GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
DIRETORIA DE PESQUISA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

Influéncia da infec¢do por Megalocytivirus pagrusl no metabolismo de
tilapias e potencial de transmisséo fecal

Rafael Lopes Faria

Orientadora: Claudia Maris Ferreira Mostério

Séo Paulo

Outubro - 2025



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
DIRETORIA DE PESQUISA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

Influéncia da infec¢do por Megalocytivirus pagrusl no metabolismo de
tilapias e potencial de transmisséo fecal

Rafael Lopes Faria

Orientadora: Claudia Maris Ferreira Mostério

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-graduacao em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca - APTA - SAA, como
parte dos requisitos para obtencéo do titulo
de mestre em Aquicultura e Pesca

Séo Paulo

Outubro - 2025



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)
Elaborada pelo Programa de Pos-graduacdo em Aquicultura e Pesca. Instituto de Pesca,
Séo Paulo

F236i Faria, Rafael Lopes
Influéncia da infecgéo por Megalocytivirus pagrus1 no metabolismo de tilapias e potencial de
transmisséo fecal
xi, 51f.; 8 fig,; tab. 2
Dissertagédo (mestrado) apresentada ao Programa de Pés-graduagdo em Aquicultura e Pesca
do Instituto de Pesca — APTA - Secretaria de Agricultura e Abastecimento.
Orientadora: Claudia Maris Ferreira Mostério

1. Aquicultura. 2. Aminoéacidos. 3. ISKNV. 4. Metabolismo. 5. Fezes
I. Mostério, Claudia Maris Ferreira Il. Titulo.

CDD 574

Permitida a cdpia parcial, desde que citada a fonte — O autor




GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
/) P P G I P SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
& AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
Fhogrims 3o Po-oadangh b st ds Fenes INSTITUTO DE PESCA

CERTIFICADO DE APROVACAO

Influéncia da infeccao por Megalocytivirus pagrus1 no metabolismo
de tilapias e potencial de transmissdo fecal

AUTOR(A): RAFAEL LOPES FARIA
ORIENTADOR(A): Claudia Maris Ferreira Mosterio

Aprovado(a) como parte das exigéncias para obtencao do titulo de MESTRE EM
AQUICULTURA E PESCA, Area de Concentracio em Aquicultura, pela Comissao
Examinadora:

Documento assinado digitalmente

ub CLAUDIA MARIS FERREIRA MOSTERIO
g Data: 15/10/2025 16:57:30-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof(a). Dr(a) Claudia Maris Ferreira Mosterio

%//ﬂ///f%’ /4/3(*////// ‘

Prof(a). Dr(a) Antonio Mataresio Antonucci

Documento assinado digitalmente

\Lb FERNANDA MENEZES FRANCA
g Data: 16/10/2025 11:00:02-0300

verifique em hteps://validar.iti.gov.br

Prof(a). Dr(a) Fernanda Menezes Franca

Data da Realizacdo: 10 de outubro de 2025, as 14:00



Dedicatoria

Este trabalho € em homenagem a toda minha familia e amigos , que me
apoiam, me incentivam e que sempre me mostram de tudo que sou capaz.

Obrigado



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho so6 foi possivel gracas ao apoio e incentivo de pessoas

especiais, as quais sou imensamente grato.

Primeiramente & minha familia, especialmente meu pai, minha mée, minha avo e
meu irmdo, por sempre terem me apoiado em minhas decisdes, me aconselhando
sabiamente e me incentivando das maneiras mais afetuosas, pacificas e zelosas possiveis.

Se estou aqui hoje, é gracas a todos eles. Meu amor por vocés é incondicional.

Ao meu teimoso “velhinho”. Meu amigo. Meu avd, que infelizmente ndo pdde
presenciar o fim da minha jornada académica e comeco da jornada profissional, mas que
sempre me ajudou em tudo que eu precisava, € que mesmo nos seus Ultimos brandos
suspiros, se fez presente em me apoiar e ajudar. Tenho certeza que te dou muito orgulho.

Eu te amo muito, e sinto sua falta.

A minha orientadora, Claudia Maris Ferreira Mostério, por sua orientacio
paciente, dedicacao e confianca ao longo de todo esses dois anos de pds-graduacdo. Sua
escuta atenta, broncas, incentivos e conselhos sdo guias que sempre levarei em minha
vida profissional, além de serem responsaveis por um crescimento e amadurecimento

profissional e cientifico que jamais imaginaria ter. Obrigado.

Aos meus amigos da pds-graduacdo que faziam meus dias leves, felizes, alegres
e vividos. Passamos por muitos momentos de aflicdes, de discussdes, de insegurancas e
desafiadores, mas no final sempre exibiamos sorrisos verdadeiros de carinho e respeito,
torcendo pelo sucesso um do outro. Luquinhas, Gui, Maria Rita, David, Carol e Giselle,
os bons momentos com vocés no “toquinho” sdo memorias que guardarei com muito

carinho. Obrigado.

A minha amiga, ou melhor, irmézinha: Nathie. Seu ouvido foi pinico para as
minhas reclamacbes, e 0s meus, para as suas. Obrigado por todos os conselhos,
comidinhas e realities assistidos nos momentos de descontracdo. Sua amizade foi um

ponto chave na minha vida. Obrigado.
Aos meus amigos de longa data, que me apoiaram de forma indireta.

Ao meu psicologo, Claudio, que simplesmente me ajudou a lidar com medos
irreais que atrapalhavam meu crescimento e amadurecimento. Seu tom sereno e suas

conversas afaveis me transformam todo dia. Obrigado.

vi



Ao Instituto de Pesca, por fornecer infraestrutura e oportunidade de

desenvolvimento do meu projeto.

Aos pesquisadores do Instituto de Pesca, que me aconselharam, me acolheram e

me ensinaram muito.

Ao Conselho Nacional De Desenvolvimento Cientifico (CNPq) pelo apoio
financeiro. Fico grato em saber que pude agregar a ciéncia do nosso pais.

A Dra. Marcia Catroxo pelo auxilio com a microscopia eletronica.

Ao Laboratoério de Bacteriologia do Instituto Biologico, por auxilio na triagem
bacteriana.

Ao Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) pela
oportunidade de uso do Microscopio Eletronico de Transmissdo, e seus excelentes

profissionais.

E a mim. Que pude acompanhar esse processo de autoconhecimento, e que, apesar
de todos os empecilhos e pessimismos da cabeca, consegui me fortalecer. Jamais achei
que conseguiria fazer tudo que fiz, e chegar onde cheguei; e ca estou: prestes a finalizar

mais uma etapa.

vii



SUMARIO

RESUMO GOIAL......eciiiieieieiit ettt e sr e se e s eenne s X
N 41 = Tod SRS Xi
L. INEFOTUGED. ...ttt e ettt 13
2. ODJELIVO GEIAL.......ccuiiiiie i 18
2.1. ODbjetivos ESPECITICOS. ..o it 18
BB =] (=] =] o3 T TSSO 19

CAPITULO UNICO - Perfil de aminoacidos em duas espécies de tilapia e
transmisséo fecal do Megalocytivirus pagrusl (subtipo ISKNV)

L. INEFOTUGED. ...cceeee et ettt 26
2. MAterialS € MELOUOS. ... ...eiveieerie e rieee e ettt st e e e e nae st e e e eseenes 27
2.1 EXPEIIMENTO L.ttt bbbt et 27
2.1.1. Aquisicdo dos peixes e aclimatagao..........ccocerveirrerierine s 27
2.1.2. Delineamento experimental e anélise estatistica............cc.ceevrrvennnn. 28
2.1.3. Preparo do iNOCUI0.........ccooveiecece e 30
2.1.4. Coleta de SanguE € tECIOS. .....ccvveveriereiiece et 30
2.1.5. Analises MOIECUIAreS..........cccovviiirie e 31
2.1.6. Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)........ccccccevvvvevinnnns 31
2.1.7. Analise parasitolOgiCa..........ccccveieerueiie i 32
2.1.8. Isolamento e identificacdo bacterioldgica...........cccccevvvevvivieiecnennnn, 32

