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Resumo

Pesquisas atuais apontam a ocorréncia do declinio mundial da biodiversidade
de anfibios. As espécies do género Ranavirus (familia Iridoviridae) sdo consideradas uma
ameacga emergente, pois estdo relacionadas a eventos de mortalidade em todo o
mundo. O inicio de estudos com o ranavirus remonta os anos 1960, sendo relacionados
as extingdes e surtos no inicio dos anos 1990. A ranicultura brasileira utiliza a espécie
Lithobates catesbeianus, popularmente conhecida como ra-touro, desde a década de 1930.
A partir da década de 1980, pesquisadores se aprofundaram no estudo das patologias
que ocorrem em anfibios silvestres e também em animais de cativeiro. A ocorréncia do
ranavirus ja havia sido registrada na regido centro-oeste por meio de técnicas
biomoleculares e na regido sudeste particulas semelhantes ao ranavirus ja haviam sido
anteriormente detectadas por microscopia eletronica de transmissao utilizando a
técnica de contrastagdo negativa. Para nosso estudo, utilizamos contrastacdo negativa,
imunomicroscopia eletronica e imunocitoquimica com marcagdo com ouro coloidal,
técnicas aplicadas a microscopia eletronica de transmissdo, realizadas a partir de
tigados de 60 ras adultas e 60 girinos, provenientes de 3 ranarios comerciais da regido
sudeste do Brasil. As técnicas empregadas se mostraram eficientes para a deteccdo do
ranavirus. Até o momento ndo existem registros de eventos de mortalidade em
populagdes de anfibios silvestres no Brasil. Como ndo existem maneiras rdpidas e
baratas para a detecgdo do ranavirus, recomenda-se que medidas preventivas devam
ser tomadas para assegurar a boa qualidade da 4gua que abastece as raniculturas, a fim

de evitar a proliferacdo destes patégenos.

Palavras-chave: Rana catesbeiana; FV3; iridovirus; imunomicroscopia eletronica;

doengas emergentes; manejo sanitario.
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Abstract

Recent researches point to the decline of the amphibians worldwide
biodiversity. The species from the gender Ranavirus (family Iridoviridae) are considered
an emerging threat, for they are related to mortality events all over the world. The
beginning of studies involving the ranavirus dates back to the 60's, being related to
extinctions and outbreaks during the early 90's. Brazilian frog culture uses the
Lithobates catesbeianus specie, popularly known as bull-frog, since the 1930's . From the
1980's on, researchers deepened the pathology studies that occur in wild amphibians
and also in captive animals. The occurrence of the ranavirus had already been
registered in the Mid-West region through biomolecular techniques and in the
Southeast region, particles similar to the ranavirus, had already been detected through
electronic transmission microscopy, using the negative staining technique. For our
study we've used negative staining, electronic immune microscopy and
immunocytochemistry with colloidal gold mark, techniques applied to the electronic
transmission microscopy, made from the liver of 60 adult frogs and 60 tadpoles, from 3
commercial frog farms from Brazil's Southeast region. The used techniques showed
themselves efficient to detecting ranaviruses. So far there hasn't been records of
mortality events involving wild amphibian population in Brazil. As there are no fast
and cheap ways to detect ranavirus, it's recommended that preventive measures are
taken to assure the good quality of the water that fuels the ranicultures, in intention to

avoid the spreading of these pathogens.

Key-words: Rana catesbeiana; FV3; iridovirus; electronic immunomicroscopy; emerging

diseases; sanitary handling.
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INTRODUCAO GERAL

O inicio da ranicultura, no Brasil, ocorreu na década de 1930 com a importagao
de matrizes de ra-touro, Rana catesbeiana, atualmente reclassificada como Lithobates
catesbeianus (FROST et al., 2006) provenientes da América do Norte, mas somente a
partir da década de 1970 essa atividade aquicola se tornou mais popular.

Com a diminui¢do do empirismo relacionado ao manejo, foram desenvolvidos
novos e mais eficientes sistemas de engorda para a intensificacdo dessa atividade
(FERREIRA et al., 2002).

Na regido sudeste do Brasil, a produgdo de ras-touro ocorre geralmente
utilizando sistemas conhecidos como semi-seco e inundado (FAO 2012), climatizados
por meio de estufas agricolas, melhorando o conforto térmico dos animais. No ano de
2006, o Brasil produziu 639 toneladas de carne de ra, demonstrando a importancia da
ranicultura brasileira (DIAS et al., 2010). Devido ao aumento na produgdo de carne de
rd, ocorrido durante as décadas de 1980 e 1990, muitos dados relacionados ao manejo
zootécnico e a sanidade vém sendo descritos, resultando no aumento de informacoes
sobre as principais patologias que ocorrem nos anfibios destinados a produgao
comercial (HIPOLITO e BACH 2002).

Eventos relacionados a mortalidade em massa e a morbidade de espécies de
anfibios, tanto em animais silvestres quanto em fazendas de criacdo, reportados nas
Américas, Europa, Asia e Australia, sendo principalmente atribuidos ao fungo
Batrachochytrium dendrobatidis e aos virus pertencentes a familia Iridoviridae, que sao
considerados uma crescente ameaca a biodiversidade global desses animais (DASZAK
et al., 1999; SCHLOEGEL et al., 2009). Segundo a OIE (2011), essas sdo importantes
doencgas emergentes atuais de notificacdo obrigatéria.

A familia Iridoviridae atualmente compreende cinco géneros: Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus, Megalocytivirus e Ranavirus, sendo apenas o género
Ranavirus capaz de infectar vertebrados ectotérmicos como anfibios, répteis e peixes.
Morfologicamente, os iridovirideos sdo grandes virus icosaédricos (120-300 nm de
diametro) que possuem membrana lipidica interna localizada entre o ntcleo viral e o
capsideo exterior. No capsideo é encontrada a Major Capside Protein (MCP) uma

proteina estrutural comum e altamente conservada em todos os iridovirideos. Os

membros dessa familia possuem genomas lineares com cadeia dupla de DNA. O FROG



VIRUS 3 (FV3) é a espécie tipo do género Ranavirus (CHINCHAR et al., 2009; ICTV
2011).

Os ranavirus sdo altamente virulentos, com incidéncia de alta mortalidade na
maioria dos casos. A forma larval dos anfibios é a mais vulneravel, mas em algumas
espécies, os individuos adultos podem também ser susceptiveis as infeccdes (GALLI et
al., 2006). De acordo com estudos realizados por ROBERT et al. (2011), utilizando
Xenopus laevis em ensaios laboratoriais, constatou-se que a transmissao pode ocorrer
pela 4gua, por contato, mordidas e também por canibalismo, sendo esta, a via mais
eficaz de transmissao das ranaviroses. Os sinais clinicos do ranavirus nem sempre sao
aparentes, geralmente os animais imunocomprometidos desenvolvem infec¢Ges
sistémicas, apresentando ulceragdes nas porcdes distais dos membros, aumento do
volume ventral ou emagrecimento, hemorragias, letargia e morte, além de severas
lesdes internas encontradas nos rins, figado, bago e revestimento gastrointestinal
(HOVERMAN et al., 2010).

O estudo aprofundado sobre os virus que parasitam anfibios remontam os
meados dos anos 1960, diversos pesquisadores buscaram a compreensdo de patologias
que acometiam os anfibios. GRANOFF et al. (1965) associaram a presenca de particulas
virais ao surgimento de neoplasia de tecidos renais em ras-leopardo, Lithobates pipiens.
CLARK et al. (1968) isolaram o virus FV3 a partir de amostras de rins com
adenocarcinoma em L. pipiens. Desde a década de 1990, pesquisas ao redor do mundo
apontaram o ranavirus como um dos agentes etiologicos do declinio de diversas
populacdes de anfibios. Anfibios selvagens capturados na Austrélia, Canada, Estados
Unidos, Venezuela, apresentaram ranavirus, sendo os ultimos ndo relacionados a

mortandade em massa.

No Brasil, MAZZONI et al. (2009), detectaram particulas do ranavirus por meio
da técnica de PCR e por microscopia eletronica de transmissao (MET), em girinos de
ras-touro doentes e o associaram como agente causador de mortalidade em massa em
trés raniculturas da regido centro-oeste. Na regido sudeste, foi registrado a ocorréncia
de particulas virais semelhantes ao ranavirus, utilizando MET através da técnica de
contrastacdo negativa (HIPOLITO et al., 2003). Aparentemente esta doenca emergente
esta estabelecida no pais causando mortalidades esporadicas, porém sem definigdo de

sua etiologia. Acredita-se que cepas do ranavirus estejam estabelecidas no Brasil,



porém a auséncia de estudos em populacdes de anfibios silvestres ainda é um fator
limitante que impede a compreensao da dindmica de disseminacao da doenga.

