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RESUMO

O virus da proventriculite necrética das aves (CPNV, do inglés, chicken proventricular
necrosis virus) tem sido estudado e indicado por alguns pesquisadores como o agente etioldgico
da proventriculite viral transmissivel (TVP, do inglés, transmissible viral proventriculitis).
Objetivou-se investigar a ocorréncia de TVP (primeiro relato no Brasil), utilizando proventriculos
de frangos de corte para avaliacdo histopatoldgica e identificacdo do gene VP1 do CPNV por RT-
PCR e sequenciamento. Foram examinados 73 frangos provenientes de lotes da regido Sudeste
brasileira com historico de atraso no desenvolvimento corporal e baixo peso. Os frangos eram da
linhagem Cobb com 25 a 36 dias de idade. Os proventriculos foram avaliados macroscopicamente
e pela histopatologia, estabelecendo escores para as lesdes. Foram, também, avaliadas as
diferencas entre espessura da parede do proventriculo e peso vivo, considerando o padrdao Cobb
500. Frangos de todas as idades tiveram les6es histolégicas e RT-PCR positivo, contudo, houve
maior severidade e incidéncia de lesbes aos 33 dias e maior positividade aos 28 dias de idade.
N&o houve associacdo ao comparar peso vivo pelo padrdo Cobb 500, histopatologia e RT-PCR,
guando o peso vivo foi corrigido retirando a influéncia dos lotes. No total, 73 proventriculos
foram examinados macroscopicamente e por histopatologia e 67 também examinados por RT-
PCR. Em 47,9% dos proventriculos, foram encontradas lesdes caracteristicas de TVP,
principalmente infiltrado linfo-histioplasmocitario intersticial, necrose do epitélio glandular e
ectasia glandular. Em 35,8% das aves detectou-se RT-PCR positivo. Somente 6,8% das aves
apresentaram aumento da espessura da parede dos proventriculos. Proventriculos com lesdo
histologica de TVP tiveram espessura maior que aqueles sem lesdo. Contudo, o baixo porcentual
de alteracBes macroscOpicas e a maior ocorréncia de lesdes histoldgicas sem aumento
macroscopico da espessura da parede reforcam a hipdtese de doenca subdiagnosticada. O
sequenciamento de um fragmento do gene VP1 do CNPV revelou similaridade genética entre
87,01% a 92,68% com outras sequéncias desse mesmo gene, relatado nos EUA, Reino Unido e
Espanha. Este € o primeiro relato de TVP no Brasil e reforca 0 CPNV como agente da doenca.
No entanto mais estudos referentes aos efeitos na produtividade e coinfec¢bes sdo necessarios
para melhor compreensdo da doenca.

Palavras chave: TVP, CPNV, birnavirus, histopatologia, RT-PCR.



ABSTRACT

The chicken proventricular necrotic virus (CPNV) has been studied and researches have
indicating it as the etiologic agent of transmissible viral proventriculitis (TVP). The aim of this
study was to investigate the occurrence of TVP (first report in Brazil), using broilers
proventriculus to histopathology analysis and identification of the VP1 gene from CPNV by RT-
PCR and sequencing. In the pathology department, 73 broilers from flocks of the Brazilian
southeast region with history of decreased body weight and stunted growth were examined. The
birds were Cobb with 25 to 36 days of age. The proventriculus were examined macroscopically
and microscopically, and scores for the histological lesions were stablished. The difference in the
proventicular wall thickness and body weight were also evaluated considering the pattern for
Cobb 500 for body weight. Broilers from all ages had histopathologic lesions and were RT-PCR
positive, however, there were higher histologic severity and incidence at 33 days of age and RT-
PCR positivity in 28 days of age. There was no association between body weight by the Cobb
500 pattern, histopathology and RT-PCR when the body weight was corrected removing the flock
influence. Totally, 73 proventriculus were examined macroscopically and microscopically and 67
also tested by RT-PCR. In 47,9% of the proventriculus, were observed microscopic lesions of
TVP, mainly glandular epithelial necrosis, epithelial duct hyperplasia with replacement of
glandular epithelium by ductal epithelium, expansion of the interstitial glandular space by
inflammatory infiltrate as well as glandular ectasia. In 35,8% of the broilers the RT-PCR were
positive for VP1. Only 6,8% of the broilers showed enlargement of the proventricular wall.
Proventriculus with TVP histologic lesions had higher wall thickness. Nonetheless, the low
percentage of proventriculus with microscopic lesions without proventriculus enlargement
strengthen the hypothesis of subdiagnosed disease. The sequencing of a VP1 gene fragment from
CPNV reveled genetic similarity between 87,01% and 92,68% in comparison with other
sequences of this same gene reported in USA, United Kingdom and Spain. This is the first TVP
report in Brazil and supports CPNV as the etiologic agent of TVP. Even so, more studies on the
effects of the disease in productivity and coinfections are required to improve the comprehension
of TVP.

