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SOUZA, F. IMPACTO DA PRESENCA DE HERPESVIRUS EM PEIXES E RAS
PROVENIENTES DE CRIAQC)ES COMERCIAIS, EXPERIMENTAIS E
RECREATIVAS. Sao Paulo. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental do Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

A aquicultura cresce com maior rapidez que todos os demais setores de producéo de
alimentos de origem animal e gera beneficios nutricionais, sociais e econémicos
significativos, como empregos e promovendo o desenvolvimento econémico em varias
regides. Fatores biol6gicos como as enfermidades infecciosas causadas por virus
provocam danos a viabilidade econdémica das atividades aquicolas. Estas patologias
ocorrem majoritariamente em animais confinados, e podem comprometer o
desenvolvimento dos animais e até mesmo causar a morte. Os herpesvirus que
infectam peixes e rés fazem parte da ordem Herpesvirales e familia Alloherpesvirus.
Nessas espécies, os diferentes tipos de herpesvirus podem causar tumores como
adenocarcinoma e lesdes cutaneas. Este estudo teve por objetivo detectar a presenga
de herpesvirus em ra-touro e peixes de interesse comercial como, bagre, bagre-
africano, carpa, garoupa, robalo, peixe-citrinelo e tilapia, provenientes de criacdes
comerciais, experimentais e recreativas do Estado de Sao Paulo, Minas Gerais e
Goias, visando conhecer seu impacto, prevaléncia, grau de lesdo e comprometimento
da saude geral dos animais. Fragmentos de lesfes e 6rgaos internos como figado, rins
e baco foram coletados e enviados ao Instituto Bioldgico. No Laboratério
Interinstitucional de Sanidade em Aquicultura foi realizada a técnica de coloracéo
hematoxilina-eosina e no Laboratério de Microscopia Eletrbnica as de contrastacédo
negativa e inclusao em resina. Pela microscopia eletrdnica de transmissao, através da
técnica de contrastacdo negativa, foram observadas particulas virais com morfologia
semelhante & herpesvirus em 86,8% dos peixes e em 46,9% dos anfibios analisados e
pela técnica de inclusdo em resina, em cortes ultrafinos, particulas imaturas de
herpesvirus medindo 90-110nm de diametro, localizadas nos nucleos e completas
medindo 160nm. Na histopatologia, les6es associadas ao virus como corpusculos de
inclusdo, papilomas, lesbes dérmicas e nas branquias, foram observadas em 27
peixes e 14 ras-touro. As técnicas avaliadas mostraram-se eficientes para a rapida

deteccado do herpesvirus nas amostras examinadas.

Palavras-chave: herpesvirus, microscopia eletrbnica de transmissado, histopatologia,

peixe e ra-touro.



SOUZA, F. IMPACT OF THE PRESENCE OF HERPESVIRUSES IN FISH AND
FROGS FROM COMMERCIAL, EXPERIMENTAL AND RECREATIONAL
CREATIONS. Séo Paulo, 2015. Dissertation (Master in Health, Food Safety and
Environmental Agribusiness) - Biological Institute.

ABSTRACT

Aquaculture grows faster than all other sectors of production of food of animal
origin and has caused significant nutritional, social and economic benefits, creating
jobs and promoting economic development in various regions . Biological factors such
as infectious viral diseases can cause disorders to the economic viability of agquaculture
activities. These diseases occur mainly in confined animals, and can cause serious
infectious processes affecting the development of animals and even cause death.
Herpesviruses that infect fish and frogs belong to the Herpesvirales order and
Alloherpesvirus family. In these species, the different types of herpesvirus can cause
tumors, adenocarcinoma and skin lesions. This study aims to detect the presence of
herpesvirus in bullfrogs and fish of commercial interest as tilapia, carp, trout, tambaqui
or pacu, from commercial, recreational or experimental creations of the state of S&o
Paulo, and in due from other states, aiming at understanding its impact, prevalence,
degree of injury and impaired general health of the animals. In the Health
Interinstitutional Laboratory Aquaculture (LISA) was performed hematoxylin-eosin
staining technique and in the Electron Microscopy Laboratory (LME) was performed of
the negative staining and inclusion in resin techniques. By transmission electron
microscopy through negative staining technique, were observed herpes virus-like
particles in 86,8% of the fishes and in 46,9% of analyzed amphibians and through
embedding resin technique, in ultrathin sections were visualized herpes virus immature
particles, measuring 90-110nm in diameter, located in the nuclei and complete particles
measuring 160nm. In the histopathology technique, lesions associated with the virus as
corpuscles inclusion, papillomas, and dermal lesions and in the gills were observed in
27 fishes and 14 amphibians. The evaluated techniques of TEM and the histopathology

were effective for the rapid detection of herpesvirus in the examined samples.

Keywords: herpesviruses, transmission electron microscopy, histopathology, fish,

bullfrog
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1. INTRODUGAO

A percepcgdo dos oceanos como fonte inesgotavel de recursos para suprir as
necessidades humanas, principalmente em termos de alimentos, tem afetado
significativamente os ecossistemas marinhos. A estagnacao das capturas da pesca e
0 crescimento da demanda por pescados ndo deixam duavidas que a producdo de
alimentos de origem marinha é insuficiente para atender as necessidades globais. Em
vista disso, a aquicultura, que é o cultivo de organismos aquaticos, é considerada
como um dos caminhos mais eficientes para a reducdo do déficit entre a demanda e a
oferta de pescado no mercado. Ndo € surpresa, portanto, que a participacdo da
aquicultura na producao mundial de pescado venha aumentando nas ultimas décadas
(CAVALLI & FERREIRA, 2010).

De acordo com Sidonio et al. (2012), o pescado é a carne mais demandada
mundialmente. Porém, no Brasil, seu consumo ainda é baixo, mesmo tendo
aumentado nos ultimos anos para 11,17 kg por habitante por ano (MPA, 2013), valor
ainda abaixo do minimo recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, que é de
12 kg por habitante por ano (FAO, 2012), mas 14,5% a mais do que em relacdo ao
ano anterior (MPA, 2010).

Esse crescimento do consumo é provocado pelo aumento da conscientizagcdo
guanto a necessidade de mudanca de habitos alimentares; pelo desenvolvimento
tecnoldgico zootécnico, com reducdo de custos de producdo dos precos de venda,
pela diminuicdo ou estabilizacdo dos estoques pesqueiros naturais, incapazes de
suprir as altas taxas de aumento da demanda; pela degradacdo dos ecossistemas
aquaticos litoraneos e continentais; e pela natural necessidade de se manter a captura
nos limites da sustentabilidade. No contexto atual, a aquicultura cresce com maior
rapidez que todos os demais setores de producdo de alimentos de origem animal e
gera beneficios nutricionais, sociais e econdmicos significativos, como empregos e o
desenvolvimento econémico em varias regides. Definitivamente € um 6timo negdcio no
presente e no futuro (SEBRAE, 2012).

A aquicultura, em franco desenvolvimento, vem se impondo como atividade
pecudria, embora ainda seja considerada por muitos como um apéndice do setor
pesqueiro. Praticada em todos os estados brasileiros, a aquicultura abrange
principalmente as seguintes criagcbes, de peixes (piscicultura), camardes

(carcinicultura), rés (ranicultura) e moluscos, ostras (ostreicultura) mexilhdes



(mitilicultura). Outros cultivos aquaticos, como o cultivo de algas, s&o praticados em
menor escala (SCORVO-FILHO, 2013).

Segundo lwana (1993) em qualquer sistema de criagdo € inevitavel o estresse
aos animais e do mesmo modo ocorre na aquicultura. Ferreira et al. (2001) indicam
que 0s agentes estressores neste caso podem ser resultantes de sistemas néo
apropriados de criacdo, manejos inadequados (fisico, profilatico, sanitario e alimentar),
alteracbes ambientais como temperatura e luminosidade, problemas na qualidade
fisica e quimica da agua, bem como presenca de outros animais, pessoas, dentre

outros.

Todas as grandes concentracdes de animais constituem sempre um fator que
favorece o aparecimento de doengas, com isto, cria-se um ambiente favoravel para
surtos epizooticos, devido a presenca de diferentes organismos patogénicos, que em

condic¢des naturais teriam expressdo minima (PAVANELLI et al., 2002).

De acordo com Toranzo et al. (2004), as enfermidades infecciosas causadas
por virus podem causar danos a viabilidade econdbmica das atividades aquicolas.
Estas patologias ocorrem majoritariamente em animais confinados, e podem
desenvolver sérios processos infecciosos comprometendo o desenvolvimento dos

animais e até mesmo causar a morte.

Os herpesvirus fazem parte da ordem Herpesvirales, dividido em trés familias,
Alloherpesvirus, Herpesviridae e Malacoherpesvirus, englobando virus que ocorrem
em diversas espécies animais, como moluscos, peixes, anfibios, répteis, aves e
mamiferos (ICTV, 2013). A familia Herpesviridae mantém os virus de mamiferos, aves
e répteis, a familia Alloherpesviridae incorpora os virus de peixes e ras, e a familia

Malacoherpesviridae contém o virus de bivalves (DAVISON et al., 2009).

Hipolito (2008) cita 4 tipos de herpesvirus que infectam anfibios, o tipo 1 —
agente causador do tumor viral de Lucke das rds leopardo, sendo a primeira
confirmacao de um processo tumoral causado por virus transmissivel; o tipo 2, isolado
de urina de rd com adenocarcinoma, porém nao transmissivel e o tipo 3, associado a
lesdo de pele. Existem ainda as particulas virais “Like” herpesvirus, causando

papiloma de pele de salamandra e a hepatite necrética nos hilideos.

Os virus afetam principalmente as primeiras fases de vida dos peixes e,
portanto, ovos, larvas e alevinos sdo mais susceptiveis. Os ovos infectados podem

produzir larvas, recém-eclodidos, com sinais clinicos da enfermidade, enquanto os



peixes adultos ao se infectarem podem ou nado apresentar qualquer sintoma
(MARTINS et al., 2011). Dentro da familia dos herpesvirus, pode-se destacar o
herpesvirus do papiloma dos ciprinideos (SCHUBERT, 1996), o herpesvirus do peixe
gato e herpesvirus dos salmonideos (WOLF, 1983).

