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RESUMO

Com a finalidade de conhecer a presenca de agentes virais em rads-touro provenientes de
criagdes comerciais, foram encaminhados paraexame por microscopiaeletrénica de transmissao,
amostras de tecido muscular de animais abatidos comercialmente (1 caso); de figado (2 casos) e
de figado e liquido ascitico (1 caso), de animais mortos por diferentes causas. Foi observada a
presenca de particulas semelhantes ao grupo Herpes em nodulos presentes na musculatura de
animais abatidos em matadouro; grupo Herpes em figado de animais mortos por intoxicagao;
grupo Herpesemfigado e noliquido ascitico e grupo Togasomente no liquido asciticoem animais
que morreram por deficiéncianutricional e grupo Paramixo em girinos mortos pelaméaqualidade
daagua devido a alteragdes ambientais. Acredita-se que nenhum destes grupos estejam envolvi-
dos diretamente com as lesdes e mortalidade e se desconhece sua importancia como agentes
primarios ou oportunistas, em relacdo as ras criadas intensivamente. Destes virus, somente o
grupo Herpes esté relacionado a ocorréncias conhecidas, exclusivamente em anfibios silvestres.
Estas sdo as primeiras observagdes por m.e.t. de particulas virais nesta espécie animal, no Brasil.
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ABSTRACT

DETECTION BY TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPE OF HERPES, TOGA AND
PARAMIXO-LIKEPARTICLES VIRUS IN BULLFROG (RANACATESBEIANA SHAW, 1802) FROM
COMMERCIAL FROGGERIES. FIRST OBSERVATIONS IN BRAZIL. To increase the knowledge of
the presence of viral agent in bullfrogs from commercial froggeries, an examination was made,
by transmission electron microscope, the muscles with nodules from slaughterhouse (1 case);
livers (2 cases) and livers and ascitic liquid (1 case) from animals died by different causes. There
were observed a Herpes-like particles in nodules in muscles of animals from slaughterhouse;
Herpes-like particles in liver of animals that died by intoxication; Herpes-like particles in liver
and ascitic liquid and Toga-like particles in ascitic liquid from animals that died by nutritional
deficiency and Paramixo-like particles in the liver of tadpoles that had died due to bad water
quality. The authors believe that neither of these groups of virus are involved directy with the
lesions and mortalities of these cases and do not know their importance as primaries or
opportunisticagents to bullfrog from froggery. Of these viruses, only the Herpesgroup isrelated
with amphibians, solely in free-living wild animals. These are the first observations, by t.e.m. of
virus like particles in bullfrogs in Brazil.
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A presenca viral em anfibios silvestres ha muito
tempo é divulgada. Sua primeira associagéo relatada
foinadécadade 30, nosEstados Unidosda Américado
Norte, a partir de uma formacéo neoplasicaem rim da
ré leopardo Rana pipiens. Esta formacao foi primeira-
mente notificada em 1905 e caracterizadaem 1934 por
Lucke (ou Lucké) como adenocarcinoma renal e em
1938 foi chamada a atengdo para um "virus filtravel"

(Lucke, 1938; G raNOFF, 1969; M cKINNELL, 1984). Apartir
de homogenados, do que entdo ficou conhecido, como
tumores de Lucke, foram caracterizados diferentes
grupos de viruscomo um tipo herpesem 1956, os virus
deoxiribopoliédricos citoplasmaticos, denominados
"frog virus", um virus tipo papova e a partir de rim
granulomatoso um virus tipo adeno, estes na década
de 60 (GranorF, 1969), sempre naR. pipiens.
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Dentro dos virus deoxiribopoliédricos
citoplasmaticos foi caracterizado um grupo como
TEV - "tadpole edema virus" - virus do edema de
girinos — isolado de adultos normais da ra-touro R.
catesheiana e de girinos normais e edemaciados
(GrRANOFF, 1969; WoLF etal., 1968 e 1969). O virus da
"TEV" foi depois classificado como um Iridovirus
(apud Anver & Pond, 1984). Ainda na década de 60,
outras ocorréncias sao relatadas de "suspeitas por
virus" como linfosarcomaemR. pipiens; epiteliomana
salamandra Triton alpestris e linfosarcoma no sapo
Xenopus laevis (LuNGer, 1966). Virus causadores de
encefalites, comoaencefalite equinaoeste e encefalite
japonesaB, podemternosanfibiosseus reservatorios,
comyviremiaseanticorpos, porémsemsinaisou lesdes
(BurTon et al., 1966). Outro grupo envolvido faz parte
dos Calicivirus (identificado como Calicivirus Tipo 1
de réptil Crotalus) acometendo animais de zooldgicos
nos Estados Unidos como a rd Ceratophrys orata,
isolado de adultos com edema linfatico subcutaneo,
colite e pneumoniaintersticial necrética, porSmitTHet
al. (1986).