Key words: TVP, CPNV, birnavirus, histopathology, RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

A proventriculite viral transmissivel (TVP, do inglés, transmissible viral
proventriculitis), € uma doenca emergente, de etiopatogenia pouco conhecida que acomete
principalmente frangos de corte (Pantin-Jackwood et al., 2005). A TVP resulta em aumento da
espessura da parede do proventriculo (Bayyari et al., 1996; Guy et al., 2011b; Allawe et al., 2017),
e no exame histopatolégico caracteriza-se por lesdes de necrose, infiltrado inflamatério e
metaplasia das células epiteliais glandulares por epitélio ductal (Bayyari et al., 1996; Pantin-
Jackwood et al., 2005; Grau-Roma et al., 2016).

Inicialmente a TVP foi associada a outras doencas como a sindrome da méa absorcdo
(Page et al., 1982), intoxicacdo por sulfato de cobre (Jensen et al., 1991) e doenga infecciosa da
bolsa cloacal (IBD, do inglés, Infection Bursal Disease) (Pantin-Jackwood e Brown, 2003). No
entanto, pesquisas demonstraram que se tratava de uma doenca de etiologia propria. Um virus
com caracteristicas morfologicas de adenovirus denominado R11/3 foi isolado de frangos de corte
com TVP, inoculado em aves SPF (do inglés, Specific Pathogen Free) reproduzindo a doenca
(Guy et al., 2007). Posteriormente, o virus passou a ser identificado como virus da proventriculite
viral necrética (CPNV, do inglés, Chicken Proventricular Necrosis Virus) e analises fisicas e
genbmicas definiram o agente como um birnavirus, caracterizacdo que permanece atualmente
(Guy etal., 2011a). Porém, ainda ha davidas sobre o papel de outros agentes na TVP pelo aumento
de severidade da doenca na associa¢do do CPNV com excesso de sulfato de cobre (Bayyari et al.,
1996), virus da doenca infecciosa da bolsa cloacal (IBDV, do inglés, Infection Bursal Disease
Virus) (Pantin-jackwood et al., 2004b) e Clostridium spp. (Huff et al., 2001).

TVP possui implicacdes econémicas pois, pode haver aumento nos custos de producao
pela piora de indices zootécnicos em lotes acometidos (Bayyari et al., 1995; Goodwin et al., 1996;
Guy et al., 2005; Kim et al., 2015) e pela ocorréncia de aves refugo (Noiva et al., 2015). Ap6s o
primeiro isolamento do agente em 2005 (Guy et al., 2005), a TVP foi relatada diversas vezes em
diferentes partes do mundo (Guy et al., 2007; Noiva et al, 2015; Li et al. 2018), no entanto, ndo

foram encontrados relatos da doenca no Brasil.