O diagndstico definitivo das viroses pode ser feito pelo isolamento ou detec¢éo
do virus nos oOrgdos afetados, mas as manifestaces clinicas, testes sorolégicos,
citologia e principalmente os achados histolégicos ajudam no diagnostico e conduta
terapéutica. Nao existe tratamento efetivo para as infec¢bes virais em organismos
aquaticos (RITCHIE, 1995). As pesquisas de agentes virais estdo sendo realizadas
nao apenas por PCR, mas também por técnicas de microscopia eletrbnica e de
anticorpos através do método de ELISA (ZUPANOVIC et al., 1998).

A necessidade de um conhecimento mais detalhado e profundo dos danos
ocasionados pelo herpesvirus na aquicultura, em especial na ranicultura e piscicultura,
conduziu-nos a essa pesquisa. A relacdo patolégica versus agente etioldgico
envolvendo estes animais ainda ndo é bem estabelecida, ja que no Brasil ndo existe
um levantamento sobre as herpesviroses piscea e anfibia, sendo seus relatos
esporadicos e oportunistas, dependendo do envio de amostras a um centro de
diagnostico, por isso todos os estudos na area tornam-se importantes, pois 0s virus
podem permanecer latentes em animais saudaveis ou dizimar plantéis inteiros em uma

criacdo animal, inviabilizando uma producéo.

O trabalho também visa disseminar informacdes e conhecimentos que
poderéo ser adotados por diferentes instituicdes, contribuindo para o fortalecimento da
comunidade cientifica, com aplicacbes para o setor produtivo, para que possa
promover 0 avanco do setor aquicola como um componente importante do

agronegdcio nacional.



2. OBJETIVO

2.1 Geral:

Esse trabalho teve por objetivo detectar a presenca de herpesvirus a partir de
fragmentos de 6rgdos de peixes e rds provenientes de criagdes comerciais,
experimentais e recreativas, tanto do Estado de Sao Paulo, Minas Gerais e Goias,
visando conhecer seu impacto, prevaléncia, grau de lesdo e comprometimento da

saude geral dos animais.

2.2 Objetivos Especificos:

- Avaliar as técnicas ja utilizadas de diagndstico (rotina H&E e contrastagdo negativa

para microscopia eletrénica de transmissao);

- Analisar em qual das espécies, piscea e anfibia houve maior prevaléncia do

herpesvirus;

- Analisar quais 6rgaos apresentaram maior prevaléncia do herpesvirus.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. AQUICULTURA

Segundo o MPA (2011a), aquicultura é o cultivo de organismos cujo ciclo de
vida em condi¢cfes naturais se da totalmente ou parcialmente em meio aquatico. Assim
como o homem aprendeu a criar aves, suinos e bovinos, bem como a plantar milho e
trigo, também aprendeu a cultivar pescado. Desta forma, assegurou produtos para o

consumo com mais controle e regularidade.

O setor é dividido em carcinicultura (criacdo de camardo, caranguejo, Siri e
caramujo), piscicultura (criacdo de peixe), ranicultura (criacdo de rd), ostreicultura
(criacdo de ostras), malacocultura (criagdo de molusco), mitilicultura (criagdo de

mexilh&o) e algocultura (criagéo de algas) (MEC, 2006).

A aquicultura é uma pratica tradicional de longa data, encontrada em varias
culturas pelo mundo. Ha registros histéricos evidenciando a técnica em documentos e
manuscritos chineses datados de séculos remotos, e chega a ser mencionada até em
hieroglifos egipcios. Este sistema incluia, de forma simplificada, o armazenamento de
exemplares imaturos de diversas espécies de peixes, seu desenvolvimento
condicionado a um ambiente propicio, que ndo demandava adicdo de muitos insumos
0u recursos externos, e por fim seu consumo pelas populacées, sendo uma importante
fonte alimentar (OLIVEIRA, 2009).

O Brasil tem grande potencial para a aquicultura, pelas condi¢cdes naturais,
pelo clima favoravel e pela sua matriz energética. Este potencial esta relacionado a
sua extensdo costeira de mais de oito mil quildmetros, a sua zona econdmica
exclusiva (ZEE) de 3,5 milhdes de km2 e a sua dimenséo territorial, que dispde de,
aproximadamente, 13% da &gua doce renovavel do planeta. Em relacdo as aguas
continentais, fazem parte desse volume as areas alagadas artificialmente pela
construcao de barragens, contidas em reservatérios de usinas hidrelétricas, bem como
areas particulares para producédo em viveiros de terra escavados. Entre elas, destaca-
se a possibilidade de utilizacdo das aguas da Unido, tanto as de reservatorios de
hidrelétricas, como as de estuéarios para a instalagdo de parques aquicolas (ROCHA et
al., 2013).

Diante da crescente importancia no cenario mundial e nacional, a aquicultura

passou a ser considerada estratégica para o Governo Brasileiro. Assim, em 2003, de



um pequeno departamento ligado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, foi criada a Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca da Presidéncia
da Republica (Seap/PR), transformada, em 2009, em Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA). O MPA é responséavel pela implantagdo e desenvolvimento da
politica nacional pesqueira e aquicola, o que fez com que o setor produtivo recebesse
mais atencdo e, assim, foi estabelecido um marco de governanca adequado as suas
necessidades (ROCHA et al., 2013).

Segundo dados estimados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (2011b), a
producdo aquicola nacional atingiu em 2011 628.704,3 toneladas, apresentando um
incremento de aproximadamente 31,1% em relacdo a 2010. Comparando-se a
producdo atual com o montante produzido em 2009 (415.649,0 t), fica evidente o
crescimento do setor no pais, com um incremento de 51,2% na produgdo durante o
triénio 2009-2011(Tabela 1).

Tabela 1. Producdo total, continental e marinha da aquicultura do Brasil nos anos de
2009, 2010 e 2011.

Producgdo em toneladas

Aquicultura
2009 2010 2011
Total 415.649,4 479.398,6 628.704,3
Continental 337.352,2 394.340,0 544.490,0
Marinha 78.296,4 85.058,6 84.214,3

Fonte: Adaptado de MPA (2010) e MPA (2011b).

Em 2011 a aquicultura cresceu forte em todas as regides brasileiras. O maior
percentual apresentado foi o da regidao Norte, onde a aquicultura cresceu em média
126% em relacdo ao ano anterior, ao passar a producdo de 41.839 toneladas para
94.718 toneladas. Este salto foi percentualmente mais acentuado ainda em Roraima,
gue passou a producgdo aquicola de pouco mais de quatro mil toneladas para pouco
mais de 25 mil toneladas (518,6%). Outro desempenho expressivo foi o estado do
Amazonas. Ali a produgéo cresceu 132% em 2011, passando de 11.892 toneladas
para 27.604 toneladas (MPA, 2011b).

Na regido Nordeste, o salto foi de 35%. A producdo passou de 146 mil
toneladas para 199 mil toneladas de pescado, entre 2010 e 2011. Na regido Sudeste,
a aquicultura apresentou uma média de crescimento de 21%, passando a produgéo

de 71.770 toneladas para 86.919 toneladas. Minas Gerais surpreendeu. Ali a producao



passou de 11.618,1 para 25.917,9 toneladas, crescimento de 123%. Na regido Sul a
producdo aumentou em média 15%, saindo de uma base de 150 mil toneladas para
172.463 toneladas. Ja4 a regido Centro-Oeste apresentou outro desempenho
expressivo, embora percentualmente menor de 8%; A producdo, que era 69.840,1
toneladas, passou a 75.107,9 toneladas (MPA, 2011b).

O acentuado crescimento na Ultima década tornou a aquicultura um importante
agronegocio na escala mundial. De acordo com a FAO (2013), a producao de pescado
ja proporciona mais de 15% do suprimento total de proteina animal na alimentacdo

humana.

Atualmente, a aquicultura ja contribui com aproximadamente 36% do pescado
consumido no planeta e deve contribuir muito mais, com o aumento das taxas de
crescimento do setor, enquanto a captura encontra-se com improvaveis possibilidades
de incremento (SEBRAE, 2012).

3.2. PISCICULTURA

A criagdo de peixes é realizada pelo ser humano ha mais de 1000 anos, sendo
praticada, desde que se tem registro, pelos chineses, onde ha varios séculos o
comércio de ovos de peixes destinados a criacdo piscicola é registrado, sendo esse
um dos motivos que levaram a China a possuir grande tradicdo nesse ramo sendo o
Gnico pais a possuir uma produgdo aquicola maior que a de pesca extrativista
(SEBRAE, 2006).

A piscicultura teve inicio no Brasil aproximadamente em 1904 com Carlos
Botelho, Secretario de Agricultura de Estado de S&o Paulo daquela época, mas foi
com Rodolfo Von Lhering que intensificou os estudos sobre a piscicultura por volta de
1927, quando iniciou em Pirassununga, Piracicaba e Salto do Itu, com diversos
colaboradores, trabalhos com espécies brasileiras como curimbatda (Prochilodus
lineatus), dourado (Salminus maxillosus), piracanjuba (Brycon lundi), mandi guacu
(Pimelodusm aculatus) e outras, que foram as espécies que viabilizaram o
desenvolvimento da piscicultura nacional (SILVA, 2005; SOUSA & TEIXEIRA FILHO,
2007).

Uma caracteristica importante da piscicultura brasileira € o grande namero de

espécies criadas. Hoje, utilizam-se mais de 30 espécies, com 0s mais variados habitos



alimentares e ambientes de vida. Vo desde espécies de clima tropical (em sua
grande maioria) até espécies de clima temperado e frio. E as que oferecem maior
producdo, em ordem de importancia, sdo as tilapias, os peixes redondos (pacu,
Piaractus; tambaqui, colossoma e seus hibridos) e as carpas (comum e chinesas).
Outras espécies, porém, como 0s grandes bagres brasileiros (pintado, surubim e
pirara), o dourado e os Bricons (matrinxa, piracanjuba, piraputanga e piabanha),
comecam a despertar o interesse de criadores ndo apenas pelo seu valor para a
pesca esportiva como também pela facilidade de comercializagdo (SCORVO-FILHO,
2013).