Um grande passo no estudo de patégenos virais
paraosanfibiosfoidadoapartirde 1989, na Austrélia,
quandodaprocurade um "agente assassino—ouseja,
achar um agente patogénico para servir de controle
biolégico para o sapoBufo marinus, quefoiintroduzido
neste pais em 1937 e se tornando praga”, sendo que
um virus néo identificado foi isolado da ré silvestre
australiana Limnodynastes ornatus que causava
anasarca, ascite e hemorragia cutanea em girinos e
sendo experimentalmente patogénico paraeste sapo.
Este virus néo foi utilizado devido ao risco para
outros anfibios (Speare & O'sHEA, 1989).

No Canada aparece o denominado virus
eritrocitico das rds, acometendo a Rana catesheiana
silvestre, causando alteracdo da morfologia dos
eritrdcitos, estando presente em jovens e adultos, de
ocorrénciasazonal e transmitido por mosquitos, con-
forme GruiA-GRrAY & DEesser (1992).

O virus ndo identificado (que poderia vir a ser
0 "agente assassino") foi posteriormente classifica-
do como Iridovirus (SPEARE & SmITH, 1992), estando
também envolvido em ocorréncias de mortalidade
em varias partes do mundo. Aparece comprome-
tendo o B. marinus na Costa Rica @Sreare et al.,
1991), naVenezuela (Zupanovicet al., 1998a e 1998b)
e na lugoslavia, acometendo a raR. esculenta (FiIAN
et al., 1991). Novamente na Austrélia, passa a ser
associado ao virus da necrose hematopoética
epizodtica, isolado daL. ornatus e também de peixes
cultivados como a perca e a truta arco-iris
(HencsTeerGeretal., 1993). Na Inglaterra, em duas
ocorréncias, foram isolados da raR. temporaria, por
Drury et al. (1995) e por CunNiNgHAM et al., (1996),
sendo que este Ultimo autor e seus colaboradores,

admitem que amorte dos animais esteve associada
com a bactériaAeromonas hydrophilacomo oportu-
nista. Novamente, um tipo Herpes aparece associ-
ado alesbes de pele naraRana dalmatina,conforme
BennaTIet al. (1994). Também envolvido com uma
mortalidade em massa espontanea daR. temporaria
nalnglaterraestaum virus semelhante a Poxvirus
de acordo com CunningHAMEt al. (1993).

Posteriormente, dentro dos Iridovirus, foi deno-
minado um género especifico para os isolados de
anfibios, os Ranavirus, sendo um virusicosaédrico
(AnNE et al., 1997; ZupaNovicet al., 1998a e 1998b).
O género Ranavirus é um dos principais envolvi-
dos nos casos de mortalidade em massa esponta-
nea de anfibios silvestres, causando declinio de
popula¢des nativas de ras, sapos e salamandras,
em varios pontos do planeta (Daszak et al., 1999).
Este, até o momento, é o grupo viral mais compro-
metido com os anfibios (Mao, 1999; WiLLIANS, 1996;
ZupraNovicet al., 1998a e 1998b).