2.1.9. Microscopia Eletrénica de Transmissao (Contrastacdo Negativa).... 32

2.2, EXPEIIMENTO 2....uiciieiiieceiee ettt et sttt e s e st sr e ne e be s e sneesne e ene s 33
2.2.1. Aquisicdo dos peixes, aclimatacdo e adaptacao..........ccccceevuervererrnnnn 33
2.2.2. Delineamento experimental............cccccovveieeiiiieiie s 33
2.2.3. Coleta de material fecal € gPCR.........ccccoveieeieiiiecece e 33
2.2.4. Infeccdo experimental............ccooveviiiecie e 34
3. RESUIAUDS. ...t ettt bt enens 34
3.1 EXPErIMENTO L. ..ottt ettt eae e 34
3.1.1. AClimatacao € QPCR......cvciiiiicece e e 34
3.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC).........ccccccevvevvecviennnn 35
3.1.3. Anélise parasitolOgiCa...........cceeeeueiieiiiecce e 39
3.1.4 Triagem DACIEIIANA. .......ccouieieiiiee ettt 40

viii



3.1.5. Microscopia eletronica de TranSMISSAO..........cccovevrriererreeneaieneenn, 41

3.2, EXPEIIMENTO 2.ttt 42
A, DISCUSSAO. ...t veineetiesiestiesteaeesseesaesseesee st e teasteatesseesseaeesseesteaseeseeeneesseesbeaseessens 43
ST O] (o] (17 Lo OSSPSR 46
T L] (=] 1= 0o T TSSO RRPR 46

ix



RESUMO GERAL

A aquicultura se destaca como um dos setores de producdo de alimentos que mais
crescem no mundo, possuindo um papel fundamental na alimentacdo global. Entre as
espécies cultivadas, as tilapias ocupam posicdo de destaque, em funcdo de seu réapido
crescimento e aceitagdo no mercado consumidor. A alta densidade no processo de cultivo
e de sua producao, para suprir a demanda comercial, favorece a proliferacdo de patdgenos.
O Virus da Necrose Infecciosa do Bago e Rim (ISKNV), pertencente a familia Iridoviridae,
tem se destacado como uma das principais ameacas a tilapicultura, ocasionando elevadas
taxas de mortalidade. No entanto, ainda s&o escassas as informagdes sobre as respostas
metabdlicas de diferentes espécies de tilapias frente a infeccéo por esse virus, bem como
sobre seu potencial de transmisséo fecal. Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo
investigar ambos os aspectos. Foram conduzidos dois experimentos: o primeiro avaliou o
perfil de aminoacidos em tilapias infectadas por ISKNV, e o segundo analisou a
possibilidade de transmissdo viral por meio das fezes. Para a interpretacdo dos dados,
aplicou-se a Andlise de Componentes Principais (PCA), a fim de explicar a variabilidade
observada a partir de combinacgdes lineares das variaveis originais. Os dois primeiros
componentes explicaram 75% da variabilidade total, evidenciando alteracdes nas
concentragdes de arginina e lisina, ausentes nas amostras infectadas de ambas as espécies,
0 que sugere mobilizacdo desses aminoacidos em resposta a infeccao viral. Em contraste,
observou-se aumento de valina nas amostras infectadas, possivelmente resultante da
degradacao de proteinas musculares em decorréncia do estresse fisiologico ou de maior
demanda energética. Além disso, verificou-se uma correlacdo inversa entre prolina e
glicina, aparentemente independente da infeccdo, mas relacionada a espécie. Embora o
virus tenha sido eliminado por via fecal, essa rota ndo se mostrou propicia para transmissao
nas condi¢cbes avaliadas. Os resultados indicam que o ISKNV impacta diretamente o
metabolismo de aminoacidos essenciais em tilapias, com potenciais repercussoes sobre o

desempenho zootécnico e a imunocompeténcia dos peixes.

Palavras-chave: Aquicultura; Aminoacidos; ISKNV; Metabolismo, Fezes.



ABSTRACT

Aquaculture stands out as one of the fastest growing food production sectors in the world,
playing a key role in global food supply. Among the species farmed, tilapia occupy a
prominent position due to their rapid growth and acceptance in the consumer market. The
high density of the farming and production process, designed to meet commercial
demand, favors the proliferation of pathogens. Infectious Splenic and Renal Necrosis
Virus (ISKNV), belonging to the Iridoviridae family, has emerged as one of the main
threats to tilapia farming, causing high mortality rates. However, there is still little
information on the metabolic responses of different tilapia species to infection by this
virus, as well as on its potential for fecal transmission. Given this, the present study aimed
to investigate both aspects. Two experiments were conducted: the first evaluated the
amino acid profile in ISKNV-infected tilapia, and the second analyzed the possibility of
viral transmission through feces. For data interpretation, Principal Component Analysis
(PCA) was applied to explain the variability observed from linear combinations of the
original variables. The first two components explained 75% of the total variability,
showing changes in arginine and lysine concentrations, absent in infected samples of both
species, suggesting mobilization of these amino acids in response to viral infection. In
contrast, an increase in valine was observed in infected samples, possibly resulting from
the degradation of muscle proteins due to physiological stress or increased energy
demand. In addition, an inverse correlation was found between proline and glycine,
apparently independent of infection but related to species. Although the virus was
eliminated via feces, this route was not conducive to transmission under the conditions
evaluated. The results indicate that ISKNV directly impacts the metabolism of essential
amino acids in tilapia, with potential repercussions on the zootechnical performance and

immunocompetence of fish.

Keywords: Amino acids; ISKNV; Metabolism, Feces.
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1. INTRODUCAO GERAL
Aquicultura
A aquicultura é definida como um sistema de produgdo aquética de animais e

plantas destinado majoritariamente ao comércio no mercado alimenticio (Verdegem et
al., 2023). Essa industria alimentar se destaca como um dos setores que crescem
vertiginosamente no cenario mundial, visto que entre 2000 e 2019, a sua producéo
apresentou um crescimento de 170%, passando de 20,8 para 56,3 milhGes de toneladas, e
em 2022 chegou ao total de 223,2 milhdes de toneladas, incluindo tanto animais quanto
algas (Verdegem et al., 2023; FAO, 2024). Segundo Wang & Lu (2016), as tilapias -
nome dado a diversas espécies da familia Cichlidae ocupam o segundo lugar de peixes
mais cultivados mundialmente (perdendo apenas para as carpas) com uma producao que
quadruplicou na ultima década, Ihe garantindo uma notoria importancia na aquicultura.

Conforme relatado pela Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) (2024), o Brasil se destacou como o terceiro maior produtor de animais aquaticos
da América, e 0 13° do mundo. Segundo a Embrapa Pesca e Aquicultura (2023), a tilapia
(Oreochromis niloticus), o tambaqui (Colossoma macropomum) e o camardo (Caridea),
representam 81% do pescado produzido no Brasil. Desta porcentagem, 55% da producéo

é representada pela tilapia (Figura 1), indicando o favoritismo dessa carne no pais.

& Tilapia

® Tambaqui

Lamarao

® Tambacu, tambatinga

Figura 1 - Principais peixes produzidos para consumo no Brasil em 2020
Fonte: IBGE (2021).

Nativas do continente africano, a dispersdo global das tilapias ocorreu

principalmente no periodo p6s-Segunda Guerra Mundial, impulsionada pelo investimento

de paises como China e Estados Unidos, que reconheceram o potencial dessas espécies
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devido a sua notavel capacidade de adaptacédo e reproducdo, rapido crescimento e gosto
pelo consumidor (Schulter & Filho, 2018; Simasiku et al., 2024). Cinco espécies de
tilapias foram introduzidas em &guas brasileiras, mas somente duas sdo comumente
encontradas em pisciculturas comerciais ou de subsisténcia: a Coptodon rendalli,
popularmente conhecida como tilapia rendalli, e a Oreochromis niloticus, conhecida
como tildpia do Nilo (Fiuza, 2023; Ebert et al., 2024) (Figura 2). A primeira apresenta
uma dieta predominantemente herbivora e uma coloracdo branda de verde-oliva, com o
ventre geralmente avermelhado, enquanto a segunda possui um corpo tenuemente
achatado, com listras verticais escuras e regulares na nadadeira caudal. Apesar da C.
rendalli apresentar maior fecundidade do que a O. niloticus, a tilapia rendalli ndo possui
a mesma taxa de crescimento que tilapia do Nilo, tornando esta Gltima mais viavel para a

criacdo e comercializacdo (Moreira & Silva, 2023).