Dentre as espécies exdticas ja introduzidas na piscicultura brasileira, a carpa
comum (Ciprinus carpio) e a tilapia (Oreochromis niloticus) apresentam grandes
vantagens competitivas em relagdo as espécies nativas. Em grande parte, isso pode
ser explicado ndo s6 pela rusticidade que caracteriza tais espécies, como também
pelo fato de que ja existem informacdes bem detalhadas sobre suas principais
caracteristicas biol6gicas e zootécnicas, que podem assim ser aproveitadas em
condicdes de cultivo (OSTRENSKY et al., 2008).

Na piscicultura continental, em 2011, a tilapia e o tambaqui foram as espécies
mais cultivadas (Tabela 2), as quais somadas representaram 67,0% da producao
nacional de pescado desta modalidade. Merece destaque também a producdo de

tambacu, carpa e pacu, que juntas representaram 20,1% da producéo (MPA, 2011a).

Tabela 2. Producgéo de pescado (t) da aquicultura continental por espécie nos anos de
2010 e 2011.

ESPECIE 2010 2011
Total 394.340,0 544.490,0
Bagre 4.073,4 7.048,1
Carpa 94.579,0 38.079,1
Cascudo 37,1 58,0
Curimata 5.226,0 7.143,1
Jundia 1.274,3 1.747,3
Matrinxa 2.981,9 5.702,1
Pacu 21.245,1 21.689,3
Piau 7.227,6 4.309,3
Piraracu 10,4 1.137,1
Pirapitinga 783,6 9.858,7
Piraputanga 1.365,0 265,0

Pintado 2.486,5 8.824,3




Tambacu 21.621,4 49.818,0
Tambaqui 54.313,1 111.084,1
Tambatinga 4915,6 14.326,4
Tilapia 155.450,8 253.824,1
Traira 266,3 926,5
Truta 5.122,7 3.277,2
Outros 11.359,6 5.372,2

Fonte: Adaptado de MPA (2010) e MPA (2011).

O Brasil € um pais com um enorme potencial para o desenvolvimento da
piscicultura, pois possui condicdes ambientais favoraveis, com grande disponibilidade
de agua; abriga 12% de agua doce do mundo e 5,5 milhdes de hectares de aguas
propicias ao desenvolvimento da piscicultura, distribuidas entre reservatérios, rios e

barragens; além de desfrutar de um clima favoravel (SEBRAE, 2014).

O mercado consumidor por pescados vem crescendo a cada ano, elevando o
consumo per capita dos brasileiros por pescados de 6,6kg em 2005 para 9,5kg em
2010, apesar de ainda ser considerado abaixo da média mundial que é de 18 kg.
Devido a esses fatores, a piscicultura é uma atividade com elevada taxas de
crescimento anual e representa uma excelente oportunidade do agronegécio para os

pequenos empreendedores (SEBRAE, 2014)

3.3. RANICULTURA

As ras sdo animais anfibios que possuem dois tipos de vida bem distintos
(Fig.1): a aquatica (girinos) e a terrestre. Para se adaptarem ao segundo ambiente,
sofrem uma metamorfose, transformando-se de girino a imago (rdzinha). Tal processo
consiste na mudanca da forma do corpo, que adquire membros articulados, do habito
alimentar (herbivoro, iliéfago ou onivoro para carnivoro) com drasticas modificacdes
no tubo digestivo (passa a ser monogastrico) e do sistema respiratorio, passando de
branquial para pulmonar e cutanea, possibilitando assim que respire o ar atmosférico
(LIMA, 2014).
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Fig. 1. Representacdo do ciclo de vida de uma ra-touro. Fonte:
Fundacéo Instituto de Pesca do Rio de Janeiro (FIPERJ), 2014.

A criacdo comercial de anfibios anuros (rds) é denominada ranicultura
(FERREIRA et al, 2002). E vem cada vez mais se firmando como uma atividade viavel
e de grande potencial. Isto se deve, entre outros fatores, a qualidade nutricional da
carne de ra, que possui um adequado balanceamento de aminoéacidos e baixo nivel de
gordura e colesterol (CASALI et al., 2005).

A atividade zootécnica de criacdo de ras engloba a producdo de girinos até a
metamorfose e a engorda dos animais metamorfoseados (adultos). Esta atividade
permite a comercializacdo de carne, animais vivos para laboratérios e pesquisa, couro
e algumas visceras e gorduras, que sdo utilizadas na fabricacdo de cosméticos
(COSTA, 1992). Alguns estudos atuais procuram viabilizar ainda mais a producéo
criando produtos e subprodutos com as carnes e visceras de rds (LIMA et al., 1999).
Vé-se atualmente um crescente comércio destas rds no mercado de animais de
companhia, o chamado “pet” (ANTONUCCI, 2009).

No Brasil, a ranicultura teve inicio em 1935 com a chegada de 300 casais de
ras-touro, provenientes do Canada, e mantidos em um empreendimento denominado
Ranario Aurora no estado do Rio de Janeiro. Em 1939, parte destes animais foi trazida
para o estado de S&o Paulo pela Secretaria de Agricultura e instalada no municipio de
Pindamonhangaba (VIANA, 1993; FERREIRA et al., 2002).

Na década de 1980, a valorizacdo da carne de rd no mercado nacional, a

perspectiva de exportacdo e a proliferacdo de informacdes fantasiosas acerca da
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rentabilidade da ranicultura, atrairam a atencdo de investidores rurais, elevando o
namero de ranarios no pais (cerca de 2000 unidades em 1988). Porém, devido a
inadequacdo das instalacdes e técnicas de manejo, muitos destes novos produtores
foram obrigados a abandonar a atividade (LIMA & AGOSTINHO, 1995).

Segundo Ferreira et al. (2002) a ranicultura no Brasil tem como principal
espécie de criacdo a ra-touro (Lithobates catesbeianus). Outras espécies, nativas de
nosso pais, como a ra-pimenta, a rd-manteiga e a paulistinha, também podem ser
criadas, mas em comparacgao a ra-touro apresentam um menor desempenho produtivo
(baixa prolificidade), maiores dificuldades técnicas (poucos estudos) e burocraticas

(grande numero de autorizacdes).

A producdo e desenvolvimento dessa espécie no Brasil apresentam-se
superiores as do seu pais de origem (EUA), ou seja, em média ndo ultrapassam sete
meses de duragdo para as fases de girino e engorda. Em algumas regibes da América
do Norte, este mesmo desempenho chega a durar cerca de quatro anos (FERREIRA
et al., 2002).

Os ranarios comerciais sao setorizados (Fig. 2) para abrigar as diversas fases
do desenvolvimento do animal, apresentando uma variagdo na estrutura e condicdo
das instalagbes. Estes sdo divididos em setor de reproducdo, desenvolvimento
embrionario, girinagem/metamorfose, pré-engorda e engorda, eventualmente algumas
criacdes possuem o setor de estocagem (LIMA & AGOSTINHO, 1995; FERREIRA et
al., 2002).

O setor de reproducdo é a area do ranario onde os animais reprodutores
(matrizes) devem permanecer durante os periodos ndo reprodutivos. Isto, porque
varios ranarios comerciais trabalham com baias (tanques) de mantenca, ou repouso
sexual, onde os reprodutores sdo colocados nas épocas mais frias do ano ou, ainda,
para se recuperarem do esforco reprodutivo. Nestes locais, eles sdo separados por
sexo e tamanho, alimentados adequadamente e tratados quando apresentam algum
dano externo ou fisiolégico (FERREIRA et al., 2002).
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Fig. 2 — Cadeia produtiva da ranicultura ilustrada com as instalagbes de um
ranario. Inicia-se no ranario, onde se processam todas as fases do ciclo de vida
das ras, a desova, a fase de desenvolvimento do girino até a metamorfose e a
recria (processo de engorda dos animais). Concluida a recria, as ras séo levadas
para o abate nas industrias de processamento especializadas (abatedouros),
seguindo rigorosamente as normas higiénico-sanitarias definidas pelos
organismos de saude publica. Processada e embalada, a carne é enviada para o
mercado consumidor Fonte: LIMA & AGOSTINHO, 1992.

A ranicultura possui uma série de especificidades biol6gicas e técnicas em
relacdo as demais atividades pecuarias (FEIX et al., 2006). Com a geragédo de
conhecimentos sobre manejo e alimentacdo, a ranicultura transformou-se numa
atividade superintensiva, com altas densidades de populacdo e dependendo
estritamente dos alimentos artificiais balanceados. Entretanto, a esses fatores se
associa maior suscetibilidade as doencas de diversas etiologias 0 que ameaga a
viabilidade técnica e econdbmica dos criatérios de organismos aquaticos, fato que

também ocorre em outras atividades produtivas (AUSTIN, 1984).

A eficacia e lucratividade da atividade dependem do bom gerenciamento da
producdo e da adocdo de medidas sanitarias adequadas, tanto preventivas quanto
curativas (HIPOLITO, 2004; MARTINS, 2004).
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3.4. HERPESVIRUS

Herpesvirus sdo virus que infectam uma ampla gama de vertebrados e
invertebrados, incluindo os seres humanos e os animais domésticos (DAVISON et al.,
2005). A taxonomia do herpesvirus foi atualizada pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), onde estao inseridos na ordem Herpesvirales e divididos
em trés familias, Alloherpesviridae (virus de peixes e ras) (Tabela 3),
Malacoherpesviridae (virus bivalve) e Herpesviridae (virus de mamiferos, aves e
répteis) (ICTV, 2013).

Tabela 3. Espécies de virus que acometem peixes e anfibios.