A presenca viral em anfibios, também silvestres,
no Brasil, é relatado em duas ocorréncias. Na ra
Leptodactyllus ocellatus, por um desoxiribovirus
icosaédrico citoplasmatico, que forma uma inclusédo
e esta era considerada um protozoario parasita
intracelular das hemécias - Toddia sp. FRanga, 1912 —
e sendo depois caracterizada como inclusao decor-
rente da presenca deste virus (Souza & WEicL, 1976).
A outra citacdo é de um novo virus eritrocitico,
icosaédrico, na perereca brasileiraPhrynohyasvenulosa
(MaTos et al., 1995).

Todas estas citacdes sdo referentes a animais
silvestres ou de zooldgicos, ndo existindo nada
sobre viroses em anfibios criados comercialmente.
Esta lacuna deve ser preenchida aproveitando-se,
e também como prova de nossa competéncia, do
importante papel que amodernaraniculturabrasi-
leira tem no cenario mundial desta exploragao
zootécnica.

Sédorelatadosapresencaviralem4casos. No caso
1, em fragmentos de figado de 3 animais mortos em
conseqiéncias de lesdes hepéticas causadas por
intoxicacdo, de ranario da regido metropolitana de
S&o Paulo, SP, 1998. No caso 2, em fragmentos de
musculo da perna e do dorso de 5 animais, apresen-
tando ndédulos de cor escura e textura consistente, de
abatedouro de municipio daregido de Campinas, SP,
1999. No caso 3, em fragmentos de figado e liquido
ascitico de 6 animais, mortos devido & deficiéncia
nutricional, de ranario da regido do Vale do Paraiba,
SP, 1999. E no caso 4, em figados de 15 girinos mortos
por causa ndo devidamente esclarecida, associada a
alteracBes ambientais que interferiram na qualidade
da agua, de ranério da regido interiorana do Estado
do Rio de Janeiro, 2000. Este material foi dividido em
5 grupos de 3 figados cada.
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Destes casos, os fragmentos de tecido muscular e
figado e o liquido ascitico foram coletados logo ap6s
anecropsia, individualizados e mantidos sob conge-
lamento até a realizac@o do exame pela microscopia
eletrbnica. A técnica empregada pela m.e. foi a de
contrastacao negativa, onde o material apos ser tritu-
rado em graal, com auxilio de pistilos esterilizados,
foi suspenso em tampao fosfato 0,1M e pH 7,0 e
colocado sobre telas de cobre previamente cobertas
com filme de colddio e carbono, drenadas com papel
filtro, contrastadas negativamente com molibdato de
amonio a 2% em pH 5,0 e observadas ao microscépio
eletrénicodetransmissdo PHILIPS modeloEM 208e/
ou EM 300. Juntamente com o material decorrente dos
casos1,3e4foitambémenviadofragmentosdefigado
deanimaisconsideradossadios, e nocaso 2, fragmen-
tos de tecido muscular afastado dos nédulos.

Em todas as amostras provenientes de animais
comprometidos foram observadas grande quantida-
dede particulasvirais,sendo,nocaso 1,apresencade
particulas semelhantes ao grupo Herpes, contendo
seu envelope caracteristico envolvendo a capside
icosaédricae medindoentre 1202200 nm de didmetro
(Figs. 1 e 2). No caso 2, também a presenca, somente

Figs. 1 e 2 - Micrografias eletronicas de particulas seme-
lhantes a virus, do grupo Herpes, com capsémeros bem
individualizados (setas), visualizadas ao microscopio
eletrdnico de transmissdo, pela técnica de contrastagdo
negativa, em suspensao de figado. Animais mortos por
intoxicacéo. Caso 1.

nos nédulos, de particulas virais, semelhantes ao
grupo Herpes, pleomorficas, caracteristicas, envelo-
padas, medindo entre 120 e 220 nm de diametro. As
amostras de tecido muscular afastado dos n6dulos
nado apresentou a presenca destas particulas (Fig 3).
Nocaso 3, além da presencade particulas viraisseme-
Ihantes ao grupo Herpes, caracteristicas, presentes
no figado e liquido ascitico; particulas semelhantes
aogrupo Toga, envelopadas, arredondadas, medindo
aproximadamenteentre55a70nmde diametroforam
observadas somente no liquido ascitico (Figs. 4 e 5).
No caso 4, foram observadas particulas semelhantes
ao grupo Paramixo, envelopadas, arredondadas ou
alongadas, com cépside caracteristico, contendo
projecbes noseuenvelope, de 100a300nm de diame-
tro (Figs. 6 e 7). Os figados dos animais sadios nédo
apresentaram particulas virais.