O presente trabalho encontra-se dividido em dois capitulos, na forma de artigos
cientificos. No capitulo 1, “O Ranavirus e a Ranicultura Brasileira” a ser submetido a
revista Boletim do Instituto de Pesca, objetivamos por meio de revisdo da bibliografia,
copilar as informagdes dos principais artigos cientificos sobre ranavirus e destacar os
primeiros registros do ranavirus nas raniculturas brasileiras. No capitulo 2, “Presenca
de Ranavirus em Ras-Touro Americana, Lithobates catesbeianus, provenientes de
randrios da regido Sudeste do Brasil”, a ser submetido a revista Aquaculture Research,
objetivamos detectar, por meio de técnicas de microscopia eletronica de transmissao, a
presenca de particulas virais pertencentes ao género Ranavirus (familia Iridoviridae) em

adultos e girinos, provenientes de ranarios comerciais da regido Sudeste do Brasil.
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CAPITULO 1



O RANAVIRUS E A RANICULTURA BRASILEIRA

Resumo

Pesquisas atuais apontam a ocorréncia do declinio mundial da biodiversidade
de anfibios. As espécies do género Ranavirus (familia Iridoviridae) sdo consideradas uma
ameaca emergente, pois estdo relacionados a eventos de mortalidade e morbidade em
todo o mundo. O inicio de estudos com o ranavirus datam dos anos 1960 e relacionam-
se as extingdes no inicio dos anos 1990. A ranicultura brasileira utiliza a espécie
Lithobates catesbeianus desde a década de 1930. No decorrer dos anos, ocorreu o
aumento de estudos com o objetivo de melhorar as condi¢des zootécnicas, nutricionais
e sanitdrias. A partir da década de 1980, pesquisadores se aprofundaram no estudo das
patologias que ocorrem nas criagdes comerciais de rds. Em raniculturas do Brasil, a
ocorréncia do ranavirus ja foi registrada por meio de técnicas biomoleculares e por
microscopia eletronica de transmissdo nas regides Centro-Oeste e Sudeste. Até o
momento, ndo existem registros de eventos de mortalidade em populacdes de anfibios
silvestres. Recomenda-se que medidas preventivas devam ser tomadas para assegurar
a boa qualidade da dgua que abastece as raniculturas, a fim de evitar a proliferacdo de
patogenos.

Palavras-chave: Rana catesbeiana; FV3; iridovirus; declinio de anfibios; doencas

emergentes; manejo sanitario.



THE RANAVIRUS AND BRAZILIAN RANICULTURE
Abstract

Recent researches point to the decline of the amphibians worldwide
biodiversity. The species from the gender Ranavirus (family Iridoviridae) are considered
an emerging threat, for they are related to mortality events all over the world. The
beginning of studies involving the ranavirus dates back to the 60's, being related to
extinctions early 90's. Brazilian frog culture uses the Lithobates catesbeianus specie since
the 1930's, and throughout the years there's been an increase of studies that have as
goal improve zootechnical, nutritional and sanitary conditions. From the 1980's on,
researchers deepened the pathology studies that occur in commercial frog breeding’s.
The occurrence of the ranavirus has already been registered through biomolecular
techniques and electronic transmission microscopy, in the Mid-West and Southeast
regions. So far there hasn't been records of mortality events involving wild amphibian
population in Brazil. As there are no fast and cheap ways to detect ranavirus, it's
recommended that preventive measures are taken to assure the good quality of the
water that fuels the ranicultures, in intention to avoid the spreading of these

pathogens.

Key-words: Rana catesbeiana; FV3; iridovirus; decline of amphibians; emerging

diseases; sanitary handling.



Introdugao
Registra-se o declinio mundial da populacdo de anfibios desde a década de 1990

e alguns autores acreditam que esse processo venha ocorrendo desde a década de 1950
(HARP e PETRANKA, 2006). A diversidade existente de anfibios compreende mais de
4600 espécies conhecidas em trés subordens Urodela, Anura e Gymnophiona. Os anfibios
adultos podem ser encontrados em ambientes aquédticos, terrestres e até fossoriais. Para
tanto, sdo dotados de grande diversidade em suas caracteristicas morfolégicas e
tisiol6gicas (ALLENDER e FRY, 2008).

Pesquisas recentes apontam 2 doengas responsaveis pelo declinio populacional
dos anfibios, o fungo Batrachochytrium dendrobatidis e ao Ranavirus (familia Iridoviridae),
ambos sdo considerados uma crescente ameaca a biodiversidade global desses animais
(DASZAK et al., 1999; SCHLOEGEL et al., 2010). Segundo a OIE (2011), essas sdo
importantes doencas emergentes atuais de notificagdo obrigatdria.

A familia Iridoviridae atualmente compreende cinco géneros: Iridovirus,
Chloriridovirus, Lymphocystivirus, Megalocytivirus e Ranavirus, sendo apenas o género
Ranavirus capaz de infectar vertebrados ectotérmicos como anfibios, répteis e peixes.
Morfologicamente, os iridovirideos sdo grandes virus icosaédricos (120-300 nm de
diametro) que possuem membrana lipidica interna localizada entre o ntcleo viral e o
capsideo exterior. No capsideo é encontrada a Major Capside Protein (MCP), uma
proteina estrutural comum e altamente conservada em todos os iridovirideos. Os
membros dessa familia possuem genomas lineares com cadeia dupla de DNA. O FROG
VIRUS 3 (FV3) é a espécie tipo do género Ranavirus (CHINCHAR et al., 2009; ICTV
2011).

Os ranavirus sdo altamente virulentos, com grande incidéncia de mortalidade
na maioria dos casos. A forma larval dos anfibios é a mais vulneravel, mas em algumas
espécies, os individuos adultos podem também ser susceptiveis as infeccdes (GALLI et
al., 2006). De acordo com estudos realizados por ROBERT, et al. (2011), utilizando
Xenopus laevis, em ensaios laboratoriais, constatou-se que a transmissdo pode ocorrer
pela dgua, por contato, mordidas e também por canibalismo, sendo esta, a via mais
eficaz de transmissao das ranaviroses. Os sinais clinicos do ranavirus nem sempre sao
aparentes, geralmente os animais imunocomprometidos desenvolvem infecgdes
sistémicas, apresentando ulceragdes nas porcdes distais dos membros, aumento do

volume ventral ou emagrecimento, hemorragias, letargia e morte, além de severas
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lesdes internas encontradas nos rins, figado, baco e revestimento gastrointestinal
(HOVERMAN et al., 2010).

Diversos fatores antropogénicos corroboram com esse processo a introdugao de
espécies exoticas; o aumento dos raios ultravioletas, provocado pela reducdo da
camada de ozoénio; a degradacdo de areas naturais; a liberacdo de contaminantes
quimicos em corpos d’agua e a potencializagdo da propagacdo de doencas emergentes
devido ao trafego de animais entre os paises. (SCHLOEGEL et al., 2009).

Esta revisdo bibliografica teve como objetivo evidenciar a importdncia do
ranavirus como uma doenga emergente com potencial negativo tanto para anfibios

silvestres como para os de cativeiro.

Historico do ranavirus

O aprofundamento no conhecimento sobre os virus que parasitam anfibios
acontecem desde meados dos anos 1960, quando diversos pesquisadores buscaram a
compreensdo de patologias que acometiam os anfibios. GRANOEFF et al. (1965)
associaram a presenga de particulas virais ao surgimento de neoplasia de tecidos renais
em ras-leopardo, Lithobates pipiens. CLARK et al. (1968) isolaram o virus FV3 a partir de
amostras de rins com adenocarcinoma em L. pipiens. Ao longo dos anos 1970, diversos
trabalhos objetivaram o entendimento do mecanismo enzimatico do FV3. Em 1979,
CUILLEL et al. descreveram a arquitetura geral do FV3, destacando suas camadas
lipidicas, ao utilizarem a microscopia eletronica.

Com o decorrer dos anos 1980, muitos avancgos biomoleculares foram
importantes, AUBERTIN ef al. (1981) descreveram o polipeptideo estrutural encontrado
no capsideo, atualmente conhecido como MCP (Major Capside Protein). Esse foi um
ponto muito importante, pois atualmente podemos utilizar anticorpos policlonais para
a deteccao das particulas virais semelhantes ao FV3 em tecidos renais e hepaticos, por
meio de reacdes imunolégicas. Em 1983, LEE e WILLIS utilizaram endonucelases para
mapear o genoma do FV3, atualmente a confirmacdo da presenca do ranavirus pode

ser feita por PCR (Polymerase Chain Reaction).

