dpubvet

EDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

ISSN 1982-1263

https://doi.org/10.31533/pubvet.v16n08a1197.1-8
Descricdo da sindrome de erosdo da moela em aves comerciais no Brasil

Julia Roppal*®, Gervasio Henrique Bechara?® @, José di Fabio®, Edson Bordin*

1Graduanda de Medicina Veterinaria, Centro Universitario de Jaguaritna, Brasil

2Professor de Patologia Animal, Escola de Medicina e Ciéncias da Vida, Pontificia Universidade Catdlica do Parana, Brasil
3Médico Veterinario Ornitopatologista, Laboratério José di Fabio de Patologia Animal- Campinas, Sdo Paulo, Brasil
4Médico Veterinario Patologista em Sdo Paulo, Brasil

*Autor para correspondéncia, E-mail: 16julia.roppa@gmail.com

Resumo. InfeccGes adenovirais sdo0 comuns em aves comerciais, principalmente em
sistemas de criacdo intensificada e ja foram reportadas em diferentes locais, como: Asia,
Africa, América do Norte, América do Sul e Europa. As doencas envolvendo os
Aviadenovirus (FAdVs), incluem a hepatite por corpo de inclusdo (HCI), sindrome da
hepatite-hidro pericardio, (SHH) e outras condi¢des afetando o sistema respiratério e
digestivo das aves, além da Sindrome de Eroséo de Moela (SEM). Esta publicacéo objetiva
a caracterizacdo da SEM como condi¢do emergente no Brasil. Foram analisadas, entre
setembro de 2021 e maio de 2022, 168 aves em 56 casos, sendo estas tanto de corte como
de reproducdo. Foram conduzidos exames de PCR para identificar o DNA viral e 28
exames histopatolégicos com alguns destes revelando presenca de corpos de inclusdo virais
no ventriculo, além de quadros inflamatdrios tipicos envolvendo infiltrado linfoplasmo-
histiocitico. Foram encontrados outros processos inflamatérios em outros 6rgdos, como o
pré-ventriculo. O PCR evidenciou positividade para o Aviadenovirus. Com base nos
achados do presente estudo, caracterizou-se a presenca da SEM no Brasil. Enfatizamos a
importancia do sequenciamento do virus, especialmente do tipo 1, como proximo passo a
ser seguido.

Palavras-chave: Adenovirus, aviadenovirus, corpos de inclusdo, FAdV, histopatologia

Description of gizzard erosion syndrome in commercial birds in Brazil

Abstract. Adenoviral infections are common in poultry, especially in intensive creation
systems, and have been reported in several locations, such as: Asia, Africa, North America,
South America, and Europe. The diseases involving the Fowl Adenovirus (FAdV) includes
Inclusion Body Hepatitis (HCI), Hepatitis-Hidropericardium Syndrome (SHH) and other
conditions affecting the respiratory and digestive system of poultry. Our objective was to
share the emergence of the Gizzard Erosion Syndrome (SEM), in Brazil. From September
2021 to May 2022, a total of 168 birds from 56 cases were analyzed, being those mostly
broiler and hens. PCR tests were performed to identify the viral DNA, as well as 28
histopathological tests which some of them revealing the presence of viral inclusion bodies
in the gizzard, besides severe lyimphoplasmabhistiocitic inflammatory reaction in mucosa
and also in other organs such as proventriculus. The PCR evidenced positivity for the
Aviadenovirus. Based on the present study, it was evidenced the presence of SEM in Brazil.

