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RESUMO

YAMAKAWA, Flavia H. S.Deteccéo de Circovirus e anélise
filogenética de AGV2 em frangos de corte. 2015. 60f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Sanidade
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2015.

O virus da anemia das galinhas (CAV) é um importante virus
pertencente a familia Circoviridae, género Girovirus,
conhecido por levar a perdas significativas na avicultura, este
virus pode causar imunossupressdo e doenca principalmente
em aves jovens. O CAV era o Unico virus desta familia
conhecido por infectar galinhas até 2011, apds a descoberta de
um novo virus, o Girovirus Aviario tipo 2 (AGV2). Segundo
consta na literatura, 0 AGV2 esta estreitamente relacionado ao
CAYV, além de estar amplamente distribuido em frangos no
Brasil e em outros paises, mas seu potencial patogénico ainda é
desconhecido e trabalhos sobre sua epidemiologia molecular
ainda sdo bastante escassos. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo realizar a deteccdo de CAV (Nested-PCR), e
AGV2 (PCR) em amostras de DNA extraidas de tecido do
timo, de aves alojadas em plantéis de frango de corte de dois
estados da regido Sul do Brasil. Além disso, realizar a analise
filogenética de amostras positivas para AGV2. Os resultados
apontaram que das 180 aves testadas 105 (58,33%)foram
positivas para CAV e 39 (21,67%) positivas para AGV2. Do
material positivo para AGV2 foram selecionados onze
amplicons para sequenciamento e analise filogenética, onde foi
possivel evidenciar que ndo houve diferencas entre o material
analisado. As sequéncias obtidas foram comparadas com
amostras provenientes de outros paises, muitas destas
detectadas em humanos (HGyV), nao tendo sido possivel, no
presente trabalho, observar correlacdo entre distribuicdo



geogréfica e variabilidade genética entre a maioria das
amostras de AGV?2 ora estudadas.

Palavras-chave: Virus da Anemia das Galinhas. Girovirus
Auviério tipo2. Detec¢do molecular.



ABSTRACT

YAMAKAWA, Flavia H. S.Circovirus detection and AGV2
phylogenetic analysis in broiler chicken. 2015. 60p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Sanidade
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Lages, 2015.

Chicken anemia virus (CAV) is an important virus that belongs
to Circoviridae family, Gyrovirus genre, known to lead to
significant losses in poultry, the viruses can cause
immunosuppression and disease especially in young birds.
CAV was the only virus of this family known to infect
chickens by 2011, after the discovery of a new virus, the Avian
Gyrovirus type 2 (AGV2). According to the literature, AGV2
is closely related to CAV, as well as being widely distributed in
chickens in Brazil and other countries, but its pathogenic
potential is unknown and studies on molecular epidemiology
are still scarce. The present study aimed to detect CAV
(Nested-PCR), and AGV2 (PCR) on DNA extracted from
samples of thymus tissue of broiler chickens housed on two
states of southern Brazil. In addition, perform phylogenetic
analysis of AGV2 positive samples. Results showed that of 180
birds tested, 105 (58.33%) were positive for CAV and 39
(21.67%) positive for AGV2. On the positive material for
AGV2 were selected eleven amplicons for sequencing and
phylogenetic analysis, where it became clear that there were no
differences among the samples. The sequences obtained were
compared with samples from other countries, many of these
detected in humans (HGyV). It was not possible in the present
work, observe correlation between geographical distribution
and genetic variability among most samples AGV2 now
studied.



Keywords: Chicken Anemia Virus. Avian Gyrovirus type 2.
Molecular detection.
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1 INTRODUCAO

A producéo avicola é muito importante para o mercado
brasileiro, sendo geradora de divisas sociais e econdmicas pelo
seu impacto positivo na balanga comercial do pais (SHARMA,
2015), oferecendo mais que 3 milhdes de empregos diretos e
indiretos (UBABEF, 2012).

Atualmente o Brasil é o terceiro maior produtor de
carne de frango, ficando atrds somente dos Estados Unidos e da
China, no entanto ¢ o maior exportador mundial, desde 2004,
totalizando 3.918 mil/ton de carne exportada anualmente,
principalmente para paises do Oriente Médio e Asia(UBABEF,
2014).

No Brasil as principais empresas do setor trabalham em
sistemas de integracdo, o que facilita a logistica de producéo e
diminuicdo de gastos com transporte. Dessa forma as granjas
integradas tendem a se concentrar em determinadas regides,
ocasionando um aumento da populacdo de aves no local.
Estaintensificagdo da aviculturaassociada a condi¢Oes
ambientais e praticas de manejo estressantes, pode resultarna
ocorréncia de infecgOes por agentes microbianos e no
aparecimento de casos de imunossupressao.

Dentre as doengas de importancia para a avicultura de
producdo, as imunossupressoras merecem destaque, uma vez
que estdo associadas a queda no desempenho das aves, falhas
de resposta vacinal, predisposicdo a infeccdo por agentes
secundarios, aumento dos custos de producdo e geracdo de
produto com baixo valor econdmico. Uma das principais
causas infecciosas relacionadas a imunossupressao em frangos
é a infeccdo pelo Virus da anemia das galinhas (Chicken
Anemia Virus - CAV) membro da familia Circoviridae, género
Gyrovirus(TODD, 2000).

Outro virus pertencente ao género Girovirus, o
Girovirus Aviario Tipo 2 (Avian Gyrovirus Type 2 - AGV2),
foi descrito pela primeira vez no Brasil, em amostras de soro de
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frangos comerciais apresentandoperda de peso e apatia
(RIJSEWIJKet al.,, 2011).Contudo, como seu potencial
patogénico ainda é desconhecido, estudos estdo sendo
realizados para determinar o efeito da infeccdo deste agente em
aves.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS DA ANEMIA DAS GALINHAS

O Virus da Anemia das Galinhas (CAV),foi descrito
pela primeira vez em 1979, por Yuasa et al., como um novo
agente viral causador dedoenca em aves jovens. O maior
avanco relacionado a doenga ocorreu em 1983, pelo mesmo
grupo de pesquisadores, quando reportaram que 0 virus possuia
a caracteristica decitopatogenicidade em linhagens de células
linfoblastdides de galinhas, derivadas do tumor de doenca de
Marek, chamadas de MDCC-MSB1. Essa descoberta permitiu
0 desenvolvimento de ensaios in vitro, como 0 uso da técnica
de virus neutralizacdo, deteccdo de anticorpos anti-CAV
(YUASA; IMAI; TEZUCA, 1985) e a purificacdo do virus a
partir do sobrenadante dos cultivos infectados (GORYOet al.,
1987). Desde sua primeira descricdo, o virus tem sido isolado
em todos os paises que possuem avicultura comercial (SCHAT
e van SANTEN, 2008).