Ranavirus, uma ameaca emergente
Desde a década de 1990, pesquisas ao redor do mundo apontaram o ranavirus
como um dos agentes etioloégicos do declinio de diversas populacdes de anfibios.

Anfibios selvagens capturados na Australia, Canad4, Estados Unidos, Venezuela
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apresentaram ranavirus, sendo os tltimos nao relacionados a mortandade em massa.
Em estudos na América do Sul utilizando microscopia eletronica e enzimas de
restricdo, registraram pela primeira vez o ranavirus em Rhinella marina silvestres
saudaveis coletados em diversos locais da Venezuela no inicio dos anos 1990,
(ZUPANOVIC et al., 1998).

O declinio populacional do anuro Atelognathus patagonicus foi relacionado ao
ranavirus associado a alteracdes ecolégicas em seu habitat, esse registro feito por FOX
et al. (2006) ao estudarem as flutuagdes populacionais em lagoas ao redor de Laguna
Blanca National Park, na provincia de Neuquén, Patagonia, Argentina. Esse o registro
de ranavirus em populagdes de anfibios silvestres ocorreu mais ao sul de nosso
continente.

BRUNNER et al. (2004) demonstraram como a salamandra Ambystoma tigrinum
pode atuar como reservatério do ranavirus apds a contaminagdo das larvas pelos
adultos contaminados pelo virus durante a estagdo de reproducdo. Acredita-se que o
mesmo deva acontecer as demais espécies que partilham das mesmas estratégias
reprodutivas. Esse fato deve contribuir para que ocorram manifestacdes das
ranaviroses nos ambientes naturais, tendo como propensdo disseminar-se nos meses
quentes.

No complexo ciclo de vida dos anfibios, os animais relacionam-se com o
ambiente aqudtico e terrestre, portanto, atuam como dispersores de patégenos
encontrados nesses dois ambientes. A maioria dos anfibios esta exposta aos patégenos
aquaticos e terrestres em seus diferentes estdgios de seu ciclo de vida, sua pele,
altamente permedavel, ¢ muito sensivel as toxinas ambientais ou a mudangas dos
padrdes de temperatura e chuvas que os demais grupos de vertebrados terrestres
(ALFORD e RICHARDS, 1999). Durante a metamorfose ocorrem drasticas alteracdes
fisiologicas, metabolicas e imunolégicas (DUELLMAN e TRUEB, 1986).

Além disso, sabe-se que o ranavirus pode ser disseminado por meio da
comercializacdo de diversos produtos, como a carne de ra, comércio de animais de
estimacdo e utilizacdo de anfibios para o preparo de iscas de pesca. Em 2008,
PASMANS et al. reportaram a presenca do ranavirus em urodelos Tylototriton
kweichowensis, capturados no periodo de reproducao na China e importados para a
Bélgica para serem vendidos como animais de estimacdo. Os animais apresentavam

sinais clinicos como ulceracbes cutdneas, edemas e anorexia. O ranavirus foi
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confirmado por PCR a partir de amostras de tecidos dos rins e figado dos animais

necropsiados (DASZAK et al., 1999, SCHLOEGEL et al., 2010).

Ranavirus na ranicultura brasileira

A Lithobates catesbeianus, também conhecida como ra-touro gigante ou ra-touro
americana, é uma espécie nativa da América do Norte, com populagdes selvagens
distribuidas na regido nordeste dos Estados Unidos e sudeste do Canada.

A ra-touro americana apresenta excelente resposta fisiolégica aos fatores
ambientais brasileiros, o que possibilita a aceleragio do seu tempo de
desenvolvimento, crescimento e engorda. Além disso, L. catesbeianus exibe rusticidade
e sua prolificidade, muito superiores se comparadas as espécies brasileiras da familia
Leptodactylidae. Esse conjunto de caracteristicas foi importante para a escolha da espécie
L. catesbeianus para a produgdo nos randrios brasileiros. Geralmente encontramos
animais sendo produzidos até 250 gramas em média para abate. Sua carne é o principal
produto em comercializacao (FERREIRA et al., 2002).

O inicio da ranicultura no Brasil ocorreu na década de 1930 com a importagao
de matrizes de ra-touro, L. catesbeianus, provenientes da América do Norte, mas
somente a partir da década de 1970 essa atividade aquicola se tornou mais popular.
Com a diminuicdo do empirismo relacionado ao manejo foram desenvolvidos novos e
mais eficientes sistemas de engorda para a intensificagdo dessa atividade (FERREIRA et
al., 2002).

Na regido sudeste do Brasil, a producdo de ras-touro ocorre geralmente
utilizando sistemas conhecidos como semi-seco e inundado (FAO, 2012), climatizados
por meio de estufas agricolas, melhorando o conforto térmico dos animais.

Os primeiros estudos sobre as patologias na ranicultura brasileira destacavam
as bacterioses como principais causadoras de perdas na producdo. A patologia mais
comum estudada, a sindrome da perna vermelha, popularmente conhecida por red leg,
uma bacteriose atribuida a Aeromonas hydrophila. Por serem oportunistas, tais
procariontes manifestam-se na queda da resisténcia organica do animal, sendo muitas
vezes responsdveis pela sua morte. Outros agentes bacterianos oportunistas que
também estdo envolvidos sdo Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus sp.,
Citrobacter sp., Streptococcus sp., Clostridium sp., Staphylococcus sp. e as micobactérias

(HIPOLITO e BACH, 2002).
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Protozodrios e metazodrios parasitos também podem ser encontrados na
ranicultura, ANTONUCCI et al. (2012) relataram a presenca do nematoide Longibucca
catesbeianae associado as mucosas oral e gastrica de ras-touro provenientes de randrios
do Estado de Sao Paulo. Porém a baixa incidéncia desta espécie de nematoide
encontrado nos randrios estudados, ndo foi capaz de causar efeitos negativos nos
animais como os descritos em trabalhos anteriores.

Atualmente se faz necessario conhecer as causas predisponentes a invasao
parasitéria tais como, erros tanto no manejo alimentar quanto sanitario. Devido a essa
nova postura, a presenca bacteriana atualmente é pouco relatada, sendo os artigos
voltados mais para os fatores desencadeantes (HIPOLITO e BACH, 2002).

Numero excessivo de animais causa estresse e facilita a acdo de agentes
patogénicos, enquanto a densidade muito baixa pode gerar prejuizo econémico. Nos
sistemas inundados a densidade pode ser maior, e os cuidados com a higienizagdo, a
troca e a circulagdo de dgua devem ser também aumentados (HIPOLITO, 2004).

GALLI et al. (2006) detectaram também, por meio de técnicas moleculares, o
ranavirus em girinos provenientes de raniculturas da regido centro-oeste do Brasil e
Uruguai. No Brasil, MAZZONI et al. (2009) detectaram o ranavirus por meio da técnica
de PCR, em girinos de ras-touro doentes e o associaram como agente causador de
mortalidade em massa em trés raniculturas da regido centro-oeste. Na regiao sudeste, a
ocorréncia de particulas virais semelhantes ao ranavirus ja foi registrada por
microscopia eletronica de transmissdao (MET), utilizando a técnica de contrastacao
negativa (HIPOLITO et al., 2003, FERREIRA et al., 2010). NEVES et al. (dados ndo
publicados) confirmaram a presenca do ranavirus, por MET utilizando as técnicas de
contrastacdo negativa, imunomicroscopia eletréonica e imunocitoquimica em ras
adultas e girinos também provenientes de ranérios da regido sudeste.

Ja foi constatado que alguns poucos individuos de L. catesbeianus escapem de
recintos de cativeiro invadindo ambientes naturais no Brasil estabelecendo-se préximos
as propriedades rurais. Por outro lado, também existem relatos de anuros silvestres
que adentram ranarios de maneira acidental. Nesse fluxo bidirecional, com individuos
entrando ou saindo de randrios, pode ocorrer o intercimbio de patégenos entre as
populacdes de ras-touro cultivadas e as demais populagdes de anfibios selvagens (C.M.
Ferreira, comunicagao pessoal).

