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RESUMO 

O desenvolvimento dos anfíbios é caracterizado por uma série de eventos que 

possibilitam a esses animais a ocupação dos ambientes aquático e terrestre. Nesse 

sentido, a supressão do sistema imunológico é necessária para que esses eventos 

ocorram de forma ordenada, evitando então, respostas autoimunes. Por outro lado 

essa imunossupressão durante a metamorfose pode tornar os animas mais 

susceptíveis a algumas doenças, dentre elas, a causada pelo fungo 

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), que é considerado o principal patógeno de 

anfíbios da atualidade. Nesse contexto, a produção de anticorpos da classe IgY anti-

Bd, extraídos de gemas de ovos de galinhas poedeiras infectadas com o referido 

fungo, pode agregar valor ao ovo, auxiliar no combate a quitridiomicose, diminuição 

da perda da produção e dispersão do patógeno por criadouros, diminuindo também 

o uso de antibióticos no tratamento e profilaxia da quitridiomicose, aumentando o

nível de segurança da carne e valorizando o produto final. No presente estudo a 

imunização das aves com o antígeno desativado fez com que o sistema humoral das 

mesmas respondesse a indução contra Bd viabilizando a produção e purificação de 

imunoglobulinas da classe IgY específicas e de alta avidez contra o fungo. A 

transferência passiva das imunoglobulinas purificadas das gemas apresentou 

resultados promissores, onde os girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus) 

tratados não apresentaram danos deletérios quanto à sanidade animal dos mesmos, 

mantendo a morfologia e contagem das células sanguíneas dentro da normalidade. 

Esses resultados possibilitam o desenvolvimento de uma soroterapia para anfíbios 

que pode auxiliar no controle do fungo e sobrevivência das populações naturais que 

estão sendo extintas em todo planeta. 

Palavras-chave: Anfíbios; IgY; Quitridiomicose; Sistema Imune; Soroterapia. 



ABSTRACT 

The development of amphibians is characterized by a series of events that enable 

these animals to occupy aquatic and terrestrial environments. In this sense, 

suppression of the immune system is necessary for these events to occur in an 

orderly manner, avoiding autoimmune responses. On the other hand, this 

immunosuppression during metamorphosis may make the animals more susceptible 

to some diseases, among them, the one caused by the fungus Batrachochytrium 

dendrobatidis (Bd), which is considered the main amphibian pathogen today. In this 

context, the production of anti-Bd IgY class antibodies, extracted from egg yolks of 

laying hens infected with this fungus, may add value to the egg, assist in the fight 

against chytridiomycosis, decrease production loss and pathogen dispersion by 

breeding facilities, reduce the use of antibiotics in the treatment and prophylaxis of 

chytridiomycosis, increasing the safety level of the meat and valuing the final product. 

In the present study, the immunization of hens with the deactivated antigen caused 

their humoral system to respond to induction against Bd, enabling the production and 

purification of specific and highly avid fungal IgY class immunoglobulins. Passive 

transfer of purified immunoglobulins from yolk showed promising results, where 

treated bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) showed no deleterious damage to 

animal health, keeping the morphology and counting of blood cells within normal 

range. These results enable the development of a serotherapy for amphibians that 

can help control the fungus and the survival of natural populations which are being 

extinct all over the planet. 

Keywords: Amphibians; IgY; Chytridiomycosis; Immune System; Serotherapy. 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 – Ciclo de vida do fungo Batrachochytrium dendrobatidis. ................. ... .... 20 

Figura 2 – Morfologia do fungo Batrachochytrium dendrobatidis em meio de cultivo 
contendo triptona. .................................................................................................  .... 21 

Figura 3 – Distribuição das imunoglobulinas presentes em ovos de 
aves............................................................................................................................23 

Figura 4 – Procedimento para obtenção das frações proteicas do fungo 
Batrachochytrium dendrobatidis. ..........................................................................  .... 28 

Figura 5 – Procedimento para purificação dos anticorpos presentes nas gemas. ........ 
 ............................................................................................................... .............. .... 30 

Figura 6 – Tabela de Gosner (1960), utilizada para classificar os girinos em estádios 
de desenvolvimento de 36 a 39 da metamorfose. ................................................  .... 33 

