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Resumo Geral

Com o aumento do ntiimero de patdégenos emergentes em pisciculturas ao
redor do mundo sdo necessérios estudos investigativos para identificar suas
caracteristicas de patogenicidade e mecanismos de acdo. Neste sentido,
experimentos com isolamento viral em cultivo celular tém se tornado cada vez
mais comuns. O cultivo celular consiste na manutencao de células vivas in vitro, e
essa técnica vem ganhando relevancia em linhas de pesquisas como caracterizacdo
viral e producdo de vacinas. Esta dissertagio foi composta por duas
experimentacdes. Na primeira investigamos o comportamento do Megalocytivirus
pagrus1 (genétipo ISKNV) em linhagem fibrobléstica de peixe (BF-2), utilizando
amostras de duas tilapiculturas localizadas em diferentes bacias hidrograficas no
estado de Sao Paulo, Brasil. Apds a confirmacao da presenca do patégeno por PCR
convencional e qPCR, as amostras positivas foram sequenciadas e seguiram para
isolamento. Utilizamos trés amostras de cada piscicultura e realizamos trés
passagens para cada frasco inoculado. Confirmamos a presenca do virus nas
células inoculadas por qPCR. Concluimos que a linhagem BF-2 é viavel para o
isolamento do ISKNV, porém ndo foi possivel observar efeito citopatico mesmo
ap0s 21 dias de inoculacdo. A segunda experimentagdo teve o objetivo de verificar
a eficiéncia do tratamento por raios gama na esterilizacdo de equipamentos nao
autoclavaveis usados em cultivos celulares. Comparamos o crescimento celular
em garrafas sem uso e ja usadas, mas esterilizadas por irradiacdo. Adicionalmente
fizemos algumas inferéncias sobre o custo desse procedimento. O subcultivo foi
realizado por trés passagens consecutivas sem uso de antibidtico e
antimicético totalizando 12 dias. Concluimos que o método de irradiacdo por
raios gama € eficiente para esterilizar garrafas plasticas previamente utilizadas em
cultivo celular e que seu custo é competitivo financeiramente. O uso de
materiais irradiados pode contribuir para a diminui¢do do passivo ambiental

gerado pelos laboratérios de experimentacao cientifica.

Palavras-chave: ISKNV, Patogenos emergentes, Megalocytivirus pagrusl,

Irradiagado, Raios gama
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Abstract

With the emergence of new pathogens in aquaculture worldwide,
investigative studies are essential to identify their pathogenic characteristics
and mechanisms of action. In this context, experiments involving viral
isolation in cell culture have become increasingly common. Cell culture,
which involves maintaining living cells in vitro, has gained prominence in
research fields such as viral characterization and vaccine production. This
dissertation comprises two experimental studies. The first investigates the
behavior of Megalocytivirus pagrusl (genotype ISKNV) in a fish fibroblast cell
line (BF-2) using samples from two tilapia farms located in different
hydrographic basins in Sdo Paulo, Brazil. After confirming the pathogen's
presence through conventional PCR and qPCR, the positive samples were
sequenced and prepared for isolation. Three samples from each farm were
used, with three passages conducted for each inoculated flask. The virus's
presence in the inoculated cells was confirmed through qPCR. While the BF-
2 cell line was found to be suitable for isolating ISKNV, no cytopathic effects
were observed, even after 21 days of inoculation. The second experiment
aimed to assess the efficacy of gamma radiation treatment in sterilizing
non-autoclavable equipment used in cell cultures. Cell growth was compared
in unused flasks and previously used flasks sterilized via irradiation. Cost
inferences were also made for this procedure. Subcultures were conducted
over three consecutive passages without antibiotics or antifungal agents,
spanning 12 days. The findings concluded that gamma radiation effectively
sterilizes previously used plastic flasks for cell culture and is a financially
competitive method. Utilizing irradiated materials may help reduce the

environmental impact generated by scientific laboratories.

Key words: ISKNV, Emerging pathogens, Megalocytivirus pagrusl,

Irradiation, Gamma rays
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Introducao Geral
Aquicultura

Devido ao continuo crescimento da populacdo mundial, a necessidade
de se buscar novas formas de se produzir alimentos também cresce (Battersby,
2017). Dados da FAO (2023) mostram que houve um aumento na quantidade de
pessoas em situagao de fome no mundo, com um salto de 613 milhdes de pessoas
em 2019 para 735 milhdes em 2023.

A aquicultura vem se mostrando uma boa possibilidade para ajudar a
sanar esse problema, visto que em 2022 a producdo de organismos aquaticos
superou a produtividade da pesca se equiparando com outras formas de
producdes de alimentos em terra (Little et al., 2016; FAO, 2024). Essa atividade
de producao em cativeiro de espécies aquaticas alivia o extrativismo intensivo de
animais de 4gua continental e marinha que coloca em risco a manutencdo do
equilibrio ambiental e das rela¢des interespecificas desses ambientes (Little et al.,
2016; Carneiro et al., 2022). Um exemplo da producdo de organismos aquaticos
sdo os tanques-rede possuindo alta densidade de animais (Figura 1). Esse estresse

cronico acaba facilitando a proliferacdo de patégenos (Kibenge, 2016).

Figura 1. Tanque-rede de alta densidade em piscicultura no municipio de Ilha

Solteira - Sao Paulo/Brasil. Foto de prépria autoria.



Iridovirus e Megalocitivirus

Virus emergentes vém aparecendo em pisciculturas do mundo inteiro e
causando grandes prejuizos e preocupagdes aos piscicultores e orgaos de
fiscalizacdo. Dentre esses organismos patogénicos estdo os virus da familia
Iridoviridae (Kibenge, 2019; WHO, 2020). Essa familia é composta por 6 géneros
divididos em duas subfamilias: Alphairidovirinae (Ranavirus, Megalocytivirus e

Lymphocystivirus) e Betairidovirinae (Iridovirus, Chloriridovirus e Decapoiridovirus).

Os virus dessa familia infectam principalmente insetos, crustdceos,
anfibios, répteis e peixes (Chinchar et al., 2017; ICTV, 2024). Megalocytivirus é
um género que causa altas taxas de mortalidade e perdas econémicas em
diversas propriedades que trabalham com a cultura de organismos aquéaticos
(Ramirez-Paredes et al. 2021; Fusianto et al. 2021). A primeira patologia
causada por megalocitivirus em organismos aquaticos foi descrita por Inouye
et al. (1992) no Japao. Apoés andlise genética de sua proteina de capsideo
principal (MCP) o virus foi batizado como Red sea bream virus (RSIV). He et
al. (2001) foi o primeiro a caracterizar e sequenciar outro género chamado de
virus da necrose infecciosa de bago e rim (ISKNV).

Em 2024, houve uma proposta para os 6rgaos competentes de alteracao
de nomenclatura desse virus. Sugeriu-se o formato binomial utilizando o
nome do género ao qual a espécie pertence e do organismo em que o virus foi
inicialmente encontrado. Desse modo, o ISKNV é agora um dos genétipos do
Megalocytivirus pagrusl (ICTV, 2024; World Organisation of Animal Health;
2024).

Assim como outros grupos desta familia, o Megalocytivirus pagrusl
possui seu genotipico baseado na sequéncia do gene codificante da proteina
do capsideo principal (MCP) que ¢é altamente conservada (Song et al., 2008).
Com base nas similaridades filogenéticas principalmente entre os MCP’s, os
megalocitivirus sdo divididos em trés genétipos diferentes: Infectious Spleen and
Kidney Necrosis Virus (ISKNV), Red Seabream Iridovirus (RSIV)
(Subramaniam et al., 2012; Go et al., 2016) e Turbot reddish body Iridovirus



(TRBIV) com diferencas significativas em seus cédigos genéticos (Shi et al.,
2010; Shuang et al., 2013). Os genétipos também sao separados em dois clados
diferentes com alta similaridade de genes conservados entre eles (Kurita e
Nakajima, 2012; Fusianto et al., 2023; Qin et al., 2023).

O ISKNYV pode ser detectavel através de diversos sinais clinicos como
ascite, endo e exoftalmia, letargia, palidez branquial, escurecimento da pele e
estresse respiratorio. Além disso, apds realizada necrdpsia é possivel observar

necrose de rim e baco. Alguns desses sinais podem ser observados na Figura 2.

