SOLUCAO ESTOQUE DE SDS A 10%

SDS

H>O destilada g.s.p.

Dissolver o SDS em H,O. com agitador suave ¢ ajustar para 1000 mL.

76

=~
to @
T

2

9g
02g
1000,0mL

202 ¢
08¢
100,0 mL

100g
[00.0 ml.
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86 SOLUCAO ESTOQUE 0,1x 8SC /0,1% SDS

20x SSC 5.0 mL
SDS 10% 10,0 ml,
H,O destilada ¢ s p. 10006,0ml.

8.7 SOLUCAO ESTOQUE 1x SSC / 0,1% SDS

20x §8C 50,0 mL
SDS 10% 16,0 mL
H,( destilada q.s.p. 100G,0mL

88 SOLUCAO ESTOQUE (20x) DE SSC

NaCl 1753 ¢
Citrato de Sodio 882 g
H,O destilada q.5.p. 1000,0mL

Dissolver o NaCl ¢ o Citrato de Sédio em H>0), com agitagdo suave. Ajustar o pH para 7.0

com HCIT0 N ¢ o volume para 10000 ml.. Estocar a 4 °C.
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8.9 SOLUCAO ESTOQUL: (5x) DE. TAMPAQ DE CORRIDA PARA SDS-PAGE

Tris
Olicina

SDS a 10%

H>O destilada q s p.

Armazenar a 4 °C. Aquecer a 37 °C antes de usar, caso ocorra precipitagio.

8.10 TE (TAMPAO 10 mM TRIS [pH 7,4]/ 1,0 mM EDTA)

1,OM Tris, pH 7.4
500 mM EDTA

H,0 destilada g.s.p.

811 TRIS, 1OM

Tris
H,O destilada

150¢
72,0¢g
50.0 mL
1000.0mL

1G,0 ml.
2.0mL
1000.0ml.

1210 ¢

0G0 ml.

Dissolver em aproximadamente 60.0 mL. Ajustar para 1000 ml, apos dissolugio

Armazenara 4 °(C.
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812 TRIS-HCL 1,0 M, pH 6.8
Tris 60,55 g

H,O destilada g s.p. 500,0 mL

Titular 0 pH para 6,8 com HCI 6N. Armazcnar a 4 °C ao abrigo da lux.

8.13 TRIS-HCI, 1,0 M, pH 8,8

Tris 62,55 ¢
H,O destilada q.s p. 500,0 mL

Titular o pH para 8,8 com HCI 6N. Armazenar a 4 °C ao abrigo da luz.
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