Cepas do ranavirus podem persistir no ambiente, em fundos de corpos d’agua e

também associados a herpetofauna e a ictiofauna, seus reservatorios naturais. GENG et
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al. (2011) relataram manifestacdes de ranaviroses ap6s a entrada de animais de vida
livre em uma fazenda, como salamandras gigantes da espécie Andrias davidianus,
cultivadas na China. Os animais contaminados pelo ranavirus apresentavam lesdes
caracteristicas no figado e rins, sinais clinicos muito semelhantes aos relatados em
estudos anteriores. Devido a grande biodiversidade, acredita-se que eventos
semelhantes possam ocorrer no Brasil.

MAJJI et al. (2006) identificaram variados graus de patogenicidade em duas
diferentes espécies de Ranavirus, FV3 e RCV-Z. A ra-touro apresentou maior resisténcia
ao FV3, pois o animal é capaz de hospedar o virus sem manifestar sinais clinicos. Para
ROBERT et al. (2011) a patogenicidade do Ranavirus em Xenopus laevis esta relacionada
com comprometimento do sistema imune.

MAO et al. (1999) demonstraram que a similaridade genética existente entre as
espécies dentro do género Ranavirus pode ser o fator determinante que possibilita a
transmissdo do virus dentro de classes taxonomicas distintas de vertebrados
ectotérmicos. E provavel que a 4gua que abastece as raniculturas transporte particulas
virais provenientes de populacdes naturais em equilibrio com as espécies silvestres.

Atualmente acredita-se que a ranicultura brasileira também seja alvo de
manifestagdes de ranaviroses, porém sem as notificacdes realizadas pelos ranicultores e

o trabalho cientifico investigativo, nada pode ser confirmado.

MANEJO SANITARIO - MEDIDAS PREVENTIVAS

As perdas na ranicultura geralmente estdo relacionadas a falta de mao-de-obra
qualificada para o manejo didrio nos ranarios, interferindo nos manejos nutricional e
sanitario. Além disso, ainda sdo poucos os produtores que contratam a mao-de-obra
técnica como medida profilatica para manter a sanidade dos animais. Os sinais que
precedem os eventos de mortandade podem ser notados quando ocorre aglomeracao
dos animais, inapeténcia, desaceleracdo do desenvolvimento e mudangas no padrao
comportamental (HIPOLITO, 2004).

A boa qualidade de agua é fundamental para a sanidade dos animais na
ranicultura. No entanto, atualmente existem métodos deteccao do ranavirus na dgua de
abastecimento das raniculturas, no entanto, estes métodos ainda sdo pouco acessiveis a
realidade de muitos produtores. Diante disso, tornam-se necessérios alguns cuidados
especiais para assegurar o equilibrio dos pardmetros fisico, quimicos e biol6gicos do

corpo d’agua utilizado nas propriedades rurais.
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O reservatério que abastece os tanques de criacdo deve ser protegido, fechado,
nao receber poluentes, principalmente matéria organica oriunda de esgoto, e ser limpo
periodicamente. A 4gua deve ser analisada antes da instalacdo do ranario e depois,
frequentemente, em relagdo aos seus principais parametros, como cor, turbidez, odor,
condutividade elétrica, pH, alcalinidade, dureza, oxigénio dissolvido, nitrito/nitrato,
amonia e sais minerais dissolvidos, assim como a natureza do solo, pois esta também
interfere na qualidade de 4gua (SOUZA JUNIOR et al., 1996).

A agua antes de ser usada deve passar por filtro biol6gico, para reducdo do teor
de matéria orgénica, de detritos e até para eliminagdo de predadores e seus ovos. Apos
a saida de cada lote, o tanque deve ser totalmente seco e limpo com todo o rigor,
retirando todos os apetrechos internos, como cochos vibratérios e abrigos, e usando-se
desinfetantes mais fortes. As medidas descritas visam minimizar a entrada de possiveis
carreadores de patdgenos, pois segundo a OIE (2011), os objetos utilizados em recintos
podem abrigar particulas do ranavirus.

De acordo com BRYAN et al. (2009) o desinfetante a base de monopersulfato de
potéssio (Virkon S®) mostrou-se muito eficaz para eliminar o ranavirus de objetos que
entram diretamente em contato com anfibios, ao ser comparado com outros
desinfetantes largamente utilizados em campo, reduzindo a concentragdo de particulas
virais um curto periodo de tempo mesmo sob baixas concentracdes (de 0,2 a 1,0%).

Quando possivel, os objetos pertencentes ao tanque devem ficar expostos
diretamente a luz solar. Se o tipo de construcdo permitir, recomenda-se a aplicagdo da
“vassoura de fogo” - macarico em todo o piso, paredes e cobertura. Depois de limpo, o
tanque deve ficar vazio por um intervalo sanitdrio minimo de 10 dias antes da
colocagdo de outros animais (HIPOLITO, 2004). Além de todos os cuidados citados
anteriormente, se faz importante o uso de telas de protecao contra aves piscivoras e
outros sistemas para barrar a entrada de animais aquéticos carreadores de patégenos

(OIE, 2011).
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PRESENCA DE RANAVIRUS EM RAS-TOURO AMERICANAS, Lithobates
catesbeianus, PROVENIENTES DE RANARIOS DA REGIAO SUDESTE DO
BRASIL

Resumo

Os iridovirus do género Ranavirus sdo indicados como um dos responsaveis
pelo declinio dos anfibios em todo o mundo, podendo afetar animais de vida livre ou
cativos. Este estudo teve o objetivo de identificar, por meio de técnicas de microscopia
eletronica de transmissao (MET), particulas de ranavirus e a presenga de lesdes, através
de técnicas histopatolégicas, em ras-touro provenientes de trés ranarios da regido
sudeste do Brasil, sendo amostrados 60 animais adultos e 60 girinos. Os rins e figado
foram colhidos para analise histologica e microscopica eletronica de transmissdo. A
analise histolégica por microscopia 6ptica revelou lesdes severas em figados como
hemorragias e corptsculos de inclusao basofilicos. Nos rins apresentaram degeneracao
glomerular, tubular e necrose. A MET revelou pela técnica de contrastacdo negativa a
presenca de particulas semelhantes ao ranavirus, na suspensado feita a partir dos
figados. A presenca de aglutinacdes caracterizou o resultado positivo obtido na técnica
de imunomicroscopia eletronica. Na técnica de imunocitoquimica, a reagdo antigeno-
anticorpo foi fortemente realcada pelas particulas de ouro coloidal. Os métodos

empregados neste estudo mostraram-se muito eficazes para detectar o ranavirus.

Palavras-chave: Rana catesbeiana; FV3; contrastacdo negativa; imunomicroscopia

eletronica; MET; iridovirus.
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PRESENCE OF RANAVIRUS IN AMERICAN BULL-FROGS, Lithobates
catesbeianus, PROVENIENT FROM BRAZIL'S SOUTHEAST FROG FARMS

Summary

The iridoviruses from the Ranavirus gender are pointed as one of the
responsible for amphibians population decline all over the world, being able to affect
either wild or captive animals. This study has had the objective of identifying, through
electronic transmission microscopy, ranaviruses particles and the presence of lesions,
using histopathological techniques in 60 adult frogs and 60 tadpoles, from 3
commercial frog farms from Brazil's Southeast region. The kidneys and the liver were
collected for histological analysis and for electronic transmission microscopy. The
hisological analysis by optical microscopy revealed severe lesions on the livers such as
bleedings and basophilic inclusion bodies. The kidneys presented glomerular and
tubular degeneration, necrosis. The ETM revealed through negative staining the
presence of particles similar to the ranavirus, in the suspension made from the livers.
The presence of agglutinations characterized the positive result obtained by the
electronic immuno microscopy. As for the immunocytochemical technique, the
antigen-antibody was strongly highlighted by the colloidal gold particles. The methods

used during this study showed themselves very effective to detect ranavirus.

Key-words: Rana catesbeiana; FV3; negative staining; electronic immunomicroscopy;

ETM; iridovirus.
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INTRODUCAO

O inicio da ranicultura, no Brasil, ocorreu na década de 1930 com a importagao
de matrizes de ra-touro, Lithobates catesbeianus, provenientes da América do Norte, mas
somente a partir da década de 1970, essa atividade aquicola se tornou mais popular.
Com a diminuicdo do empirismo relacionado ao manejo, foram desenvolvidos novos e
mais eficientes sistemas de engorda para a intensificagdo dessa atividade (Ferreira,
Pimenta & Paiva-Neto 2002).