Familia Género Espécies

. Ranid herpesvirus 1
Bratochovirus . .
Ranid herpesvirus 1
Anguillid herpesvirus 1
Cyprinid herpesvirus 1
Cyprinid herpesvirus 2
Alloherpesviridae Cyprinid herpesvirus 3

Cyprinivirus

Acipenserid herpesvirus 2
Ictalurivirus Ictalurid herpesvirus 1
Ictalurid herpesvirus 2

Salmonid herpesvirus 1
Salmonivirus Salmonid herpesvirus 2
Salmonid herpesvirus 3

Fonte: Dados brutos ICTV (2014). SS: Sem subfamilia.

3.4.1 MORFOLOGIA

Os herpesvirus sdo um grupo de grandes virus de DNA, que possuem virions
com uma arquitetura muito particular. Dessa forma, historicamente, entre os anos 60 e
80 a designacdo de um herpesvirus era feita primeiramente com base na morfologia
da particula viral (MCGEOCH et al., 2006). Embora esse fator tenha sido atualmente
suplantado pelas sequéncias protéicas e nucleotidicas (DAVISON, 2002), ele ainda é
um fator determinante para a classificagcdo dos herpesvirus. Tipicamente, um virion é

formado por quatro partes, o envelope viral, o tegumento, o capsideo e o “core”
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(OLIVEIRA, 2011). A figura mostra um esquema das principais estruturas de um

herpesvirus.

O “core” — também chamado de nucleo, dentro do qual esta localizado o
genoma viral (OLIVEIRA, 2011), estd envolto por um capsideo icosaédrico de
aproximadamente 100 a 110 nm de didametro, contendo 162 capsdmeros ordenados e
cbncavos, dos quais 12 sdo pentaméricos e 150 hexaméricos (THIRY et al., 2006;
ROIZMANN & PELLETT, 2007). Entre o envelope e o capsideo encontra-se uma
camada eletrodensa, denominada tegumento, composta por um material amorfo e
assimétrico (TIKOO et al., 1995). Na superficie do virus encontra-se o envelope de
dupla camada de glicoproteinas, alvos preferenciais para a resposta imune do
hospedeiro (MUYLKENS et al. 2007; ROIZMANN & PELLETT, 2007). Todo este
conjunto forma um virion pleomérfico de 150 a 200 nm de diametro (TIKOO et al.,
1995).

Envelope proteins

Outer Tegument
Inner Tegument

Major capsid ¢

Portal vertex

ViralZone 2012

Swiss Institute of Biolnformatics T=16

Figura 3 — Esquema do IcHV-1 (Ictalurid herpesvirus) indicando com as

setas suas principais estrututuras. Fonte: ViralZone

3.4.2 PROPRIEDADES DO GENOMA

Os herpesvirus apresentam uma fita dupla linear de DNA (dsDNA) (FENNER et
al., 1993), podendo variar muito em tamanho, de 124 kbp para o virus da varicela
Simian, a mais de 250 kbp. Esta variagcdo também est4d presente na familia
Alloherpesviridae, onde IcHV-1 apresenta o menor genoma de 134 kpb, e AngHV-1 e
CyHV-3 representam o0s maiores de 249 e 295 Kbp, respectivamente (BEURDEN &
ENGLELSMA, 2012). O teor de G + C varia entre 32 e 75% no interior da familia
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Herpesviridae (MCGEOCH et al., 2006), parece ser mais restrita entre os membros da
familia Alloherpesviridae (52,8-59,2%), e bastante baixa para OsHV-1 (38,7%) com
peso molecular (PM) de 95-150 x 106 Daltons (Da) (FENNER et al., 1993).

3.4.3 REPLICACAO VIRAL

O processo de replicacdo se inicia com o encontro do virus com uma célula
com receptores de superficie apropriados, que apdés interagirem com as glicoproteinas
do envelope viral, permitem a fusdo desses com a membrana plasmética celular. O
capsideo é entdo transportado ao poro nuclear, onde é liberado o genoma viral. Em
neurbnios sensoriais, o resultado da entrada no nucleo € a repressao da expressao do
genoma viral, com exce¢do dos genes relacionados com laténcia (gene LAT). Nas
demais células, uma série de eventos conduz a transcrigdo sequencial dos genes
virais, & supressao das respostas imunoldgicas do hospedeiro a infecgéo viral e, por

fim, & sintese e montagem da progénie viral (ROIZMAN et al., 2005) (Fig. 4).

Na transcricdo, trés classes de genes virais sdo transcritos e traduzidos em
proteinas imediatas, mediatas e tardias; as proteinas imediatas-primarias participam
na transcricdo adicional. A replicacdo ocorre por meio das proteinas mediatas, que
sintetizam novas moléculas de DNA virais utilizando o DNA de entrada circulante
como modelo. A montagem e aquisi¢cdo de capsideos, e saida nuclear ocorrem por
meio das proteinas tardias, que montam o capsideo, e incorporam o DNA viral recém-
replicado. Apés esta etapa, nucleocapsideos deixam o nucleo por brotamento através
da membrana nuclear interna (em um processo denominado envelopamento) para o
espaco perinuclear. Finalmente, por meio de um complexo processo de perda e
reaquisicdo do envelope, as particulas do virus maduro alcancam as vesiculas
exociticas, que se fundem com a membrana plasmatica e particulas de novos virus

sdo liberadas no espaco extracelular (SILVA, 2014).
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Fig 4. Representacdo do ciclo de replicacdo de um
herpesvirus. Fonte: QIAGEN - Sample & Assay
Technologies.

3.4.4 LATENCIA

Estudos genéticos atribuem a co-evolugdo deste grupo viral com seus
hospedeiros onde ocorrem infecgdes latentes, sem causarem doengas graves com
alta mortalidade, favorecendo assim, a disseminacao dos herpesvirus (FRANCO &
ROECHE, 2007). A laténcia pode ser definida como uma persisténcia viral na qual o
virus permanece dentro das células em uma forma ndo patogénica, apresentando
periodos intermitentes de reativacdo e eliminacdo (AHMED et al., 1996). Todo animal
portador latente é potencial fonte de infec¢éo, pois, em situacdes de baixa resisténcia,
o virus volta a multiplicar-se e a ser eliminado pelas secrecdes, favorecendo a
disseminacédo da doenca (SILVA, 2011).

Durante a laténcia, 0 genoma viral epissomal torna-se circular, e a expressao
de genes € limitada. A reativacdo da infeccdo (Fig. 5) estd associada com varios
fatores estressantes como, transporte, condi¢cdes atmosféricas adversas, superlotacao

e infecc¢bes intercorrentes (QUINN et al., 2005). Dessa forma, segundo Catroxo et al.
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(2003) alguns animais podem ser portadores assintomaticos de viroses e quando
expostos a uma queda de imunidade, podem desencadear um processo viral, mesmo
gque a presenca viral ndo possa ser relacionada com a causa mortis do animal e ndo
se sabe se a quantidade de particulas virais encontradas contribuem ou ndo para a

piora do quadro.

A B C
Herpesvirus enters Herpesvirus lies dormant | Herpesvirus is reactivated,
the body in the nerves causing another outbreak
T ;3
[ 3
5 /i&
?
\ 2 .
fus \ oy
\ — 7
™~ ":’: o= | J
- »
Herpesvirus enters body After initial infection, Herpesvirus travels along
through skin or mucous herpesvirus settles in the nerves, back to the
membranes nerves near the spine skin to form new blisters

Figura 5 - Representagdo da reativacdo viral. (A) os herpesvirus entram no
organismo através da pele ou mucosas; (B) apos a infecgao inicial, o virus instala-
se em nervos perto da coluna vertebral, mantendo-se em laténcia; diante de
fatores estressantes ocorre a reativagdo do virus (C) provocando um novo surto,
o herpesvirus retorna, através dos nervos, para a pele, onde ocorre a formacao
de bolhas. Fonte: Prof° Ledy Oliveira.

3.4.5 DISSEMINACAO

A disseminacdo da infec¢do provavelmente acontece por trés diferentes vias,
célula-célula, sangue e sistema nervoso. A transmisséo célula-a-célula é caracteristica
dos herpesvirus e ocorre sem fase extracelular, por pontes intercelulares, inacessiveis
a acdo de anticorpos neutralizantes especificos presentes no sangue e nos fluidos
intersticiais. O virus também penetra nas terminacdes das células nervosas locais e é
transportado intraaxonalmente aos sitios de laténcia, que podem ser 0s neurdnios dos
génglios dos nervos trigmeo ou sacral dependendo do local de entrada. A

disseminacao do virus pela corrente sanguinea (linfocito) é importante, embora o
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periodo de viremia seja curto, pois dessa forma o agente atinge ovarios e Utero
(PASTORET et al, 1982; MEYER, 2001),

informacfes desse comportamento em animais de sangue frio.

porém, praticamente ndo existem

3.4.6 SINTOMAS

A maioria das infeccbes por herpesvirus sdo assintomaticas ou podem causar
uma doenca leve em condi¢cdes naturais, mas se for um hospedeiro com sistema
imune comprometido, anémalo ou em um ambiente que promove a transferéncia de

altas doses de virus para um hospedeiro, 0 virus pode ser altamente patogénico

(HANSON et al., 2011).

3.4.7 HERPESVIRUS EM PEIXES E RAS

Mais de 14 herpesvirus conhecidos sdo associados a surtos de doengcas em

peixes e ras (Tabela 4). No entanto, a especificidade de hospedeiro e tecido de muitos

herpesvirus dificulta a cultura de células. Assim, ha muitos mais herpesvirus que

causam doencas e que ainda ndo foram caracterizados (HANSON et al., 2011).

Tabela 4. Herpesvirus associados a surtos de doenca em peixes e anfibios.