Figura 2. Peixes com sinais clinicos de ISKNV no Lago Volta, Ghana. Os sinais
estdo sinalizados pelas setas pretas e descritos em ordem da esquerda para
direita. (a) Endoftalmia, ascite e abcesso. (b) Microftalmia, hemorragias e tlceras
na pele. (c) Exoftalmia, ascite e perda de escamas e muco na pele. (d)

Hemorragia e ascite severa. Fonte: Ramirez-Paredes et al. (2021) - adaptado.

Cultivo Celular

As técnicas de cultivo celular consistem na manutencdo de células
provenientes de algum organismo in vitro. As células em cultivo sdo
suplementadas por uma diversidade de moléculas necessarias para sua
replicacdo e mantidas em temperaturas especificas para cada linhagem. Essas
técnicas comecaram a se desenvolver em 1907, com Harrison e em 1912 com
Carrel, que utilizaram dessa metodologia como forma de estudar o

comportamento de células animais fora de seus organismos. Os primeiros



testes foram realizados com tubo medular dissecado de ra, mergulhados em
linfa fresca e selados com parafina (Jedrzejczak-Silicka, 2017). Apesar disso, no
final da década de 1930, o cultivo celular ainda ndo era considerado um bom
método de pesquisa devido as suas dificuldades de replicacdo e por suas
limitadas aplicagdes na época (Rodriguez-Hernandez et al., 2014).

Um avango significativo ocorreu na década de cinquenta, quando foi
estabelecida uma das mais importantes linhagens celulares. Essas células sdao
oriundas de um adenocarcinoma de uma mulher afro-americana chamada
Henrietta Lacks (Shiragannavar et al., 2022). Ap6s biépsia, foi constatado que
essas células eram muito duraveis e que se replicavam em aproximadamente
24 horas. A linhagem foi entdo batizada com o nome Hela e foram
imprescindiveis para diversos estudos oncolégicos e na producdo da vacina
Salk, primeira vacina de poliomielite (Turner, 2012; Svalastog e Martinelli,
2013; Rodriguez-Hernandez et al., 2014). As células Hela sao células
imortalizadas em razao da presenca de uma telomerase que impede a
diminuicao dos telébmeros dos cromossomos durante a divisdo celular

(Ivancovic et al., 2007). Essa linhagem celular esta representada pela Figura 3.

Figura 3. Coloracdo por fluorescéncia multifotonica de células HeLa. Ntcleo
em azul, toxina faloidina ligadora de actina em vermelho, microtibulos em

ciano Fonte: Tom Deenrick (2011) - adaptado.



O cultivo celular se inicia com um cultivo primario. Nesse inicio,
disseca-se o tecido alvo que entdo é mantido em um ambiente controlado e
favoravel para o seu desenvolvimento com um meio de manutencao
especifico. Cada linhagem celular tem suas préprias caracteristicas de acordo
com seu tecido de origem e da espécie da qual foi retirada (Bayar et al., 2012;
Siengdee, et al., 2018). O meio artificial deve conter os ions, aminoécidos e
vitaminas necessarios para a osmorregulacdo e manutencao dessas células.
Necessitam também da presenca de géas oxigénio e de diéxido de carbono,
temperatura ideal, hormonios de crescimento e muitas vezes, até antibioticos e
antifingicos para impedir o avanco de contaminantes (Onishi et al., 1999;
Freshney, 2010; Kwong et al., 2012).

Essas células primarias sofrem senescéncia replicativa, o que mantém
seu crescimento finito (Patil et al., 2020). A medida que ocorre apoptose, as
células com maior capacidade de replicagao vao se tornando predominantes,
mas ainda mantendo suas caracteristicas originais. A partir desse momento,
a linhagem passa a ser denominada como continua e pode sobreviver até
uma média de 80 passagens (Alves e Guimardes, 2010). E possivel também
modificar as caracteristicas originais da linhagem mediante luz ultravioleta e
outros agentes quimicos e fisicos. Essas células sdo denominadas
transformadas ou imortalizadas e podem ser subcultivadas por muito mais
tempo. Essas linhagens sdo comercializadas e é possivel adquiri-las através de
tecidos tumorais (Castilho et al., 2008).

Hoje, a aplicacdo dessa técnica é extremamente branda, se tornando
uma das principais ferramentas no estudo de virus e na replicacdo destes para
criacdo de vacinas, eliminando a necessidade de experimentagdes em animais
vivos e em ambientes muito mais controlados (Lindenbach et al., 2005; Leland
et al., 2007). Outros estudos promissores focam em produzir tecidos para repor
tecidos danificados de humanos (Zorlutuna et al., 2013).

A Bluegill fry (BF-2) é uma linhagem celular aderente e oriunda do

tronco caudal de bluegill (Lepomis macrochirus) e vém sendo utilizada para

isolamento viral de intmeros patoégenos, incluindo iridovirus como o



Megalocytivirus pagrusl (Nakajima e Sorimachi, 1994; Nishizawa et al., 2008). Ao
aderir no fundo dos frascos, ela toma um formato de fibroblasto e sofre
mitose até preencher os espacos vazios que existirem na superficie em que

cresce. Essa linhagem esta ilustrada pela Figura 4.

k S

Figura 4. Fotomicrografia de tapete celular de células BF-2 na passagem 41.
Células suplementadas com Eagle e 10% de Soro Fetal Bovino apds quatro
dias de crescimento. Fonte - préprio autor. Microscépio Nikon®. Aumento

20x.

Para combater esses agentes patogénicos sdao necessdrias medidas
como criacdo de kits de diagnéstico para identificar precocemente possiveis
doengas nas propriedades comerciais, tratamentos com antivirais em peixes
doentes e aplicacoes de vacinas quando cabiveis (Dong et al., 2023). Também
é comum o desenvolvimento de linhagens comerciais mais resistentes a
condicdes climaticas e patogénicas (Filho-Zaniboni et al., 2018; Vela-Avitta
et al., 2023). Atualmente, existem disponiveis diferentes tipos de vacinas
comumente utilizadas: vacinas de virus atenuado vivo, vacina de virus
inativado, vacinas recombinantes, vacinas de subunidade e vacinas de vetor
viral (Clem, 2011; Pollard e Bijker 2021). O cultivo celular hoje é amplamente
utilizado para a criagdo de vacinas. Essa técnica utiliza células vivas fora do
hospedeiro para que ocorra a multiplicacdo de virus (Sykes e Rankin 2013).

Desidera et al. (2022) realizaram uma revisao sistemética sobre linhagens
celulares e megalocitivirus. Estes autores utilizaram a metodologia PRISMA e

trabalharam com dados secundérios extraidos das bases Scopus, Web of Sicence



e CABDirect, com recorte temporal de 22 anos. Como premissa incluiram
apenas artigos cientificos que apresentassem informagdes sobre o ISKNV ou
seu género e detalhes sobre o isolamento viral nas linhagens celulares. Como
resultados verificaram que hd uma majoritaria predominancia de grupos
asiaticos liderando as pesquisas sobre cultivo celular com células de peixes,
sendo que o primeiro artigo foi publicado em 2008. Dezessete linhagens
celulares, predominantemente formadas por fibroblastos foram utilizadas nos
isolamentos de megalocitivirus: MFF-1 e MFF-8C1 (Mandarin fish fry); GF e GF-
1 (Grouper fin cell); CBP (Chinese perch brain); YFSBF e YFSBB (Yellowfin
seabream); PSF (Pearlspot fin); ARB8 (Aequidens rivulatus brain); MSH
(Micropterus salmoides heart); SCSC e SCC (Siniperca chuatsi); GP (Giant
gourami); GB e GS-1 (orange-spotted grouper); RoBE-4 (rock bream embryo);
OmB (prymary cell culture); EAGS e EAGSB (grouper Epinephelus akaara); PMF
(Pagrus major fin); ELHK (kidney grouper); SBP, GBC1 e GBC4 (brain tissue) e;
SK-9 (Cellosaurus-oncogénica). As linhagens MFF-1 e GF-1 lideram a
quantidade de artigos e a eficiéncia de isolamentos de megalocitivirus. Apesar
do amplo uso dessas linhagens citadas, elas ndo estdo presentes nos bancos de
células da ATCC (American Type Culture Collection) ou da ECACC
(European Collection of Cell Cultures) para se adquirir. Isso dificulta a

replicacdo desses estudos e limitam a realizacdo de novas pesquisas.