Na regido sudeste do Brasil, a produgdo de ras-touro ocorre geralmente
utilizando sistemas conhecidos como semi-seco e inundado (FAO 2012), climatizados
por meio de estufas agricolas, melhorando o conforto térmico dos animais. No ano de
2006, o Brasil produziu 639 toneladas de carne de ra, demonstrando a importancia da
ranicultura brasileira (Dias, De Stéfani, Ferreira, Franca, Ranzani-Paiva & Santos 2010). Devido
ao aumento na producdo de carne de rd ocorrido durante as décadas de 1980 e 1990,
muitos dados relacionados ao manejo zootécnico e a sanidade vém sendo descritos,
resultando no aumento de informacdes sobre as principais patologias que ocorrem nos
anfibios destinados a produgdo comercial (Hipolito & Bach 2002).

Eventos relacionados a mortalidade em massa e a morbidade de espécies de
anfibios, tanto em animais silvestres quanto em fazendas de criacdo, reportados nas
Américas, Europa, Asia e Australia, vem sendo principalmente atribuidos ao fungo
Batrachochytrium dendrobatidis e aos virus pertencentes a familia Iridoviridae,
considerados uma crescente ameaca a biodiversidade global desses animais (Daszak,
Berger, Cunningham, Hyatt, Green & Speare 1999; Schloegel, Ferreira, James, Hipolito,
Longcore, Hyatt, Yabsley; Martins, Mazzoni, Davies & Daszak 2009). Segundo a OIE
(2011), essas sdo importantes doengas emergentes de notificagdo obrigatéria. A familia
Iridoviridae atualmente compreende cinco géneros: Iridovirus, Chloriridovirus,
Lymphocystivirus, Megalocytivirus e Ranavirus, sendo apenas o género Ranavirus capaz
de infectar vertebrados ectotérmicos como anfibios, répteis e peixes. Morfologicamente,
os iridovirideos sdo grandes virus icosaédricos (120-300 nm de didmetro) que possuem
membrana lipidica interna localizada entre o nucleo viral e o capsideo exterior. No
capsideo é encontrada a Major Capside Protein (MCP) uma proteina estrutural comum
e altamente conservada em todos os iridovirideos. Os membros dessa familia possuem
genomas lineares com cadeia dupla de DNA (Chinchar, Hyatt, Miyazaki & Willians
2009; ICTV 2011).
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Os ranavirus sdo altamente virulentos, com incidéncia de alta mortalidade na
maioria dos casos. A forma larval dos anfibios é a mais vulneravel, mas em algumas
espécies, os individuos adultos podem também ser susceptiveis as infec¢oes (Galli,
Pereira, Marquez & Mazzoni 2006). De acordo com estudos realizados por Robert,
George, Andino & Chen (2011), utilizando Xenopus laevis em ensaios laboratoriais,
constatou-se que a transmissdo pode ocorrer pela dgua, por contato, mordidas e
também por canibalismo, sendo esta, a via mais eficaz de transmissao das ranaviroses.
Os sinais clinicos do ranavirus nem sempre sdo aparentes, geralmente os animais
imunocomprometidos desenvolvem infec¢des sistémicas, apresentando ulceracdes nas
porcoes distais dos membros, aumento do volume ventral ou emagrecimento,
hemorragias, letargia e morte, além de severas lesdes internas encontradas nos rins,
tigado, bago e revestimento gastrointestinal (Hoverman, Gray & Miller 2010).

Na regido Sudeste do Brasil, Hipolito, Catroxo, Curi, Ferreira & Bach (2003)
detectaram particulas virais semelhantes ao ranavirus por microscopia eletrénica de
transmissao (MET) utilizando a técnica de contrastacdo negativa. Mazzoni, Mesquita,
Fleury, Brito, Nunes, Robert, Morales, Coelho, Barthasson, Galli & Catroxo (2009)
detectaram o ranavirus por meio da técnica de PCR e por microscopia eletronica de
transmissdo, em girinos de ras-touro doentes e o associaram como agente causador de
mortalidade em massa em trés raniculturas da regido Centro-Oeste.

Diante do exposto, o nosso estudo teve como objetivo testar as técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo (contrastacdo negativa, imunomicroscopia
eletronica e imunocitoquimica) para detecgdo de particulas virais da familia Iridoviridae,
em amostras de tecido hepéatico de ras-touro na fase larval e adulta, provenientes de

criagdes comerciais na regido Sudeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

Os animais foram amostrados da populacao de trés (3) diferentes ranarios, de
forma aleatéria, tendo como tnico critério o peso médio dos individuos. De cada
ranario foram coletados 20 animais adultos com peso médio de 150 g e 20 girinos com
peso médio de 7 g, totalizando 120 individuos para o presente estudo.

A primeira coleta foi realizada em setembro de 2011, no municipio de Sao

Roque (SR) (23° 31' S e 47° 08" W), a segunda coleta foi em fevereiro de 2012, no
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municipio de Jaboticabal (JAB) (21° 15" S e 48° 19' W) e a terceira, em marco de 2012, no
municipio de Santa Barbara d'Oeste (SBO) (22° 45" S e 47° 24" W), primavera-verdo no
Hemisfério Sul.

Os animais foram transportados vivos em caixas isotérmicas. Para os adultos
foram utilizadas caixas de poliestireno expandido com uma camada de espuma
umedecida no fundo. Os girinos foram mantidos vivos por um sistema portatil de
aeracgdo acoplado a uma caixa de 16 L.

Ap6s a recepgdo, no Laboratério Interinstitucional de Sanidade em Aquicultura
(LISA), do Instituto de Pesca e Instituto Biol6gico/SP/ Brasil, os animais adultos foram
acondicionados durante 24h em recipientes de 100 L, caixa d’agua de polietileno, com
aproximadamente 5 cm de coluna d’agua declorada. Sequencialmente foram
anestesiados (gelo e cloridrato de benzocaina 4:1) e eutanasiados (girinos e adultos) por
meio de sec¢do da coluna cervical logo abaixo na cabeca e em seguida pesados.

Colheu-se o l6bulo médio do figado e um dos rins. O material extraido de cada
animal foi fragmentado em porg¢des de 0,1 g e colocados em microtubos de 1,5 mL,
sendo congelados até o momento do preparo das amostras para a MET. O restante do
material colhido foi preservado em coletores universais de 80 mL parcialmente
preenchidos com formalina 10% tamponada pH 7.4, e os cortes histologicos foram

feitos a partir destes tecidos fixados.

Processamento de amostras para Microscopia Eletronica de Transmissdio

Foram realizadas trés (3) técnicas para MET, a de contrastacdo negativa
(preparo rapido), para identificacdo das particulas virais e as de imunomicroscopia
eletronica e imunocitoquimica (imunomarcacdo com particulas de ouro coloidal), para
confirmacao da presenca do iridovirus.

Para a contrastagdo negativa, foram realizadas suspensdes do material em PBS
0.1M pH 7.0 e com a pipeta automatica foi colhida uma gota de 40 uL da suspensao e
colocada sobre um pedaco de parafilme aderido a uma ldmina de vidro. Sobre cada
gota foi depositada uma tela de cobre, previamente coberta com filme de colédio e
estabilizada com carbono, deixando-se incubar por 10 minutos. Sequencialmente, as
telas foram drenadas com papel de filtro e contrastadas negativamente com molibdato
de amonio a 2%, pH 5.0 (Brenner & Horne, 1959).

Para a técnica de imunomicroscopia eletronica, as telas de cobre foram

sensibilizadas com anticorpo policlonal primério (Abcam®), obtido a partir da Major
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Capside Protein (MCP) do iridovirus, diluido a 1:200, lavadas com 40 gotas de tampao
PBS, incubadas durante 10 minutos com a suspensao viral, lavadas sucessivamente
com agua destilada e contrastadas negativamente com molibdato de amonio a 2% e pH
5.0. Para controle da técnica, a cada 10 amostras incubadas, uma foi tratada como
anteriormente descrito, substituindo o anticorpo por dgua destilada (Hayat & Miller,
1990).

Em amostras preliminarmente positivas por imunomicroscopia eletronica, foi
aplicada a técnica de imunomarcagdo com ouro coloidal. As telas de cobre, também
previamente preparadas, foram incubadas por 15 minutos em gotas de 40 pL de
suspensao viral, sensibilizadas com o mesmo anticorpo diluido a 1:80 durante 30
minutos e lavadas com tampao PBS. A seguir foram incubadas novamente por 30
minutos com anticorpo secunddrio (proteina A conjugada com particulas de ouro
coloidal de 10nm de diametro - Electron Microscopy Sciences®) diluido a 1:20 em PBS
a 0.5% e contrastadas negativamente também pelo molibdato de amoénio (Knutton,
1995).