Keywords: Adenovirus, aviadenovirus, inclusion bodies, FAdV, histopathology

Introducéo

As infecgdes por adenovirus (FAdV) sdo comuns em aves comerciais e as caracteristicas dos sistemas
de criacdo intensificada favorecem a disseminacao dessa doenca por, muitas vezes, ocorrerem em locais
com multiplas idades e procedéncias e pela proximidade entre lotes (Dezengrini et al., 2007). As doencas
envolvendo os FAdVs, incluem a hepatite por corpo de inclusdo (HCI), a sindrome da hepatite-hidro
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pericardio, (SHH) e outras condicdes afetando o sistema respiratorio e digestivo das aves. Dentre elas,
a Sindrome de Eroséo de Moela (SEM), com ventriculite, combinada ou ndo com a pancreatite necrotica,
se situa entre as Ultimas. Até o presente momento de publicacdo deste artigo, faltam descricBes
completas a respeito disso no Brasil. Nos dltimos anos, essa patologia vem sendo reportada
mundialmente, quer em reprodutoras ou frangos de corte. O excesso de biosseguranca pode aumentar o
risco de contaminacdo vertical, obrigando a que se considere a presenca de anticorpos antes da fase
reprodutiva (Schachner et al., 2021).

Revisdo bibliogréafica
Descricao do virus e distribui¢ao no brasil

Referéncias a descricdo molecular do FAdV A estdo disponiveis em diversas publicacdes (De la
Torre et al., 2018; Duncan & Prasse, 1982; Grafl et al., 2018; Hess, 2013; Naranjo, 2012; Thomson,
1990) ou pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV). Em suma, os FAdV pertencem ao
género Aviadenovirus, antigo grupo 1, a espécie A e seus sorotipos. Sdo virus DNA nédo envelopados e
apresentam geometria icosaédrica. Possuem entre 70 e 90 nm de diametro com DNA fita dupla. O
capsidio possui 252 capsdmetros, dos quais 240 sdo formados pela proteina hexon e 12 pela proteina
penton. Em 2017, Matczuk et al. (2017) sequenciaram dois virus causadores de SEM em frango de corte
e reprodutores na Europa, constatando ser formado por 43.849 bp e sendo bastante semelhantes ao virus
CELO néo patogénico. Quando eles compararam os dois virus de campo, um recuperado de frango de
corte e outro de reprodutoras, com o CELO ndo patogénico, as maiores diferengas em amino&cidos
ocorreram no ORF 0, ORF 1, ORF14, IV 2, polimerase, Pilla, penton base, Fibre 2 e penton base Fibre
1. No Brasil, De la Torre et al. (2018) reportaram que circulam os sorotipos FAdV-8a, FAdV-8b e o
FAdV-11 que estdo envolvidos com a HCI. Também no Brasil, Mettifogo et al. (2014) relacionaram o
FAdV como causa do HHS.

Erosdo de ventriculo e patologia correlatada

A SEM esta reportada na Asia, Africa, América do Norte e Europa, sendo descrita inicialmente em
1930 por Holst e Halbrook. Em 1993, no Japdo, Tanimura et al. (1993) correlacionaram os achados
macroscopicos com o processo inflamatdrio ndo purulento de mucosa ventricular e a presenca de corpos
de inclusdo intranucleares basofilicos com aumento do nlcleo que ocupava por vezes aproximadamente
50% das dimensfes da célula. Também no Japédo, Ono et al. (2003), reportaram o envolvimento do
FAdV-sorotipo 8, como causador da SEM. Mais tarde, o sorotipo FAdV-1 foi correlacionado com
erosdes de coelina, e considerado como sendo uma patologia dissociada das outras (Fitzgerald et al.,
2019). Posteriormente, Mirzazadeh et al. (2021) descreveram a doenca e detectaram o FAdV-1 a partir
de casos de erosdo de moela ao abate. Nos EUA, Grafl et al. (2013) reproduziram a patologia de
ventriculo com a inoculagdo experimental do FAdV-1. Logo depois, Grafl et al. (2018), confirmaram a
patogenicidade do FAdV-1 como causa Unica dessa condicdo, descartando definitivamente o FAdV-8a.
Nosso grupo desconhece relatos publicados dessa ocorréncia no Brasil.