No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez em aves
de granjas comerciais de corte, nos estados de Santa Catarina e
Sdo Paulo, com sinais clinicos de anemia, atrofia de timo,
aplasia de medula 6ssea e baixo rendimento e ganho de peso,
sinais compativeis aos de infeccdo por CAV (BRENTANO et
al., 1991).

Pertencentea familia Circoviridae, género Girovirus,
trata-se de um virus sem envelope, de formato icosaédrico e
média de diametro de 25 a 26,5 nm, sendo considerados como
um dos menores virus animais. O capsideo apresenta uma
superficie com aspecto diferenciado quando comparado aos
demais membros da familia, formado por uma estrutura
icosaédrica contendo 60 moléculas de proteina do capsideo
arranjadas em 12 unidades pentaméricas, e seus capsdmeros
possuem aparéncia pontiaguda em forma de trompete (Figura
1) (CROWTHER et al, 2003).



24

Por ser um virus ndo envelopado, CAV é extremamente
resistente no ambiente, € resistente ao cloroférmio, pH &cido
por tempo prolongado, tratamento com calor em altas
temperaturas e desinfetantes comerciais ndo sdo eficazes; pode
ser inativado por fenol 50% por 5 minutos, iodo ou hipoclorito
10% por 2 horas (YUASA; TANIGUCHI; YOSHIDA , 1979;
YUASA, 1992).

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura
tridimensional do CAV, apresentando o capsideo
formado por 12 unidades pentaméricas em forma
de trompete.

Fonte: Crowtheret al., 2003

O genoma de CAV possui aproximadamente 2.3 kb de
fita simples, circular e polaridade negativa, ou seja, as
sequéncias codificadoras estdo no DNA complementar. Este
DNA complementar é formado por trés Open Reading Frames
(ORFs) que se sobrepdem parcialmente, e codificam as
proteinas virais VP1 (51.6 kDa), VP2 (24 kDa) e VP3 (13.6
kDa); o genoma também contém uma regido 5’ ndo transcrita
com atividade promotorae um sinal de poliadenilagdo(Figura
2)(NIAGRO, 1998, apud SCHAT e van SANTEN, 2008;
NOTEBORNEet al., 1994).

A VP1, codificada pela ORF1, é a proteina estrutural
encontrada no capsideo. Possui uma regido semelhante a
histonas, sugerindo o local no qual o DNA se liga dentro do
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capsideo viral (MEEHAM, 1992, apud SCHAT e van
SANTEN, 2008).

A VP2, é uma proteina ndo estrutural com papel
multifuncional codificada pela ORF2, atua como modelo
estrutural  (scaffolding) para a  VP1(NOTEBORN
eKOCH,1995), tem atividade fosfatase de serina/treonina e
tirosina e,também, participa na inducdo da apoptose celular
(NOTEBORN, 2004).

A proteina ndo estrutural VP3, também chamada
apoptina, é codificada pela ORF3, tratando-se de um fator
indutor de apoptose em células do timo, o que resulta na
deplecdo de linfoblastos e linfocitos T e consequente
imunodepressdo (NOTEBORN et al, 1994).

Figura 2 - Organizacdo do genoma de CAV, com um Unico
transcrito, que contém trés ORFs com sobreposi¢édo
parcial, que codificam as trés proteinas virais (VP1,
VP2 e VP3) e uma regido ndo transcrita que
compreende a regido promotora.

PFromoter / enhancer

Fonte: Adaptado de Todd, 2000.

O genoma de CAV contétm uma regido promotora
evidente, reguladora de sua transcricdo. Os principais
componentes desta regido séo quatro ou cinco (dependendo da
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amostra viral) direct repeats (DRs) de 21 pb, que sdo
interrompidas por uma insercdo de 12 bases entre o segundo e
o0 terceiro DR. Tais DRs sdo sequéncias de nucleotideos que
estdo presentes em multiplas copias no genoma. Para que haja
uma transcricdo otima do CAV, é necesséria a presenca de
todas as DRsalém da insercdo de 12 pb. Estudos demonstram
que alteragcdes na regido de insercdo de 12 pbsédo capazes de
diminuir o efeito citopatico de CAV em linfécitos T. Ja a
presenca de uma repeticdo extra de DR, aumenta a atividade
transcricional, enquanto uma delecdo nos dois primeiros DR
pode reduzir em até 50% sua atividade (KOCH et al., 1995;
NOTEBORN et al., 1998).

Com relacdo a replicacdo viral, os virions de CAV
penetram na célula por mecanismos de adsorcdo e penetracao
convencionais (NOTEBORN et al., 1992; PHENIX et al.,,
1994). Devido asua simplicidade gendmica e estrutural, se
torna necessaria a participacdo de varias proteinas das células
hospedeiras,além de ocorrer durante a fase S do ciclo celular
(FLORES, 2007). A replicagcdo ocorre no ndcleo da célula
hospedeira, pelo mecanismo de circulo rolante, e envolve a
sintese de uma molécula de DNA fita dupla (replicativo
intermediario). Apds a sua sintese, o DNA replicativo
intermediario € transcrito a um mRNA de 2.1 kb. Este mMRNA é
policistrénico e contém as trés ORFs, que irdo dar origem as
proteinas virais (TODD et al, 1996).