2. OBJETIVOS GERAIS
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Objetivou-se investigar a suspeita de TVP no Brasil em lotes de frangos de corte
naturalmente infectados por andlise histopatoldgica, identificacdo da etiologia por RT-PCR e
caracterizacdo filogenética do gene VP1 do CPNV.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os aspectos referentes a morbidade, idade, peso e condi¢des de manejo em
frangos de uma granja com episddios naturais de TVP;

e Avaliar e descrever os sinais clinicos das aves acometidas por TVP;

e Auvaliar e descrever macroscopicamente o proventriculo e demais 6rgdos com lesoes;

e Realizar exame histopatolégico detalhado do proventriculo para caracterizar o tipo, a
distribuigdo e a intensidade das leses;

e Implementar a deteccdo de RNA por RT-PCR para deteccdo e sequenciamento;

e Confirmar a etiologia da infeccdo viral na mucosa via RT-PCR e correlaciona-la com a
lesdo para diferenciar a possibilidade de proventriculos infectados sem leséo (potenciais
portadores sadios);

e Determinar por histopatologia a possibilidade da ocorréncia de coinfecces;

e Analisar estatisticamente a associacdo entre lesdo histopatoldgica no drgdo, deteccdo
molecular do agente e diferenca média entre peso vivo e peso padrao da linhagem Cobb

(kg), afim de estabelecer a relacdo entre a TVP e perdas econdmicas.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Funcéo, anatomia e histologia do proventriculo

Proventriculo é o estbmago glandular das aves localizado posterior ao inglavio (papo) e
anterior ao ventriculo (moela), sendo o proventriculo e o ventriculo separados pelo istmo gastrico
(Kutkat et al., 2010; Noiva et al., 2015). Sua funcgdo é de secretar &cido hidrocloridrico, pepsina
e outras enzimas (Noiva et al., 2015). Histologicamente, o proventriculo é dividido em mucosa,
submucosa, camadas musculares e serosa. A mucosa (tinica mucosa) apresenta dobras e sulcos

em direcdo ao lumen de diferentes tamanhos. O epitélio da superficie é colunar e cuboidal na base
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dos sulcos (Khadim et al., 2011; Zhang et al., 2016). As células possuem nucleo basal e granulos
mucinosos supranucleares (visiveis no tricromico de Masson e Gomori). Na lamina propria da
mucosa, ha glandulas tubulares simples que excretam mucina neutra além de células similares as
da superficie e tecido linfoide associado. Subjacente a mucosa ha uma camada longitudinal
muscular (Iamina muscular da mucosa) (Khadim et al., 2011). Ocupando a maior parte da parede
do proventriculo estd a submucosa, formada por lébulos glandulares cénicos ou arredondados
separados por tecido conjuntivo bem vascularizado. Os l6bulos possuem unidades tabulo-
alveolares de células secretoras justapostas cubicas e colunares, baixas e de aparéncia dentada
(Khadim etal., 2011; Zhang et al., 2016). Estas células, denominadas de células oxinticopépticas,
sdo semelhantes as células principais e parietais de mamiferos e sdo responsaveis por excretar
acido hidrocloridrico e pepsinogénio (Zhang et al., 2016). Os tubulos coletores e ductos excretores
das glandulas sdo formados por epitélio colunar alto possuindo algumas células glandulares
semelhantes as células presentes no alvéolo. Além disso, ha uma camada serosa de tecido
conjuntivo denso e duas camadas musculares, uma interna circular espessa e outra delgada
longitudinal externa (Khadim et al., 2011). Nédulos linfoides multifocais sdo comuns nas
glandulas da submucosa e na lamina propria da mucosa do proventriculo (Pantin-Jackwood et al.,
2004a; Guy et al., 2007).

4.2. Histérico

Relatos de proventriculo aumentado foram inicialmente descritos ndo necessariamente
associados a TVP. As primeiras descri¢es foram relacionadas a dietas com proteinas purificadas
(Newberne et al., 1956), adicdo de histamina (Shifrine et al., 1960) e fibra de baixa qualidade
(Kubena et al., 1974; Riddell, 1976). O primeiro relato de proventriculite de origem infecciosa
foi documentado em 1978 e ocorreu nos Paises Baixos. As aves tinham historico de conversdo
alimentar ruim, fezes mal digeridas e aumento do proventriculo. A doenca foi entdo reproduzida
com sucesso, inoculando-se por via oral, 0 macerado de proventriculos de frangos doentes.
Macroscopicamente, o proventriculo estava aumentado com conteldo rico em fibras no lIGmen.
Microscopicamente, havia infiltrado linfocitario nas glandulas e na mucosa, ocasionais areas de
fibrose e hemorragia. E. coli e adenovirus foram isolados do filtrado destes proventriculos