Todas as amostras foram examinadas em Microscépio Eletronico Philips EM
208 do Laboratorio de Microscopia Eletronica do Instituto Biolégico de Sao Paulo,

Brasil.

Preparo das amostras histologicas

As amostras foram desidratadas em alcool 700, 800, 950 e absoluto, diafanizadas
em xilol, incluidas em blocos de parafina para corte em micrétomo com 5 pm de
espessura e coradas por meio da técnica de rotina, Hematoxilina-Eosina. As
observagdes foram realizadas com microscépio 6ptico de transmissdo de luz direta. Os
resultados foram quantificados em porcentagem de ocorréncias de cada tipo de lesao

observada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da necropsia realizada nos animais, constatamos que os provenientes
do ranario SR apresentavam maior quantidade de sinais clinicos externos indicativos
de lesdes epidérmicas (40%). Estas lesGes, ulceragdes, caracterizavam-se como lesdes
cutdneas profundas na regido da cabeca e extremidades dos membros.
Estruturalmente, o randrio SR utiliza o sistema inundado para producdo e engorda dos

animais. Esse sistema é muito utilizado no sudeste asiatico, e também foi adotado por
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uma parcela de ranicultores latino-americanos. E caracterizado por ser totalmente
preenchido por &gua, com uma pequena coluna de agua com cerca de 5 cm,
eliminando a presenga de abrigos e cochos, que sdo utilizados em outros sistemas de
criacdo para evitar o estresse dos animais e facilitar seu acesso ao alimento (FAO, 2012).
A ragdo é ofertada a lango e permanece flutuante sobre a agua do tanque, pois é
extrusada. A densidade utilizada pelos ranicultores no Brasil é de 100 ras por metro
quadrado (Ferreira et al., 2002).

Tem sido constatado que o ranavirus é mais frequente nas familias Bufonidae,
Dendrobatidae e Leptodactylidae do que em Ranideos, especialmente em espécies semi-
aquaticas como as ras-touro (Green & Converse 2005) e como esse sistema de criacdo
preconiza que todos os individuos fiquem em contato direto com a dgua, desde sua
metamorfose até o ponto de abate, tal aspecto, aliado a alta densidade, ao contato
excessivo entre os animais e ao canibalismo natural da espécie é fator que possibilita
maior propagagdo do ranavirus, segundo foi demonstrado por Robert et al. (2011).

Os demais animais amostrados, tanto no randrio Jaboticabal (JAB), quanto no
randrio Santa Barbara d’Oeste (SBO), ndo apresentaram lesdes ou outros sinais clinicos
externos de patologias. Estes ranarios utilizam o sistema semi-seco de produgao (FAO
2012).

As alteragdes internas encontradas, com maior frequéncia, nos animais
amostrados, foram perda de consisténcia e mudanca de coloracdo do figado, variando
de marrom a amarelado opaco, aumento de volume do bago e presenca de nédulos
escuros na regido externa dos rins.

A microscopia eletronica de transmissdo possibilitou visualizar particulas
semelhantes ao ranavirus, icosaédricas envelopadas medindo entre 120 a 300nm de
diametro, contrastadas negativamente com molibdato de amoénio, por meio da técnica
de contrastacdo negativa (fig.1). As caracteristicas morfolégicas encontradas por nés
foram similares aquelas descritas por outros autores, em ras-touro do Brasil (Hipolito
et al., 2003; Mazzoni et al., 2009). A técnica de imunomicroscopia eletrénica confirmou a
presenca de aglutinacdes promovidas por meio de reagdes antigeno-anticorpo (fig.2)
(tab.1). A mesma técnica foi empregada por Hipolito, Catroxo, Martins, Melo, Pituco,
Galleti, Ranzani-Paiva, Mourifio & Ferreira (2012) em Litopenaeus vannamei com
suspeita de contaminacdo por particulas virais do género Whispovirus (familia

Nimaviridae), o causador da doenga da mancha branca em camardes.
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Na técnica de imunocitoquimica (imunomarcacdao com ouro coloidal) a reagdo

antigeno-anticorpo foi fortemente realcada pelas particulas de ouro coloidal (fig.3).

150 nm

Figura 1. Fotoeletromicrografia a partir da suspensdo viral de figado de Lithobates
catesbeianus exibindo particula viral icosaédrica, contrastada negativamente. Aumento:

120.000x

Figura 2. Fotoeletromicrografia a partir da suspensao viral de figado de Lithobates
catesbeianus contendo particulas de iridovirus aglutinadas pela interagdo antigeno

anticorpo na técnica de imunomicroscopia eletronica. Aumento: 100.000x
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Figura 3. Fotoeletromicrografia a partir da suspensdo viral de figado de Lithobates
catesbeianus evidenciando particulas de iridovirus aglutinadas pela interagdo antigeno
anticorpo na técnica de imunomicroscopia eletronica e realcadas pelas particulas de
ouro coloidal. Aumento: 100.000x.

A técnica de contrastacdo negativa pelo MET apresentou resultados sugestivos
para a presenga de particulas virais do ranavirus, confirmada através das técnicas de
imunomicroscopia eletronica e de imunocitoquimica. Sua aplicagdo é importante em
casos de suspeita de infec¢des virais emergentes, quando um diagnéstico rapido se faz
necessario ou quando os métodos padrdes alternativos ndo produzem resultados
satisfatorios.

No presente estudo, 43,33% do total de animais amostrados apresentaram
contaminacdo por ranavirus. Os animais adultos dos ranarios SR, JAB e SOB, o
ranavirus esteve presente em 90%, 65% e 15% das amostras respectivamente (tabela 1).
Apenas os girinos do randrio SR apresentaram o ranavirus em 90% dos animais
amostrados. Os girinos dos demais randrios ndo apresentaram o ranavirus. De acordo
com as nossas observagdes em campo, os animais contaminados apresentaram
comportamento similar aos animais nao contaminados e estao sendo produzidos, até o

momento, sem prejuizo ao aquicultor.

30



Tabela 1. Resultados de imunomicroscopia eletronica de amostras de figados de ras-
touro da regido Sudeste do Brasil. Ranarios Sdo Roque (SR), Jaboticabal (JAB) e Santa
Barbara d’Oeste (SBO) (n=120).

Amostras SR JAB SBO
Ré&s adultas 90% 65% 15%
Girinos 90% 0% 0%

A anélise por microscopia Optica relevou variados graus de lesdes nos rins e
figados, podendo estar relacionadas as deficiéncias nutricionais, qualidade de 4gua e

agentes biologicos patogénicos secundarios a infecgao viral (fig. 4).

Figura 4. Alteracdes histologicas encontradas em tecido hepatico e renal ras-touro. (A)
Rarefagdo acentuada do citoplasma dos hepatdcitos, foco de hepatite monolinfocitaria.
HE. 200x. (B) Inumeros hepatdcitos em necrose e presenca de inclusdes citoplasmaéticas
basofilicas (seta). HE. 400x. (C) Grande quantidade de melanomacréfagos em figado de
girino. HE. 200x. (D) Acentuada hemorragia no parénquima renal e tabulo nefrose. HE.

400x
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O tecido hepatico, em geral, apresentou rarefagdo citoplasmatica (deficiéncia
proteico mineral), inimeros melanomacréfagos, focos de hepatite monolinfocitaria
com diferentes graus de lesdo (fig.4A). Alguns corptsculos de inclusao basofilicos
estavam presentes em locais com grandes focos de necrose, hemorragias (fig.4B) e
melanomacroéfagos (fig.4C). Nos rins foram observados focos com acentuada
hemorragia e a luz de muitos ttbulos foi visto material fibrinoide e, também, ttbulos
vacuolizados ou em necrose, e tibulo nefrose. Observou-se principalmente acentuada
glomerulonefrite monolinfocitaria e eosinofilica bem como lesdes granulomatosas e
calcificacao distrofica (fig.4D).

As lesdes internas observadas nos individuos amostrados em nosso estudo
sugerem, além da constatacdo do agente viral, a presenca de agentes patogénicos
diversos. Geng, Wang, Zhou, Li, Wang, Yin & Lai (2011) descreveram sinais clinicos
semelhantes, nos mesmos 6rgdos colhidos, ao estudarem salamandras da espécie
Andrias davidianus, cultivadas em fazendas da China, sendo tais lesdes associadas ao
ranavirus.

Mesmo ndo apresentando sinais clinicos externos, muitos individuos estavam
com as fungdes hepéticas e renais comprometidas decorrentes do alto grau de
degeneracdo tecidual. Provavelmente o curto periodo de vida desses anfibios na
ranicultura (cativeiro), geralmente de apenas 4 meses, periodo pés metamorfose até o
abate em regides tropicais e subtropicais, ndo possibilite manifestacdes mais severas do
ranavirus.