A partir do DNA replicativo intermediario, também sdo
produzidas moléculas de DNA de fita simples circulares,
correspondentes ao DNA genémico. Estas moléculas sdo
encapsuladas por multiplas copias da proteina VP1, formando
novas particulas virais infecciosas, responsaveis pela
disseminacédo do agente(FLORES, 2007).
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2.1.1 Anemia infecciosa das galinhas

A galinha é o unico hospedeiro conhecido para CAV, e
a doenca causada por ele levaaperdas significativas,
principalmente em frangos de corte. Apesar da enfermidade ser
mais frequente em pintinhos jovens, que se infectam de forma
vertical a partir de matrizes com a infecgdo subclinica, aves de
todas as idades sdo susceptiveisa infecgdo por CAV (YUASA;
TANIGUCHI; YOSHIDA, 1979). A transmissdo vertical, da
matriz para o embrido, é a forma mais comum, embora possa
haver transmissdo horizontal via fecal-oral, devido a presenca
de alta concentracdo do virus nas fezes de aves com 2 a 5
semanas poés infeccdo (HOOP, 1992).Assim, o virusexcretado
nas fezes pode contaminar a cama e instalacdes, podendo
persistir no ambiente devido a sua alta resisténcia a inativag&o.
As taxas de morbidade, mortalidade e a severidade da doenca
variam de acordo com o titulo do virus, via de infeccdo, idade
das aves, imunidade passiva e amostras de maior
patogenicidade (FLORES, 2007).

O unico sinal clinico especifico de CAV € a anemia,
com hematdcrito baixo, variando de 6 a 20% (normal 27 a
35%)(GORYOet al., 1985).Este sinal é consequéncia da
pancitopenia, pela infecgdo de hemocitoblastos nos dias 3 e 4
pos inoculacdo viral, resultando em diminuicdo de eritrocitos,
células brancas e trombdcitos. O efeito imunossupressor se
deve a destruicdo de células T, granulécitos e progenitores de
macrofagos, além de efeitos adversos causados nafuncdo de
algumas células, como a perda de células natural killer e
alteracbes em mediadores como citocinas, 0 que leva ao
aumento de susceptibilidade a infeccBes secundarias. As
células B e suas precursoras ndo sdo susceptiveis a infeccdo
(ADAIR, 2000; FLORES, 2007).A repopulagdo do timo com
linfdcitos, da medula 6ssea com proeritroblastos, e recuperagédo
da atividade hematopoiética, comegam 16 dias pos infec¢éo, e
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coincide com o inicio da formagdo de anticorpos (YUASA,
1983, apud SCHAT e van SANTEN, 2008).

Em aves com idade superior a trés semanas, a infecgéo
¢ geralmente subclinica, mas, mesmo assim, pode causar
perdas significativas. A infeccdo nestas aves também resulta
em supressao de células T, produz alteragbes na fungdo de
macrofagos e de outras células responsaveis pela fagocitose,
apresentacdo de antigenos e producdo de citocinas, mas
dificilmente acompanham sinais clinicos (ADAIR, 2000). A
apresentacdo clinica mais importante ocorre em aves jovens.
Nesses animais, sdo observados diversos graus de anemia,
palidez na musculatura, barbela e crista, depressdo e
desuniformidade no lote.

As lesdes macroscopicas mais importantes incluem
hipotrofia de timo e alteragdes de coloracdo de medula do
fémur. Hemorragias musculares e subcutdneas ou no
proventriculo também podem ser observadas, como resultado
da diminuicao de trombdcitos(GORYO et al, 1985).

A infeccdo por CAV representa uma séria ameaca
econbmica para a industria de frango e produtores de aves SPF
(Specific Pathogen Free). Plantéis infectados podem ter
crescimento retardado e mortalidade entre 10 e 20%,
ocasionalmente alcancando 60% (GORYO et al., 1985).
Existem relatos de que a doenca pode levar a perda de cerca de
18% do lucro liquido, devido a diminuicdo do ganho de peso e
mortalidades (McLLROY et al., 1992). E provavel que a
doenca subclinica seja subestimada, uma vez que esta pode
reduzir o desenvolvimento de linfécitos T antigeno especifico
de forma significativa (MARKOWSKI-GRIMSRUD; SCHAT,
2003), além de causar efeitos na funcdo de macrofagos
(McCONNEL; ADAIR; McNULTY, 1993).



29
2.1.2 Medidas de controle

As principais medidas de controle para CAV visam
limitar a transmissdo vertical e prevenir as coinfec¢des com
outros agentes imunossupressores.Em condi¢gdes naturais de
campo os lotes de reprodutoras se infectam em recria e
transmitem anticorpos maternais protetores para a progénie. A
utilizagdo de vacinas vivas atenuadas confere uma imunizacao
precoce nos lotes susceptiveis, competindo ativamente contra o
virus de campo e seus efeitos deletérios na capacidade
imunolégica das aves. A imunizacdo das reprodutoras deve ser
feita algumas semanas antes do inicio da producdo(SCHAT e
van SANTEN, 2008). O monitoramento constante dos
anticorpos contra CAV é importante para evitar a doenca por
transmissao vertical e também para testar a eficicia das vacinas
utilizadas.

2.1.3 Diagnostico de CAV

O diagnostico de CAV pode ser feito através do
isolamento viral, deteccdo de genes especificos ou pela
deteccdo de anticorpos (SCHAT e van SANTEN, 2008). O
isolamento viral por cultivo in vitro € limitado e bastante
dispendioso, uma vez que sao necessarios varios dias de cultivo
e sub-cultivo, além da existéncia de amostras que ndo replicam
em cultura celular, o que pode resultar em falsos negativos
(ISLAMet al., 2002).
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2.2 GIROVIRUS AVIARIO TIPO 2 (AGV?2)

Em estudos recentes, utilizando soro de aves com
manifestacdes clinicas de perda de peso e ma nutricdo, foi
descoberto um novo virus aviario, nomeado Girovirus aviario
tipo 2 (AGV2). Este virus possui um genoma circular, com
tamanho, organizacdo gendmica, além de uma similaridade
nucleotidica de 40% com o Virus da Anemia das Galinhas.
Observou-se que ORF 1 possui uma sequéncia de amino acidos
com 40,3% de similaridade com a proteina VP2 de CAV, uma
proteina importante na replicacdo viral, citopatologia e
viruléncia. A sequéncia de ORF 2 possui 32,2% de identidade
com VP3 de CAV, uma proteina ndo estrutural, apoptina. E a
ORF 3 codifica uma sequéncia de amino acidos com 38,8% de
similaridade a proteina VP1 de CAV, uma proteina estrutural
do capsideo (Figura 3) (RIJSEWIJK et al., 2011).