Figura 2 — Registros fotograficos da tilapia rendalli (A) e da tilapia do Nilo (B).
Fonte: Fishbase (2025) — adaptado.
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Desde sua introducgdo no Brasil, ambas as espécies se dispersaram intencional
e acidentalmente por lagos, rios e reservatorios do pais (Novaes & Carvalho, 2011),
0 que, segundo Simberloff et al. (2013), os tornam uma ameaca para a biodiversidade
local, ndo sé através de interacdo e competicdo com espécies nativas, mas também

pela transmissao de patdgenos trazidos por estes animais exoticos.

Virus da Necrose Infecciosa do Baco e Rim (ISKNV)

As doencas virais sdo 0s principais responsaveis pelas quedas nas producdes de
tilapias no mundo (Watkins & Bonomo, 2016). Pertencente ao género Megalocytivirus e
a familia Iridoviridae, o ISKNV é um virus que acomete peixes de diversas espécies
globalmente. A primeira detec¢cdo do ISKNV foi reportada por Inouye et al. (1992), que
relataram que este patdgeno se espalhou por parte do leste e do sudeste asiatico,
ocasionando perdas econémicas avassaladoras durante a década de 1990. Ja no Brasil, 0
ISKNV assolou tilapias (Oreochromis spp.) em reservatérios em 2020, com uma taxa de

mortalidade de até 75% em alevinos e juvenis no pais (Figueiredo et al., 2022)

A suscetibilidade a doenca causada pelo ISKNV depende da temperatura da agua
em que os animais estdo expostos. He et al. (2002) demonstraram em seus estudos que a
temperatura com maiores taxas de infeccGes e mortalidade ocorre em aguas acima de
20°C. O patogeno pode ocorrer por coabitacdo com individuos contaminados e agua
contaminada; os métodos de diagndstico usados sdo o PCR e suas variaches para
amplificacdo do material genético, e analise de regides especificas do gene MCP (He et
al., 2002; Chinchar et al., 2017). Entretanto, pouco se sabe sobre a transmissibilidade
deste virus através das fezes, tornando necessario o conhecimento desta via, uma vez que

em criadouros esses organismos compartilham a mesma coluna de agua.

Nutrigéo

Visando atender a alta demanda mercantil, as racdes destinadas aos peixes sao
adicionadas com vitaminas, minerais e aminoacidos a fim de garantir que a racdo forneca
todos os nutrientes essenciais para a salude dos peixes de criacdo. Junto a isso, essas
moléculas desempenham um papel essencial no crescimento, proporcionando melhorias
significativas no desenvolvimento dos peixes, permitindo que estes atinjam o tamanho

comercial mais rapidamente (Brum et al., 2025).
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Aminoécidos

As proteinas sdo formadas por aminoacidos que desempenham fungdes essenciais
no metabolismo dos seres vivos. As tilapias demonstram uma eficiéncia no
aproveitamento de carboidratos e gordura como fonte de energia, permitindo poupar
proteinas para o uso fisioldégico (Castro et al., 2014). Os aminoacidos essenciais para a
tilapia sdo 0s mesmos para outros peixes: metionina, triptofano, arginina, fenilalanina,

histidina, isoleucina, leucina, treonina e valina (Ng & Romano, 2013).

Arginina

A arginina € um aminoécido essencial em peixes (Ng & Romano, 2013), sendo
fundamental em reacdes fisiologicas relacionadas ao crescimento e saude, e que pode ser
obtida através de alimentacdo (Hoseini & Reverter, 2021). Sabe-se também que, segundo
estudos de Jobgen et al. (2006), a arginina possui um papel fundamental como nutriente
para a sintese de oxido-nitrico (NO), que esta diretamente ligado a homeostase fisiologica
(através da oxidagédo de glucose e acidos graxos) e ao combate de patdgenos, auxiliando

na producéo de oxido-nitrico em macrofagos, como descrito por Costas et al. (2013).

Lisina

Sendo considerada um dos principais aminoacidos limitantes — principalmente em
racOes de origem vegetal - a suplementacdo com lisina tem sido associada ao ganho de
peso, melhora da conversdo alimentar, maior retencdo de nitrogénio, menor teor de
lipidios nas escamas e melhor desempenho reprodutivo em peixes (Coldebella et al.,
2011; Diemer et al., 2014). Prabu et al. (2019), Xiao et al. (2017) demonstraram que a
lisina possui um notdério protagonismo no crescimento muscular e nas respostas
hematoldgicas e bioquimicas.

Yue et al. (2013) observaram que diferentes concentracdes de lisina nas racdes
resultavam em respostas distintas a via de sinalizacdo GH-IGF (reguladora do sistema
imune inato em peixes), a0 metabolismo de nutrientes e as respostas imunoldgicas,
demonstrando que a lisina exerceu um efeito modificador no metabolismo lipidico e na
resposta imune através da ativacdo da via de sinalizacdo GH-IGF. Li et al. (2017)
evidenciaram que a deficiéncia de lisina na dieta afeta positivamente a expressdo de

citocinas pré-inflamatdrias e negativamente a expressao de citocinas anti-inflamatorias.
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Aminoéacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina)

Segundo Andersen et al. (2016), os aminodcidos de cadeia ramificada s&o
fundamentais para a sintese proteica e para a regulacdo da degradagdo proteica e, ao
contrério de outros aminoacidos, sua degradacdo ocorre antes de ser transferida para o
figado. Além disso, Han et al. (2014) mostraram que ha uma interacdo entre eles, o que
sugere uma interdependéncia nas quantidades necessarias e nas suas funcoes.

N&o obstante, esses aminoacidos também atuam no sistema imunoldgico dos
peixes. Segundo Hoseini & Reverter (2021) a isoleucina suplementada em niveis 6timos
— quantidade méxima que pode ser usada favorecendo o maximo crescimento, sem causar
prejuizo ao estado homeostatico dos animais — auxilia no aumento do numero de
leucécitos. Zhao et al. (2013) demonstraram que a expressao dos genes pro-inflamatorios
no rim cefalico desses peixes foi baixa, 0 que indica tambéem que o nivel ideal de
isoleucina na dieta é necessario para aumentar a imunidade e a resisténcia a doengas. Luo
et al. (2014) evidencia que o desequilibrio da valina na dieta de peixes 0s tornam mais

frageis a inflamacdes e danos estruturais.

Prolina

A prolina € um aminoacido ndo-essencial - capaz de ser autossintetizado pelo
animal - proteinogénico e hidrofébico. Em peixes € originada da arginina, por meio da
via de sinalizacdo da arginase, que converte a arginina em prolina (Li et al., 2009).
Segundo Li & Wu (2018), este aminoacido tem como funcdo a regulacdo da expressédo
génica e diferenciacdo celular, ativacéo da sinalizacdo celular mTOR para iniciar a sintese
de proteinas e eliminacéo de antioxidantes.

As tilapias, assim como outros peixes, ndo apresentam uma necessidade especifica
de proteinas, mas precisa de uma mistura bem equilibrada de aminoacidos indispensaveis
(obtidos através da alimentacdo) e dispensaveis (sintetizados no organismo) (Shiau,
2002). Nguyen et al. (2020), mostraram que dietas em déficit de suplementacdo de ambas

categorias de aminoacidos podem retardar e minimizar o crescimento do animal.
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2. OBJETIVO GERAL
Analisar o perfil de aminoécidos em duas diferentes espécies de tilapias (O.
niloticus e C. rendalli) infectadas pelo Megalocytivirus pagrusl (ISKNV), e testar a

capacidade de transmissdo deste virus por meio de excretas contaminadas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
O estudo possui 0s seguintes objetivos especificos:

Comparar o perfil de aminoacidos essenciais entre O. niloticus e C. rendalli ap6s

infeccdo experimental pelo ISKNV.

Identificar os aminoacidos que apresentam alteracdes significativas frente a infecgéo

viral, relacionando-os as possiveis respostas metabdlicas e imunologicas dos peixes.

Avaliar a presenca e a carga viral do ISKNV em excretas de tilapias infectadas por

meio de qPCR e microscopia eletronica de transmiss&o.

Determinar se a eliminagdo fecal do ISKNV representa uma rota eficiente de

transmissao.