Contaminacoes

Um dos maiores problemas enfrentados pelos laboratérios que trabalham
com cultivo celular sdo as contaminagdes. Além da adogado de alguns cuidados
como utilizar técnicas assépticas ao trabalhar com as células, muitos
pesquisadores produzem guias de boas préticas laboratoriais para minimizar
esses riscos (Coecke et al.,, 2005). As maiores causas de contaminagdes sao
atreladas a falhas do operador ou a dificuldade de manter tanto os materiais
como o ambiente de trabalho estéreis (Stacey, 2011). Os agentes mais comuns
sao fungos, virus, bactérias e micoplasma e a contaminagdo por esses agentes

pode levar a morte das células presentes nos frascos de cultivo, bem como levar



ao fim da experimentacdo (Langdon, 2004; Mirjalili et al., 2005).

H& uma grande preocupagdo com fungos, ja que quando contaminam
linhagens celulares os antifingicos potentes sdo citotéxicos e podem danificar a
estrutura celular. No caso de bactérias, ha a possibilidade de o patégeno nao ser
completamente erradicado pelo tratamento e voltar posteriormente a se replicar
com maior resisténcia (Stacey, 2011).

Devido a importancia que o cultivo celular tem nos estudos de
microbiologia, virologia e toxicologia, a presente dissertacao buscou utilizar
essa ferramenta para comparar cepas do virus Megalocytivirus pagrusl
(gendtipo ISKNV) de diferentes regides hidrograficas do estado de Sao
Paulo/Brasil. Para tanto, implantamos um laboratério de cultivo celular no
Centro de Aquicultura do Instituto de Pesca de Sao Paulo, que trabalha
exclusivamente com células de animais ectotermos. Sequencialmente,
inoculamos o virus presente em 6rgdos de peixes infectados com ISKNV em
células BF-2. Adicionalmente, investigamos a eficiéncia da irradiacdo de
raios gama na esterilizagdo de materiais utilizados no cultivo celular. Isso
permitiria a reutilizagdo desses materiais nos procedimentos laboratoriais,

diminuindo o custo e o passivel ambiental gerado.

Conforme as normativas do Programa de Pés-graduacdo em
Aquicultura e Pesca do Instituto de Pesca, essa dissertacao esta dividida em

dois capitulos escritos na forma de artigos cientificos:

Capitulo 1 - Investigacdo de Megalocytivirus pagrusl (genétipo ISKNV) em
tilapiculturas no Estado de Sao Paulo (Brasil): Isolamento e anélise de cepas

circulantes

Capitulo 2 - Utilizagdo da radiacdao ionizante como alternativa sustentavel

na esterilizacdo de equipamentos para Cultivo Celular.
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CAPITULO 1



Investigacao do Megalocytivirus pagrusl (gendtipo ISKNV) em tilapiculturas

no Estado de Sao Paulo (Brasil): Isolamento e Analise de Cepas Circulantes

Resumo

A intensificacdo das técnicas de manejos nas pisciculturas tem facilitado
o surgimento e a disseminagdo de patdgenos, causando grandes prejuizos
econdmicos e sanitarios. O Megalocytivirus pagrusl (gendtipo ISKNV) é um
patégeno emergente de grande preocupacao para a aquicultura, conhecido por
afetar uma ampla gama de espécies de peixes, incluindo tildpias. A capacidade
deste virus de causar mortalidade significativa em pisciculturas, reforca a
necessidade urgente de métodos eficazes de diagnéstico e controle. Neste
sentido, os estudos com cultivos celulares sdo essenciais para a compreensao da
biologia e patogenicidade viral. Este estudo teve como objetivo investigar o
comportamento do ISKNV em linhagens de células Bluegill Fry 2 (BF-2), a partir
de amostras coletadas em duas tilapiculturas localizadas em diferentes bacias
hidrogréficas no estado de Sao Paulo, Brasil. Ap6s a confirmagao da presenca do
patégeno por PCR convencional e qPCR, as amostras positivas seguiram para
isolamento. Para este prop6sito, utilizamos trés amostras de cada piscicultura e
realizamos trés passagens para cada frasco inoculado. Confirmamos a presenca
do virus por qPCR nas células inoculadas, porém ndo foi possivel observar efeito
citopatico mesmo apo6s 21 dias de inoculagdo. Esses achados indicam que,
embora o virus esteja presente e possa ser detectado por técnicas moleculares,
sua replicacdo nas células BF-2 pode nao resultar em efeitos citopaticos visiveis.
Isso sugere a necessidade de investigagdes adicionais para esclarecer os
mecanismos de infeccao e replicacdo do ISKINV, além de testar outras linhagens
celulares mais susceptiveis ou ajustar as condi¢des de cultivo para melhor
compreensdo da patogenicidade do virus e desenvolvimento de estratégias

eficazes de controle e mitigacao.

Palavras-chave: Iridovirus, Cultivo celular, Megalocytivirus, Efeito

citopatico, Iridovirus.
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1. Introdugao

A aquicultura tem se tornado uma importante fonte de proteina
animal, contribuindo significativamente para a seguranca alimentar global
(FAO, 2024). No entanto, os sistemas intensivos de cultivo muitas vezes
utilizados pelas pisciculturas facilitam o surgimento e a disseminacdo de
diversos patoégenos, causando grandes prejuizos econdmicos e sanitarios
(Ramirez-Paredes et al. 2021; Fusianto et al. 2021).

Em 2024, houve uma proposta para os 6rgaos competentes de alteracdo
de nomenclatura desse virus. Sugeriu-se o formato binomial utilizando o
nome do género ao qual a espécie pertence e do organismo em que o virus foi
inicialmente encontrado. Desse modo, o ISKNV passou a ser chamado
Megalocytivirus pagrusl (ICTV, 2024; World Organisation of Animal Health;
2024).

O Megalocytivirus pagrus1 (genotipo ISKNV) é um patdgeno emergente
pertencente aos Megalocitivirus e de grande preocupacao para a aquicultura,
conhecido por afetar uma ampla gama de espécies de peixes de aguas
marinhas e continentais, incluindo tilapias (Ramirez-Paredes et al., 2021, Sah
Putra et al. 2020, Sukenda et al. 2020; Fusianto et al. 2021). Originalmente descrito
na Asia (Inouye et al., 1992). Este patégeno tem se espalhado para outras regides,
inclusive o Brasil, onde foi recentemente detectado em pisciculturas de
tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) chegando até em nossa fauna nativa
em peixes como o tucunaré (Cichla ocellaris), acara (Geophagus brasiliensis) e
piranha amarela (Serrasalmus maculatus) (Figueiredo et al. 2021; Pereira et al.,
2024; Paz, 2023). Em 2024 a OIE classificou o patégeno como notificacdo
obrigatoria.

Este virus s6 foi isolado pela primeira vez em peixe-mandarim (Siniperca
chuatsi) no ano de 1998 ap6s causar grandes perdas na China (He et al., 2001). Ele
foi classificado como um Megalocitivirus apds a caracterizacdo da sua proteina
de capsideo principal (MCP). Os principais sinais clinicos da doenca sao:
anorexia, letargia, rdpido movimento opercular, melanose, exoftalmia e

distensdao abdominal (Dong, 2014; Weber et al., 2009; Xu et al., 2008). Atualmente
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sabe-se que algumas espécies podem estar infectadas subclinicamente (Guo et al.,

2012; Wang et al., 2007).

A capacidade de Megalocytivirus pagrusl (genétipo ISKNV) de causar
mortalidade significativa em pisciculturas confirma a necessidade urgente de
métodos eficazes de diagnostico. Um método que se popularizou muito tanto
para a elaboracdao de vacinas como de kits de diagnéstico é a utilizacdo do
cultivo celular (Cc) como agente de isolamento e multiplicacdo dos virus, ja
que esses patdgenos necessitam de células vivas de um hospedeiro para se
replicar (Sykes e Rankin 2014). O Cc foi utilizado para criacdo de vacinas
como a de influenza e é considerado um meio eficiente e rdpido para a sintese
desses componentes (Nicolson et al., 2005). Estudos com Cc sdo essenciais
para a compreensdo da biologia e patogenicidade dos virus de organismos
aquaticos e uma excelente ferramenta biologica em experimentos que
envolvam genes de viruléncia, pois desempenham papel fundamental para
entender como os genes afetam as células hospedeiras. No Brasil esta técnica de
diagnéstico é comum para mamiferos, mas para animais ectotermos os
estudos de isolamento viral, assim como os laboratérios sao ainda insipientes.