Figura 7 – Cinética da produção dos anticorpos IgY específicos no soro de galinhas 
poedeiras imunizadas com a fração total de Bd durante o período experimental (90 
dias). ....................................................................................................................  .... 38 

Figura 8 – Cinética da produção dos anticorpos IgY específicos na gema de 
galinhas poedeiras imunizadas com a fração total de Bd durante o período 
experimental (90 dias) ..........................................................................................  .... 38 

Figura 9 – Potencial de avidez dos anticorpos específicos produzidos no soro de 
galinhas poedeiras imunizadas com a fração total de Bd ....................................  .... 40 

Figura 10 – Eletroforese (SDS-PAGE 9%) do extrato purificado da gema ..........  .... 41 

Figura 11 - Produção média dos anticorpos IgY específicos no soro de girinos nos 
diferentes tratamentos. .........................................................................................  .... 43 

Figura 12 – Número de eritrócitos; variação das porcentagens da contagem 
diferencial de leucócitos e morfologia leucocitária. ..............................................  .... 45 



LISTA DE TABELA 

Tabela 1 – Médias das atividades (U/mg) das fosfatases acida e alcalina hepáticas 

de L. catesbeianus nos diferentes tratamentos..........................................................48 



SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................  .... 16 

2 REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................  .... 18 

2.1 Perspectivas para a ranicultura no Brasil ....................................................... 18 

2.2 Batrachochytrium dendrobatidis e a quitridiomicose.................................... 19 

2.3 O sistema imune dos anfíbios e o uso de IgY .............................................. 221 

2.4 Hematologia dos anfíbios ................................................................................. 23 

2.5 O fígado e a fosfatase ....................................................................................... 25 

3 OBJETIVOS ......................................................................................................  .... 26 

4 MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................  .. 277 

4.1 Isolamento das amostras de B. dendrobatidis e preparo do antígeno vacinal

 .................................................................................................................................. 27 

4.2 Imunização e obtenção de amostras biológicas das aves (sangue e ovos)

 ................................................................................................................................ 299 

4.3 Purificação dos anticorpos IgY ........................................................................ 29 

4.4 Dosagem da concentração de proteínas nas amostras................................. 31 

4.5 Análise eletroforética ........................................................................................ 31 

4.6 Cinética da produção e determinação da afinidade e avidez da IgY anti-Bd 

no soro e na gema das aves imunizadas .............................................................. 32 

4.7 Tratamentos, soroterapia e infecção experimental dos girinos de rã-touro 32 

4.8 Coleta de amostras biológicas para análise hematológicas e imunológicas 

dos girinos de rã-touro ........................................................................................... 34 

4.9 Determinação da atividade LPS-defosforilase da fosfatase alcalina do 

extrato hepático ....................................................................................................... 35 

4.10 Determinação da atividade p-nitrofenilfosfatásica (PNFFásica) das 

fosfatases ácida e alcalina ................................................................................... 366 

4.11 Análise estatística dos resultados ................................................................. 36 



5 RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................  .. 377 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS ..............................................................................  .. 499 

7 CONCLUSÕES .................................................................................................  .... 50 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................  .... 51 

ANEXO 1..............................................................................................................  .... 59 



16 

1 INTRODUÇÃO 

Atualmente os anfíbios estão divididos em três ordens: Anura, Caudata e 

Gymnophiona (THESKA et al., 2018), sendo os anuros, o grupo mais diversificado, 

ocupando todos os continentes, com exceção da Antártida, desertos extremos e 

algumas ilhas oceânicas (POUGH; JANIS; HEISER, 2008). Os anfíbios são 

organismos altamente sensíveis a alterações do ambiente, devido ao fato de, em 

geral, possuírem uma fase larval totalmente aquática e uma fase pós-metamórfica 

terrestre (POUGH; JANIS; HEISER, 2008), além de condições especiais tanto para 

sua dispersão (BORGES-MARTINS et al., 2007) quanto à permeabilidade de sua 

pele. Assim, a presença, a quantidade e a sanidade desses animais, podem ser 

consideradas bioindicadores da qualidade ambiental. 