Figura 3 — Comparacdo da estrutura gendmica, em forma
linear, do Girovirus Aviario tipo 2 (AGV2) com o
Virus da Anemia das Galinhas (CAV).
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Fonte: SANTOSet al., 2012.
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ApoOs sua descoberta, AGV2 ja foi encontrado em
amostras de fezes humanas(PHAN et al., 2012; CHU et al.,
2012), galinhas e outros péssaros, tanto em aves saudaveis
quanto em aves doentes(SANTOS, et al., 2012; LIMA et al.
2012). Foi detectado, também, em espécies selvagens, onde
amostras de animais doentes e saudaveis foram submetidas a
investigacdo do virus por PCR (Lima et al. 2012). A presenca
do virus em aves selvagens pode ter implicagdes na sua
manutencédo e dispersdo na natureza, embora seu papel como
virus patogénico para estes animais ainda ndo seja
comprovado.

Semelhante a outros Circovirus, o0 AGV2 parece ser
bastante resistente na natureza.O virus permanece em seu
estado infeccioso mesmo apds o tratamento fermentativo
realizado na cama de aviarios, previamente utilizada por aves
AGV?2 positivas (ESTEVES et al., 2012). O DNA de AGV2
também permanece na superficie de insetos Alphitobius
dioperinus (cascudinho), comumente encontrado em criacGes
comerciais, que é capaz carrear e preservar o virus (COSTA et
al., 2012).

Ao passo que variacdes de nucleotideos no genoma de
CAV ja foram descritas, permitindo a classificacdo deste virus
em quatro grupos distintos (ELTAHIRet al., 2011), estudos
sobre a epidemiologia molecular de AGV2 ainda sdo escassos
e, acredita-se,talvez existauma maiorvariacdo gendmica entre
as diferentes cepas de AGV2 do que entre as diferentes cepas
de CAV (SANTOS et al., 2012).

Em um estudo realizado com amostras clinicas de
frangos do sul do Brasil e da Holanda, Santos et al. (2012)
obteve 100% de amostras positivas para AGV2, em animais
que possuiam sinais de crescimento retardado, perda de peso
e/ou lesBes cerebrais. Na Holanda, a frequéncia de animais
positivos para AGVZ2, entre galinhas que mostravam lesbes
cerebrais, foi de 42,9% (SANTOSet al., 2012). No entanto,
mais estudos devem ser realizados a fim de avaliar a real
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distribuicdo do virus em outras regides geogréaficas.

Assim, conforme as descrigcdes da literatura, ainda nao
estd claro o papel desempenhado pelo AGV2 como agente
etioldgico de imunossupressdo em aves comerciais. O fato de
que o DNA do AGV2 p6de ser detectado também em amostras
de galinhas saudaveis dificulta o estabelecimento de uma
associagdo entre o virus e o desenvolvimento da doenga.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como
objetivo geral identificar a presenca do Virus da Anemia das
Galinhas(CAV) e Girovirus Aviario tipo 2(AGV2) em plantéis
de aves comerciais, localizadas nos estados de Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, além de realizar a caracterizacdo molecular
das amostras de virus AGV2 isoladas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE MATERIAL

Para realizagdo do experimento foram utilizadas 180
aves comerciais, deseis granjas distintas,sendo 90 provenientes
da regido de Nova Petropolis (RS), €90 aves da regido de Taio
(SC) (Figura 4).

Figura 4 — Mapa dos estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul.

it

‘
-

Legenda: Marcacdo em tridngulo representa a localizagdo
aproximadada cidade de Tai6, e o circulo representa a
localizacdoaproximada da cidade de Nova Petrépolis.

Fonte: adaptado Google imagens.
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A primeira etapa de coletas foi realizada no més de
dezembro de 2013, em granjas da regido de Nova Petropolis.
Nesta etapa, um total de 90 aves necropsiadas no laboratorio
MERCOLAB foram utilizadas para a coleta de material. Estas
aves eram provenientes de 3 granjas distintas (Granjas A, B e
C), e as coletas realizadas em seis idades de 1, 7, 14, 21, 35 e
42 dias, em cada coletaforam selecionadas cinco aves de forma
aleatoria.

A segunda etapa de coletas foi realizada nos meses de
Abril/Maio 2014. Nesta etapa,foram utilizadas 90 aves
necropsiadas no laboratério de Patologia Aviaria Animal —
UDESC, provenientes de granjas da regido de Tai6. Assim
como na primeira etapa, as aves eram provenientes de 3 granjas
distintas (Granjas D, E e F),e as coletas realizadas em seis
idades de 1, 7, 14, 21, 35 e 42 dias, em cada coletaforam
selecionadas cinco aves de forma aleatoria.

Em cada animal era realizada coleta de fragmentos de
sistema nervoso central, medula 0ssea, timo, bago, rim,
traqueia, pulmao, musculo, coracdo, figado, pré-ventriculo,
gbnadas, ceco e Bursa de Fabricius. As amostras foram
armazenadas em ultra-freezer -80°C, no laboratério CEDIMA —
UDESC, para posterior extracdo de DNA total, na EMBRAPA
— Suinos e Aves. Para a realizacdo do presente trabalho foram
utilizadas as 180 amostras de timo coletadas.

3.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA total dos fragmentos de timo foi
realizada com kit comercial DNeasy Blood & Tissue —
QIAGEN, conforme instrugdes do fabricante.
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3.3 DETERMINA(}AO ESPECTROFOTOMETRICA DA
CONCENTRACAO DO DNA

A quantidade e a pureza do DNA foram determinadas
por densidade Optica em espectrofotdmetro BioDrop a 260 nm
e 280 nm e sua razdo. O DNA foi diluido para 20 ng/ul. Todas
as amostras foram estocadas a -20°C até posterior utilizacdo
para reacdo de PCR.