A Bluegill Fry (BF-2) é uma linhagem celular aderente oriunda do
tronco caudal de bluegill (Lepomis macrochirus) e utilizada para isolamento viral
de intGmeros patégenos inclusive o ISKNV. A BF-2 possui morfologia
fibroblastica e é uma linhagem que pode ser adquirida comercialmente.
Ela foi testada por Nakajima e Sorimachi (1994), juntamente com outras 10
linhagens celulares, no isolamento do RSIV. Em seus resultados, esses autores
descrevem os efeitos citopaticos (ECP) observados como o aumento volumétrico
e arredondamento das células infectadas. Entretanto, alguns autores reportam
dificuldades a auséncia de ECP visiveis no isolamento do ISKNYV, o que pode
representar um desafio adicional na identificagado e caracterizagao deste virus (Oh
& Nishizawa, 2016). O isolamento deste virus é um desafio e o titulo viral
diminui normalmente apds a passagem em série (Nakajima & Sorimachi 1994).

Os virus da familia Iridoviridae, mesmo sendo o que chamamos de

“DNA virus”, sao conhecidos por exibirem perfis recombinantes tornando-se
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muitas vezes mais patogénicos (Claytor et al. 2017; Ferreira et al.,, 2021).
Esta possibilidade, aliada ao fato de termos poucos estudos sobre os genes de
viruléncia desta familia, seu mecanismo de acdo e como sdo ativados ou
desativados durante os processos de infeccdo, nos levou a investigar o
comportamento em Cc de diferentes amostras positivas para Megalocytivirus
pagrus1 (genétipo ISKNV), circulantes em pisciculturas de criagdo intensiva no
Brasil. O isolamento viral deste patégeno e o estudo das cepas circulantes no pais
ird contribuir para um melhor entendimento de sua epidemiologia e

mecanismos de infeccao.

2. Material e Métodos

Rastreamento do Megalocytivirus pagrusl (genétipo ISKNV)

Realizamos coletas em duas diferentes pisciculturas no Estado de Sao
Paulo/Brasil (n=306), pertencentes a distintas regides hidrograficas (Ilha solteira
e Paranapanema), distantes 150 Km uma da outra. Estas fazendas de criacao
trabalham com engorda de Oreochromis niloticus em sistema tanque-rede. Nestes
locais, havia relatos de mortalidade de alevinos e suspeita da presenca do
virus ISKNV devido aos sinais clinicos apresentados. Em laboratério, os
animais foram eutanasiados por sedacdo profunda através da utilizacdo de
solucdo de 8 mL de eugenol e 50 mL de alcool 70%, adicionando 1 mL dessa
solucdo para cada 1 litro de agua. A necrépsia foi realizada apds seccao

medular, retirando os 6rgaos alvos deste patdgeno, ou seja, bago e rim.

Este procedimento foi revisado e autorizado pelo Comité de FEtica
Animal do Instituto de Pesca - CEUA-IP 005/2022. Em virtude do peso médio
dos alevinos (19,44g * 8,94¢g), os 6rgdos de cada trés peixes foram agrupados
em pool (n = 102). Essas amostras foram divididas em duas partes e
acondicionadas em diferentes criotubos: um para a realizagcdo da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e rastreamento do patégeno, e outro contendo
meio Eagle modificado por Dubelco (DMEM - Sigma®) e SFB (Cultilab®) para

o isolamento viral (Go et al., 2016).
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Descongelamento e Subcultivo celular

Células BF-2 foram importadas da ATCC® (American Type Culture
Collection), transportadas e mantidas em nitrogénio liquido, até sua
utilizacdo. O descongelamento foi realizado de acordo com o protocolo
disponibilizado pela prépria empresa com algumas modificacdes. Apos
retirada das células do nitrogénio, o criotubo foi imediatamente imerso em
banho-maria a 24,0 = 0,5 °C por 5 minutos com leve agitacdo até o
descongelamento total do contetido. Previamente preparamos uma solugao
contendo 80% de meio Eagle (Sigma®) e 20% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab®), com um volume final de 12 mL. Todo o contetiddo do criotubo
contendo as células descongeladas foram adicionadas a essa solugdo em um
frasco de 75 cm?, e permaneceram em repouso em uma incubadora PHCBI
a uma temperatura de 23,5 °C com 5% CO2 por 24 horas. Sequencialmente,
o meio de cultura foi descartado e substituido por novo meio de manutengao
com 10% de SFB.

As células foram observadas diariamente em microscépio Nikon® para
verificar sua adesdo a superficie do frasco. Ao atingirem entre 80% e 90%
(4x1075 células por mL) foi realizado o subcultivo. Para isso, o meio foi retirado
e foi realizada uma lavagem da camada de células com solugdo de tampao
fosfato (PBS) para remover todos os vestigios de SFB que contém inibidor de
tripsina. Adicionamos 1,0 mL de solucdo de Tripsina-EDTA ao frasco de 75 cm? e
observamos as células sob um microscépio invertido até que a camada de
células se desprendesse (5 minutos). Ao final, pequenas batidas foram feitas no
frasco para que as células se soltassem. Adicionamos entdo 4,0 mL de meio de
crescimento completo (10% SFB + 90% Eagle) e o ressuspendemos com as células
em suspensado. O contetido foi entdo transferido para dois novos frascos de 75

cm? (1:2) e o subcultivo observado diariamente.

Reacido em Cadeia da Polimerase

As amostras (102 pools de baco e rim) foram processadas utilizando-se
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para extragdo do DNA total, o Kit da Wizard® Genomic DNA Purification
(A1120 Promega®), seguindo as recomendagdes do fabricante. A qualidade do
DNA foi avaliada em NanoDrop®, e a concentracao de DNA foi ajustada para
1000-2000 ng/uL utilizando a solucdo de reidratacao fornecida pelo préprio

kit de extracao.

A partir do DNA extraido, foi realizado um PCR convencional para
confirmacgao da presenca do virus. Para a amplificacdo do DNA foi utilizado
MasterMix GoTaq® G2-Promega® e utilizando os primers descritos por
Kurita e Nakajima (2012) gerando um fragmento de 777pb. A sequéncia
corresponde ao gene da proteina principal de capsideo. Em seguida, foi
realizada eletroforese em gel de agarose com concentracao de 2,4% por 30
minutos.

As amostras positivas para PCR foram purificadas e sequenciadas pelo

método Sanger em sequenciador automético ABI Prism® Genetic Analyzer 3100
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems, EUA).

Posteriormente, as amostras foram reanalisadas por qPCR. Para o
desenvolvimento da curva padrdo e para a quantificacdo absoluta do
ISKNYV, construimos um plasmideo utilizando fragmentos gerados através
do PCR convencional. O amplicons foram purificados com o kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega®), ligados ao vetor pGEM- T-Easy,
e transformados em Escherichia coli. As colonias foram entdo inoculadas em
meio liquido e a extragdo do DNA do plasmideo realizada utilizando o kit
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, WI,
EUA). Os primers utilizados foram ISKNV104R-F e ISKNV104R-R com base
no artigo de Koda et al. (2023).

Sequencialmente, para o PCR Tempo Real utilizamos o Gotaq® Probe
qPCR Master Mix (Promega®) seguindo as especificagdes do fabricante.
Primeiro, preparamos a solucao adicionando 5 pL de Master Mix, 0,25 pL de
sonda, 2 pL de 4gua livre de nuclease, 0,6 pL de cada primer (foward e reverse).
Utilizamos os primers sugeridos por Kurita e Nakajima (2012). O volume de cada

componente foi multiplicado pela quantidade de amostras que seriam testadas e
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depois multiplicada por 2 ja que a reacao foi feita em duplicata. Em uma placa de
96 pocgos, foram adicionados 8 uL da solugdo e depois mais 2 pL de cada
amostra com concentracdo de 10 ng/pL. Nos dultimos dois pogos foram
adicionados apenas a solucdo sem amostras para servir como controle. A
placa foi entdo selada e a amplificagdo ocorreu no termociclador Applied
Biosystems® e os resultados do CT de cada amostra foram coletados.
Consideramos positivos para ISKNV os CTs superiores a 40 (Fusianto et al.,

2021).