Citopatogenia: provavel via de acesso as células permissiveis - viruléncia

O potencial de infeccdo celular por parte do FAdVs varia com o sorotipo e via de inoculagdo, além
do volume de in6culo. Na China, através do uso do emergente FAdV-4 foi identificado o receptor da
célula permissiva como sendo a proteina CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor), pelo dominio
2 (D2). Assim, a infeccdo celular decorre da interagdo do adenovirus fibra (do inglés fibre), isto €, a
projecdo filamentar do virus que, nos casos dos virus aviarios, € dupla, com o D2 da proteina CAR. Com
isso 0 agente internaliza e apds a desintegracdo do capsidio, 0 genoma viral penetra no nicleo celular.

Muito do que se aceita no caso de aviadenovirus, vem das adenoviroses humanas. No caso do FAdV-
1, 0 que se sabe é que o virus também se liga a uma proteina gastrica de aproximadamente 200 Kd
(Schachner et al., 2018). No entanto, o fator de viruléncia ligado ao FAdV-1 ndo é conhecido. Uma
concluséo clinica importante € que a homeostase metabdlica é dificil de ser mantida na presenca de
ventriculite (SEM) ligada ao FAdV-1. Ndo ha distincdo entre os genes hexon e de filamento (fibre 2)
entre 0s sorotipos patogénicos, o que torna dificil explicar as distintas patologias ligadas ao virus
(Absaldn et al., 2017; Slaine et al., 2016; Vera-Hernandez et al., 2016).
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Clinica, anatomia patolégica e histopatologia

Por ocorrer transmissdo vertical e horizontal (Grafl et al., 2018; Schachner et al., 2018), ha variacao
na idade dos animais afetados. Clinicamente observa-se depressdo no desenvolvimento das aves. Pode
ocorrer alteragdes de eclodibilidade. Outras citagdes clinicas incluem ataxia e eventualmente diarreia.
N&o raramente hé histérico de aumento de condenacdo do ventriculo ao abate. A mortalidade varia, mas
em geral, é baixa quando comparada ao aumento de refugo que chega a 15%. Aves afetadas
horizontalmente podem apresentar um curso de doenga mais prolongado. A anatomia patoldgica se atém
mais ao ventriculo, com megalia e alteracbes da coelina, com erosfes. O proventriculo pode
eventualmente mostrar edema de parede com eventuais hemorragias de mucosa. Em quadros
complicados se observa enterite catarral e atrofia bursal.

De acordo com a literatura, a histopatologia ventricular apresenta caracteristicas indicativas da SEM
(Grafl et al., 2018), constatando-se erosbes, necrose epitelial e infiltragdo ndo purulenta
linfoplasmohistiocitica, que pode ser intensa, comprometendo principalmente a ldmina prépria e mais
profundamente a submucosa, e por vezes atinge a muscular externa com quadros multifocais de peri
vasculite ndo purulenta. No que se refere a outros 6rgédos, eventualmente se destacam algumas lesdes de
proventriculo, de natureza inflamatoria, com infiltragdo linfoplasmohistiocitica, com evidéncia de corpo
de inclusdo. O pancreas pode exibir focos de necrose acinar e/ou infiltragdo mononuclear intersticial.
Pode ocorrer enterite atrofica e deplegdo linfoide na bolsa de Fabricius. No figado, pode-se observar,
como patologia complementar, tumefacdo hepatocitica com eventual necrose pericentral e/ou
perivascular. Reacdo inflamatdria mononuclear ndo é incomum no intersticio ou em areas pericentrais
ou perivasculares. No entanto, as lesfes capitais sdo efetivamente aquelas do ventriculo.