34 CONDICOES DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) E Nested-PCR PARA DETECCAO DE
CAV

Para a deteccdo de CAV, a técnica utilizada foi a
Nested-PCR. A PCR inicial foi realizada utilizando o par
deprimers externos VP3F e VP1R (Tabela 1), que amplificam
um fragmento de 713 pb (que abrange todo o gene VP3, parte
dogene VP2 e parte daregido N-terminal de VP1). Para cada
reacdo,com volume final de 25 ul, foi utilizado 100 ng de DNA
da amostra, 1,0 ul/MgCl>(50 mM), 2,5 ul/PCR Buffer (10x),
10 pM de cada primer, 1,25 U/Taqg DNA polimerase e 2.0 ul/
dNTP (10 mM). A reagdo de amplificagdo foi realizada com
um ciclo de desnaturacdo inicial de 2 minutos a 94°C, seguido
de 35 ciclos de desnaturacdo (94°C por 2 minutos), anelamento
(52°C por 1 minuto), extensdo (72°C por 1 minuto) e uma
extensdo final de 72°C por 3 minutos.

Para a segunda reacdo da Nested-PCR foram utilizados
0s primers internos N3 e N4(Tabela 1), que amplificam um
fragmento de 210 pba partir do amplicom da PCR descrita logo
acima. Cada reacdo possuia um volume final de 25 pul,
contendo 2 ul da reacdo de amplificacdo com primers externos
previamente diluidos (1:20), 1,0 wpl/MgCI>(50 mM), 2,5
uwl/PCR Buffer (10x), 10 pM de cada primer, 1.0 U/Tag DNA
polimerase e 2.0 ul/dNTP (10 mM). A reagdo de amplificacdo
foi realizada com um ciclo de desnaturacdo inicial de 7 minutos
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a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo (94°C por 30
segundos), anelamento (62°C por 30 segundos), extensao (72°C
por 30 segundos) e uma extensdo final de 72°C por 7 minutos.

35 CONDICOES DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO DE AGV2

Para a reacdo de AGV2, através da técnica de PCR
convencional, foi utilizado o par de primers AGVF e AGVR
(Tabela 1), que amplificam uma regido da proteina VP2 de 345
pb. Para cada reagdofoi utilizado 1,0 ul/ MgCl2(50 mM), 2,5
ul/ PCR Buffer (10x), 10 pM de cada primer, 1,25 U/Tag DNA
polimerase, 0.5 pwl/ dNTP (10 mM), 100 ng da amostra de DNA
e H2O Milli-Q estéril para um volume final de 25 pl. A reagéo
foi realizada com um ciclo de desnaturacdo inicial de 7 minutos
a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo (94°C — 30
segundos), anelamento (62°C — 30 segundos) e extensdo (72°C
— 30 segundos), e um ciclo de extensao final a 72°C por 7
minutos.

Tabelal- Sequénciados iniciadores utilizados neste estudo
para a deteccdo de AGV2 e CAV.

Virus  Primers Sequéncia (57> 3’) Produto Autores
VP3 GCGCAGGGGCAAGTAATT Nogueir
VP1 GTTCACAGAGATCTTGGCGACT 713 pb aetal.,
CAV 2007.
N3 CCACCCGGACCAATCAAC Cardona
N4 GGTCCTCAAGTCCGGCACATTC 210 pb etal.,
2000.
AGVF CGTGTCCGCCAGCAGAAAC Santos
AGV2 AGVR GGTAGAAGCCAAAGCGTCCAC 345 pb etal.,
2012.

Fonte: Producéo da prépria autora, 2015.
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3.6 ANALISE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

A visualizagdo dos produtos amplificados foi realizada
por eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampdo TBE 0,5X
(100mM Tris-base pH 8.3, 25 mM EDTA e 50 mM &cido
borico), corado com Brometo de Etidio na concentracdo de 10
mg/ml. Para cada amostra foi utilizado o volume total do
produto amplificado, ¢ adicionados 2 puL do loading buffer 2X
(60% de glicerol, 10% de TBE 10X e azul de bromofenol). A
eletroforese foi realizada a 100V por 40 minutos, sendo
utilizados os padrdes de tamanho molecular de 100 pb DNA
Ladder ou 1 kb DNA Ladder. Os resultados foram visualizados
em um transiluminador UV.

3.7 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Onze amplicons obtidos a partir de amostras analisadas
(19, 22, 27, 48, 55, 74, 77, 81, 104, 145, 147) foram
selecionados, purificados do gel de agarose com o Kit
PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification
Combo Kit (Life Technologies), de acordo com as instrucoes
do fabricante, e sequenciados (ABI 3130 — Applied). As
sequéncias consenso foram obtidas com o auxilio do programa
Contig Express (Vector NTI- Invitrogen) e o alinhamento e
analise filogenética foram realizados utilizando-se o programa
MEGA 5.0 (TAMURAEet al., 2011). As sequéncias obtidas no
presente trabalho foram comparadas com material previamente
sequenciado e analisado (SANTOSet al., 2012), além das
seguintes sequéncias utilizadas como referéncia:HM590588.1;
JQ690763.1; KJ452214.1; KJ452213.1; KF436510.1 e
FR823283.1.

O alinhamento da sequéncias foi realizado utilizando-se
0 programa MUSCLE que compfe o pacote de programas
MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011). Ap0ds, para verificacdo da
confiabilidade do alinhamento, foi calculada a Distancia Geral
Média/ Overall Mean Distance (0,024) e selecionado o modelo
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matematico a ser utilizado na construcdo da &rvore
filogenética, que foi construida baseada no modelo Neighbor-
Joining (SAITOU e NEI, 1987) , utilizando-se 1000 bootstraps
(FELSENSTEIN, 1985). A distancia evolucionaria foi
calculada utilizando-se 0 modelo matematico Jones-Taylor-
Thornton (JTT) (JONES; TAYLOR; THORNTON, 1992),
conforme determinado pelo préprio software MEGA 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 AMPLIFICACAO DE CAV

O DNA de CAYV foi detectado em 58,33% (105/180)
amostras testadas no presente trabalho (Gréafico 1).

Graficol — Demonstracdo do nimero de animais positivos
obtidos por Nested-PCR para pesquisa do CAV nos
estados RS e SC.
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Fonte: Producéo da propria autora, 2015.