Utilizamos a Beta-actina como controle endégeno. Para isso realizamos o
mesmo procedimento descrito acima, porém utilizando o Mastermix e os
primers especificos. A Beta-actina é comumente utilizada como controle por
estar presente na maior parte das células e tecidos. Desse modo é possivel
verificar se as variagdes das expressdes génicas sdo derivadas de erros na

extragdo (Giuliette et al., 2001; Li et al., 2010).

Processamento das amostras e Isolamento viral

Foram realizadas seis inoculagdes (20% das amostras positivas para
ISKNV) em células BF-2 para isolamento viral e observacao de ECP, totalizando
trés inoculacdes para cada uma das regides hidrograficas coletadas (Ilha Solteira
e Paranapanema). Acrescentamos a experimentacdo um frasco com células BF-
2 e meio EMEM (Sigma ®), sendo usado como controle negativo com o objetivo
de comparacdo de possiveis alteragdes no tapete celular. Foram utilizados ao
total 21 frascos de 25 cm? que foram acompanhados por 21 dias realizando
passagens a cada sete dias. O delineamento do experimento pode ser

visualizado na Figura 1.
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Coleta

Ilha Solteira Paranapanema
Controle

w

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 7 dias Crarrafa 1 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
l l W

Amastra 1 Amogta Adnogtta 3 14 dias Garrafa 2 Amostra | Amosira 2 Amostra 3
l l w

Amostra 1 Amostra?  Amostra 3 21 dias Garrafa 3 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Figura 1 - Delineamento experimental das inocula¢gdes com virus da necrose
infecciosa de bago e rim (Megalocytivirus pagrus1 - genétipo ISKNV) das regides

de Ilha Solteira e Paranapanema em linhagem celular Bluegill fry-2 (BF2).

Basicamente, em um almofariz foram adicionados os 50 mg de tecido
juntamente com 1,0 mL de meio minimo essencial de Eagle (EMEM Sigma
®) com 1% de penicilina (100 UI/ mL-1), 1% de estreptomicina (100 pug mL-1) e
2% de anfotericina B (2 ug mL-1), até sua completa homogeneizacio. Os
contetidos foram entdo realocados para tubos de 2 mL, agitados e guardados
na geladeira a 4 °C por 2 horas. Sequencialmente, as amostras foram submetidas
ao congelamento no freezer a -20 °C por 30 minutos. Apds o descongelamento,
os tubos foram centrifugados a 2500 x g por 10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes
foram coletados e transferidos para novos tubos de 2 mL. As primoinoculacdes
seguiram a partir da amostra concentrada com quantidade de 500 pL em cada
frasco de 25 cm?2. Para isso retiramos o meio de cultivo dos frascos, lavamos com
PBS, inoculamos a amostra preparada e deixamos na estufa a 23,5 °C com 5% de
gds carbonico por uma hora. Apds esse tempo, realizamos uma nova
lavagem com PBS para retirar moléculas citotéxicas e adicionamos 5 mL de
meio de cultivo a 2% de SFB. Ap6s sete dias, as células foram descoladas com
uso de um scraper e metade do contetdo foi realocado para um tubo para
quantificacdo por qPCR, posteriormente.

Para realizar a segunda passagem do in6culo foram feitos trés ciclos de

congelamento e descongelamento para garantir a lise celular. Em seguida, em
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um frasco previamente preparado com monocamada de células BF-2, o meio
foi retirado, o tapete celular foi lavado com PBS e foi inoculado com 1 mL
do meio do frasco junto com as células lisadas (i.e., passagem 1). Apés uma
hora, 4 mL de meio novo com 2% de SFB foi adicionado sem realizar nova
lavagem. Esse processo foi repetido a cada 7 dias até 21 dias. Os frascos

foram observados diariamente para verificar o aparecimento de ECP.

Confirmacdo da inoculacdo do virus

Para confirmar o isolamento do virus ISKNV foram realizados testes
de qPCR e quantificagao do CT a cada inoculacdo. A extragdo das amostras
foi realizada utilizando o kit Wizard Genomic Kit G2 (Promega®) seguindo
as instrugdes do fabricante para extracdo de cultivo celular. Com o DNA
extraido, realizamos o qPCR utilizando o kit Gotaq® Probe qPCR Mastermix
(Promega®).

3. Resultados

Rastreamento do ISKNV
Do total de 306 peixes (102 pools) que foram amostrados nas criacoes
intensivas de tilapias, tivemos em média um total de 34% de positividade (PCR

convencional e qPCR) para Megalocytivirus pagrusl (genoétipo ISKNV) que

ocorreu em ambas as pisciculturas (Tabela 1).
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Tabela 1: Informacdes sobre as coletas realizadas para rastreamento do

Megalocytivirus pagrusl (genoétipo ISKNV) em diferentes pisciculturas do Estado
de Sao Paulo/Brasil (2023-2024).

Regido da | Numero| Namero | Frequéncia| Peso Estacao do
Piscicultura | de peixes| de pools* | de ISKNV médio ano (HS)
OO +
Iha Solteira 171 57 35% 17,1g +8,2 Outono
Panorama 135 45 33% 23,0g +8,7 Primavera

*Um pool representa 3 peixes. HS - Hemisfério Sul. Ilha Solteira (-20.4279° S, -
51.3448° O); Panorama (-21.3564° S, -51.8606° O).

Cultivo Celular

Ap6s 96 horas do descongelamento das células BF-2 a cultura foi
visualizada em microscopio 6ptico de inversdo. Nesta ocasido ndo foi
possivel observar o tapete celular, mas apenas com algumas células
dispersas. As 168 horas observamos uma quantidade maior de células, mas
muito espacadas e com pouca confluéncia. As 192 horas optamos por trocar
o meio para aumentar a confluéncia celular, acrescentando 20% de SFB e
80% de Eagle. As 216 horas observamos aumento consideravel da
confluéncia que atingiu cerca de 40% da garrafa. Esta sequéncia de eventos

pode ser visualizada na Figura 2.
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Figura 2. Fotomicrografia de fibroblastos da linhagem celular BF-2 (Bluegill Fry),

adquiridas da ATCC (American Type Culture Collecttion) e descongeladas trés
meses apds sua chegada ao laboratério de cultivo celular do Instituto de
Pesca. (a) - Fibroblasto 96 horas - Aumento 400X. (b) - Fibroblastos com 168
horas - Aumento 200x. (c) - Fibroblastos com 192 horas - Aumento 200x.

Microscopio invertido Nikon®, com filtro com contraste de fase.

Isolamento de Megalocytivirus pagrusl (genétipo ISKNV) em células BF-2

As quantidades de particulas virais iniciais das amostras de Ilha Solteira e as
médias dos CTs foram respectivamente: 3,12x104 (24,31), 3,97x104 (23,96) e 9,46x101
(32,86) particulas virais por microlitro. Para as amostras de Paranapanema foram
1,20x104 (25,73), 1,19x103 (29,13) e 4,12x101 (34,0) particulas virais por microlitro.

Até a terceira Passagem (21 dias) ndo foram constatados ECP visiveis

entre as amostras positivas para Megalocytivirus pagrusl (genétipo ISKNV)

obtidas em diferentes regides hidrograficas (Ilha Solteira e Paranapanema)
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(Figura 3), apesar da presenca do patdgeno ter sido confirmada pelo qPCR.

AR - £ >
I

Figura 3. Fotomicrografia de monocamada de células Bluegill Fry (BF-2)
inoculadas com virus de necrose infecciosa de baco e rim (ISKNV), 7 e 14 dias
ap6s inicio do experimento. (A) Controle negativo - 7 dias; (B) Amostra de
Ilha Solteira - 7 dias; (C) Amostra de Ilha Solteira - 14 dias; (D) Amostra de
Paranapanema - 7 dias; (E) Amostra de Paranapanema - 14 dias. Imagens de

microscépio invertido Nikon® com aumento de 200x.
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4. Discussao

A manipulacdo de células em Cc é uma tendéncia global, fomentada pela
demanda do entendimento dos mecanismos de agdo virus-hospedeiro. Neste
sentido, as pesquisas para encontrar linhagens que sejam mais suscetiveis a
diferentes agentes patogénicos sdo crescentes. Estes estudos podem ajudar a
compreender a dindmica das infec¢des virais e a determinar o momento
adequado para anélises mais detalhadas, como a quantificagao viral e estudos de
viruléncia.