Atualmente, diversos estudos apontam maior incidéncia de mortalidade e
morbidade de animais em locais de clima subtropical, com temperaturas mais amenas
em relacdo ao clima tropical. No Canad4, os trabalhos de Greer, Berrill & Wilson (2005)
descrevem eventos de mortalidade em animais de vida livre infectados por ranavirus
no centro-sul de Ontério. Duffus, Pauli, Wozney, Brunetti & Berril (2008) coletaram, em
pequenos lagos a sudeste de Ontério, anuros e salamandras de populacdes naturais
infectados por Frog Virus-3 (FV3), a espécie-tipo do género Ranavirus.

Em estudos na América do Sul, Zupanovic, Musso, Lopez, Louriero, Hyatt,
Hengstberger & Robinson (1998), utilizando microscopia eletrénica e enzimas de
restri¢do, registraram pela primeira vez o ranavirus em Rhinella marina silvestres
saudéaveis coletados em diversos locais da Venezuela, no inicio dos anos 1990. Galli et
al. (2006) detectaram, também por meio de técnicas moleculares, o ranavirus em girinos

provenientes de raniculturas da regido Centro-Oeste do Brasil e Uruguai.
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O declinio populacional do anuro Atelognathus patagonicus foi relacionado ao
ranavirus e associado a alteragdes ecoldgicas em seu hébitat. Esse registro, feito por
Fox, Greer, Torres-Cervantes & Collins (2006), ao estudarem as flutuagdes
populacionais em lagoas ao redor de Laguna Blanca National Park, na provincia de
Neuquén, Patagdonia Argentina comprovam que o ranavirus ocorre em pontos
especificos nas Américas, porém ainda ndo existem informacdes sobre surtos em
populagdes naturais no Brasil e outros vizinhos.

Majji, Lapatra, Long, Sample, Bryan, Sinning & Chinchar (2006) identificaram
variados graus de patogenicidade em duas diferentes espécies de Ranavirus, FV3 e
RCV-Z, registrada na ra-touro maior resisténcia ao FV3, pois o animal é capaz de
hospedar o virus sem manifestar sinais clinicos. Para Robert et al. (2011), a
patogenicidade do Ranavirus em Xenopus laevis esta relacionada ao comprometimento
do sistema imune.

Ja foi constatado que alguns poucos individuos de L. catesbeianus escapam de
recintos de cativeiro invadindo ambientes naturais no Brasil, préximos as propriedades
rurais. Por outro lado, também existem relatos de anuros silvestres que adentram
ranarios de maneira acidental. Nesse fluxo bidirecional, com individuos entrando ou
saindo de randrios, pode ocorrer o intercdmbio de patdégenos entre as populacdes de
ras-touro cultivadas e as demais popula¢des de anfibios selvagens (C.M. Ferreira,
comunicacdo pessoal). A investigacdo, mesmo que exploratéria, da presenca de
particulas virais indicativas de ranavirus é essencial para os processos de
rastreabilidade e de erradicacdo deste patégeno em anfibios silvestres e de criacdo

comercial.

CONCLUSAO
As técnicas de microscopia eletronica de transmissao utilizadas neste estudo
mostraram-se eficazes para deteccdo de particulas virais da familia Iridoviridae no

diagndstico de ranaviroses em tecido hepatico de ras-touro.
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Consideragoes finais

A deteccao de possiveis focos de ranavirus, tanto em anfibios silvestres quanto
naqueles presentes na ranicultura, tem sido de grande importancia para elucidar todos
0s mecanismos que interagem promovendo a redugdo da densidade populacional de
determinadas espécies de anfibios ao redor do mundo. Ao decorrer das tultimas
décadas, muitas evidéncias apontam para o ranavirus como um dos principais fatores
que ameacam a biodiversidade.

O objetivo da maioria dos estudos atuais tem se voltado para a interagdo das
espécies constituintes do género Ranavirus junto as populacdes de anfibios silvestres
que ocorrem no hemisfério norte, fato corroborado pela quantidade de pesquisadores
em conjunto com o nimero maior de ocorréncias das ranaviroses. Provavelmente pode
existir alguma relacdo entre o clima temperado e a potencializacdo da viruléncia das
ranaviroses. Desconfia-se de que as ranaviroses também ocorram nas populagdes de
anfibios silvestres da América do Sul, porém a caréncia de dados ndo nos permite
afirmar se outras cepas ou espécies de ranaviroses parasitam as espécies que ocorrem
nessa parte do continente.

A ranicultura brasileira encontra-se atualmente em fase de laténcia, sem
crescimento significativo da producado de carne, resultando em restricdes no mercado.
Um fato agravante para esse quadro é a inexisténcia de racdes especificas
adequadamente balanceadas para as necessidades fisiologicas dos animais, resultando
em animais aparentemente saudédveis, porém com diversos graus de lesdes em orgaos
internos como o figado e rins, consequentemente podendo diminuir sua imunidade.

Durante a fase de engorda das rds em sistemas inundados, os animais sao
obrigatoriamente mantidos em tempo integral em um ambiente aquatico, de maior
densidade de animais por m? com a racdo flutuante permanentemente sofrendo
deterioracdo na agua. Esses fatores em conjunto podem atuar como potencializadores
do estresse nos animais e também para a proliferacao e disseminacao de patégenos

entre as ras.
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Interinstitucional de Sanidade na Aquicultura (LISA) do

Processamento das amostras no Laboratério
Instituto de Biolégico/ SP/Brasil

)

Pesagem individual
Insensibilizagdo

g '

| Congelamento | | Alcool 95% | | Glutaraldeido | | Formol 10% |

Registro de peso e

Balde com
gelo

Descarte da carcaga

Figura 5: Fluxograma utilizado para o processamento das amostras no Laboratério
Interinstitucional de Sanidade na Aquicultura (LISA). Procedimentos de pesagem,
anestesia, eutanasia, colheita de figado e destinacdo dos materiais fracionados e

carcacas.

Figura 6: Coleta de figado de um exemplar de Lithobates catesbeianus adulto. LISA SP.
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Figura 7: Lobulo intermédio do figado de um exemplar adulto de Lithobates
catesbeianus, colhido para andlises. LISA - SP.

Figura 8: Preparo de telas metalicas utilizadas nas técnicas de microscopia eletronica de
transmissao (MET). Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto Biolégico - SP.
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OBSERVACOES:

1. Férmulas, expressdes e equagdes matematicas
Podem ser escritas inseridas no texto, se ndo apresentarem caracteres especiais; caso
contrario, devem ser apresentadas isoladamente na linha. Exemplo: Ganho de peso =

peso final - peso inicial.

2. Unidades de medida
Devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades (SI). Exemplo:

10 m? 100 peixes m-1; 20 t ha-1.

3. Casas decimais
Devem ser padronizadas, de acordo com o pardmetro avaliado, ou seja, se foi
determinado o comprimento dos animais, com uma casa decimal, indicar, em todo o

texto, os valores com uma casa decimal.

4. Anexos e apéndices

Devem ser incluidos apenas quando imprescindiveis a compreensdo do trabalho.

Caberéa aos Revisores e Editores julgar a necessidade de sua publicagéo.

LISTA DE CHECAGEM
1. Preparar Oficio de encaminhamento (modelo no link Documentos - download),

devidamente assinados pelos autores (preferencialmente) ou pelo autor responsavel.

Author Guidelines

1. GENERAL
Aquaculture Research publishes papers on applied or scientific research relevant to
freshwater, brackish, and marine aquaculture. The Journal also includes review articles

and short communications. Please read the instructions below carefully for details on
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the submission of manuscripts, the Journal's requirements and standards as well as
information concerning the procedure after a manuscript has been accepted for
publication in Aquaculture Research. Authors are encouraged to visit Wiley-Blackwell's
Author Services for further information on the preparation and submission of articles

and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES
Aquaculture Research adheres to the below ethical guidelines for publication and

research.

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts must be prepared to conform to the Journal’s style and format. Please
consult the section Manuscript Format and Structure below for details. Substantial
deviation from the Journal’s format will result in return of manuscripts without
review. Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site
http:/ /mc.manuscriptcentral.com/are. The use of an online submission and peer
review site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds
up the review process. It also allows authors to track the status of their own
manuscripts. Complete instructions for submitting a paper are available online and
below. Further assistance can be obtained from the Editorial Office at

areedoffice@wiley.com.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Articles: Generally original articles are based upon hypothesis-driven
research describing a single study or several related studies constituting a single
project. Descriptive studies are allowed providing that they include novel information
and/ or scholarly insight that contributes to advancement of the state of information on

a given scientific topic.