(Kouwenhoven et al., 1978).
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Vaérios casos com aumento do proventriculo foram relatados neste periodo com o
acometimento também de outros érgdos (Page et al., 1982; Bracewell e Randall, 1983; Brugh e
Wilson, 1986; Shapiro e Nir, 1995). Neste momento, a alteragdo no proventriculo foi determinada
como parte de uma sindrome, denominada de diversas formas tais como sindrome da mé absor¢do
(Page et al., 1982), refugagem (Bracewell e Randall, 1983; Brugh e Wilson, 1986; Shapiro e Nir,
1995) e definhamento (Kouwenhoven et al., 1986). No entanto, ndo houve identificagdo in situ
de nenhum agente no proventriculo destas aves (Page et al., 1982; Bracewell e Randall, 1983;
Brugh e Wilson, 1986; Shapiro e Nir, 1995). Além disso, a sindrome afetava aves mais jovens,
com pelo menos quatro dias (Kouwenhoven et al., 1986; Apple et al., 1991). Posteriormente, em
1986, Kouwenhoven e colaboradores afirmaram que a proventriculite ndo fazia parte da sindrome
e deveria ser considerada causa distinta de refugagem em frangos de corte (Kouwenhoven et al.,
1986).

Em 1991, casos em frangos comerciais com historico de alta conversdo alimentar, fezes
mal digeridas e aumento do proventriculo foram relatados em Arkansas/EUA (Apple et al., 1991).
Relatos semelhantes continuaram ocorrendo nesse Estado, com a descricdo de frangos com
proventriculo aumentado, serosa moteada com areas esbranquicadas e o istmo gastrico flacido.
Microscopicamente, o proventriculo dessas aves apresentava infiltrado linfocitario na mucosa,
glandulas da submucosa e intersticio, necrose de epitélio tubular e metaplasia ductal. LesGes
similares foram entdo reproduzidas por inoculacdo, em aves saudaveis, do macerado dos
proventriculos dos frangos doentes (Bayyari, 1995). Neste mesmo periodo, estudos com cobre
foram realizados comprovando o efeito téxico de sulfato de cobre no proventriculo (Jensen et al.,
1991). Como o cobre era rotineiramente adicionado a ragdo das aves da regido como promotor de
crescimento, suspeitava-se da sua possivel associacdo com a doenga, porém, foi observado que
ele ndo reproduzia a doenga, mas aumentava sua severidade quando doses altas eram adicionadas
em dietas de aves com proventriculite (Bayyari et al., 1996; Wideman et al., 1996).

Ainda em 1996, foram identificadas, pela técnica de microscopia eletrdnica, particulas
virais no nucleo e citoplasma de células do epitélio glandular do proventriculo de aves com sinais
macroscopicos e microscopicos (Goodwin et al., 1996) caracteristicos da doenga (Bayyari, 1995).
Os autores sugeriram que as particulas virais, pela forma hexagonal, se assemelhavam a
adenovirus, poliomavirus ou birnavirus. No entanto, a hibridizagdo in situ ndo detectou
adenovirus ou poliomavirus (Goodwin et al., 1996). A partir desta data, a doenca foi considerada
de etiologia prépria e o termo proventriculite viral transmissivel (TVP) foi determinado para essa

condicdo (Goodwin e Hafner, 1997).
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Neste periodo, frangos de abatedouros do estado do Arkansas com sinais de TVP e atrofia
da bolsa cloacal apresentaram altos titulos de anticorpos contra IBDV (Bayyari et al., 1995;
Bayyari et al., 1996). Entdo, utilizando o mesmo homogenado do proventriculo destas aves
(Bayyari et al., 1995; Bayyari et al., 1996), diversas pesquisas buscaram relacionar o IBDV como
possivel agente da TVP (Bayyari et al., 1995; Bayyari et al., 1996; Huff et al., 2001; Pantin-
Jackwood e Brown, 2003). No entanto, posteriormente foi comprovado que este homogenado
estava contaminado com IBDV (Huff et al., 2001; Pantin-jackwood et al., 2005) e que 0 virus ndo
causava a TVP (Huff et al., 2001; Sellers et al., 2001; Pantin-Jackwood e Brown, 2003; Pantin-
jackwood et al., 2004b; Guy et al., 2011a) mas que apenas poderia aumentar a severidade da
doenca quando presente (Pantin-jackwood et al., 2004b).