Segundo normas do Programa de Pos-graduacdo em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca, esta dissertacdo esta dividida em capitulo(s) que representa(m)
artigo(s) cientifico(s) a ser(em) publicado(s) em revista(s) de seletiva politica
editorial. O capitulo unico intitula-se “Perfil de aminoacidos em duas espécies de

tilapia e transmissao fecal do Megalocytivirus pagrusl (subtipo ISKNV)”.
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Perfil de aminoacidos em duas espécies de tilapia e transmisséo fecal do
Megalocytivirus pagrusl (subtipo ISKNV)

RESUMO

Com sabor atrativo para a populagdo e sua dispersdo global, a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e a tilapia Rendalli (Coptodon rendalli) se tornaram pescados de
intenso cultivo ao redor do mundo. Em criadouros comerciais, que muitas vezes utilizam
altas densidades populacionais, a proliferacdo de patdégenos por coabitacdo, agua
contaminada e excretas pode ser facilitada. O virus da necrose infecciosa do bago e rim
(ISKNV) é um patégeno causador de doenca com sinais clinicos como letargia e
melanose, podendo levar a morte de animais. Pouco se sabe sobre as diferentes respostas
metabolicas de ambas as espécies frente a infeccdo do ISKNV e da capacidade de
transmissdo deste patogeno pelas fezes. Por essas razbes, o objetivo deste estudo foi
analisar ambas as questfes supracitadas. Foram realizados dois experimentos: um para
verificar o perfil de aminoacidos entre as especies, quando infectadas pelo ISKNV, e
outro para verificar o potencial de transmissdo desse virus através das fezes. Utilizou-se
a Analise de Componentes Principais para explicar a variabilidade dos dados observados
atraveés de combinacdes lineares das variaveis originais. O resultado mostrou que 75% da
variabilidade total € explicada pelos dois primeiros componentes, evidenciando alteracdes
nas concentracBes de arginina e lisina, que se tornaram ausentes quando ambas as
espécies foram infectadas por este virus, indicando que estes aminoacidos sdo
mobilizados para combater o agente viral. Em contrapartida, houve aumento da valina nas
amostras infectadas, que pode estar sendo liberada a partir da degradacdo de proteinas
musculares como resposta ao estresse ou a demanda energética aumentada. A analise
também revelou uma correlacdo inversa entre prolina e glicina, que parece ser
independente da infeccdo e sim relacionada a espécie. Apesar do virus ser eliminado por
via fecal ele ndo se apresentou como rota eficiente de infeccdo nas condicGes testadas. Os
achados deste estudo indicam que o ISKNV afeta diretamente o metabolismo de
aminodacidos essenciais em tilapias, com potenciais implicacdes sobre o desempenho

zootécnico e a imunocompeténcia desses animais.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus; Coptodon Rendalli; Vias de transmissao;

Microscopia eletrdnica; Metabolismo de aminoacidos.
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1. INTRODUCAO

A tildpia Rendalli (Coptodon rendalli) foi a primeira a ser introduzida na década
de 50 com a finalidade de povoar reservatorios de hidrelétricas no estado de S&o Paulo,
enquanto a tilpia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi posteriormente incorporada como
parte de um programa federal de combate a fome e expanséo do mercado agricola (Fiuza,
2023). Segundo Jere et al. (2021), hd uma relacdo ontogénica divergente entre essas duas
espécies. Neste estudo, estes autores observaram que, enquanto a tilapia do Nilo
apresentava uma dieta mais generalista durante seu crescimento, a tilapia Rendalli
demonstrava seletividade alimentar ao longo do seu desenvolvimento, consumindo
diferentes tipos de alimento em distintas faixas etarias, o que indica uma variacao
ontogenética sutil na dieta. Esse comportamento permitiu que estas espécies,
principalmente atilapia do Nilo, se estabelecessem e ocupassem novos territorios, muitas
vezes se sobressaindo as espécies nativas (Zengeya et al., 2015; Valenti et al., 2021).

Na escala produtiva, a composicao das ra¢des utilizadas para aquicultura é crucial
para garantir o crescimento aliado ao bem-estar dos animais de criacdo. Peixes, assim
como outros animais, sdo capazes de sintetizar proteinas a partir de aminoacidos
fornecidos pela dieta e/ou derivados de precursores metabolicos; aqueles que sé@o
obrigatoriamente obtidos por meio da alimentacéo, devido a incapacidade do organismo
de sintetiza-los, sdo tradicionalmente chamados de aminoécidos essenciais (Furuya et al.,
2023). Esses compostos organicos sdo essenciais para reacdes metabdlicas em
organismos Vivos e possuem estruturas variadas que lhes conferem diversas funcbes
especificas no individuo (Buxbaum, 2007). A demanda nutricional de aminoacidos
exigida pelas tilapias varia de acordo com as espécies, estagio de vida e configuracao dos
aminoacidos.

Assim, a crescente demanda pelo pescado tem impulsionado a intensificacdo dos
sistemas de producdo aquicola em larga escala e o cultivo de diversas espécies, mas,
elevando muitas vezes o risco de surtos e da disseminacdo de doencas infecciosas
(Midtlyng, 2016). Esse efeito € acentuado na aquicultura, pois os animais cultivados
coexistem na mesma coluna d’dgua, compartilhando o ambiente e seus respectivos
patogenos (Kibenge, 2019).

Dentre os microrganismos causadores de doencas, os virus figuram entre as
principais ameagcas enfrentadas pela aquicultura (Valero & Cuesta, 2023). A escassez de
medidas antivirais para tilapias favorece a propagacdo de enfermidades causadas por

virus, como o Virus da Necrose Infecciosa do Baco e Rim (ISKNV), resultando em
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impactos econdmicos relevantes (FAO, 2024; WOAH, 2024).

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2025), 0 ISKNV
é um virus pertencente ao género Megalocytivirus e a familia Iridoviridae. Esta familia é
dividida em duas subfamilias: Alphairidovirinae, que abrange 0s géneros
Lymphocystivirus, Megalocytivirus e Ranavirus, e Betairidovirinae, composta por
Iridovirus, Chloriridovirus e Decapodiridovirus. Dentro dos Megalocytivirus, existem
duas espécies reconhecidas: latesl e pagrusl, sendo esta ultima a qual o ISKNV esté
associado.

Xu et al. (2008), Kurita & Nakajima (2012) e Chinchar et al. (2017) mapearam a
morfologia e 0 genoma desses virus: possuem capsideos icosaédricos que variam de 120
a 300 nm de didmetro, e genoma constituido por DNA de dupla fita (dSDNA). Por ser um
patdgeno que se manifesta em diversas especies dulcicolas e marinhas, observou-se que
0s principais sinais clinicos dessa doenca incluem letargia, melanose, natacdo errética,
anemia severa, petéquias nas branquias e aumento do baco e dos rins (Subramaniam et
al., 2012; WOAH, 2024; Zhu et al., 2021), decorrentes da hipertrofia celular causada pela
replicacdo viral no citoplasma dessas celulas (Wang et al., 2007; Tanaka et al., 2014).
N&o obstante, alguns estudos, como o de Subramaniam et al. (2016), evidenciam
hipertrofia em células cardiacas, intestinais e hepaticas.

Além do transporte de alevinos infectados pelo comércio, outras formas de
transmissdo documentadas incluem a agua contaminada, o consumo de alimentos ou
tecidos infectados e a coabitacdo entre peixes (transmissdo horizontal) (He et al., 2002;
Go & Whittington, 2006). Entretanto, até o presente momento, poucos estudos acerca da
transmissdo vertical e por excretas contaminadas foram documentados, o0 que se soma a
escassez de informacBes sobre a manifestacdo deste patdgeno diante de diferentes
condicdes de estresse e estados nutricionais.

Por estas razfes, 0 objetivo deste estudo foi analisar o perfil de aminoacidos em
duas diferentes espécies de tilapias (O. niloticus e C. rendalli) infectadas pelo ISKNV, e

testar a capacidade de transmissdo deste virus atraves de excretas contaminadas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Experimento 1
2.1.1 Aquisicao dos peixes e aclimatagdo

Toda a experimentacdo foi autorizada pelo comité de ética animal do Instituto de
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Pesca-CEUA-IP 005/2022. Utilizou-se 239 exemplares de alevinos de tilapias (175 da
espécie C. rendalli e 64 O. niloticus) coletados em tanques escavados do Setor de
Aquicultura da APTA Regional, sediado em Pindamonhangaba (SP). Os alevinos foram
transportados até o laboratério multiusuario do Instituto de Pesca (SP) em sacos plasticos
de 60 litros.