VIRUS FAMILIA E NOME COMUM
(ABREVIACAO) GENERO (ABREVIACAO) ACEIFERISIRG DRIANEA
Enguia-
japonesa Hemorragias
- , (Anguilla da pele,
Ar}%‘#gﬂvl—ll\)/ 1 Alloherpesviridae HV (ia_R(}gK;llae jap(")ni_ca) barbatanas,
Enguia- guelras e
europeia figado
(A. Anguilla)
Altas perdas
com exoftalmia
Cyprinid HV 1 Alloherpesviridae HV cyprini, Carpacomum e hemorragias
(CyHV1) (Cyprinivirus) carp pox HV, Cyprinus 0s
carp HV (CHV) carpio sobreviventes
apresentam
papilomas
Alta
mortalidade em
Goldfish Peixinho- fodas as
Cyprinid HV 2 Alloherpesviridae = hematopoietic dourado Necrose 'do
(CyHV2) (Cyprinivirus) Necrosis virus (Carassius .
(GFHNV) auratus) teC|dc_), ,
hematopoiético,
baco, pancreas
e intestino.
Cyprinid HV 3 Alloherpesviridae  Koi HV (KHV),  Carpa comum Inflamagéo,
(CyHV3) (Cyprinivirus) carp nephritis (Cyprinus hiperplasia e
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and carpio) necrose
gill necrosis branquial,
virus necrose do
(CNGV) tecido
hematopoiético,
alta
mortalidade em
18-26°C, em
todas as
idades.
Necrose no rim,
figado e
channel catfish Bagre- intestinal,
Ictalurid HV 1 Alloherpesviridae virus (CCV), americano hemorragias,
(IcHV1) (Ictalurivirus) Channel catfish (Ictalurus alta
herpesvirus punctatus) mortalidade in
peixes jovens
acima de 27°C.
Necrose no rim,
Ictalurid HV 2 Alloherpesviridae Ictalurus melas Bl?gr(nzlijullﬂgad hemt;rliggms,
(IcHV?2) (Ictalurivirus) HV (IcmHV) melas) mortalidade em
todas as
idades.
Esturjéo- Dermatites
Acipenserid HV - White sturgeon branco difusas e altas
1 (AciHV1) Alloherpesviridae HV 1 (Acipenser perdas em
transmontanus) juvenis.
Esturjao-
Acipenserid HV  Alloherpesviridae  White sturgeon branco Hiperplasia
2 (AciHV?2) (Ictalurivirus) HV 2 (Acipenser epitelial.
transmontanus)
Perdas
moderadas até
HV salmonis 10°C. Nos
: . (HPV) Truta-arco-iris ~ adultos, virus
ke AIIoherpes_v_lrldae Steelhead (Oncorhynchus no fluido
1(SalHV1) (Salmonivirus) . . )
herpesvirus mykiss) ovariano. Sem
(SHV) sinais da
doenca.
Salméo- Viremia,
japonés hemorragia
(O. masou) externa,
Salméao- exoftalmia,
prateado necrose
Salmonid HV Alloherpesviridae Orgg(;:)huy\r;iiﬂzs (%akllri%f-h) hegitgé;gm
2(SalHV?2) (Salmonivirus) (OMV) vermelho perdas nos
(O. nerka) jovens.
Salméo-céo Sobrevivente
(O. keta) com papiloma

Truta-arco-iris
(O. mykiss)

oral, elimina o
virus no fluido
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ovariano.
Hiperplasia
Truta-do-lago epitelial,
Epizootic (Salvelinus hipertrofia,
Salmonid HV 3  Alloherpesviridae  epitheliotropic namaycush) hemorragia nos
> ) ) Truta-do-lago olhos e
(SalHV3) (Salmonivirus) disease virus brook dibul
(EEDV) x brook trout mandibula.
(S.fontinalis Altas perdas
hybrids) nos juvenis
entre 6-15°C.
Hipertrofia das
Gadid Atlantic cod Ba;ﬁg:ﬁgfo' células nas
herpesvirus 1 Alloherpesvirdae herpesvirus (Gadus branquias.
(GaHV1) (ACHV) morhua) Elevadas perdas
em adultos.
Ranid HV 1 Alloherpesviridae Lucke tumor Ré-leopardo  Adenocarcinoma
(RaHV1) (Batrachovirus) HV (Rana pipiens) renal
(LTHV) '
Ranid HV 2 Alloherpesviridae Frog virus 4 Ra-leopardo N;ggﬁga
(RaHV?2) (Batrachovirus) (FV-4) (Rana pipiens) conhecida.
Grandes perdas
Sardinha- com inflamacéao
Pilchard HV Alloherpesviridae chll_ena has branqu_las,
(Sardinops hiperplasia
sagax) epitelial e
hipertofia.
Possivel Télr?fe'a rlgl\i/t?se Tilapia-azul Encefalite e altas
Tilapia HV p P (Oreochromis perdas em
Herpesviridae virus aureus) larvas
(TLEV) '
Percid HV 1 HV vitreum, Picdo-verde Hiperplasia
(PeHV1) walleve HV (Stizostedion epidérmica
y vitreum) difusa.

Fonte: Adaptado de HANSON et al. (2011).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta de amostras

A coleta de material foi realizada a partir de amostras recebidas para exames
pelo Laborat6rio Interinstitucional de Sanidade em Aquicultura e pelo Laboratério de

Microscopia Eletrénica, ambos do Instituto Biol6gico de Sao Paulo.

As amostras foram provenientes de criagcbes comerciais, experimentais e
recreativas (Gréafico 1) do Estado de S&o Paulo, Minas Gerais e Goias. As espécies de
peixes utilizadas em nosso estudo estdo descritas na Tabela 5. As espécies de

anfibios que utilizamos em nosso estudo estéo descritas na Tabela 6.

Tabela 5. Espécies de peixes utilizadas no estudo.

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO QUANTIDADE
Bagre Bagre sp 3
Bagre-africano Clarias gariepinus 2
Bijupira Rachycentron canadum 3
Carpa Ciprinus carpio 14
Garoupa Epinephelus marginatus 1
Jacunda Crenicichla lenticulata 1
Pacu Piaractus mesopotamicus 3
Peixe-citrinelo Cichlassoma citrinellum 1
Piranha-vermelha Serrasalmus nateteri 1
Robalo Centropomus parallelus 1
Tambaqui Colossoma macropomum 1
Tilapia Oreochromis niloticus 22
Total 53

Tabela 6. Espécies de anfibios utilizados no estudo.

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO QUANTIDADE
Ra-touro Lithobates catesbeianus 42
Sapo-de-chifre Proceratophrys boiei 1
Sapo-flecha Adelphobates galactonotus 2
R&-do-riacho Hylodes asper 2
Ré&zinha Leptodactylus podicipinus 2

Total 49
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Gréafico 1. Gréafico representativo da procedéncia das atividades das espécies

pisceas e anfibias.
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Foram utilizados 202 fragmentos de 6rgdos como figado, rim, baco, intestino,
pulmdao, branquias, coracao, cérebro e lesGes de pele de 53 peixes e 211 fragmentos

de 6rgdos e lesbes de 49 ras-touro.

Quando vivos, os animais foram anestesiados por imersdo em agua com
cloridrato de benzocaina (4:1) e eutanasiados por meio de secgdo da coluna cervical
logo abaixo na cabega e em seguida pesados. Os sacrificios realizados no presente
projeto foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto
Biologico (CETEA-IB) registrado sob o numero de protocolo 137/14 (Anexo 3). O
material extraido de cada animal foi fracionado em 3 porcdes. As duas primeiras
porcdes foram colocadas em microtubos de 1,5 mL, sendo uma parte congelada para
realizacdo da técnica de contrastacdo negativa e a outra parte preservada em
glutaraldeido para a realizacdo da técnica de inclusdo em resina. O restante do
material colhido foi preservado em coletores universais de 80 mL parcialmente
preenchidos com formalina 10% tamponada pH 7,4 para a realizacdo dos cortes

histoldgicos (figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Fluxograma utilizado para o processamento das amostras de
anfibios. Procedimentos de anestesia, eutanasia, coleta de fragmentos
de 6rgdos e destinacdo dos materiais fracionados e carcacas. Fonte:
Adaptado de Neves (2012).
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Figura 7 - Fluxograma utilizado para o processamento das amostras de
peixes. Procedimentos de anestesia, eutandsia, coleta de fragmentos de
o0rgdos e destinacdo dos materiais fracionados e carcacas. Fonte:
Adaptado de Neves (2012).
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4.2 Técnica de contrastacao negativa

As amostras foram processadas no Laboratorio de Microscopia Eletrénica do
Instituto Bioldgico de Sao Paulo. Os fragmentos de 6rgaos e lesbes de pele foram
macerados em tampéao fosfato 0,1M pH 7,0, obtendo-se uma suspensao do material.
Com uma pipeta automética foi colhida uma gota dessa suspensao e colocada sobre
um pedaco de parafilm ja aderido a uma placa de petri. Sobre cada gota foi depositada
uma tela de cobre, previamente coberta com filme de colédio e metalizada com
carbono, deixando-se incubar por 10 minutos. Sequencialmente, as telas foram
contrastadas negativamente com molibdato de amoénio e drenadas com papel filtro
(BRENNER & HORNE, 1959).

As telas foram examinadas em Microscopio Eletrdnico Philips EM 208 deste

laboratério.

4.3 Técnicade inclusdo em resina

As amostras foram processadas de acordo com 0s procedimentos usuais de
inclusdo em resina, baseando-se nos métodos de Luft (1961) e Gonzalez-Santander,

(1969) no Laboratorio de Microscopia Eletronica do Instituto Biolégico.

As amostras de Orgdos foram cortadas em fragmentos menores (3 mm) e
fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,0, pés-fixados em
tetroxido de 6smio a 2% em tampao fosfato 0,2M, pH 7,0, contrastadas in bloco por
acetato de uranila a 0,5%, desidratados em série cetbnica crescente (50 a 100%) e
incluidos em resina Spurr. ApGs ultraseccionamento dos blocos, os cortes ultrafinos
(200 A) obtidos foram corados positivamente pelo tratamento sequencial de acetato de
uranila (WATSON, 1958) e citrato de chumbo (REINOLDS, 1963).