Das 105 amostras positivas,83,33% (75/90) eram
provenientes do RS e 33,33% (30/90) de SC (Gréfico 1). A
granja B do RS teve o maior nimero de casos positivos (28
aves) e, a granja F, de SC, ndo obteve nenhum resultado
positivo para o virus (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados obtidos para pesquisa de CAV em
granjas do RS (A,B,C) e SC (D,E,F).

RS SC

GRANJA/ A B C D E F

IDADE

1DIA 15 5/5 5/5 5/5 3/5 0/5

7 DIAS 3/5 5/5 5/5 5/5 2/5 0/5
14 DIAS 2/5 4/5 4/5 5/5 5/5 0/5
21 DIAS 5/5 5/5 4/5 2/5 0/5 0/5
35 DIAS 5/5 4/5 3/5 0/5 3/5 0/5
42 DIAS 5/5 5/5 5/5 1/5 1/5 0/5
TOTAL 21 28 26 18 14 0

Fonte: Producéo da propria autora, 2015.

Enquanto na reacéo inicial doNested-PCR para pesquisa
do CAV, utilizando primers externos, foi possivel observar um
produto amplificado de 713 pb em 12 amostras (Figura 5),na
segunda reacdo,utilizando osprimers internos, foi possivel
observar a amplificagdo do produto de 210 pb em 105 das 180
(58,33%) amostras (Figura 6).
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Figura 5 - Resultados parciais obtidos para a PCR realizada
para CAV utilizando os primers externos VP1/VP3, e
amplificacdo de um fragmento de 713 pb, nem sempre
possivel de ser visualizada.
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Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1%. L: Padrdo de tamanho
molecular 1 kb DNA Ladder, C+: controle positivo, C-: controle negativo.
Amostras de timo 1 — 8 positivas para CAV, e amostras 9 — 17 negativas.
Fonte: Producéo da propria autora, 2015.

Figura 6 - Resultados parciais obtidos para a Nested-PCR
realizada para CAV, utilizando os primers internos
N3/N4 com amplificagdo de um fragmento de 210
pb.
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Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1%. L: Padrdo de tamanho
molecular 100 pb DNA Ladder, C+ controle positivo, C- controle negativo.
1 — 17 amostras de timo todas positivas para CAV.

Fonte: Producéo da propria autora, 2015.
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4.2 AMPLIFICACAO DE AGV2

Das 180 amostras analisadas, 21,76% (39/180) foram
positivas para 0 AGVZ2, sendo 28,89% (26/90) destas
provenientes do estado do RS e 14,44% (13/90) do estado de
SC (Gréfico 2).

Grafico2 — Demonstracdo do nimero de animais positivos
obtidos por PCR para pesquisa do AGV2 nos
estados RS e SC.
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Fonte: Producéo da propria autora, 2015.

A granja C (RS) teve a maior quantidade de animais
positivos para AGV2 (10 aves), e a granja F (SC), novamente,
n&do possuiu nenhum resultado positivo para o virus (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados obtidos para pesquisa de AGV2 em
granjas do RS (A,B,C) e SC (D,E,F).

RS SC
IDADE/ A B C D E F
GRANJA
1DIA 0/5 1/5 0/5 5/5 0/5 0/5
7 DIAS 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
14 DIAS 0/5 0/5 1/5 2/5 0/5 0/5
21 DIAS 2/5 4/5 1/5 2/5 0/5 0/5
35 DIAS 3/5 2/5 4/5 0/5 3/5 0/5
42 DIAS 2/5 2/5 4/5 0/5 1/5 0/5
TOTAL 6 9 10 9 4 0

Fonte: Producéo da propria autora, 2015.

A Figura 7 demonstra alguns dos resultados
visualizados pela PCR realizada para AGV2, que gerou um
produto de amplificacdo com tamanho de 345 pb.

Figura 7 - Resultado parciais obtidos para a PCR realizada
para AGV2, utilizando os primers AGVF/AGVR
com amplificacdo de um fragmento de 345 pb.

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1%. L: Padrdo de tamanho
molecular 1 kb DNA Ladder, C+: controle positivo, C-: controle negativo.
Amostras de timo 1 - 5 positivas para AGV2, e amostras 6 — 12 negativas.
Fonte: Producéo da propria autora, 2015.



44
4.3 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Das amostras testadas para AGV2, 11 foram
selecionadas para realizacdo do sequenciamento e andlise
filogenética (Figuras 8 e 9).

Como pode ser visualizado na figura 8, trés (19, 22 e
27) das onze sequéncias de aminoacidos de AGV2,
provenientes de uma mesma granja (granja A/RS) foram 100%
idénticas entre si e entre a maioria das amostras de AGV2
anteriormente descritas no Brasil,bem como, com a primeira
sequéncia de AGV2 (HM590588) obtida e depositada no NCBI
(RIJSEWIJK et al. 2011). Estas trés amostras (19, 22 e
27)foram obtidas de animais sem alteracGes significativas na
necropsia, mas, provenientes de uma granja com alta
mortalidade e refugagem.



45

Figura 8 — Comparacao da sequéncia de aminoacidos de VP2
de AGV?2 obtidas durante o experimento.
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Legenda: HM590588 corresponde a primeira sequéncia de AGV2
depositada na NCBI. Amostras 19, 22, 27, 48, 55, 74, 77, 81 Longa, 104,
145 e 147 obtidas de aves de granjas dos estados de SC e RS.

Fonte: Producéo da propria autora, 2015.
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As outras oito sequéncias (48, 55, 74, 77, 81, 104, 145,
147) apresentaram mudancga em apenas um aminoacido de VP2
em relacdo as sequéncias obtidas nas amostras da Granja A e a
sequéncia HM590588, mas foram correspondentes as
sequéncias de AGV2 obtidas na Holanda de animais que
apresentavam lesbes no SNC. Estas oito amostras foram
obtidas estado do RS, das granjas B (48, 55), granja C (74, 77 e
81) e do estado de SC, das granjas D (104) e granja E (145 e
147), nenhum destes animais apresentou alteracOes
significativas individuais durante a necropsia.