Corpo de incluséo

Um encontro relativamente frequente sdo os corpos de inclusdes virais em células colunares da
mucosa do ventriculo, embora possam ser também constatados no pancreas e mucosa intestinal, bem
como no proventriculo. O corpo de inclusdo é um agregado nuclear ou citoplasmatico de proteinas
coraveis, pela multiplicacdo do virus invasor e, portanto, caracteriza seus antigenos. Quando um virus
infecta uma célula, o DNA complementar codificado pelo RNA mensageiro orquestra a elaboragao de
proteinas. Quando ocorrem falhas, esses residuos ndo sdo removidos e se tornam depdsitos pela
condensagdo. Ha variagdo no tipo de corpo de inclusdo correlacionado ao aviadenovirus, sobretudo com
base na densidade dos mesmos e na morfologia (Fitzgerald et al., 2019). Por vezes sdo facilmente
identificados, e por vezes, ausentes. Quando citoplasmatico, tendem a ser eosinofilicos. Quando nuclear,
basofilicos. Podem aumentar significativamente o nicleo, ou entdo sdo representados por granulos
fortemente basofilicos distribuidos pela organela. Por vezes produzem halo. Corpos de inclusdo tendem
a ser constatados tdo somente até duas semanas ap0s a infecgdo, e provavelmente tém relacdo com a
cepa e seu potencial infectante.

Temos aprendido com o estudo que ndo ha um Teste Gold mais especifico para a definigdo da doenca,
mas sim um conjunto deles, incluindo os moleculares (Grafl et al., 2018), com PCR ou HIS (hibridizagdo
“in situ”) ou entdo a imunohistoquimica. No entanto, a patologia microscopica do ventriculo tem
importancia fundamental para o diagndstico da SEM.

Descricdo dos casos

De setembro de 2021 a maio de 2022, vimos constatando, no JF- Laboratério de Patologia Animal,
Campinas-SP, significativo aumento de casos clinicos suspeitos de aviadenovirose, entre eles a
Sindrome de Erosdo de Moela, notadamente em frango de corte e dissociada de outras alteraces. Na
maioria das vezes envolveram aves extremamente jovens, logo apds o nascimento.

Resultados e discussado
Avaliacdo clinica e patoldgica

Bastante condizente com o reportado na literatura, acresce-se a palidez de carcaca e de 6rgdos
cavitarios. O ventriculo dilatado, com frequéncia se mostrava repleto de um contetido marrom escuro.
A membrana da coelina, glicoprotéica, mostrava-se &spera e engrossada com erosfes focais ou
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multifocais. O proventriculo, quando incluido, se mostrava aumentado e, ao corte longitudinal,
edematoso e com a mucosa hemorragica. Ndo raramente se encontrava alguma indicacdo de enterite
inespecifica. As alteragdes macroscopicas citadas podem ser observadas nas figuras 1 A-C.

Figura 1. A. Erosdo de moela em ave de 6 dias acometida por FAdV. B. Erosdo de moela em avede 21 dias acometida por
FAdV. C. Erosdo de moela em ave adulta acometida por FAdV

Histopatologia

Cortes transversais e longitudinais notadamente do ventriculo, provenientes de casos com suspeita
de SEM clinica ou proveniente do abate, oriundos das Regides Centro Oeste e Sul, foram processados.
Apos a fixagdo, foram desidratados em séries progressivas de etanol, diafanizados em xilol e incluidos
em parafina para obteng&o de cortes seriados de quatro micrémetros e corados por hematoxilina eosina
(Luna, 1971; Peterson et al., 2011) e observados a microscopia de luz. Dependendo do caso, cortes de
intestino delgado, figado, bolsa de Fabricius e pancreas foram também processados.

Histologicamente, nos casos de SEM os achados inflamatérios corroboraram com aqueles
referenciados na literatura (Grafl et al., 2018) e acima descritos. Acresce-se que no caso de degeneragdo
da coelina, também se constatou afluxo heterofilico multifocal. Chamaram muita atencdo as lesdes
inflamatorias, inclusive perivasculite ndo purulenta bem distribuida na muscular externa. Em células
epiteliais justapostas a areas de infiltracdo inflamatéria da 1dmina prépria (Figura 2), observaram-se
nucleos aumentados e bastante basofilicos, por vezes agrupados, e portando muitas vezes provaveis
corpos de inclusdo intranucleares (Figura 3).

i _—
Figura 2. Infiltracdo linfoplasmohistiocitica na [amina propria
em ventriculo (40x)
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Quando o pancreas foi incluido, ndo raras vezes observou-se pancreatite acinar necrotizante, focal e
multifocal (Figura 4-5). Para os outros 6rgédos processados, as lesdes foram genéricas.