4.4, Técnica histolégica Hematoxilina-Eosina

As amostras foram processadas no Laboratério Interinstitucional de Sanidade
em Aquicultura do Instituto Biolégico de S&o Paulo. A histotécnica (desidratacao,
diafanizacdo, emblocagem em parafina, microtomia e coloragcdo hematoxilina/eosina)

foi realizada segundo Michalany (1980).
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4.4.1 Desidratacédo e diafanizacéo

Apés a fixacdo em formaldeido 10%, as amostras foram cortadas em
fragmentos menores, depositadas em cassetes histoldgicos e submetidas a duas
lavagens por imersdo em tampdo por um periodo de 10 minutos. Seguiu-se a
desidratacdo em série crescente de etanol nas concentracdes 70% a 100%, durante
25 minutos cada passagem; logo apds a desidratacdo o material foi imerso em banhos

de xilol para a diafanizagcéo durante 30 minutos (Tabela 7).

Tabela 7 — Série gradual de alcool e xilol para desidratacdo e diafanizacdo dos
tecidos.

REAGENTES TEMPO
Alcool 70% 1h
Alcool 80% 1h
Alcool 95% | 0,5h
Alcool 95% I 0,5h

Alcool Absoluto | 1h

Alcool Absoluto I 1h

Xilol | 1h

Xilol I 1h

Xilol 1l 1h
Parafina overnight

4.4.2 Emblocagem em parafina

As amostras foram colocadas em parafina liquida e mantidas em estufa 60°
overnight. Posteriormente, as amostras foram incluidas em parafina em moldes

plasticos apropriados.
4.4.3 Seccionamento

O bloco foi cortado ao micrétomo Zeiss Hyrax M55®, obtendo-se os cortes com
4um de espessura e estendidos em banho-maria (60°), para posterior montagem das

laminas.

4.4.4 Montagem das laminas
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Os cortes de material parafinado foram montados em laminas de vidro tratadas
previamente com gelatina ultrapura para facilitar a adesdo do corte histolégico na
lamina. Para a montagem da lamina e laminula foi empregada a resina sintética

Entellan (Merck®) e em seguida, a lamina foi colocada em estufa 63°C overnight.
4.4.5 Coloracéao

A coloracao consiste em desparafinizacdo das amostras com xilol, lavagem em
alcool absoluto, hidratacdo em solu¢Bes hidroalcodlicas, coloracdo pela HE,
desidratacdo em alcoois e diafanizagdo em xilol modificado por Michalany (1980)
(Tabela 10). A observacao das laminas foi realizada sob microscopio de luz Carl-Zeiss
Axio Scope.Al® e o registro das imagens, a partir de um software de captura de

imagem ZEN®.

Tabela 8. Série gradual para desparafinizagdo, hidratagcdo, coloracéo,
desidratacéo e diafanizacdo dos cortes de tecido.

Reagentes Tempo

Xilol | 5 minutos

Xilol I 5 minutos
Alcool absoluto 2 minutos
Alcool 95% 2 minutos
Alcool 80% 2 minutos
Alcool 70% 1 minuto

Agua corrente Imerséo rapida
Hematoxilina 3 minutos
Diferenciador de Hematoxilina Imersao rapida

Eosina 2 minutos
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5. RESULTADOS

5.1 Sintomas e sinais clinicos

Os sintomas e sinais clinicos observados nos peixes foram caracterizados por
incoordenacdo em robalo, carpas, peixe-citrinelo, piranha-vermelha, pacu, jacunda e
tambaqui; letargia, exoftalmia e distensdo abdominal em carpas; lesdes hemorragicas
espalhadas pelo corpo, principalmente nas barbatanas de bagres-africanos, pacus e
tilhpias; figado alterado em cor em consisténcia, além de nédulos hepéticos em

bijupiras, tilapias e pacus e morte subita em carpas e garoupa (figura 8).

PARAIBUNA SP
1 2ol \ﬁf

Figura 8 - Lesbes macroscopicas externas observadas em peixes. Exoftalmia e
distensdo abdominal em carpa (A). Lesbes de pele hemorragicas em pacu (B), bagres-
africanos (C e D) e em tilapias (E e F).
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Nas ras-touro, observamos lesfes cutaneas e nos dedos (figura 9).

Figura 9 — LesBes macroscoépicas externas observadas em ré-touro. Lesdes cutaneas
(A) e nos dedos (B) de ra-touro.

5.2 Técnica de contrastacdo negativa

5.2.1 Peixes

Um total de 202 amostras de fragmentos de o6rgaos (figado, rim, baco,
intestino, hepatopancreas, branquias, coracdo, SNC e lesdes de pele) de 53 peixes
(Anexo 1) foram processadas separadamente para observacdo ao microscopio
eletrbnico de transmissdo, utilizando a técnica de contrastacdo negativa (preparo
rapido). Ao microscopio eletrdnico de transmisséo Philips EM 208, 46 (86,8%) animais
apresentaram-se positivos para particulas com morfologia semelhante a herpesvirus,
pleomorficas, algumas envelopadas, medindo entre 120 e 200 nm de diametro (Fig. 10
e 11), sendo 3 bagres (Bagre sp), 2 bagres-africanos (Clarias gariepinus), 3 bijupira
(Rachycentron canadum), 14 carpas (Ciprinus carpio), 1 garoupa (Epinephelus
marginatus), 1 jacunda (Crenicichla lenticulata), 3 pacus (Piaractus mesopotamicus), 1
peixe-citrinelo (Cichlassoma citrinellum), 1 piranha-vermelha (Serrasalmus nateteri), 1
robalo (Centropomus parallelus), 1 tambaqui (Colossoma macropomum) e 15 tilapias
(Oreochromis niloticus). Um total de 7 (13,2%) animais foram negativos para

herpesvirus, sendo todos tilapias (O. niloticus).



Figura 10 - Eletromicrografia de particula envelopada de Herpesvirus (seta)
em suspensao de fragmento de figado de carpa. Barra: 140 nm

Figura 11 - Eletromicrografia mostrando nucleocépsides virais (seta) em
suspensao de figado de carpa. Barra: 120 nm
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5.2.2 Anfibios

Foram processadas para observacao ao microscopio eletrdnico de transmisséo
Philips EM 208, utilizando a técnica de contrastacdo negativa (preparo rapido), 211
amostras de fragmentos de ¢érgaos (figado, rim, baco, intestino, pulmao, coracéo,
cérebro e lesdes de pele) de 49 anfibios (Anexo 2). Desses 49 anfibios, 23 (46,9%)
animais apresentaram-se positivos para herpesvirus (Fig. 12 e 13), sendo 16 ras-touro
(Lithobates castebeianus), 1 sapo-de-chifre (Proceratophrys boiei), 2 ras-do-riacho
(Hylodes asper), 2 razinhas (Leptodactylus podicipinus) e 2 sapos-flechas
(Adelphobates galactonotus). As particulas eram pleomérficas, icosaédricas, algumas
envelopadas, medindo entre 120 e 200 nm de didametro. Um total de 26 (53,1%)

animais foram negativos para herpesvirus, sendo todos ra-touro (L. catesbeianus).

Figura 12 - Particulas de herpesvirus, envelopada (seta maior) e ndo
envelopada (seta menor) em suspensao de figado de ra-touro. Barra: 150
nm.
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Figura 13 — Particulas de herpesvirus, envelopadas, em suspensao de
figado de ra-touro, mostrando capsdémeros individualizados (seta). Barra
140 nm.

5.3 Técnicade inclusdo em resina

Todas as amostras de fragmentos de figado, cérebro e de pele de peixes e ras
positivas pela TCN foram submetidas a TIR.

Ao microscépio eletrdnico de transmissdo foram visualizadas em cortes
ultrafinos corados positivamente pela combinacéo de acetato de uranila a 2% e citrato
de chumbo, particulas de herpesvirus, imaturas, localizadas intranuclearmente,
medindo entre 90 a 110 nm e completas com 160 nm de diametro. Observamos
também, extensivas proliferacdes da membrana nuclear produzindo extensfes

digitiformes (Fig. 14) e inclusbes amorfas localizadas proximo ao nucleo (Fig. 15).



Figura 14 - Eletromicrografia de cortes ultrafinos de cérebro de robalo
indicando a presenca de particulas incompletas de herpesvirus (seta
menor) e extensivas proliferagcdes da membrana nuclear produzindo
extensdes digitiformes (seta maior). Barra: 800 nm.

Figura 15 — Eletromicrografia de cortes ultrafinos de cérebro de robalo
indicando a presenca de particulas incompletas de herpesvirus (seta
menor) e inclusbes amorfas localizadas proximo ao nucleo (seta maior).
Barra: 800 nm.
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5.4 Técnica histoldgica Hematoxilina — Eosina

Foram analisadas pela técnica de H&E, amostras positivas pela técnica de
microscopia eletrdnica de 27 peixes, sendo 13 carpas, 8 tilapias, 2 bagres-africanos, 1
tambaqui, 1 piranha vermelha, 1 garoupa e 1 peixe-citrinelo e de 14 ras-touro. As
alteracdes que observamos nos peixes estdo descritas nos gréficos 2 a 9 e as lesfes
gue observamos na ras-touro, nos graficos 10 ao 14. As figuras 16, 17 e 18 ilustram os
corpusculos de inclusdo sugestivos de herpesvirus. Nas amostras de SNC e de

coracao de ras-touro ndo foram observadas alteracdes.

Grafico 2. Principais alteragcfes histopatoldgicas observadas em figado de
peixes e numero de animais afetados.
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Grafico 3. Principais alterages histopatoldgicas observadas em rins de peixes e numero de
animais afetados.
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Gréfico 4. Principais alterac8es histopatolégicas observadas em baco de peixes e nimero
de animais afetados.
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Grafico 5. Principais alteracfes histopatolégicas observadas em hepatopancreas de peixes
e numero de animais afetados.
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Gréfico 6. Principais alterac8es histopatolégicas observadas em branquias de peixes e
numero de animais afetados.
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Grafico 7. Principais alteragcfes histopatolégicas observadas em pancreas de peixes e
ndimero de animais afetados.
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Gréfico 8. Principais alteragdes histopatologicas observadas em pele de peixes e nimero de animais

afetados.
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Grafico 9. Principais alteragcfes histopatoldgicas observadas em SNC de peixes e numero

de animais afetados.
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Grafico 10. Principais alteracfes histopatoldgicas observadas em figado de rés-touro e

ndmero de animais afetados .
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Grafico 11. Principais alteragfes histopatolégicas observadas em rins de rés-touro e

ndmero de animais afetados.
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Grafico 12. Principais alteragfes histopatolégicas observadas em bagos de ras-touro e

nimero de animais afetados.
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Grafico 13. Principais alteragfes histopatolégicas observadas em pele de ras-touro e

nimero de animais afetados.
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Grafico 14. Principais alteragdes histopatologicas observadas em pulmdes de ras-touro e

nimero de animais afetados.
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Figura 16 - Fotomicrografia de corte histolégico de figado de bagre-
africano, indicando corplsculo de inclusdao basofilico nuclear
sugestivo de herpesvirus (seta preta). Coloracdo HE. Barra 20 um.