Utilizando as onze sequéncias dos produtos de PCR de
AGV2 selecionados, além das sequéncias de referéncia, foi
construida a arvore filogenética (Figura 9). A arvore apresenta
dois grupos: um composto pela maioria das amostras
brasileiras (prefixo BRA), as sequéncias analisadas neste
trabalho, as amostras sequenciadas na Holanda (HOLLAND) e
uma amostra de AGV2 sequenciada a partir de fezes humanas
(AGV2 HumanFecalSamples); e o outro grupo formado por
amostras obtidas de aves doentes na Holanda e Brasil (068 11,
AGV2 N1, 8 HOLLAND) e amostras de Girovirus Humano
obtidas a partir da material biolégico de humanos (FR823283
HGyV, KJ452214 HGyV) (Figura 9).
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Figura 9. Andlise filogenética das sequéncias de nucleotideos
de AGV?2 avaliadas.

ABRE BRA
ARS BRA
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Legenda: Amostras sequenciadas no presente trabalho estdo evidenciadas com um
circulo.A andlise filogenética foi conduzida utilizando-se o programa MEGA 5.0 e
inferida através da metodologia Neighbor-Joining, sendo que, a analise consenso de
bootstrap foi gerada a partir de 1000 réplicas e a distancia evolucionaria foi
calculada utilizando-se 0 modelo matematico Jones-Taylor-Thornton (JTT) .

Fonte: Producéo da propria autora, 2015.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo a deteccdo de dois
virus de galinhas pertencentes a familia Circoviridae, o Virus
da Anemia das Galinhas e o Girovirus Aviério tipo 2, e analise
filogenética de amostras de AGV2 detectadas, em aves
comerciais de seis granjas localizadas nos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (3/SC e 3/RS). Para abranger
todo o ciclo de producdo foram realizadas coletas de material
bioldgico de aves de 1 dia até 42 dias. Com um total de 180
amostras de timo, um dos 6rgdos ondeocorre a replicagdo
primaria de CAV e, possivelmente, de AGV2.

Embora tenha-se muito conhecimento e material a
respeito da infeccdo de CAV em aves de producdo, poucos
trabalhos foram desenvolvidos com relacdo a presenca e
caracterizacdo molecular de AGV2 em plantéis comerciais, por
Isso a importancia de mais estudos moleculares para esclarecer
uma possivel origem e evolucdo do virus, além da sua
epidemiologia.

Com relacdo a deteccdo do CAV, em um total de 180
amostras analisadas (90/RS e 90/SC), 105 (58,33%) foram
positivas pela técnica de Nested-PCR. A técnica utilizada tem
sido descrita por vérios autores como uma forma de
amplificacdo de CAV, sendo muito Util para a pesquisa do
virus em aves com a doenca subclinica, por ser uma técnica
muito sensivel e especifica (CARDONA; OSWAL; SCHAT,
2000; SIMIONATTO et al., 2005).

Através desta técnica, foi possivel verificar que 90
amostras de timo provenientes do RS, 75 (83,33%) foram
positivas para CAV e,das 90 amostras obtidas no estado de SC,
30 (33,33%) foram positivas.Estes resultados reforcam a
hipbtese de que o virus se encontra disseminado em granjas de
SC e RS. Estando de acordo com estudos prévios realizados
com matrizes pesadas onde foi demonstrado que o CAV esta
amplamente disseminado na avicultura comercial do Brasil,
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com maior prevaléncia nos estados de mais alta densidade
avicola (BRENTANOEet al.,2000). Um dos fatores que poderia
explicar o menor nimero de resultados positivos nas granjas
analisadas no presente estudo, originarias do estado de SC,
uma vez que a regido na qual as aves estavam alojadas ndo é de
alta densidade avicola ou as granjasavaliadasestavam alojando
animais pela primeira vez.

Acredita-se que uma das possiveis causas da
disseminacdo do CAV ocorreu pelo uso de vacinas com virus
vivo para imunizacdo contra outras doencasque poderiam estar
contaminadas com o CAV (BARRIOSet al., 2012). Em seu
trabalho, Barrios et al. (2012), relata a presenca de CAV em
vacinas produzidas no periodo de 1991 até 2005, onde 19% das
vacinas testadas (especialmente as produzidas no periodo de
1991 a 2001)apresentaram-se contaminadas com CAV. O
trabalho enfatiza uma possivel melhora na qualidade a partir de
2001, mas, Varela et al. (2014), ao avaliar vacinas vivas com
producdo mais recente, provenientes de laboratérios de
diversos paises, obtiveram 7 resultados positivos para a
presenca do genoma do CAV em vacinas produzidas para
imunizacdo contra outros virus. A deteccdo do genoma viral
pode indicar o riscoda presenca do virus infeccioso em tais
vacinas, especialmente tendo conhecimento sobre a natureza
altamente resistente dos virus avaliados e pela vacina viva ser
formulada para preservar a infectividade dos virus ali
presentes, para a inducdo de adequada resposta imune.

Outra hip6tese para a disseminacgdo do virus, é de que a
presenca do CAV nas linhagens comerciais ja existia antes da
descoberta do virus, desde pelo menos o ano de 1959, e a falta
de programas de controle permitiram sua disseminagédo
(TORO; EWALD; HOERR,2006). No trabalho de Toro et al.
(2006), foi avaliadaa presenca de anticorpos para CAV no soro
de aves adultas dos EUA, dos periodos de 1959 até 2005, e
obtiveram uma porcentagem de animais positivos variando de
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43% até 100%, o que suporta a hipdtese da sua presenca antes
do primeiro isolamento no pais.

Acredita-se, também, que adisseminacdo do CAV pode
ser resultado da permanéncia do DNA viral em matrizes e sua
progénie, mesmo apos vacinagdo. Brentano et al. (2005), relata
a presenca do virus nas gonadas de animais que possuiam altos
titulos de anticorpos neutralizantes, e que este virus também
estaria presente nas progénies geradas, sugerindo que a
persisténcia do virusem matrizes seria uma forma de
transmissdao vertical intermitente, e assim, levando a surtos
clinicos nas progénies.