Por vérios anos, diferentes tipos de virus foram identificados no proventriculo de aves
com a doenga, no entanto, os pesquisadores ndo reproduziam a TVP em aves SPF com 0s virus
isolados (Goodwin et al., 1996; Lenz et al., 1998; Huff et al., 2001; Pantin-jackwood et al., 2005).
Entdo, em 2005 um virus RNA, denominado R11/3, foi isolado de aves com TVP e inoculado,
via liquido amnidtico, em ovos embrionados SPF levando a proventriculite. Particulas virais
foram identificadas no nucleo de células acometidas das glandulas da submucosa. Essas particulas
possuiam estruturas morfolégicas de adenovirus, sendo entdo considerado como adenovirus-like
(Guy et al., 2005). Em 2007, o virus R11/3 foi inoculado via ocular em aves SPF e a TVP foi
reproduzida experimentalmente. O virus foi novamente identificado como adenovirus-like pelas
caracteristicas estruturais, no entanto, ndo foram observadas estruturas de superficie
caracteristicas da familia Adenoviridae (Guy et al., 2007). Em reconhecimento ao seu principal
sitio (proventriculo), o R11/3 foi entdo denominado como Chicken Proventricular Necrosis Virus
(CPNV). O CPNV foi considerado como adenovirus-like até 2011, quando entdo foram
analisadas as caracteristicas fisicas e genémicas do virus, demonstrando que se trata de um
birnavirus (Guy et al., 2011a). Neste mesmo periodo um virus IBDV-like foi identificado no
citoplasma e nucleo das glandulas do proventriculo de aves com TVP, utilizando microscopia
eletrdnica e imuno-histoquimica (Grau-Roma et al., 2010).

Nos ultimos 10 anos, diversos relatos de casos com lesdes caracteristicas de TVP foram
documentados, identificando nestas aves diferentes agentes, principalmente o CPNV (Guy et al.,
2011b; Marguerie, et al., 2011; Marusak et al., 2012; Noiva et al., 2015; Grau-Roma et al., 2016;
Allawe et al., 2017), mas também o IBDV (Grau-Romacet al., 2010; Kutkat et al., 2010), um novo
picornavirus (Kim et al., 2015) e o Gyrovirus 3 (GyV3) (Li et al., 2018).
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4.3. Etiologia

O agente da TVP é um birnavirus denominado como virus da proventriculite necrética
das aves (CPNV), cujo periodo de incubacdo foi de trés dias em aves infectadas
experimentalmente (Guy et al., 2011a; Guy et al., 2011b). Este € um virus RNA de cadeia dupla
com duas bandas equimolares de aproximadamente 3,4 a 3,8 pares de kilobase, bissegmentado,

icosaédrico, com tamanho de aproximadamente 75 nm e auséncia de envelope lipidico.

Caracteristicas fisicas e sequenciamento gendmico parcial determinaram o CPNV como um
birnavirus. A analise filogenética baseada nos genes que codificam a RNA polimerase RNA
dependente (RpRd) é também uma forma utilizada para identificar e classificar virus RNA. A
regido conservada no gene VP1 do CPNV identificada como subdominio do RdRp, contém
sequéncia de motifs descritos para RARps de birnavirus e possui o arranjo de sequéncia permutada
(C-A-B) caracteristico de birnavirus. No entanto o0 CPNV tem tamanho e comprimento superior

a outros birnavirus que variam geralmente entre 30 a 40 nm, e segmentos de RNA com menos de