No laboratério, os animais foram aclimatados em trés tanques de 100 litros,
submergindo parcialmente os sacos em bombonas previamente preparadas. Apds 20
minutos de aclimatacao, os peixes foram retirados dos sacos e transferidos diretamento
para os tanques, abastecidos com agua declorada por pernoite, munidos de filtracdo e
aeracdo 24h. A temperatura foi mantida constante a 25°C + 1 por 10 dias, e alimentagéo
fornecida ad libitum duas vezes ao dia (com os seguintes niveis de garantia: 36% proteina
bruta (min), 6,5% extrato etéreo (min), 6,0% fibra bruta (max), 14% matéria mineral
(max), 3,5% calcio (max), 6% fdésforo (min), 2,08% arginina, 2,04 % lisina, 1,4%
treonina, 0,4% triptofano, 0,7% metionina. Durante esse periodo, foram coletados
aleatoriamente tecidos de baco e rim (6rgdos-alvo) de 15% dos individuos, a fim de
confirmar a auséncia ou presenca do ISKNV por gPCR. Além disso, os animais foram
submetidos a salmoura a 1% (10g de sal/litro), por 15 minutos, para profilaxia contra

microorganismos, e pesados, obtendo-se um peso médio de 11,459 + 2,7.

2.1.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O presente estudo foi dividido em dois experimentos: um para verificar o perfil
de aminoacidos entre as espécies, quando infectadas pelo ISKNV, e o segundo para
verificar o potencial de transmissdo desse virus através das fezes.

O delineamento experimental do Experimento 1 consistiu em quatro tratamentos:
Controle rendalli (CR), Controle niloticus (CN), Infectados rendalli (IR) e Infectados
niloticus (IN). Cada tratamento foi composto por trés réplicas. No inicio da
experimentacdo os peixes do grupo controle foram transferidos diretamente dos tanques
de aclimatacdo para os aquarios correspondentes. J& 0s animais do grupo infectados, ap6s
a inoculacdo, foram imediatamente transferidos para aquarios abastecidos com agua a
18°C (um aquério, para cada espécie), onde permaneceram por 6 horas, antes de serem
transferidos para os aquarios de experimentacdo. O objetivo foi promover estresse

térmico para uma infeccdo mais eficiente (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema do delineamento de inoculagdo experimental dos tratamentos para
verificar o perfil de aminoacidos entre as espécies Oreochromis niloticus e Coptodon

rendalli infectadas pelo Megalocytivirus pagrusl (subtipo ISKNV).
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2.1.3 Preparo do indculo

Para o preparo do indculo, utilizou-se 25mg de tecido de duas amostras positivas
para ISKNV com Ct(threshold cycle) de 24,1 e 24,6 para cada 500uL de tampédo PBS
(tampéo fosfato-salino). No total, foram preparados 6mL de indculo, utilizando 600mg
de tecido. O preparo foi realizado em ambiente de fluxo laminar, onde os tecidos foram
macerados lentamente em um cadinho, com adi¢do de metade do volume total de PBS,
até completa homogeneiza¢do do material. O homogenado obtido foi transferido para
tubos de 10mL e centrifugado a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C. Apés a centrifugacao,
0 sobrenadante foi cuidadosamente separado e transferido para novos tubos, sendo este
utilizado como in6culo para a infeccdo experimental.

Iniciou-se o procedimento de inoculacdo dos peixes pelos tratamentos
experimentais. Para isso, os animais foram insensibilizados, utilizando uma solucéo de
8mL de eugenol diluida em 50mL de alcool, adicionando 1mL dessa solucdo para cada
litro de agua. A inoculacéo foi feita via perfuragéo intraperitoneal, e em seguida 0s peixes
foram submetidos ao estresse por temperatura a 18°C por seis horas e transferidos para
seus respectivos aquarios. Durante o periodo experimental que se estendeu por 14 dias,
os animais foram alimentados ad libitum a partir do dia seguinte a inoculagcdo com aeragéo
mantida de forma continua (24 h). Apos esse intervalo, os animais foram anestesiados
com eugenol para a coleta de sangue e eutanasiados por sedacdo profunda, conforme
resolucdo CFMV n° 1000/2012, para a coleta de tecidos. Concomitantemente, coletou-se

os residuos fecais dos aquarios para o Experimento 2.

2.1.4 Coleta de sangue e tecidos

A coleta de sangue foi realizada para obtencdo de plasma sanguineo e analise do
seu perfil de aminoacidos atraves de cromatografia liquida. Foram coletados 1,5mL de
sangue por pool, sendo cada pool composto por amostras de cinco peixes por aquario.
Utilizou-se agulhas heparinizadas para obtencdo do sangue por puncéo do vaso caudal,
que foi centrifugado em uma mini centrifuga a 3.000 x g por 10 minutos para a separa¢do
do plasma. O mesmo foi armazenado a -20°C até sua analise por cromatografia liquida.
Sequencialmente, os peixes foram eutanasiados por sedacdo profunda. Em seguida, foi
realizada uma incisdo ventral entre as nadadeiras pélvicas e o anus, permitindo a
exposicao das visceras. Os 6rgaos-alvo, bago e rim, foram coletados em pool, seguindo a
mesma ordem da coleta supracitada. Posteriormente foram identificados e armazenados

a -20 °C até as analises.
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2.1.5 Analises moleculares

Para a extracdo do DNA total dos tecidos, utilizou-se o Kit da Wizard® Genomic
DNA Purification (A1120 Promega®). O procedimento foi realizado seguindo as
instrucGes e protocolos do proprio kit. A viabilidade e qualidade do DNA foi conferida
através do NanoDrop®.

Para 0 PCR emtempo real (QPCR), o DNA extraido foi diluido em agua para obter
uma concentracao final de 10ng/uL. Em seguida, foi realizado um qPCR para confirmar
a presenca do virus. Utilizou-se o kit Gotag® Probe qPCR Master Mix (Promega®)
também seguindo instrucdes do fabricante. Para preparo da solucédo, utilizou-se 5uL de
GoTag® Master Mix, 0,25uL de sonda, 1,55uL de &gua livre de nuclease, 0,6 L de cada
primer (forward e reverse) e 2uL de amostra, totalizando um volume final de 10uL. Para
0s primers e para a sonda utilizamos a sequéncia sugerida por Koda et al. (2023). O
volume de cada componente foi ajustado considerando o nimero de amostras a serem
analisadas, sendo posteriormente triplicado para garantir a realizacdo em triplicata. Em
sequida, foram dispensados 8L da solu¢cdo em cada poco de uma placa de 96 pocgos,
adicionando depois 2L de cada amostra com concentragao de 10mg/uL. Nos trés altimos
pocos, apenas a solucdo foi adicionada, sem amostras, para funcionar como controle. A
placa foi selada e a amplificacdo foi realizada em um termociclador Applied
Biosystems®, com a coleta dos valores de Ct para cada amostra. Os ciclos utilizados
foram ajustados para uma concentracdo final de 10uL, com o primeiro estagio
configurado para 95°C por 20 segundos e o0 segundo estagio com 40 ciclos divididos em

duas fases, sendo a primeira a 95°C por trés segundos e a segunda 60°C por 30 segundos.

2.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)

Os aminoacidos analisados foram: Arginina, Lisina, Glicina, Isoleucina, Valina,
Fenilalanina, Triptofano e Prolina. Utilizou-se o método proposto por Badawy e Morgan
(2010) para a preparacdo da amostra e analise pelo HPLC. Adicionou-se 120uL do pool
de plasma sanguineo a 96uL de agua ultrapura Milli-Q® e 24uL de acido perclorico
(HCIO4) e agitou-se por 10 segundos. Sequencialmente as amostras foram colocadas na
geladeira por cinco minutos para decantacdo, e em seguida centrifugadas a 10.000 x g a
4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado com seringa com filtro (Millipore®) de
45um, e vinte microlitros foram utilizados.