Figura 17 - Fotomicrografia de corte histolégico de figado de carpa,
indicando corpusculo de inclusdo basofilico nuclear sugestivo de
herpesvirus (seta preta). Coloragdo HE. Barra 20 pm.
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Figura 18 - Fotomicrografia de corte histologico de baco de ra-
touro, indicando corpusculo de inclusdo basofilico nuclear
sugestivo de herpesvirus (seta preta). Coloracao HE. Barra 20 um.
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6. DISCUSSAO

Em nosso trabalho, 202 amostras de fragmentos de 6rgdos de 53 peixes, foram
processadas pela técnica de contrastacdo negativa para microscopia eletrdnica de
transmissdo. Destes 53 peixes, 46 (86,8%) apresentaram-se positivos para
herpesvirus.

Estudos ao redor do mundo apontam uma taxa de mortalidade de 80 a 100%
em criagOes de carpas infectadas tanto pelo CyHV-2 e CyHV-3 (BRETZINGER et al.,
1999; HEDRICK et al., 2000; HOFFMANN, 2000; GOODWIN et al., 2006a; Garver et
al., 2010), quanto pelo IcHV-1 que infecta o bagre do canal (PLUMB, 1973), os 3 tipos
de herpesvirus pisceos de maior ocorréncia.

Particulas com morfologia semelhante a herpesvirus, pleomdrficas,
icosaédricas, algumas envelopadas, medindo entre 120 e 200 nm de diametro, foram
visualizadas ao microscoépio eletrdnico de transmissédo, em todas as amostras dos 46
peixes positivos.

Estas caracteristicas morfoldgicas também foram descritas por outros autores
em estudos com herpesvirus efetuado em larvas de tilapias (SHLAPOBERSKY et al.,
2010), em Osmerus eperlanus (ANDERS, 1988) e em Ictalurus nebulosus (WOLF &
DARLINGTON, 1971).

Observamos em cortes ultrafinos de cérebro de robalo, particulas de
herpesvirus  incompletas ou nucleocapsides e completas localizadas
intranuclearmente.

Em células tumorais de Osmerus eperlanus, as particulas de herpesvirus foram
visualizadas no citoplasma (ANDERS, 1988).

A técnica de inclusdo em resina também foi aplicada para estudar aspectos
ultraestruturais do herpesvirus em células infectadas pelo CyHV-3 (HENDRICK et al.,
2000; HOTORAN et al., 2005; MIWA et al., 2007; METTENLEITER et al., 2009; Raj et
al., 2011) e do Kaoi herpesvirus (KHV) infectando carpas (Cyprinus carpio) (MIYAZAKI
et al., 2008).

Wolf & Darlington (1971) utilizaram a técnica de inclusdo em resina em cortes
semifinos para estudar aspectos biolégicos e morfolégicos do CCV (channel catfish
virus) em uma espécie de bagre (Ictalurus nebulosus). A partir dessa técnica foram
visualizadas particulas de herpesvirus em todos os estagios de desenvolvimento no
ndcleo, corpos granulares contendo particulas de virus; estruturas lamelares e
membrana nuclear alterada, além de numerosas particulas virais presentes do

citoplasma.
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Esta técnica aplicada em lesGes de baco e de rim, efetuada em Carassius
auratus dourado por Lovy & Friend (2014) confirmou a presenc¢a do herpesvirus no
ndcleo e no citoplasma de células necréticas. O nlcleo apresentava cromatina
marginalizada.

Observamos que as particulas incompletas mediam entre 90 e 110 nm,
enquanto as completas mediam em média 160 nm de diametro.

Sano et al. (1985b) relataram que as nucleocapsides do CyHV-1, mediam 113
nm e as particulas envelopadas maturas 190 nm, enquanto que Hedrick et al. (1990)
afirmaram que estas particulas mediam 109 e 157 nm respectivamente.

Particulas imaturas do CyHV-2, medindo 100 nm (JEFFERY et al., 2007) e
maturas envelopadas medindo de 170 a 220 nm, localizadas no citoplasma e no
espaco extracelular foram descritas por Jung & Miyasaki (1995).

Nos peixes de nosso estudo, os sintomas e sinais clinicos mais comumente
observados foram incoordenacéo, letargia, morte subita, lesdes na pele (barbatana e
boca), nédulos hepéticos e alteracdes hepaticas e intestinais.

Estes sintomas e sinais também foram descritos em peixes infectados pelos
CyHV-2 e CyHV-3 e IcHV-1 (JUNG & MIYAZAKIU, 1995, GOODWIN et al., 2006;
HEDRICK et al.,, 2000; DAVIDOVICH et al., 2007; FIJAN et al., 1970; WOLF et al.,
1971; SHLAPOBERSKY et al., 2010).

Encontramos lesdes semelhantes a papilomas em pele de 3 tilapias.

Lesdes do tipo petequiais ou papilomatosas espalhadas pelo corpo, boca,
cérnea, mandibula e rins, foram relatadas em peixes infectados pelo herpesvirus dos
salmdes (KIMURA et al., 1981b, 1983; SANO et al., 1983; YOSHIMIZU et al., 1987).
Lesbes semelhantes a papilomas também foram observadas em infeccdo pelo CyHV-1
(SCHUBERT, 1964; SANO et al., 1985a,b).

Em peixes infectados pelo CyHV-3, as lesbes mais comumente encontradas
eram localizadas nas branquias (HEDRICK et al., 2000; PERELBERG et al., 2003;
RONEN et al., 2003; PIKARSKY et al., 2004; MIYAZAKI et al., 2008).

Com relacéo a histopatologia, em 5 carpas e 1 bagre-africano de nosso estudo
verificamos lesdes branquiais, tais como a fusédo das laminas primarias e secundarias.

Exames histopatolégicos realizados por Lovy & Friend (2014) em peixinho-
dourado (Carassius auratus), também mostraram a presenca de fusdo dos filamentos
branquiais em todos os peixes positivos para herpesvirus examinados em seu estudo.
Este achado foi atribuido a hiperplasia epitelial, ao infiltrado de células eosinofilicas e
ocasionalmente a necrose difusa.

Pikarsky et al. (2004) ainda incluiram como lesdes no arco branquial sugestivas

de herpesvirus, um aumento subepitelial, inflamacdo e congestdo dos vasos
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sanguineos, em carpas, lesdes estas, também encontradas por nés, em garoupa,
tilhpia e carpa.

Nos rins de bagre, carpa e tilapia foram observados focos com hemorragia e a
luz de muitos tubulos foi visualizado material fibrinéide e hialino, areas em necrose, e
presenca de melanomacrofagos. Observou-se  principalmente  acentuada
glomerulonefrite mononuclear, bem como calcificacao distrofica (deposicédo de calcio).

Plumb et al. (1974) e Wolf et al. (1972) observaram em seus estudos realizados
em bagre americano (Ictalurus punctatus), a presenca de edema extenso, inflamacao
e necrose dos tubulos renais. Pikarsky et al. (2004) encontraram vasos sanguineos
congestos em carpas infectadas por herpesvirus, enquanto que Lovy & Friend (2014)
verificaram presenca de necrose e vasos sanguineos dilatados em peixinho-dourado
(Carassius auratus).

Em tilapia (Oreochromis niloticus) e bagre (Bagre sp) o tecido hepéatico, em
geral, apresentou rarefacdo citoplasmatica (deficiéncia proteico mineral), inUmeros
melanomacroéfagos, focos de hepatite monolinfocitarian e necrose.

Plumb et al. (1974) e Wolf et al. (1972) citam a necrose focal, hemorragia e
edema como as principais lesdes encontradas no figado de animais infectados por
herpesvirus dos Ictaluridae (IcHV1).

No baco de bagre, carpa e tilapia, as lesdes mais significativas que
encontramos foram &areas hemorragicas, presenca de melanomacrofago, hiperplasia
de células mononucleares, além de necrose.

Esses achados também foram verificados por Lovy & Friend (2014) em
peixinho dourado. Por outro lado, Plumb et al. (1974) e Wolf et al. (1972) constataram
em seus estudos, além das alteracdes observadas em nosso trabalho, vasos
sanguineos congestos.

Em nosso estudo verificamos a presenca de corpusculos de incluséo na pele
de 2 tilapias e 1 bagre, em hepatopancreas de 1 tilapia e 1 carpa, no figado de 1 bagre
e 2 carpas, no rim de uma tilapia e no SNC de 1 peixe-citrinelo.

Gibson-Kueh et al. (2012) também encontraram estes corpusculos de incluséo
no baco, rim, figado e coracdo em seus estudos em percas gigantes (Lates calcarifer),
infectadas com herpesvirus.

De acordo com Yamamoto et al. (1983) e Elias et al.( 2004) a presenca de
corpusculos de inclusao basofilico constitui a principal alteracdo histopatoldgica
caracteristica de presenca de herpesvirus.

Com relacao aos anfibios, um total de 211 amostras de fragmentos de 6rgéos
de 49 animais, foi processado pela técnica de contrastagdo negativa (preparo rapido).

Destes, 23 (48,9%) animais apresentavam-se positivos para herpesvirus.
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Pesquisa semelhante realizada em intestino delgado de ras-touro por
Antonucci et al. (2014) relatou a presencga de herpesvirus em 7 (15,5%) de 45 animais
de seu estudo.