Review Articles: Review articles are welcome and should contain not only an up-to-
date review of scientific literature but also substantial scholarly interpretation of extant
published literature. Compilations of scientific literature without interpretation leading
to new insights or recommendations for new research directions will be returned to the

author without review.
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Short Communications: These should differ from full papers on the basis of scope or
completeness, rather than quality of research. They may report significant new data
arising from problems with narrow, well defined limits, or important findings that
warrant rapid publication before broader studies are complete. Their text should
neither exceed 1500 words (approximately six pages of typescript) nor be divided up
into conventional sections. When submitting Short Communications, authors should

make it clear that their work is to be treated as such.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Format

All sections of the typescript should be on one side of A4 paper, doublespaced and
with 30mm margins. A font size of 12pt should be used. Line numbering should be
included, with numbering to continue from the first line to the end of the text
(reference list). Line numbers should be continuous throughout the manuscript and
NOT start over on each page.

Articles are accepted for publication only at the discretion of the Editors. Authors will
be notified when a decision on their paper is reached. Language: The language of
publication is English. Authors for whom English is a second language must have their
manuscript professionally edited by an English speaking person before submission to
make sure the English is of high quality. It is preferred that manuscripts are
professionally edited. A list of independent suppliers of editing services can be found
at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. Japanese authors
can also find a list of local English improvement services at
http:/ /www.wiley.co.jp/journals/editcontribute.html. All services are paid for and
arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance
or preference for publication. Manuscripts in which poor English makes it difficult or

impossible to review will be returned to authors without review.

Units and spelling: Systeme International (SI) units should be used. The salinity of sea
water should be given as gL-1. Use the form gmL-1 not g/ml. Avoid the use of g per
100 g, for example in food composition, use g kg-1. If other units are used, these should
be defined on first appearance in terms of SI units, e.g. mmHg. Spelling should

conform to that used in the Concise Oxford Dictionary published by Oxford
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University Press. Abbreviations of chemical and other names should be defined when
tirst mentioned in the text unless they are commonly used and internationally known
and accepted. Scientific Names and Statistics: Complete scientific names, including the
authority with correct taxonomic disposition, should be given when organisms are first
mentioned in the text and in tables, figures and key words together with authorities in
brackets, e.g. 'rainbow trout, Oncoryhnchus mykiss (Walbaum)' but 'Atlantic salmon
Salmo salar L." without brackets. For further information see American Fisheries Society
Special Publication No. 20, A List of Common and Scientific Names of Fishes from the

United States and Canada. Carry out and describe all appropriate statistical analyses.

5.2. Structure

A manuscript (original article) should consist of the following sections:

Title page:

This should include:

- the full title of the paper

- the full names of all the authors

- the name(s) and address(es) of the institution(s) at which the work was carried out
(the present address of the authors, if different from the above, should appear in a
footnote)

- the name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author to
whom all correspondence and proofs should be sent

- a suggested running title of not more than 50 characters, including spaces

- four to six keywords for indexing purposes

Main text:

Generally, all papers should be divided into the following sections and appear in the
order: (1) Abstract or Summary, not exceeding 150-200 words, (2) Introduction, (3)
Materials and Methods, (4) Results, (5) Discussion, (6) Acknowledgments, (7)
References, (8) Figure legends, (9) Tables, (10) Figures. The Results and Discussion
sections may be combined and may contain subheadings. The Materials and Methods
section should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced.
Trade names should be capitalized and the manufacturer's name and location (town,

state/county, country) included. All pages must be numbered consecutively from the
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title page, and include the acknowledgments, references and figure legends, which
should be submitted on separate sheets following the main text. The preferred position
of tables and figures in the text should be indicated in the left-hand margin.
Optimizing Your Abstract for Search Engines Many students and researchers looking
for information online will use search engines such as Google, Yahoo or similar. By
optimizing your article for search engines, you will increase the chance of someone
finding it. This in turn will make it more likely to be viewed and/or cited in another
work. We have compiled these guidelines to enable you to maximize the web-

friendliness of the most public part of your article.

5.3. References (Harvard style)

References should be cited in the text by author and date, e.g. Lie & Hire (1990). Joint
authors should be referred to in full at the first mention and thereafter by et al. if there
are more than two, e.g. Lie ef al. (1990). More than one paper from the same author(s)
in the same year must be identified by the letters a, b, ¢, etc. placed after the year of
publication. Listings of references in the text should be chronological. At the end of the
paper, references should be listed alphabetically according to the first named author.
The full titles of papers, chapters and books should be given, with the first and last
page numbers. For example:

Chapman D.W. (1971) Production. In: Methods of the Assessment of Fish Production in
Freshwater (ed. by W.S. Ricker), pp. 199-214.

Blackwell Scientific Publications Ltd, Oxford. Utting, S.D. (1986) A preliminary study
on growth of Crassostrea gigas larvae and spat in relation to dietary protein. Aquaculture

56, 123-128.

Authors are responsible for the accuracy of their references. References should only be
cited as 'in press' if they have been accepted for publication. Manuscripts in
preparation, unpublished reports and reports not readily available should not be cited.
Personal communications should be cited as such in the text. It is the authors'
responsibility to obtain permission from colleagues to include their work as a personal
communication. A letter of permission should accompany the manuscript. The Editor
and Publisher recommend that citation of online published papers and other material

should be done via a DOI (digital object identifier), which all reputable online
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published material should have - see www.doi.org/ for more information. If an author
cites anything which does not have a DOI they run the risk of the cited material not
being traceable. We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference
Manager for reference management and formatting.

EndNote reference styles can be searched for here:
www.endnote.com/support/enstyles.asp

Reference Manager reference styles can be searched for here:

www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be self-explanatory and include only essential data. Each table
must be typewritten on a separate sheet and should be numbered consecutively with
Arabic numerals, e.g. Table 1, and given a short caption. No vertical rules should be
used. Units should appear in parentheses in the column headings and not in the body
of the table. All abbreviations should be defined in a footnote.

Figures: Illustrations should be referred to in the text as figures using Arabic numbers,
e.g. Fig.1, Fig.2 etc. in order of appearance. Photographs and photomicrographs should
be unmounted glossy prints and should not be retouched. Labelling, including scale
bars if necessary, should be clearly indicated. Magnifications should be included in the

legend. Line drawings should be on separate sheets of paper; lettering should be on an
overlay or photocopy and should be no less than 4 mm high for a 50% reduction.
Please note, each figure should have a separate legend; these should be grouped on a
separate page at the end of the manuscript.

All symbols and abbreviations should be clearly explained.

Avoid using tints if possible; if they are essential to the understanding of the figure, try

to make thi coarse.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to
prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (line art) or TIFF
(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable
for printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should
have a resolution of at least 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (linedrawings) in

relation to the reproduction size (see below). Please submitthe data for figures in black
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and white or submit a Colour Work Agreement Form (see Colour Charges below). EPS
tiles should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows
to ensure good reproduction: line art: >600 dpi; halftones (including gel photographs):
>300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi. Further
information can be obtained at Wiley-Blackwell’s guidelines for figures:

http:/ /authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting it:

http:/ /authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published tables and figures are used,
permission must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's
responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publisher.

Colour Charges: It is the policy of Aquaculture Research for authors to pay the full cost
for the reproduction of their colour artwork. Therefore, please note that if there is
colour artwork in your manuscript when it is accepted for publication, Wiley-Blackwell
require you to complete and return a Colour Work Agreement Form before your paper
can be published. Any article received by Wiley-Blackwell with colour work will not
be published until the form has been returned. If you are unable to access the
internet, or are unable to download the form, please contact the Production Editor
are@wiley.com.

In the event that an author is not able to cover the costs of reproducing colour figures
in colour in the printed version of the journal, Aquaculture Research offers authors the
opportunity to reproduce colour figures in colour for free in the online version of the
article (but they will still appear in black and white in the print version). If an author
wishes to take advantage of this free colour-on-the-web service, they should liaise with
the Editorial Office to ensure that the appropriate documentation is completed for the
Publisher.

Figure Legends: In the full-text online edition of the Journal, figure legends may be
truncated in abbreviated links to the full-screen version.

Therefore, the first 100 characters of any legend should inform the reader of key

aspects of the figure.
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6. AFTER ACCEPTANCE
Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the

Production Editor who is responsible for the production of the journal.
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