Para elucidar o padrao de possiveis recombinacdes e mecanismos de agao
dos megalocitivirus, Chao et al. (2004) estudaram a ATPase de iridovirus de
garoupa de Taiwan (TGIV) encontrando exata similaridade com o ISKNV e 90%
de similaridade com RSIV. E proposto que ambos os virus possuam um ancestral
em comum e através de recombinacdes e mutacdes, o TGIV tenha passado de um
virus com hospedeiro de agua salgada, para um virus capaz de infectar
organismos de agua doce como o peixe mandarim (He et al. 2001; Chao et al.
2004). Kurita e Nakajima (2012) também inferiram que as cepas de ISKNV
apresentam uma menor taxa de recombinacdo de genes do que o RSIV. Outros
fatores que podem levar a portadores assintomdticos sdo estirpes de
megalocitivirus que ndo sdo virulentas ou patogénicas para determinadas
espécies, novas espécies hospedeiras nas quais o virus ndo tem um forte tropismo
celular ou tecidual, ou a evolucdo da imunidade do hospedeiro ao longo do
tempo. Por essas razdes é importante verificar se o genétipo ISKNV do
Megalocytivirus pagrus1 tera o mesmo efeito do que o RSIV na mesma linhagem
celular e em diferentes espécies como a O. niloticus, pois mesmo sendo da mesma
tamilia eles podem ter mecanismos de agao diferentes nas células hospedeiras
(He et al. 2001).

A literatura sobre o comportamento do ISKNV em células de linhagens
fibroblasticas, em especial as BF-2, é bastante especifica e pode variar
dependendo dos estudos e das condi¢gdes experimentais. Nakajima e Sorimachi
(1994) atfirmavam em seus estudos que apesar da BF-2 apresentar-se como uma

opcao viavel para o isolamento de virus, ainda seriam necessarias investigagdes
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com outras varidveis, como o Polietileno glicol (PEG), para tentar evitar que a
titulacdo viral diminua com o aumento de passagens da linhagem. No artigo
destes autores, intimeras linhagens foram testadas e duas (BF-2 e KRE- 3)
apresentaram maior titulagao viral de acordo com o teste TCIDs (Tissue culture
infectious dose), porém demonstraram uma perda de infectividade gradual
conforme a passagem dos inéculos foram sendo realizadas. Apesar disso, outros
estudos como Nishizawa et al. (2008) sugerem que a BF-2 seja viavel para a
replicacdo de outros virus como os da familia dos Nodavirus mesmo nao
apresentando uma infeccao citolitica, ou seja, ndo causando ECP e ndo perdendo
infectividade ao longo das passagens. Um recente estudo de Maganha (2022) foi
realizado com sucesso para o isolamento do ISKNV em células

BF-2, observando efeito citopatico e confirmando a presenca do virus por PCR
convencional e microscopia eletronica. Outros estudos indicam que em linhagens
fibroblasticas o ISKNV pode comecar a induzir ECP apo6s cerca de 3 a 5 passagens
(Dong et al. 2008; Kawato et al. 2020). Guo et al. (2012) utilizaram linhagem
celular de peixe mandarim MFF-1 para estudar os mecanismos de internalizagao
do ISKNV mostrando que esse processo se da por endocitose mediada por
caveolinas. Entretanto, é importante esclarecer que o tempo e a intensidade dos
ECP podem variar entre diferentes isolados do ISKNV e até mesmo entre
diferentes estudos conduzidos com a mesma linhagem celular. Fatores como a
carga viral inicial, as condic¢des de cultivo e a resposta celular podem influenciar
esses resultados.

Em nossa pesquisa, ndo observamos ECP visiveis nas células BF-2, mesmo
ap6s 21 dias de consecutivas inoculagdes (terceira Passagem). As cargas virais
iniciais foram em média de 27,0 para Ilha Solteira e 29,63 para Paranapanema. A
presenca do virus foi confirmada por qPCR, mas a agdo citolitica nao foi
observada. Alguns autores sugerem que especificamente este tipo de
megalocitivirus obtenha maior viabilidade de isolamento com ECP em células
GF (Grunt Fin cell), derivada de tecido da barbatana do peixe grunhido azul
(Haemulon sciurus) e amplamente utilizada em estudos de isolamento viral e de

caracterizagao de ISKNV (Jitrakorn et al. 2020).
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Koda et al. (2018) investigaram a infeccdo dos virus TSGIV (Three spot
gourami iridovirus) e SACIV (South American Cichlid iridovirus) pertencentes
ao clado 2 de TRBIV (Go et al. 2016) em células de GF. As células apresentaram
ECP apenas 96 horas ap6s a primoinoculagao. Outros autores também utilizaram
recentemente essas células como meio de se estudar a interacao do ISKNV com a
célula hospedeira como é o caso de Chen et al. (2020) e Chen et al. (2022). Foi
observado que o ISKNV pode induzir as células a apoptose via Fas e Bax e
desencadear sinais de estresse mediados por ROS (espécies reativas de oxigénio).

Go et al. (2016) observaram arredondamento e o aumento de células
ocasionais quando investigaram genétipos de Megalocytivirus pagrusl isolados
em BF-2. Apesar disso, Oh et al. (2016) trabalhando com o mesmo material
afirmam que passagens sucessivas e prolongadas podem também acarretar a
diminuicdo de infectividade, mesmo utilizando esta linhagem. Mesmo com o
estabelecimento da GF como principal linhagem utilizada para estudo de
Megalocitivirus ainda ha um grande esforco de instituigdes em produzir novas
linhagens primérias que sejam aptas a infeccdes desses patégenos. Linhagens
como CPB (Fu et al. 2015), MFF-1 (Dong et al. 2008) e SKF- 9 (Kawato et al. 2017),
todas se mostraram opgdes vidveis para a infeccdo de ISKNV nos respectivos
estudos. Fu et al. (2015) produziram linhagens primadrias a partir de diferentes
tecidos de S. chuatsi, porém apenas as células provenientes do cérebro (CPB) se
demostraram suscetiveis ao patégeno. Liu et al. (2019) investigaram o isolamento
do ISKNV nessa linhagem e obtiveram sucesso, porém nao foi investigada a
titulagdo viral continua em sucessivas passagens de subcultivo.

A linhagem SKF-9 oriunda de Oplegnatus punctatus demonstrou uma alta
producdo viral e ndo foi observada uma diminuicdo de patogenicidade apés as
passagens virais. MFF-1 foi a primeira linhagem oriunda de Siniperca chuatsi e
que também apresentou grande ntimero de particulas virais durante a infeccao
com Megalocitivirus. Mesmo assim, a linhagem GF continua sendo uma das
principais ferramentas utilizadas nos estudos de investigacdo dos mecanismos
de acdo de Megalocytivirus e o isolamento do ISKNV continua sendo um desafio.

Essas linhagens celulares ndo sdo comercializadas por instituicdes como a
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ATCC®, o que dificulta a obtencdo de linhagens mais apropriadas para estudar
determinados virus. Por isso, é importante que haja colaboragao de laboratérios
que obtenham sucesso na producdo dessas novas linhagens primdrias suscetiveis
a certos patdgenos, para que uma maior diversidade de estudos sejam
conduzidos para caracteriza-los.

Concluimos que o isolamento do Megalocytivirus pagrusl (gendtipo
ISKNV) ¢é vidvel em linhagem fibroblastica BF-2, mas ndo houve evidéncias
morfologicas de padrdes citopaticos que pudessem ser reportados in vitro.