trés kpb. Além disso, o sequenciamento do gene que codifica a proteina VP1 difere de outros
birnavirus (Guy et al., 2011a). Apos sua identificacdo, outros estudos encontraram esse Vvirus no
proventriculo de aves com TVP (Marguerie, et al., 2011; Marusak et al., 2012; Noiva et al., 2015;
Grau-Roma et al., 2016; Allawe et al., 2017). No entanto, em um estudo com frangos de corte e
poedeiras com proventriculite, identificou-se por analise metagendmica, alta prevaléncia de um
picornavirus no proventriculo dessas aves (ordem Picornavirales, familia Picornaviridae, género
Megrivirus) homdlogo ao virus da hepatite dos perus (THV, do inglés turkey hepatitis virus) (Kim
et al., 2015). Em outro estudo, também com frangos de corte com sinais de TVP, um Gyrovirus
3 (GyV3) foi identificado por PCR. O GyV3, da familia Anelloviridae (Li et al., 2018), é um virus
semelhante ao CAV (do inglés, Chicken anemia virus) (Rijsewijk et al., 2011). O CPNV ndo foi
identificado nas amostras de proventriculo no referido estudo (Li et al., 2018). No entanto, ndo
foram realizados ensaios para reproducdo experimental da TVP e/ou identificacdo in situ para
associar 0s agentes a lesdo histologica (Kim et al., 2015; Li et al., 2018).

E possivel que a associagio do CPNV com outros agentes seja responsavel pela TVP, ou
que a associacdo de agentes pode agravar sinais da doenca (Pantin-jackwood et al., 2005). IBDV
(Pantin-jackwood et al., 2004b; Noiva et al., 2015) e Clostridium spp. (Huff et al., 2001) por
exemplo, aumentam a severidade de TVP quando presentes. Além disso, alguns casos

experimentais néo tiveram reducéo no ganho de peso quando o CPNV foi reinoculado, refor¢cando

18



a hipotese de que a doenga causa lesdo significativa quando associada a outros agentes (Guy et
al., 2005; Guy et al., 2007).

4.4. Ocorréncia, sinais clinicos e epidemiologia

A doenca foi descrita em frangos de corte, matrizes pesadas e poedeiras (Marusak et al.,
2012; Kimetal., 2015). Assim, foram diagnosticadas aves com TVP nos Estados Unidos (Bayyari
et al., 1995; Goodwin et al., 1996; Guy et al., 2005; Guy et al., 2007), Paises baixos
(Kouwenhoven et al., 1978), Espanha (Grau-Roma et al., 2010), Egito (Kutkat et al., 2010),
Franga (Marguerie et al., 2011), Roménia (Coman et al., 2011), Coréia do Sul (Kim et al., 2015),
Reino unido (Grau-Roma et al., 2016), Iraque (Allawe et al., 2017), Polonia (Smiatek et al, 2017)
e China (Li et al., 2018). No entanto, ndo foram encontrados relatos da doenca no Brasil.

Os sinais clinicos da doenca sdo inespecificos, com diminuicdo do ganho de peso, piora
da conversdo alimentar (Bayyari et al., 1996; Huff et al.; 2001; Pantin-Jackwood et al., 2004a;
Guy et al., 2005; Kutkat et al., 2010; Kim et al., 2015; Smialek et al,; 2017), desuniformidade do
lote (Bayyari et al., 1995; Kutkat et al., 2010; Noiva et al., 2015; Smiatek et al, 2017), refugagem
e racdo méa digerida ou ndo digerida nas fezes (Goodwin et al., 1996; Grau-Roma et al., 2010;
Marguerie, et al., 2011; Allawe et al., 2017). Estes sinais podem estar relacionados a necrose que
ocorre em grande parte das células secretoras de pepsinogénio e acido hidrocloridrico do
proventriculo (Goodwin et al., 1996).

Relatos descreveram aumentos de 0,5 a 5% de mortalidade semanal em aves com TVP
(Marguerie, et al., 2011; Grau-Roma et al., 2010; Noivaet al., 2015) e acumulada de 3,03 a 4,49%
(Grau-Roma et al., 2016). A idade de acometimento € ainda inespecifica, no entanto, a doenca foi
identificada em matrizes e poedeiras entre nove a vinte semanas (Marusak et al., 2012) e frangos
entre 18 a 31 dias (Bayyari et al., 1996; Grau-Roma et al., 2010; Guy et al., 2011b, Noiva et al.,
2015; Allawe et al., 2017; Smiatek et al, 2017; Li et al., 2018).