Os sintomas e sinais clinicos mais comumente encontrados nos anfibios de
nosso estudo foram morte subita e presenca de lesdes de pele e dedo.

Hipdlito et al. (2003) através da técnica de contrastacdo negativa, encontraram
particulas de herpesvirus em 3 animais com lesdes hepéaticas, em 5 que
apresentavam nodulos no musculo da perna e dorso e no figado e liquido ascitico de 6
animais.

A ocorréncia do tumor de Lucké, caracterizado por adenocarcinoma renal,
causado por herpesvirus, foi descrito em ras-leopardo (Rana pipiens) (Mc KINNEL &
CUNNIGHAM, 1982; CARLSON et al.,, 1994), sendo que a metastase pode ser
mediada sob baixa temperatura (TWEEDELL, 1989).

O exame ao microscopio eletrdnico de transmissdo revelou em 23 anfibios, a
presenca de particulas com morfologia semelhante a herpesvirus, pleomorficas,
icosaédricas, algumas envelopadas, medindo entre 120 e 200 nm de diametro.

Particulas morfologicamente idénticas foram visualizadas em outros estudos
realizados com rés-touro provenientes de ranarios do Estado de S&o Paulo (HIPOLITO
et al., 2003; ANTONUCCI et al., 2014).

Chinchar et al. (2001) utilizaram a técnica de contrastacdo negativa para
estudar a infectividade do Frog virus 3.

Cortes ultrafinos de lesdo de pele de ras-touro mostraram no nucleo das
células, particulas de herpesvirus imaturas, medindo de 80 a 110 nm e completas com
160 nm de diametro.

Outros autores utilizaram esta técnica para estudar aspectos ultraestruturais do
herpesvirus em casos de tumor de Lucké em rins de ras-leopardo (LUNGER, 1964a,b;
LUNGER et al., 1965; TOPLIN et al., 1971; TWEEDELL, 1989; ESBAUER & AHNE,
2001).

Com relacdo a histopatologia de rds, a alteragdo mais importante que
observamos, todas de ra-touro (L. castebeianus), foi a presenca de corpusculos de
inclusdo no figado, rim, bago e ovario.

Estes achados corroboram com os de outros autores que estudaram a
presenca de tumor de Lucké em ra-leopardo (Rana pipiens) (McKIMMEL, 1973;
GRANOFF, 1983; CARLSON et al., 1994).

Observamos também hemorragia no figado, baco, e pele, além de inflamacao
linfocitéria no rim, baco e necrose no figado, hepatopéancreas, masculo e lesdo de
dedo.
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Esses achados também foram relatados por Carlson et al. (1994) somente no
rim de ré-leopardo (Rana pipiens).

Por outro lado, as outras alteracfes que encontramos, tais como, presenca de
melanomacréfago no figado, baco e pulmao, tubulonefrite nos rins e reacédo
inflamatéria monolinfocitaria na pele, ndo foram relatadas na literatura.

A variacdo de espécies positivas afetadas sugere que varios tipos de
herpesvirus podem ocorrem no Brasil.

De acordo com Tweedell (1989) a microscopia eletrbnica e a histopatologia
constituem as principais ferramentas para o diagndéstico do tumor de Lucké

Quando a andlise histoldgica sugere a ocorréncia de uma doenca de origem
viral, a microscopia eletrbnica de transmissao constitui um método extremamente (til
para a identificacdo do agente etiolégico. Um grande numero de herpesvirus
causadores de doengas em peixes e rds que ndo puderam ser isolados com éxito em
cultura de células foi detectado por microscopia eletronica (HANSON et al., 2011).

Agentes estressores resultantes de sistemas nédo apropriados de criacao, tais
como, manejo inadequados (fisico, profilatico, sanitario ou alimentar), alteracdes
ambientais como temperatura e luminosidade, confinamento, entre outros, constituem
os principais fatores que levam ao desenvolvimento subito de doencas, principalmente
as de origem viral em qualquer tipo de criacdo (IWANA, 1993; FERREIRA et al., 2001).

O estresse causado pela temperatura pode reativar a infeccéo latente, sendo
considerado por ser um iniciador de mortalidade em massa de carpas selvagens
causada pelo CyHV-3 (GARVER et al.,, 2010; EIDE et al, 2011). As carpas
sobreviventes podem excretar o virus especialmente ap6s atividades de estresse
como a nidificacdo (BERGMANN & KEMPTER, 2011), ocasionando perdas animais e
originando grandes prejuizos econdmicos as criacdes.

A adocdo de medidas de biosseguranca, boas praticas de manejo, além do
desenvolvimento de vacinas, devem ser instituidos com o intuito de contribuir para a

melhoria e desempenho produtivo no cultivo comercial de rés e de peixes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

- As técnicas de Microscopia Eletrdnica utilizadas no presente estudo mostraram-se
eficazes no diagnéstico da presenca do herpesvirus, possibilitando a visualizagao do

agente, devendo ser amplamente difundida.

- A técnica histopatoldgica de rotina (H&E) também foi eficiente na visualizagdo das
lesbes sugestivas do agente viral, como a presenca de corpusculos de inclusao. Além
disso, possibilitou realizar a analise da situacdo geral do animal, indicando que a

gualidade da criacédo pode torna-lo susceptivel a infeccéo pelo herpesvirus.

- Os exames de histopatologia e microscopia eletrdnica devem ser complementares,
pois nem sempre o0 material enviado é propicio para ambos o0s exames. Para as
técnicas de microscopia eletrbnica o material deve ser enviado a fresco mantido
apenas no gelo, ja4 para os exames histopatolégicos, deve ser conservado em formol
10%.

- As lesdes associadas a presenca do herpesvirus ndo foram diferentes daquelas ja

descritas na literatura.

- A prevaléncia de positividade para herpesvirus entre os dois grupos foi de 86,8% nos

peixes e 46,9% nos anfibios, pela microscopia eletrénica.
- A espécie piscea que apresentou maior positividade para herpesvirus foi a carpa.

- Nos animais positivos pela técnica de contrastacdo negativa, ndo houve predilecao
por 6rgdos, pois as particulas virais estavam presentes em todos os dérgaos
examinados. Na técnica histolégica de rotina hematoxilina-eosina, o 6rgdo mais
afetado foi o figado. Pode-se escolher o figado por ser de facil acesso e relativamente

grande em relacdo ao animal.
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Resultados da Técnica de contrastacdo negativa dos peixes analisados.

N° ANIMAL FSPECEE o NORGAGS  RESULTADO
Nome popular Nome cientifico
1 Bagre Bagre sp 3 Positivo
2 Bagre Bagre sp 3 Positivo
3 Bagre Bagre sp 1 Positivo
4 Bagre-africano Clarias gariepinus 9 Positivo
5 Bagre-africano Clarias gariepinus 9 Positivo
6 Bijupira Rachycentron canadum 3 Positivo
7 Bijupira Rachycentron canadum 4 Positivo
8 Bijupira Rachycentron canadum 3 Positivo
9 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
10 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
11 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
12 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
13 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
14 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
15 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
16 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
17 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
18 Carpa Ciprinus carpio 2 Positivo
19 Carpa Ciprinus carpio 1 Positivo
20 Carpa Ciprinus carpio 5 Positivo
21 Carpa Ciprinus carpio 1 Positivo
22 Carpa Ciprinus carpio 6 Positivo
23 Garoupa Epinephelus marginatus 6 Positivo
24 Jacunda Crenicichla lenticulata 2 Positivo
25 Pacu Piaractus mesopotamicus 6 Positivo
26 Pacu Piaractus mesopotamicus 6 Positivo
27 Pacu Piaractus mesopotamicus 2 Positivo
28 Peixe-citrinelo Cichlassoma citrinellum 2 Positivo



29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Piranha-vermelha
Robalo
Tambaqui
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia
Tilapia

Serrasal mus nateteri

Centropomus parallelus

Colossoma macropomum

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus
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Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
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Resultado da Técnica de contrastacdo negativa em anfibios analisados.

ESPECIE N® DE
N° ANIMAL . ORGAOS RESULTADO
NOME COMUM NOME CIENTIFICO ANALISADOS
1 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 1 Positivo
2 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 1 Positivo
3 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 2 Positivo
4 R&-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
5 R&-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
6 Ra-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
7 R&-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
8 R&-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
9 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 4 Positivo
10 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 4 Positivo
11 R&-touro Lithobates catesbeianus 4 Positivo
12 Ra-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
13 R&-touro Lithobates catesbeianus 2 Negativo
14 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
15 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
16 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
17 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
18 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
19 Ra-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
20 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
21 R&-touro Lithobates catesbeianus 6 Negativo
22 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Negativo
23 R&-touro Lithobates catesbeianus 8 Negativo
24 R&-touro Lithobates catesbeianus 8 Negativo
25 R&-touro Lithobates catesbeianus 8 Negativo
26 Ra-touro Lithobates catesbeianus 1 Negativo
27 R&-touro Lithobates catesbeianus 1 Negativo
28 R&-touro Lithobates catesbeianus 1 Negativo
29 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 7 Positivo
30 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Positivo
31 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Positivo
32 R&-touro Lithobates catesbeianus 7 Positivo
33 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 8 Positivo
34 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 5 Positivo
35 Ré&-touro Lithobates catesbeianus 5 Positivo



36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

R&-touro
R&-touro
R&-touro
R&-touro
R&-touro
Ré&-touro
Ré&-touro
Sapo-de-chifre
R&-do-riacho
Ra-do-riacho
Ré&zinha
Sapo-flecha
Sapo-flecha
R&zinha

Lithobates catesbeianus
Lithobates catesbeianus
Lithobates catesbeianus
Lithobates catesbeianus
Lithobates catesbeianus
Lithobates catesbeianus
Lithobates catesbeianus
Proceratophrys boiei
Hylodes asper
Hylodes asper
Leptodactylus podicipinus
Adelphobates galactonotus
Adelphobates galactonotus

Leptodactylus podicipinus
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Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo




61

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAQ ANIMAL — CETEA-IB

CERTIFICADO
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