A separacao foi feita usando como fase mével tampéo de acetato de sodio 10mM
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com agua Milli-Q® (A) e acetonitrila (B) com o seguinte programa: 0-1 min (20% B);
1,01-1,5 min (5% de B); 1,51-8 min (4% B). A taxa de fluxo foi constante de 1 mL/min
com picos detectados em 254nm. Todos os padrfes foram diluidos em agua Milli-Q®
com 6% de HCIO.. Padrdes foram avaliados por HPLC, montando curva padrao (software
Clarity). As amostras foram avaliadas pelo pico e tempo de retencdo. Apds, os valores
foram calculados pela curva padréo utilizando o software Clarity Chromatography®.

Para analise estatistica usou-se uma Analise de Componentes Principais (PCA)
que é uma ferramenta estatistica de ordenacdo que ajuda na identificacdo das variaveis
que mais contribuem para a variabilidade observada nos dados. A andlise foi aplicada na
modalidade de correlagdo, a qual realiza uma normalizacdo dos dados antes dos célculos.
2.1.7 Anélise parasitolégica

Para esta analise, a preparacdo do material foi realizada seguindo o Método de
Hoffman, Pons & Janer (1933) adaptado por Barros et al. (2024). Amostras de fezes foram
separadas, e em seguida homogeneizadas com agua destilada. Essa mistura foi aplicada
em um papel-filtro de 125mm, que estava inserido em um recipiente de fundo conico.
Apos trés horas, o material sedimentado no fundo do recipiente conico foi coletado por
pipeta Pasteur, misturado a uma gota de corante Lugol e observado a microscopia de luz.
Uma laminula foi depositada em cima da lamina, garantindo espalhamento e melhor
leitura da amostra. Seguidamente, observou-se as amostras nos aumentos 100x, 200x e
400x de magnificacao.
2.1.8 Isolamento e identificac@o bacteriologica

Todo o procedimento foi realizado proximo a um bico de Bunsen, para evitar
contaminacdo e manter a area ao redor esterilizada. Duas placas de meio previamente
preparadas de agar-sangue e agar-Levine foram separadas para o processo de isolamento.
Duas amostras de fezes foram separadas e homogeneizadas com PBS. Em seguida, cada
placa foi dividida em dois quadrantes para as duas amostras de fezes infectadas. Em
ambas as placas e quadrantes, aplicou-se uma gota da mistura das fezes com PBS. Em
seguida, com uma alca de Drigalski esterilizada, espalhou-se homogeneamente as gotas
da mistura nos quadrantes, garantindo o isolamento das coldnias. Posteriormente, as
placas foram levadas a estufa e mantidas a 34°C por 48 horas, para crescimento das
colénias. Sequencialmente, as col6nias foram identificadas pela técnica Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF).

2.1.9 Microscopia eletrdnica de transmissdo (contrastagdo negativa)
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Amostras de fezes de pools do Experimento 1 que apresentaram menor Ct foram
colhidas e armazenadas em microtubos de 1,5mL. Posteriormente, foram
homogeneizadas com tampao fosfato-salino (PBS), e filtradas com filtro (Millipore®) de
45um, removendo possiveis materiais indesejados e retendo sujeiras fecais. A solugdo
filtrada foi armazenada em criotubos e preparada para a microscopia eletrénica por
contrastagdo negativa. Para isso, utilizou-se de uma grade de microscopia eletronica
revestida por carbono, previamente carregada eletrostaticamente. Aplicou-se 3uL de cada
amostra em grades distintas e aguardou-se 60 segundos. Logo apds, o excesso de amostra
da grade foi retirado com um papel-filtro, aproximando-o paralelamente a grade de
microscopia eletronica, forcando o excesso da solucdo a passar para o papel por
capilaridade. Em seguida, 3uL da solucdo de acetato de uranila 2% foram aplicados na
grade, aguardando-se mais 30 segundos, repetindo o0 processo anterior, para retirar
excesso dessa solucdo. Repetiram-se 0s dois ultimos passos supracitados, seguidose da
secagem total da grade, dessa forma seguindo diretamente para a microscopia eletronica.

O microscopio eletrénico de transmisséo utilizado foi um JEOL JEM-1400 PLUS®.

2.2 Experimento 2
2.2.1 Aquisicdo dos peixes, aclimatacéo e adaptacao

Utilizou-se 180 alevinos de tilapia do Nilo (O. niloticus) coletados de viveiros
escavados de uma piscicultura comercial localizada em Registro (SP). Os animais foram
transportados em sacos plasticos, com capacidade de 60L. No laboratdrio, os alevinos

foram aclimatados e submetidos as mesmas condi¢c6es de aclimatacdo do experimento 1.

2.2.2 Delineamento experimental

No experimento 2 utilizou-se dois tratamentos com trés réplicas simultaneas:
controle (TC) e infectados (TI). A densidade de um 1,5 peixe por litro foi mantida e todos
0s sistemas contaram com aeracdo continua. No tratamento controle (TC), os peixes
foram mantidos em temperatura ambiente, sem exposicdo ao estresse térmico. J& no
tratamento infectado (T1), os animais foram submetidos a estresse por baixa temperatura:
18 °C por 6h.

2.2.3 Coleta de material fecal e gPCR
Amostras fecais foram previamente obtidas de individuos do experimento 1 com

infeccdo confirmada por ISKNV, por meio de gPCR. As fezes foram recolhidas
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diretamente dos aquérios utilizando uma pipeta Pasteur e agrupadas em pools para cada
réplica. Posteriormente, foram secas em papel-filtro 125mm de didmetro para absorcéo
completa da agua, preservando apenas o material fecal sdlido para garantir acurdcia no
volume do material. As amostras secas foram entdo acondicionadas em microtubos
estéreis apropriados e armazenadas a —80 °C. Para a extragdo do DNA total das fezes ¢
confirmagé&o de infecgdo por gPCR foram usados os mesmos procedimentos aplicados no
Experimento 1.

2.2.4 Infeccao experimental

O conteudo fecal total de trés amostras positivas para ISKNV foi reunido,
totalizando 3g de material. Este foi homogeneizado adicionando 12 mL de agua, e 4mL
desta mistura foram adicionados a cada réplica do (TIl). A &gua dos aquarios foi
parcialmente (50%) renovada apds 24 horas de exposicao

3. RESULTADOS
3.1 Experimento 1

3.1.1 Aclimatacéo e gPCR

Durante o periodo de aclimatagdo houve sobrevivéncia de 89% dos animais e
durante o periodo de 14 dias de experimentagdo registrou-se 37% de mortalidade dos
organismos. Além disso, ap6s gPCR, as amostras de tecido dos animais inoculados

apresentaram valores de Ct positivos para ISKNV (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrao de Ct (threshold cycle) obtidos por g°PCR em
amostras de DNA de baco e rim de Oreochromis niloticus e Coptodon rendalli sob

diferentes condicGes experimentais (controle e infectado).

POOL ESPECIE TRATAMENTO Ct*

1 Coptodon rendalli Controle Negativo
2 Oreochromis niloticus Controle Negativo
3 Oreochromis niloticus Infectado 349+0,7
4 Oreochromis niloticus Infectado 28,9+0,6
5 Oreochromis niloticus Infectado 32,6 £0,6
6 Coptodon rendalli Infectado 350+1,0
7 Coptodon rendalli Infectado 28,4+172
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8 Coptodon rendalli Infectado 27,3+£0,5
9 Coptodon rendalli Infectado 34,6 +£0,2

* As amostras (triplicata) foram consideradas positivas caso dois ou mais po¢os

apresentassem Ct menor que 40, seguindo o protocolo de Koda et al. (2023).

Ambos os pools dos tratamentos controles evidenciaram um Ct indeterminado
(i.e. negativo), indicando que o virus foi indetectvel nessas amostras. Os pools dos
individuos infectados apresentaram-se todos positivos, com valores médios de Ct menor

que 35, evidenciando a presenca do patdgeno nessas amostras.