XA - s T TR
/ 1y Hi55 -
» P e
Figura 3. A. Corpo de inclusdo em células epiteliais do ventriculo (40x). B. Processo inflamatorio com provavel corpo de
inclusdo e a membrana da coelina infiltrada por polimorfonucleares. (40x).

-

- oy =
Figura 4. Inflamagdo linfoplasmohistiocitica de mucosa Figura 5. Porcdo muscular ventricular exibindo
ventricular (40x) miosite proliferativa (40x)

Biologia molecular

O PCR visando FAdVs foi conduzido com dois “pools” por amostra. Foram usados fragmentos
do figado, pancreas, baco, coragdo, como Pool 1, e fragmentos do ventriculo, pré ventriculo e
intestino, como Pool 2. O PCR foi analisado segundo a técnica de Meulemans et al. (2001) e
Mettifogo et al. (2014). No presente estudo, foram testadas um total de 168 aves (n = 168), das
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quais 54 testaram positivo para o FAdVs, seguindo o padréo de testes citado alhures. Os resultados
podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1. Casos de Aviadenovirus entre setembro de 2021 a maio de 2022

Ficha Finalidade Idade Pool 1 Pool 2 Histopatologia Pools
0077 Matriz de corte 35 semanas Positivo Positivo Sim le2
0092 Corte 29 dias Positivo Né&o reagente Né&o reagente 1
0209 Matriz corte 39 semanas Positivo Positivo Né&o reagente le2
0230 Corte 23 dias Positivo Positivo Sim le2
0319 Matriz 18 semanas Positivo Positivo Né&o reagente le2
0400 Corte 24 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
0401 Corte 30 dias Positivo Né&o reagente Né&o reagente 1
0557 Corte Desconhecido Positivo Positivo Sim le2
0566 Corte 47 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
0612 Matriz 7 dias Positivo Positivo Sim le2
1935/3 Corte 1 dia Positivo Positivo Sim le2
0758 Corte 1 dia N&o reagente Positivo Sim 2
0759 Corte 1dia Negativo Positivo Sim le2
0784 Corte 22 dias Positivo N4o reagente N&o reagente 1
1935/2 Corte 1 dia Positivo Positivo Sim le2
0980 Corte 1 dia Positivo Positivo N&o reagente le2
1035 Corte 7 dias Positivo Positivo Sim le2
1276 Corte 26 dias Positivo Positivo Sim le2
1277 Corte 25 dias Positivo Positivo Sim le2
1278 Corte 25 dias Positivo Positivo Sim le2
1327 Corte 1 dia Positivo N&o reagente Sim 1
1432 Corte 1 dia Positivo Positivo Sim le2
1508 Matriz de corte 9 semanas Positivo Positivo Sim le2
1511 Corte 1dia Positivo Positivo Né&o reagente le2
1653 Corte 44 dias N&o reagente Positivo Sim 2
1935/1 Corte 1 dia Negativo Negativo Sim le2
2064 Corte 10 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
2066 Corte 7 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
2344 Corte 15 dias N&o reagente Positivo Né&o reagente 2
2345 Corte 15 dias N&o reagente Positivo Né&o reagente 2
4046 Corte 12 dias Negativo Positivo Sim 2
4582 Corte 1 dia Positivo N&o reagente Sim 1
4583 Corte 1 dia Positivo N&o reagente N&o reagente 1
4585 Corte 1 dia Positivo N&o reagente N&o reagente 1
4665 Corte 49 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
4720 Corte 1dia Positivo Positivo Né&o reagente le2
4803 Corte 12 dias Negativo Positivo Sim 2
5007 Matriz 39 semanas Positivo Positivo N&o reagente le2
5060 Matriz Desconhecido Positivo Positivo Né&o reagente le2
5073 Corte 11 dias Positivo N&o reagente Né&o reagente 1
5176 Matriz Recria Positivo Positivo Né&o reagente le2
5409 Corte Desconhecido ~ N&o reagente Positivo Sim 2
5840 Matriz 47 sem Negativo  Positivo ovario e rins  N&o reagente  Ovarios e rins
5905 Corte 20 dias Positivo Positivo Sim le2
6115 Corte 5 dias Positivo Negativo Sim le2
6153 Corte 5 dias Positivo Positivo N&o reagente le2
6217 Corte 5 dias Positivo Positivo Sim le2
6228 Corte 3 dias Positivo Positivo Sim le2
6230 Corte 2 dias Positivo Positivo Sim le2
6231 Corte 5 dias Positivo Positivo Sim le2
6339 Corte 15 dias Positivo Positivo Sim le2
6623 Corte 7 dias Positivo Positivo Sim le2
6627 Corte 1dia Positivo Positivo Né&o reagente le2
6911 Corte 16 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
6919 Corte 21 dias Positivo Positivo Né&o reagente le2
7034 Corte 1dia Positivo N&o reagente N&o reagente 1
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Informacdes complementares referentes aos dados obtidos