Estudos adicionais serdo necessarios para confirmar nossas observagoes.
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CAPITULO 2



Utilizacdao da radiacdo ionizante como alternativa sustentavel na esterilizacao

de equipamentos para cultivo celular

Resumo

O cultivo celular é uma técnica muito utilizada em pesquisas
permitindo estudos de crescimento celular, avaliacdo da citoxicidade de
farmacos, produtos quimicos e estudos virais. E uma ferramenta promissora
que revolucionard ndo apenas a pesquisa biomédica, mas também a producao
de terapias personalizadas e alternativas sustentdveis ao uso de animais.
Apesar disso, ainda é um método caro que enfrenta sérios problemas de
contaminacao intercelular e infec¢des por fungos, bactérias e virus. O objetivo
desta pesquisa foi verificar a eficiéncia do tratamento por raios gama na
esterilizacao de equipamentos ndo autoclavaveis usados em cultivos celulares.
Adicionalmente, fizemos algumas inferéncias sob o custo deste procedimento.
Para tanto, frascos de 25 cm? ja utilizados em rotina laboratorial, foram
lavados, secos em estufa, embalados em sacos plasticos individuais e

encaminhados para serem irradiados e esterilizados com raios gama. A dose
aplicada nos materiais foi de 20 kGy, utilizando uma taxa de dose de 5 kGy.h~

1. O delineamento experimental consistiu em trés tratamentos com trés
réplicas simultaneas, a saber: T1 - Frascos controle; T2 - Frascos novos
esterilizados e T3 - Frascos reutilizados irradiados. Os frascos foram
cultivados com células de peixe Bluegill Fry (BF-2) e acompanhados por 12
dias com subcultivos a cada quatro dias, totalizando trés passagens cada.
Observamos apenas uma garrafa contaminada no 11° dia, mas ndo houve
diferenca de crescimento celular nos diferentes tratamentos. Nossos
resultados evidenciam que a utilizacdo de raios gama na esterilizacdo de
equipamentos nao autoclavaveis é eficiente, e que seu custo é altamente
competitivo financeiramente, contribuindo para a diminuicdo do passivo
ambiental gerado pelos procedimentos.

Palavras-chave: Raios Gama; Reutilizacdo; Contaminacdo laboratorial;

Irradiacao por Cobalto-60Introdugao
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1. Introducao

O cultivo celular (Cc) é uma técnica que revolucionou a pesquisa
biomédica e biotecnolégica. Sua histéria remonta ao inicio do século XX
quando cientistas comecaram a tentar manter células fora do corpo humano
ou animal, em ambientes controlados (Rodriguez-Hernandez et al., 2014;
Soleymani, et al., 2024). E uma técnica muito utilizada em pesquisas,
permitindo estudos de crescimento celular, avaliacao da citoxicidade de
farmacos e outras substincias, estudos virais, criacio de vacinas e
identificagdo dos papeis de certos genes na manutencdo de infec¢des
(Segeritz et al., 2017). Acredita-se que em breve a tecnologia de Cc
revolucionard ndo apenas a pesquisa biomédica, mas também a producao de
terapias personalizadas e alternativas sustentaveis oferecendo solugdes mais
seguras, eficientes e escaldveis para os desafios globais de satide e
alimentacao (Soleymani, et al., 2024). Apesar disso, ainda é um método caro
que enfrenta sérios problemas de contaminagao intercelular e infecgdes por

fungos, bactérias e virus (Weiskirchen et al., 2023).

Autenticidade das linhagens celulares e contaminagdes sdo uma das
principais dificuldades enfrentadas por cientistas no manejo de linhagens
celulares em laboratério (Roth et al., 2020; Horbach e Halffman, 2017). Freshney
(2011) reporta como alternativas para combater esse problema a utilizacdo de
fluxo laminar para o manejo das células, uso de antibidticos e antimicéticos
junto com o meio de cultivo. O soro fetal bovino (SFB), principal aditivo para
crescimento celular, ainda ndo tem similares sintéticos. Dependendo da origem,
pode conter diferentes quantidades de suplemento hormonal, fatores de
crescimento, contetdo viral e endotoxinas (Rodriguez-Hernandez et al., 2014;
Mojica-Henshaw et al., 2013; Weiskirchen et al., 2023). Sendo assim é pratica
usual dos laboratérios inativa-lo e monitora-lo uma vez que apresentam

composicdo variada de acordo com sua origem.

Diversos guias de boas praticas em laboratérios de cultivo celular ja

foram elaborados (Paimes et al., 2022). Isso ajuda pesquisadores com menos
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experiéncia a delinear os métodos que serdo utilizados e até na logistica de

montagem de um laboratério novo.

Para evitar as contaminagdes, varios laboratorios trabalham com
materiais plasticos estéreis que sdo descartados logo apds o primeiro uso. Além
do alto custo isso gera um grande passivo ambiental. O uso de autoclavagem
é uma opgdo, mas nem todos os insumos podem passar por esse processo
(Weiskirchen et al., 2023). Uma alternativa ao uso de altas temperaturas para
esterilizagdo destes materiais é o uso da radiagdo eletromagnética. Existem
dois tipos principais de radiacdo: 1) radiacdo ionizante, que tem energia
suficiente para ionizar &tomos ou moléculas (retirar elétrons), o que pode causar
danos biolégicos, como sdo os raios gama, raios X e feixe de elétrons; 2) radiacao
nao ionizante, que tem energia insuficiente para ionizar &tomos, como as micro-

ondas e a radiacao de radio.

A irradiacdo ou processamento de materiais por Cobalto-60 é um
método eficaz e usado ha mais de 50 anos pela indastria médica (Santos,
2017). Neste processo, os materiais sdo expostos a radiagao emitida por atomos
de Cobalto-60, um isétopo radioativo artificial. O Cobalto-60 emite radiacao
gama, que é um tipo de radiacdo ionizante de alta energia utilizada em
diversas aplicacdes, entre elas, a esterilizacdo de materiais. A radiacdo penetra
profundamente os materiais com um efeito biocida. Esse processo ndo torna
os materiais irradiados radioativos, mas pode alterar propriedades quimicas
e bioldgicas dos objetos tratados dependendo do objetivo (IAEA, 2004). A
dose de radiacdo aplicada é cuidadosamente controlada, dependente do
proposito especifico do tratamento e é medida em Grays (Gy). Esse método
é extremamente eficiente e largamente utilizado por sua capacidade de
esterilizacdo profunda e preservacdo de materiais sem necessidade de

aquecimento ou produtos quimicos.

Dentro dos tipos de radiacdo ionizante o Cobalto-60 é o mais utilizado
por sua facilidade de acesso, qualidade e capacidade de nao solubilizar em

dgua, o que ndo gera passivo ambiental. As doses recomendadas para
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esterilizacdo de materiais hospitalares estdo entre 15 e 30 kGy (IAEA, 2005;
SANTOS, 2017).

O objetivo desta pesquisa foi verificar a eficiéncia do tratamento por
raios gama na esterilizacdo de equipamentos ndo autoclavédveis usados em

cultivos celulares.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado no laboratério de cultivo celular do
Instituto de Pesca - Sdo Paulo/SP. Frascos de 25 cm? e 75 cm? ja utilizados em

rotina laboratorial foram lavados com Extran®, enxaguados persistentemente,

secos em estufa a 409C, embalados em sacos pléasticos individuais e
encaminhado para o Irradiador Multipropésito de Cobalto-60 do
CETER/IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares) para serem

esterilizados. A dose aplicada nos materiais foi de 20 kGy, utilizando uma

taxa de dose de 5 kGy.h-1,

No laboratério de cultivo celular, realizamos uma limpeza com Virkon
diluido a 1% no chao e limpamos todas as bancadas, fluxo laminar e estufa com
alcool 70%. Para a estufa e o fluxo laminar também foram realizadas a
esterilizagdo com 15 minutos de luz ultravioleta (UV) ap6s a limpeza. O fluxo
laminar era esterilizado todas as vezes que era utilizado. Optamos também pela
utilizacdo de madscaras, luvas, toucas, propés e aventais destinados para uso

estrito no laboratorio de cultivo.

O delineamento experimental consistiu em trés tratamentos com trés
réplicas simultaneas, a saber: T1 - Frascos controle; T2 - Frascos novos
esterilizados e T3 - Frascos reutilizados irradiados. Inicialmente utilizamos um
frasco de 125 cm? preparado antecipadamente com monocamada de células de
peixe Bluegill Fry (BF-2) importadas da ATCC® (American Type Culture
Collection), de origem fibroblastica. As células foram mantidas em solucao

contendo 90% de meio Eagle (Sigma®) e 10% de soro fetal bovino (SFB)
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(Cultilab®). Quando a confluéncia nesta garrafa padrdo atingiu80% (ntimero
total de células de 2x1076), iniciamos a experimentacao. Subcultivamos o frasco
padrao para seis frascos de 25 cm? sendo trés desses frascos novos esterilizados
(T2) e outros trés frascos reutilizados e esterilizados por irradiacdo com Cobalto-
60 (i.e. raios gama - T3). O experimento teve a duracdo de 12 dias com

subcultivos a cada quatro dias, ou seja, trés passagens.