3.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
A curva de pico da cromatografia liquida evidenciou diferentes valores de

aminoacidos nas espécies e nos tratamentos (Figura 2).
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Figura 2 — Curvas de pico obtidas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC),
quantificando os aminoacidos das amostras de sangue coletadas. (A) Curva de pico do
pool de amostras do tratamento controle da espécie Oreochromis niloticus; (B) Curva de
pico do pool de amostras do tratamento infectado da espécie Oreochromis niloticus; (C)
Curva de pico do pool de amostras do tratamento controle da espécie Coptodon rendalli;
(D) Curva de pico do pool de amostras do tratamento infectado da espécie Coptodon

rendalli.

A partir disso, obteve-se uma meédia de concentracdo de aminoacidos entre as

amostras controle e infectadas e em relacdo as diferentes espécies (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracdo médias de aminoacidos (UM) no plasma sanguineo colhido de
duas espécies de tilapia (Oreochromis niloticus e Coptodon rendalli) em dois grupos
experimentais (controle e infectadas) submetidos a inoculacéo viral pelo Megalocytivirus
pagrusl (subtipo ISKNV)
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aminoacidos  CONTROLE CONTROLE INFECTADOS INFECTADOS

(LM) Oreochromis Coptodon Oreochromis Coptodon
niloticus rendalli niloticus rendallii
Arginina 34,8 +3,2 85,8 £22,0 - -
Lisina 56,4 +29 355+1,7 - -

Glicina 3467,5+386,5 4234,8+108,0 4055,6+3455 4154,5+ 1467,0
Isoleucina 1582,2 +236,4 2284,0+272,3 1598,2+247,6 14242 +7479

Valina - - 71,7+ 32,6 89,5+ 28,3
Fenilalanina 188,7 + 78,8 150,7 + 70,6 123,8 + 28,9 156,7 + 36,9
Prolina 432 +7,0 - 446 +0,1 -

aminoacidos - Aminoacidos essenciais.

A Analise de Componentes Principais (Figura 3) evidenciou a ordenagdo dos
aminodacidos nos diferentes tratamentos das amostras de ambas as espécies consideradas,
com base nas concentragdes medidas. O resultado mostrou que as duas primeiras
componentes explicam 75% da variabilidade total dos dados. O componente 1 (41%)
separa as amostras dos tratamentos “controle” e “infectado” das duas espécies. Neste eixo
pode-se observar que a arginina e lisina estdo associadas aos controles nas duas espécies
e sdo inversamente proporcionais a valina, que por sua vez apresenta-se associada as
tilapias infectadas. O componente 2 (34%) mostra uma correlacdo inversa entre prolina e
glicina nas duas espécies, sendo que as amostras controle e infectadas da rendalli séo
caracterizadas por maiores valores de prolina e as niléticas por glicina. A relagédo entre

estes dois parece ocorrer independente da infeccéo e estar associada a espécie.
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Figura 3 —Andalise de Componentes Principais (PCA) mostrando a ordenagdo dos
aminodcidos essenciais (Arg - Arginina, Lys - Lisina, Gly - Glicina, lle - Isoleucina, Val
- Valina, Phe- Fenilalanina e Pro - Prolina) no plasma sanguineo de tilapias Rendalli
(Coptodon rendalli) e nilética (Oreochromis niloticus), infectadas pelo Megalocytivirus
pagrusl (subtipo ISKNV).

3.1.3 Anadlise parasitologica

A observacdo em microscopia de luz evidenciou particulas ovais, sugerindo a
possibilidade da presenca de ovos e/ou oocistos de parasitas presentes nessas amostras,
possivelmente em um estagio de desenvolvimento semelhante e sobrevivendo a
mudancas de temperatura (congelamento e descongelamento) (Figura 4). Além disso,

foram observadas algas e pequenas particulas circulares agrupadas.
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Figura 4 — Fotomicrografia de amostras de fezes coletadas dos aquarios de individuos

infectados por virus da necrose infecciosa do baco e rim (ISKNV). A, B, Ce D -
Particulas sugestivas de ovos e/ou oocistos com padrées morfolégicos e colorimétricos

semelhantes, coradas com lugol. Aumento de 400x.

3.1.4 Triagem bacteriana

Ap0s 24h na estufa, coldnias de bactérias ja haviam se estabelecido em ambos 0s
meios de cultura. No meio Levine observou-se coldonias com coloragdo rosada e de
tamanhos variados. O meio agar-sangue possibilitou crescimento de coldnias grandes e
pequenas de tonalidade cinza, col6nias amarelas e uma col6nia que realizou processo de

hemolise (Figura 5).
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Figura 5 — Fotografia de meios de cultura Levine (A) e Agar-Sangue (B). A - crescimento

de colbnias rosadas das espécies. B - Meio agar-sangue, com colbnias acinzentadas e
amarelas (seta superior), e provavel colénia de bactérias hemoliticas que realizaram

hemolise (seta inferior).

Apos espectrometria de massa MALDI-TOF as espécies identificadas no meio
Levine foram Acinetobacter ursingiie e Chryseobacterium gambrini. JA& no meio agar-
sangue, as espécies identificadas foram: Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter

modestus, Acinetobacter Iwoffii, Bacillus altitudinis e Rossellomorea marisflavi.

3.1.5 Microscopia eletrdnica de transmissdo (contrastacdo negativa)

Na Figura 5 podem ser visualizadas as eletrofotomicrografias do contetdo fecal
das tilapias infectadas pelo ISKNV. A técnica de contrastacdo negativa evidenciou
particulas virais sugestivas de ISKNV (formato icosaédrico, com tamanho aproximado
entre 200-250nm, particulas virais sugestivas de paramyxovirus e a presenca de imagens

eletrodensas que representariam bactérias (Figura 6).
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Figura 6 — Eletromicrografia de amostras de fezes de tilapias infectadas por

Megalocytivirus pagrusl (subtipo ISKNV). Técnica de contrastacdo negativa. A e B -
Particulas virais sugestivas de ISKNV. C - Imagem eletrodensa sugestiva de bactéria. D

- Sugestiva particula de paramyxovirus, em plano transversal.

3.2 Experimento 2

No experimento 2, registrou-se 5% de mortalidade no periodo de aclimatacdo e
9% durante o periodo experimental (14 dias). As analises realizadas por qPCR dos tecidos
coletados de peixes submetidos a infeccdo por solugdo de fezes contaminadas
evidenciaram que 100% das amostras foram negativas indicando auséncia do patdégeno

ou uma carga viral insuficiente para deteccdo pelo equipamento.
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4. DISCUSSAO

Casos de patologias bacterianas, parasitarias, fungicas ou virais sdo frequentes em
pisciculturas muitas vezes ocasionando perdas econdmicas significativas (Midtlyng,
2016). Para minimizar estas perdas é fundamental o adequado manejo fisico e alimentar
destes animais. Um balanceamento adequado de carboidratos, proteinas, minerais e
vitaminas é essencial para atender as demandas fisiologicas dos peixes. Didgenes et al.
(2025) demonstraram que o déficit de qualquer um desses nutrientes pode causar
prejuizos fisioldgicos, perda de peso corporal, lesbes, deficiéncias morfoldgicas e até
morte, gerando perdas econdmicas para as pisciculturas.

No presente estudo, verificamos que arginina e lisina ficaram abaixo do limite de
deteccdo da técnica analitica utilizada, ou seja, ausentes no plasma de ambas as espécies
(O. niloticus e C. rendalli) infectadas com ISKNV. Fujimoto et al. (2019) e Wu et al.
(2009) reportam que a arginina é precursora da producao de oxido nitrico (NO), molécula
com funcdo microbicida e antiviral na imunidade inata de peixes. Esta via metabdlica é
um dos mecanismos de defesa contra patdgenos intracelulares, como virus. Nao obstante,
Hoseine et al. (2020) demonstraram que a arginina atua como um poderoso
imunoestimulante em peixes, e que seu deficit reverbera negativamente no sistema imune,
diminuindo a concentragdo de leucocitos. Inerente a isto, Costas et al. (2011)
demonstraram que a arginina no sangue é reduzida em condicdes de estresse agudo e
crénico em peixes, e que sua administracdo reduz o nivel de cortisol no sangue. Além
disso, Newsome et al. (2011) demonstraram que tanto a arginina quanto a prolina séo
capazes de serem biosintetizados pelo metabolismo do peixe sob demanda necessaria,
através da conversdo da citrulina (um produto do ciclo de Krebs). Este mesmo estudo
sugere que a prolina é condicionalmente indispensavel para tilapias alimentadas com
dietas deficientes em proteinas. 1sso poderia justificar a queda da arginina nos tecidos ou
plasma durante infec¢bes, como observado nos peixes infectados com ISKNV.