As histopatologias foram conduzidas em 51% das amostras. Em geral, incluiram 6rgaos cavitarios
como o figado, pancreas, intestino, eventualmente bolsa de Fabricius, proventriculo e ventriculo. Como
0 objetivo maior desse estudo foi o de aportar informagdes diagnosticas referentes exclusivamente ao
SEM no Brasil, correlacionando-as a recuperacdo do FAdV-A, consideramos somente as lesdes
especificas de ventriculo que macroscopicamente se mostravam mais afetados. Toda a documentacao
fotomicrografica vem desses casos mais tipicos (Ex: 4046-4803). Na época, em termos globais, o
envolvimento do FAdV sorotipo 1 na patogénese do SEM, tinha sido recém arrolado, razéo pela qual
nos ativemos a identificar o FAdV espécie. J& o envolvimento dos outros sorotipos na génese de outras
patologias adenovirais ja estava definido, com o IBH (FAdV-8a ,8b e 11 em 2018) e a SHH (FAdV em
2014), identificado no Brasil (Mettifogo et al., 2014).

Os casos acometendo animais com 1 dia de idade visaram mais a evidéncia da eventual transmisséo
vertical do FAdV-A. Ao todo foram 15 casos suspeitos de doenca adenoviral de transmissao vertical,
com 60% deles com recuperacéo de aviadenovirus nos dois “pools”, 1 e 2. Nos demais casos, 0 virus
foi principalmente recuperado a partir do Pool 1. Essa via de transmissdo ja havia sido comprovada na
Alemanha (Grafl et al., 2018), a partir de ventriculo de embrides ou de progénie.

Concluséo

O FAdV é encontrado em 75% das aves saudaveis, sendo as diferencas entre as cepas ditas virulentas
e 0 CELO minimas. Assim, pondera-se se existe algum fator ambiental ou de linhagem correlacionado
a manifestacdo da patologia. Como os principais efeitos residem no baixo desenvolvimento e nos
transtornos metabdlicos das aves, é importante caracterizar qual a patogenicidade das cepas e como elas
se comportam em termos de metabolismo energético, principalmente no caso da SEM. E importante
definir o envolvimento do proventriculo como componente da patogenicidade da doenca, o que
auxiliaria a melhor entender os problemas metabolicos. Assim sendo, é fundamental também reconhecer
0 padrdo de resposta em termos de interleucinas para o sorotipo 1, que esta correlacionado a SEM, e um
passo imediato € o sequenciamento do sorotipo 1 no Brasil.
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