Fig. 3 - Micrografia eletronica de particulas semelhantes
avirus, do grupo Herpes, pleomorficas, algumas envelo-
padas, medindo 120 a 200 nm, visualizadas ao microscé-
pioeletrdnicodetransmisséo, pelatécnicade contrastacao
negativa, presentes nos nédulos. Caso 2.

Fig. 4 - Micrografia eletronica de particulas semelhantes
a virus, do grupo Herpes, com envoltério caracteristico
envolvendo os capsdmeros (seta), visualizadas ao mi-
croscopio eletrénico de transmissdo, pela técnica de
contrastacdo negativa em suspensao de figado. Animais
mortos por deficiéncia nutricional. Caso 3.
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Fig.5-Micrografiaeletronica de particulas semelhan-
tesavirus, do grupo Toga, com envoltério caracteris-
tico, arredondadas, medindo entre 50 e 70 nm,
visualizadas ao microscopio eletrénico de transmis-
sdo, pela técnica de contrastagdo negativa, no liquido
ascitico. Animais mortos por deficiéncia nutricional.
Caso 3.

100 om

120am

Figs 6 e 7 - Micrografias eletrbnicas de particulas seme-
Ihantes a virus, do grupo Paramixo, arredondadas ou
alongadas de 100 a 300 nm de didmetro, contendo proje-
cOes, visualizadasao microscopioeletronico de transmis-
sdo, pela técnica de contrastagdo negativa, em suspensao
defigadodegirinosdera-touro, mortos por maqualidade
da agua. Caso 4.

Emrelacdoaagentesbacterianose parasitarioscomo
patdgenos paraaraniculturacomercial noBrasil, muito
jé& foi feito e divulgado conforme revisdo bibliogréafica
recente (HipoLiTo &BacH, 2002), masem relagdo a virus,
estamossimplesmente comecando agora, sendo que no
exterior j& estdo had muito trabalhando.

Tentando cobrir esta lacuna, e com a inten¢ado de
se conhecer a presencade agentes virais em rds-touro
criadascomercialmente, passou-se aencaminhar para
exame por microscopia eletrdnica, parte do material
proveniente de casos de doenca/mortalidade que
foram enviadas para o esclarecimento da causa da
agressao. Emboraacredita-se que aspresencasvirais
relatadas neste artigo ndo sejam diretamente respon-
saveis pelasmortalidades, deve-se procurar conhecer
o verdadeiro papel destes virus.

Dos grupos de virus observados, somente o grupo
Herpes aparece envolvido com anfibios nas ocorrén-
cias de tumor espontaneo em populagfes nativas e
livres, conhecido como "tumor de Lucke dos anfibios",
sendo caracterizado como umadenocarcinomarenal
(GraNOFF, 1969). O herpervirus é considerado um
virus oportunista, sendo que as ocorréncias dos tu-
mores varia sazonalmente com a temperatura ambi-
ente, manifestando-se mais naprimavera (McKINNELL,
1984). Mais recentemente aparece também envolvido
em lesdo de pele (BennaTTI €t al., 1994). Quanto aos
grupos Toga e Paramixo, nada foi encontrado.

Desconhece-se, ainda, suas reais importancias
como agentes patol6gicos primarios ou oportunistas
para a ra-touro criada em ranario. Por se manifesta-
rem somente em animais com algum processo moérbi-
do ou em &reas teciduais delimitadas lesionadas,
pode-se dizer que esta presenca esteja relacionada
com a quebra da resisténcia organica geral ou local.

Levando-se em conta a inexisténcia de literatura
especifica sobre a presenca viral em populagdes em
cativeiro, este estudo deve ser ampliado, envolvendo
outros tecidos e 6rgdos de animais doentes e sadios.
Acredita-se sereste o primeirorelato de observacaode
virus dos grupos Toga e Paramixo em anfibio.
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