Ja a lisina participa da sintese proteica, modulacao da expressdo génica e possivel
inducdo de resposta imune adaptativa (Ahmed & Ahmad, 2021). Santiago & Lovell
(1988) ja mostraram a importancia da lisina e da arginina para o crescimento de tilapias,
destacando a concentracdo percentual necessaria na racdo para atingir o desempenho
maximo de crescimento e sua biosintese. Neste sentido, é plausivel propor que a deplecao
observada desses aminoacidos pode sugerir seu rapido consumo para atender a demanda
metabdlica gerada pela infec¢éo viral, revelando uma resposta imunologica ativa, porém

possivelmente limitada pelo aporte nutricional (Michelato et al., 2016; Vianna et al.,
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2020). Por outro lado, carece na literatura estudos que analisam como a lisina se comporta
frente a um patdgeno em tildpias. Entretanto, Ahmed & Ahmad (2021) e Liagat et al.
(2025) demonstraram em suas publicacdes que este aminoacido também pode estar
relacionado a resposta imunolégica, dependendo da sua concentracdo ou correlagdo com
outros amino&cidos.

Quanto a valina, a sua auséncia nos tratamentos controle e a presenca deste
aminoécido no plasma dos peixes infectados sugerem que a infec¢do por ISKNV esta
associada a liberagdo de valina no sistema circulatorio do peixe. Isso pode ocorrer a partir
da degradacdo de proteinas musculares como resposta ao estresse, liberando esses
aminoacidos de cadeia ramificada no sangue, aumentando suas concentracdes (Luo et al.,
2014).

Estes ciclideos sdo suscetiveis a infeccdo por ISKNV, mas possuem diferengas
relevantes em relagdo a dieta, comportamento alimentar e adaptacdo aos sistemas de
criacdo. A espécie C. rendalli é principalmente herbivora, com forte preferéncia por
macrofitas aquaticas, folhas, frutos, sementes e outros materiais vegetais. Ja a O. niloticus
é onivora com tendéncia herbivora, especialmente em sistemas naturais. Alimenta-se de
fitoplancton, perifiton, algas, detritos organicos e ocasionalmente de pequenos
invertebrados aquaticos (Jere et al., 2021). No laboratorio, sob condi¢des experimentais
ambas as espécies estavam sendo alimentadas com a mesma racao por mais de 45 dias e
teoricamente apresentavam o mesmo estado nutricional basal. A espécie C. rendalli
apresentou concentracdes mais elevadas de alguns aminoacidos mesmo em condi¢do
infectada, sugerindo maior resisténcia fisiologica ou menor replicacédo viral. Entretanto,
é possivel sugerir que a auséncia de prolina nas tilapias rendalli, pode estar relacionado
diretamente a sua dieta e adaptacdo do seu trato digestério para uma dieta
majoritariamente herbivora, limitando sua eficiéncia de degradacdo de aminoacidos em
dietas ndo herbivoras. Contudo, mais estudos morfoldgicos sdo necessarios para observar
0 comportamento digestivo de ambas as espécies, e suas possiveis singularidades.

Em geral, a caréncia destes aminoacidos pode comprometer a eficacia da resposta
imunoldgica e impactar negativamente o estado nutricional, interferindo na capacidade
de recuperacdo do hospedeiro. Este achado sugere a necessidade de investigacdes futuras
sobre a suplementacéo especifica desses aminoacidos como possivel estratégia de suporte
imunonutricional frente as infecgdes virais em tilapiculturas.

Em relacdo ao potencial de transmissdo do ISKNV por via fecal, o presente estudo

demonstrou que, apesar da deteccdo de particulas virais por qPCR, com morfologia
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icosaédrica compativel com o ISKNV (ICTV, 2025) em amostras fecais por microscopia
eletronica de transmissdo, ndo se observou transmissibilidade efetiva ap6s a exposicdo
dos peixes ao material contaminado. As analises por gPCR das tilapias submetidas a
infeccdo via fezes ndo identificaram a presenca do virus nos tecidos (Experimento 2), o
que sugere uma carga viral insuficiente para promover a infeccdo ou limitacGes a
estabilidade e viabilidade viral neste meio. E possivel que a estrutura das particulas virais
tenha sido comprometida nas fezes, tornando-as ndo infectantes, ou que as condicdes
ambientais e tempo de exposi¢do tenham sido insuficientes para viabilizar a transmissdo
(revestimento mucoso intestinal, pH e microbiota intestinal, entre outros fatores.).

Evidentemente, diversas coldonias de bactérias cresceram e puderam ser
observadas. Apés espectrometria de massa MALDI-TOF, as espécies identificadas no
meio Levine sdo de Acinetobacter ursingii e Chryseobacterium gambrini. JA& no meio
agar-sangue, as espécies identificadas foram: Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter
modestus, Acinetobacter Iwoffii, Bacillus altitudinis e Rossellomorea marisflavi. As
espécies do género Acinetobacter ja sdo conhecidas por serem patdgenos oportunistas que
causam infeccdes em peixes (Suneshine et al., 2007). Um estudo de Cao et al. (2018)
demonstra que Acinetobacter Iwoffii € emergente para ciprinideos e ciclideos na China,
causando sinais clinicos como Ulceras cutéaneas, sangramento oral, inchaco hepatico, e
com potencial zoondtico. Entretanto, ndo foram encontradas publica¢fes que abordam
sua transmissdo pelas fezes, ja que esses organismos sdo documentados em laminas
histolégicas do baco, do rim e do figado. Além disso, Mwanza et al. (2021) demonstraram
que Chryseobacterium gambrini possui potencial de infecgcdo para peixes, e que expressa
resisténcia a seis dos dez antibidticos testados em seu estudo.

Resumindo, a presenca de particulas icosaedricas sugestivas de ISKNV na
microscopia eletrénica de fezes de peixes infectados indica que o virus é eliminado por
essa via, mas ndo necessariamente em forma viavel/infecciosa. A integridade da capsideo
e 0 ambiente fecal hostil podem prejudicar a capacidade de replicacdo apos a eliminacéo.
Entretanto, outros iridovirus, como o Cyprinid herpesvirus (CNGV), demonstraram
transmissdo fecal bem-sucedida (Dishon et al., 2005), o que justifica a importancia de
mais investigacdes sobre esta via para o ISKNV. O presente estudo, contudo, indica que
em condicdes laboratoriais controladas, a via fecal ndo se apresentou como rota eficiente
de infeccdo. Além disso, a presenca do virus em érgdos-alvo como baco e rim, e a
auséncia de positividade intestinal, reforcam o tropismo sistémico do ISKNV (Xu et al.,
2023; He et al., 2002).
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Ainda assim, ndo se pode descartar completamente a possibilidade de transmissao
fecal, especialmente em sistemas de cultivo intensivo com alta densidade e presenca de
biofilme, que podem favorecer a persisténcia viral. Vale ressaltar que Suebsing et al.
(2016) detectou a presenga de virus do ISKNV em células foliculares dos ovérios de
tilapias, mostrando a possivel capacidade de este virus ser transmitido verticalmente.
Entretanto, o estudo foi realizado através de fertilizacdo in vitro, e a maior parte das
infeccBes ocorreram posteriormente, em estagios de alevinagem. Estudos futuros devem
considerar também o uso de fezes frescas, a avaliacdo da viabilidade viral neste meio, o

uso de indculos com maior concentragdo viral e tempo de exposi¢do ampliado.

5. CONCLUSAO

Concluindo, os achados deste estudo indicam que o Megalocityvirus pagrusl
(subtipo ISKNV) afeta diretamente o metabolismo de aminoacidos em tilapias, com
potenciais implicacBes sobre o desempenho zootécnico e a imunocompeténcia desses
animais. Ademais, embora o virus possa ser eliminado por via fecal, sua capacidade de
transmissdo por essa rota parece limitada, a0 menos nas condicdes testadas. A plena
compreensdo integrada do estado nutricional, do perfil metabdlico e das vias de
transmissdo € essencial para o desenvolvimento de estratégias de controle sanitario na

piscicultura moderna.
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