Com relacdo a deteccdo do AGV2, os resultados
obtidos pela técnica de PCR convencional foram semelhantes
aos do CAV, pois houve a presenca do virus em maior nimero
no RS (28,9%) e menor em SC (14,44%), mas comum total de
aves positivas para AGV2 menor, de apenas 21,7%. Poucos
estudos foram realizados relatando a deteccdo de AGV2, mas,
acredita-se que esteja disseminado em plantéis comerciais,
assim como o CAV (SANTOSet al., 2012).

Das 6 granjas avaliadas, na granja F ndo houve a
amplificacdo do virus AGV2 pela técnica de PCR em nenhuma
das amostras. Sabendo-se que era uma granja nova e, que
nunca havia alojado aves anteriormente,torna possivel ressaltar
a importancia de alguns fatores, tais como, biosseguranca,
manejo, sinergismo dos virus com outros agentes
imunossupressores, para manter a sanidade das producdes
avicolas (BRENTANOet al., 2000).Outro fator de grande
importancia é o tempo de produgdo no local, a alta resisténcia
do virus a inativacdo fisica e quimica, mesmo apds o
tratamento fermentativo da cama aviaria (ESTEVESet al.,
2012), o que permite a permanéncia do virus em seu estado
infeccioso por longos periodos.

Ao avaliar a presenca dos virus em animais com
diferentes idades, utilizadas no presente trabalho, ndo foi
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possivel construir uma relagéo entre aves positivas para 0 CAV
ou AGV?2 as diferentes idades de 1, 7, 14, 21, 35 e 42 dias.

Para o sequenciamento, um total de 11 amplicons de
AGV2 foram selecionados, destes,oito amplicons obtidos do
timo de aves comerciais de ambos os estados de RS e SC
demonstraramalteracfes na sequéncia de aminoacidos, nos
quais, houve diferengca somente em um destes (T-=>A) na
posicdo 165, entretanto, ndo houve interferéncia significativa
na construcdo da proteina. A literatura descreve que alteragdes
em determinados aminoacidos VP2 poderiam levar a
modificagdes em fungdes essenciais para a replicacdo viral,
como a capacidade de interacdo com o nucleo da célula
hospedeira, mas ndo foi possivel detectar tais modificacdes no
presente trabalho (CHENG et al, 2012).0s demais
trésamplicons, obtidos de uma mesma granja do RS (granja A),
foram idénticos entre si e com a sequéncia HM590588.

Na andlise filogenética, todas as amostras de AGV2,
analisadas neste trabalho, puderam ser filogeneticamente
agrupadas juntamente com a sequéncia HM590588, portanto,
ndo foi possivel criar uma distincdo entre as amostras
analisadas no presente trabalho. Além de estarem agrupadas
com a maioria das amostras analisadas no Brasil (BRA),
também foram agrupadas com uma sequéncia detectada a
partirde fezes humanas. Descrita por Phan et al (2012), a
amostra (AGV2 HumanFecalSamples) foi detectada em fezes
de criancas com sinais clinicos de diarreia.

Com os resultados obtidos na analise filogenética,os
diversos AGV2detectados no presente trabalho foram
considerados comopertencentes a um grupo distinto do
Girovirus Humano (KJ452214 HGyV e FR823283 HGyV), e
das amostras isoladas de aves com lesGes do Brasil e Holanda
(8 HOLLAND, AGV2 N1). Em 2011, Sauvage et al.
descrevem a descoberta de um novo Girovirus em material
biolégico de sangue e pele em humanos, sendo nomeado
Girovirus Humano (HGyV). Assim como AGV2, o HGyV tem
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grande similaridade nucleotidica com CAV, e diversos estudos
vem sendo realizados para avaliar seu potencial patogénico,
epidemiologia e propriedades bioldgicas, uma vez que ja foi
isolado a partir de material genético proveniente de humanos
sadios e doentes.

A grande semelhanca entre HGyV e AGV?2 reforca a
necessidade de estudos de caracterizacdo molecular para o
melhor entendimento de sua evolucdo. Um estudo realizado
por Phan et al.(2012), sugere a possibilidade de transmisséo
cruzada de AGV2 e HGyYV entre espéciesdevido a sua
proximidade genética, como ocorre com outros virus animais.
Além disso, a presenca destes virus em fezes de humanos e
animais pode estar relacionada ao consumo de carne de frango
infectada. Ademais, a presenca destes girovirus na pele e
corrente sanguinea de humanos pode ser um indicativo de que
também ocorram infec¢bes cruzadas entre humanos e aves
(BIAGINI et al., 2013; CHU et al.,2012; MAGGI et al., 2012).

Um melhor conhecimento da diversidade genética
destes virus recém descobertos poderd permitir 0
desenvolvimento de melhores sistemas de deteccdo molecular e
a sua posterior utilizacdo em estudos epidemiol6gicos
envolvendo diversos grupos de virus.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel concluir que o0s
Girovirus, CAV e AGV?2, estdo presentes em plantéis de aves
comerciais nas duas regides estudadas do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina.

A partir dos dados obtidos na andlise filogenética de
onze sequéncias nucleotidicas descritas neste trabalho (regido
da VP2 de AGV2), foi possivel verificar que todas as
sequénciasanalisadasapresentaram grande similaridade com
outras sequéncias da VP2 de AGV2 de aves anteriormente
estudadas, independentemente da condi¢cdo de saude dos
diferentes lotes analisados. Além disso, as sequéncias aqui
obtidas apresentaram-se como um grupo distinto do grupo onde
encontram-se sequéncias provenientes de material bioldgico de
sangue e pele de seres humanos, utilizadas como referéncia na
presente andlise.

Né&o foi possivel, neste trabalho, através da analise
filogenética da regido da VP2 aqui avaliada, fazer a distin¢éo
entre AGV2 detectado em aves que estavam e que ndo
apresentando problemas relacionados com imunossupresséo.
No entanto, os estudos aqui apresentados, servirdo como base
para futuras investigagdes buscando estabelecer correlagdes
entre infeccdes causadas por estes agentes infecciosos.

Trabalhos futuros avaliando filogeneticamente outras
regibes do genoma podem revelar alteracdes significativas, que
poderdo ajudar a esclarecer aspectos epidemioldgicos
envolvendo a evolucéo e patogenia do virus estudado.
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