Os motivos do acentuado declínio da população mundial de anfíbios, em 

condições naturais, observado nas últimas décadas, ainda não estão completamente 

esclarecidos (SILVANO; SEGALLA, 2005; POUGH; JANIS; HEISER, 2008; 

O’HANLON et al., 2018). Algumas espécies já foram extintas, como é o caso das 

espécies da família Rheobatrachidae (STUART et al., 2004), e muitas outras estão 

ameaçadas de extinção (IUCN, 2017). 

A infecção dos anfíbios por patógenos microbianos é a principal causa de 

morte de diversas populações. Dentre os principais microrganismos, o fungo 

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), surgido recentemente na Ásia (O’HANLON et 

al., 2018), tem sido descrito como responsável pelo declínio populacional desses 

animais, causando a quitridiomicose (STUART et al., 2004). Outros patógenos 

encontrados são: o fungo Basidiobolus ranarum e a bactéria oportunista Aeromonas 

hydrophila (ROLLINS-SMITH et al., 2002). 

A quitridiomicose tem despertado grande interesse por parte dos 

pesquisadores, devido ao fato de acometer grande número de espécies de anfíbios 

em todo o mundo, afetando tanto populações de espécies nativas como os animais 

voltados à produção de carne em ranários (FISHER; GARNER; WALKER, 2009; 

KILPATRICK; BRIGGS; DASZAK, 2009). 

A comercialização de anfíbios para alimentação pode estar relacionada a 

dispersão do Bd pelo mundo, uma vez que algumas espécies, como a Lithobates 
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catesbeianus e a Xenopus laevis são resistentes a doença, fazendo assim a 

introdução do fungo em locais que contenham espécies susceptíveis (MAZZONI et 

al., 2003; WELDON et al., 2004; VERDADE; DIXO; CURCIO, 2010). 

Apesar dos crescentes estudos acerca dessa doença, os mecanismos de 

infecção, patogênese e de cura ainda não estão totalmente elucidados, embora o 

desequilíbrio homeostático, a interferência na alimentação, a secreção de toxinas 

pelo Bd e a diminuição de trocas gasosas pela pele dos animais, têm sido 

considerados os principais responsáveis pelo desenvolvimento da doença, e a 

consequente, morte (FISHER; GARNER; WALKER, 2009; GARNER et al., 2009; 

KILPATRICK; BRIGGS; DASZAK, 2009, ROLLINS-SMITH et al., 2011). 

Anticorpos produzidos em ovos de galinhas têm sido uma alternativa tanto 

aos tratamentos convencionais, contra doenças bacterianas (KARLSSON; 

KOLLBERG; LARSSON, 2010) e fúngicas (MICHAEL et al., 2010), com antibióticos, 

diminuindo assim a seleção de bactérias resistentes, quanto à utilização dos 

anticorpos de mamíferos (SHIN et al., 2002; SILVA; TAMBOURGI, 2010; ETO et al., 

2015). Os anticorpos da classe IgY presentes em aves, também encontrados em 

répteis, peixes pulmonados e anfíbios (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995), 

apresentam vantagens em relação a produção em mamíferos, como: maior taxa de 

produtividade por animal e menor custo de produção, além de não ser necessário o 

sacrifício dos animais, uma vez que os anticorpos são transferidos passivamente da 

circulação sistêmica da ave para gema dos ovos, de onde são purificados. Esses 

anticorpos neutralizam o patógeno e suas toxinas e dificultam a adesão e instalação 

da infecção (CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004), podendo assim conferir 

resistência à diferentes microrganismos. 
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7 CONCLUSÕES 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez que o sistema imune das 

aves foi capaz de reconhecer e produzir anticorpos específicos e de alta taxa de 

reconhecimento para antígenos fúngicos de Bd. 

O método utilizado se mostrou simples, fácil e altamente reprodutivo para a 

purificação e recuperação da IgY anti-Bd.  

A transferência passiva para os girinos de rã-touro (L. catesbeianus) revelou 

resultados promissores do uso IgY na imunoterapia de Bd em anfíbios de forma 

preventiva. 

Os resultados obtidos mostraram que estudos acerca da dosagem, tempo de 

exposição bem como o uso da referida soroterapia em espécies mais susceptíveis a 

quitridiomicose são necessários para o desenvolvimento de uma metodologia eficaz 

contra a patologia. 
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