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INTRODUCAO

O Reptarenavirus pertence a familia Arenaviridae (Maes et al., 2018) e é reconhecido como
principal agente causador da Doenca do Corpusculo de Inclusao (BIBD) em serpentes
(Hepojoki et al., 2015; Hyndman et al., 2019). Essa enfermidade foi registrada pela primeira
vez na década de 1970, e foi responsavel pela morte de quase todas as serpentes do género
Python em um criatério nos Estados Unidos (Schumacher et al., 1994). Entretanto, a correlagdo
do Reptarenavirus com a BIBD foi descrita pela primeira vez em 2012 (Stenglein et al., 2012),
desde entdo, diferentes grupos de pesquisa tém evidenciado essa relagdo (Hetzel ef al., 2013,
2021; Hepojoki et al., 2015; Stenglein et al., 2017; Simard et al., 2020). A sintomatologia
classica da doenga do corpusculo de inclusdo envolve manifestagdes neurologicas, como déficit
proprioceptivo, opistotono, tremores de cabega e dificuldade em manter o tonus muscular. Além
disso, podem ocorrer alteragdes secundarias, incluindo anorexia, perda de peso, regurgitacao e
infec¢des oportunistas, como pneumonia e estomatite bacteriana (Hetzel et al., 2013, 2021;
Hyndman et al., 2019). Até o presente momento sdo poucos os estudos que isolaram
Reptarenavirus no Brasil (Argenta et al., 2020; Ferreira et al., 2024). O nosso grupo de pesquisa
¢ um dos responsaveis por identificar a presenca do virus em jiboias arco iris (Epicrates
cenchria) e estamos buscando identificar a espécie de Reptarenavirus que afeta estes animais,
possivelmente sendo uma nova espécie circulante (Ferreira et al., 2024) e com possibilidade de
ser descrita pela primeira vez nesse trabalho. Portanto, o objetivo desse trabalho ¢ identificar e
caracterizar o Reptarenavirus presente em Epicrates cenchria com ou sem sinais clinicos de
infecgao.

DESENVOLVIMENTO

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais do CAV-UDESC, N°
7395161224. A coleta de amostras de sangue foi realizada em 29 serpentes Epicrates cenchria
provenientes de colecdes particulares no Brasil, por pun¢do da veia paravertebral. As amostras
foram armazenadas em tubos de 1,5 mL com EDTA e congeladas a —20 °C, posteriormente,
foram transportadas ao CEDIMA/CAV/UDESC, onde permaneceram a —80 °C até a inoculagao
em cultivos celulares e posterior extracao do material genético. Para cada animal, logo apds a
coleta foi confeccionado um esfregago sanguineo, corado pelo método May-Griinwald-Giemsa
e avaliado em microscopia Optica (100x) para detec¢ao de corptisculos de inclusdo. Com base
no diagndstico citologico, foram selecionadas amostras de cinco animais positivos, quatro
negativos e feito um pool de cinco resultados inconclusivos. Essas amostras foram inoculadas
em cultivo de células renais de Boa constrictor (I/1Ki) e essas foram incubadas a 30 °C com
5% de CO2 em ar, por duas horas para a propagacdo e isolamento viral. Apos esse periodo foi
trocado o meio de cultivo e as células retornaram a incubagdo nas mesmas condigdes de
temperatura e concentragao de CO». Apos oito dias, as cé€lulas foram removidas das placas,
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centrifugadas e fixadas em formalina tamponada. O pellet celular foi levado para a
Universidade de Zurique, processado histologicamente e submetido a imunohistoquimica com
marcagdes para mRav (proteina de marcagdo do corptsculo de inclusdo) e Gp2 (proteina de
superficie viral). O sobrenadante celular foi armazenado a —80 °C para posterior extracao do
material genético, realizacdo de RT-qPCR para Reptarenavirus e sequenciamento. As
sequéncias obtidas na extracdo serdo alinhadas no software MEGA v.11 com as sequéncias
disponiveis no GenBank (NCBI), a fim de avaliar a semelhanca entre as amostras e as espécies
de Reptarenavirus ja descritos.

RESULTADOS

Na andlise das laminas confeccionadas a partir de 29 amostras de sangue das serpentes
Epicrates cenchria, corpisculos compativeis com os descritos na literatura foram identificados
em células sanguineas de 19 animais. Em 17 desses casos, a presenca foi observada em
eritrocitos, enquanto em 2 animais os corpusculos foram detectados em trombocitos. Quatro
animais ndo apresentaram estruturas indicativas de BIBD, e em seis os achados foram
considerados inconclusivos, pois, embora houvesse formagdes sugestivas no citoplasma, estas
ndo correspondiam plenamente as caracteristicas tipicas, variando quanto a coloragdo e ao
tamanho. Quanto as células cultivadas e inoculadas com as amostras selecionadas para o
isolamento viral, o exame imunohistoquimico revelou que todos os animais do grupo positivo
apresentaram marcagao para a proteina associada ao corptisculo de inclusao (mRav) no entanto,
apenas dois desses animais exibiram deteccdo da glicoproteina de superficie viral (Gp2). Nos
animais classificados como negativos nao foi observada imunorreatividade para mRav nem
para Gp2. J& nas células inoculadas com o pool de amostras inconclusivas, houve marcacao
apenas para mRav.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados até o momento obtidos na imunohistoquimica indicam que o isolamento
viral foi bem-sucedido. Esses achados representam um avango significativo no objetivo de
identificar o Reptarenavirus em Epicrates cenchria. No entanto, ainda se faz necesséria a
extracdo e sequenciamento do material genético, além do alinhamento com as sequéncias ja
descritas at¢ o momento, etapas que serdo determinantes para confirmar a espécie viral
circulante nesses animais.
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