Durante toda a experimentacdo nao foram adicionados antibi6ticos
ou antibi6ticos as células. O subcultivo foi realizado retirando o meio dos
frascos, lavando-os com solugdo tampdo fosfato (PBS) e em seguida
adicionado 1 mL de solucao de tripsina/EDTA para descolamento das
células. Apos esse processo foi feita uma homogeneizacao com meio Eagle
90% + SFB 10% para neutralizar a acdo da tripsina. Os novos frascos foram
subcultivados com um terco do produto dessa homogeneizacao (1°
passagem). Apos quatro dias da primeira passagem, o procedimento foi
repetido sucessivamente até o fim do periodo experimental. Diariamente
cada frasco foi avaliado de forma individual, em microscépio 6ptico de
inversao (Nikon®), para acompanhamento do crescimento celular e

investigacdo de possiveis contaminagdes.

3. Resultados

As células dos tratamentos T1 (controle), frascos novos esterilizados (T2)
e Frascos reutilizados irradiados (T3), ndo apresentaram diferencas quanto ao
crescimento (Figura 1). A confluéncia média de cada frasco nas sucessivas
passagens foi de 80%. No 11° dia observamos uma contaminagao por leveduras
em uma das réplicas do T3 (irradiado). Essas contaminacdes sdo geralmente
atribuidas a erros de manipulagdo. Apesar da contaminacdo, as células
continuaram a crescer por mais um dia atingindo 90% de confluéncia e entao
foram descartadas. Em nenhuma outra garrafa foi observado qualquer indicio

de contaminacdo por fungos ou bactérias.
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Figura 1 - Fotomicrografia de células de linhagem fibroblasticas de peixe (BF-2)
em cultivo celular. A e B - Frasco novo esterilizado 4 dias. C e D - Frasco

irradiado 4 dias. Aumento de 200x.

Para as inferéncias sobre o custo da irradiacdo tomamos por base o valor
cobrado pelo Irradiador Multipropésito de Cobalto-60 do CETER/IPEN do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN)/Sao Paulo, em junho de
2023 e os precos médios praticados por fornecedores na mesma cidade. Nos
processos de irradiagdo, os valores sdo cobrados por volume, dose e tempo de
exposicdo. O preco de 1m? cobrado para a irradiacao foi de US$ 396,83! com o

dolar na época cotado a R$ 5,04.

11 Fonte: Banco Central em 01/06/2023
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No presente estudo, utilizamos frascos de 25 cm? (0,00012 m3), a um custo
médio de US$ 1,49 por frasco novo. Levando-se em consideragdo o volume e os

precos praticados no fornecimento de frascos de cultivo celular e nos processos

de irradiacdo por raios gama, cada frasco de 25 cm? irradiado tem um custo

médio de US$ 0,05.

4. Discussio

O grande avancgo das técnicas de Cc ocorreu com a descoberta das
células HeLa em 1951. Essas células foram as primeiras células humanas a
serem cultivadas com sucesso por longos periodos em laboratério
(Ivankovi¢ et al., 2007). A partir dessa descoberta, essa técnica evoluiu para
se tornar uma ferramenta essencial na pesquisa cientifica sendo amplamente
utilizado em estudos de toxicologia, desenvolvimento de farmacos,
biotecnologia, entre outras (Rodriguez-Hernandez et al., 2014). Atualmente,
os Cc tornaram-se uma das principais ferramentas no estudo de virus e na
replicagdo destes para criacdo de vacinas sem a necessidade de
experimentagdes em animais (Lindenbach et al., 2005; Leland et al., 2007).

No entanto, apesar de seu potencial promissor, a cultura de células in
vitro enfrenta desafios consideraveis. Contaminacdes por fungos, bactérias,
leveduras e micoplasmas sdao um problema recorrente que pode
comprometer os experimentos, exigindo controle rigoroso de esterilidade
nos laboratérios (Coecke et al., 2005, Zhi et al.; 2010; Oliveira et al., 2013).
Além disso, o Cc é uma técnica de alto custo. Os meios de cultura utilizados,
compostos por nutrientes especificos, fatores de crescimento e condicdes
otimizadas, sdo de alto valor de mercado e requerem reposicdo periddica.
Outro aspecto preocupante é o impacto ambiental gerado, uma vez que a
manutencdo das culturas celulares depende do uso extensivo de materiais
plasticos descartaveis, como placas de cultura, pipetas e frascos. Isso gera um
passivo ambiental significativo, contribuindo para a geracdo de residuos

plasticos (Kibria et al. 2023). Em contrapartida, hda uma crescente
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preocupagao com o uso de plasticos descartaveis na ciéncia e este assunto
tem ganhado visibilidade nos dltimos anos, especialmente no contexto da
sustentabilidade e da reducao de residuos. (Lopez et al., 2017; Kibria et al. 2023).
Reduzir, reutilizar e reciclar materiais, especialmente consumiveis, é pratica
desejavel e recomendada em diferentes locais inclusive laboratérios cientificos.

Neste sentido realizamos o presente estudo com o objetivo de
colaborar com a reducao do impacto ambiental gerado pelos laboratérios de
Cc. Nossos resultados evidenciam que a utilizacdo de raios gama na
esterilizagdo de equipamentos nao autoclavaveis é eficiente e pode ser uma
valiosa solugdo para diminuicdo de residuos plasticos. Os custos da
irradiacao de materiais de cultivo foram aproximadamente 30 vezes mais
baratos do que o custo da compra de materiais novos nesta experimentacao.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos adicionais para determinar o
numero especifico de reciclagens para garantir a integridade dos materiais
e a viabilidade econémica do procedimento de irradiagao.

E importante também destacar que irradiadores particulares apresentam
um custo maior para o servigo de irradiagdo. Deste modo, a irradiagdo ainda
continua sendo uma opc¢do muito vidvel, barata e mais sustentavel se
comparada a compra de materiais novos para o cultivo celular.

Na literatura ja existem experimentos que investigam a possibilidade
de se usar a radiagdo por raios gama para esterilizagdo. Mangutova et al. (2016)
aplicaram essa técnica na tentativa de esterilizar meios de cultura diversos que

foram contaminados artificialmente com virus e bactérias. Seus resultados

demonstram que a irradiacio em dosagem até 3,0x104Gy foi eficiente para

livrar os meios desses organismos patogénicos sem danificar nivel de pH,
coloragdo e composicao de proteinas e lipideos. Além disso a reproducao das
células em que se utilizou meios irradiados nao diferiu das células cultivadas
em meios ndo expostos.

Assim como outras técnicas biomoleculares, como PCR convencional
e qPCR, que com o tempo foram aprimoradas e tornaram-se mais acessiveis

e ambientalmente mais seguras, acredita-se que o Cc seguird um caminho
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semelhante. Com avangos tecnolégicos continuos, é esperado que novas
abordagens reduzam os custos e aumentem a eficiéncia, ao mesmo tempo em
que solugdes mais sustentdveis e ecoldgicas sejam desenvolvidas para
mitigar o impacto ambiental. Acreditamos que o futuro do Cc e da
irradiacdo para esterilizacao de materiais plasticos é promissor, com o potencial
de se tornar uma ferramenta ainda mais acessivel e sustentavel para as

pesquisas cientificas.
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Anexos



Figura 1 -Laboratério de Cultivo Celular do Instituto de Pesca (LCC-IP). A - Fase
inicial de adaptacdo das instalagdes, com colocacdo de divisorias e “Pass
Through” (seta). B - Instalacdo das conexdes para transmissao de gas CO; para
alimentacdo das incubadoras e isolamento das areas limpa e cinza. C - Fluxos

laminares da area limpa e area cinza. D - Equipe do projeto.
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Figura 2 - Linhagem celular BF-2 (Bluegill Fry) importadas da ATCC (American

Type Culture Collecttion), sendo recepcionada no laboratorio de Cultivo
Celular do Instituto de Pesca. A - Embalagens de transporte. B - Frasco com
células (seta). C - Detalhe do microtubo com células congeladas. D.

Armazenamento em botijdo de nitrogénio liquido. (Dezembro/2022).
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Figura 3 - Coleta de alevinos e formas jovens de tilapias (Oreochromis niloticus) em
[lha Solteira/SP. A - Vista geral da entrada da Propriedade. B - Transporte dos
peixes. C — Formas jovens de tilapias sendo eutanasiadas. D - Necrépsia. E — Detalhe
danecropsia.
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