A via de infeccdo natural é ainda desconhecida, mas a doencga ja foi reproduzida por
inoculagéo do virus por via oral (Huff et al., 2001; Pantin-Jackwood et al., 2005), ocular (Guy et
al., 2005; Guy et al., 2007; Guy et al., 2011b) e liquido amnidtico (Guy et al., 2005).

4.5. Imunidade
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Linfécitos T e B estdo presentes na ldmina prépria assim como no epitélio glandular de
proventriculos normais. Linfdcitos T estdo mais presentes no intersticio e individualizados no
epitélio, e os linfdcitos B, sdo identificados especialmente nos agregados linfoides das glandulas
(Pantin-Jackwood et al., 2004a). Durante o curso da TVP h& maior presenca de linfocitos T o que
indica que a imunidade celular é mais importante (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Pantin-
Jackwood et al., 2004b). Linfocitos T permanecem na lamina prdpria da mucosa em partes
profundas da glandula durante todo o curso da doenca. Linfécitos B assim como os linfocitos T
localizam-se na lamina propria no inicio da TVP, mas em menor quantidade. Com a progressao
da doenca, ocorre a formacao de agregados linfocitarios (com centros germinativos) na lamina
propria e epitélio glandular da submucosa, sendo entdo circundados por linfécitos T (Pantin-
Jackwood et al. 2004a). Linfdcitos B tem papel importante no inicio da TVP pois a reducdo na
quantidade dos linfécitos nessa fase leva a queda na producéo de anticorpos e consequente maior
intensidade do aumento do espessamento do proventriculo. Além disso, aves com supressao de
linfocitos T apresentam maior severidade da doenga (Pantin-Jackwood et al., 2004b).

Linfocitos T CD3, CD4 e CD8 fazem parte da resposta inflamatéria contra a TVP.
Linfocitos CD3 sdo compartilhadores de antigeno e linfécitos CD4 séo linfocitos T auxiliares
(ativam linfocitos B). Linfécitos T CD4 e CD8 séo identificados por imuno-histoquimica na
mucosa da lamina propria sete dpi (dias ap0s a infeccdo), sendo o primeiro, presente em maior
guantidade nessa etapa. Linfdcitos CD8 estdo mais presentes em glandulas com necrose aguda.
Entre 14 e 21 dpi, estes linfocitos estdo bem distribuidos na mucosa e infiltrando a glandula nos
espacos intraepiteliais. Os linfocitos CD4 sdo os mais abundantes na fase inicial da doenca e séo
encontrados circundando e infiltrando agregados de linfdcitos B e profundamente no intersticio
das glandulas da submucosa. Linfécitos T CD3 permanecem durante a resposta inflamatéria no
intersticio da lamina prépria e entre as células epiteliais glandulares (Pantin-Jackwood et al.,
2004a).

A imunoglobulina G (IgG) anti-CPNV foi utilizada para a técnica de imunofluorescéncia
do proventriculo de frangos com TVP. O antigeno foi identificado no citoplasma de células

epiteliais glandulares em glandulas alteradas (Pantin-Jackwood et al., 2005).

4.6. Macroscopia
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A principal alteracdo macroscopica da TVP é o aumento de espessura da parede do
proventriculo. Geralmente o0 aumento da espessura pode aparecer aos 7 dpi (Pantin-Jackwood et
al., 2004a; Guy et al., 2005; Guy et al., 2007; Guy et al., 2011b). Entre o sétimo e o décimo quarto
dpi outras alteracdes podem ocorrer (Guy et al., 2005; Guy et al., 2007) como palidez da serosa
(Bayyari et al., 1996; Guy et al., 2005; Marguerie et al., 2011; Noiva et al., 2015), éreas
esbranquicadas de padrdo reticulado na serosa (Bayyari et al., 1996; Pantin-Jackwood et al.,
2004b; Guy et al., 2007; Noiva et al., 2015) e submucosa do 6rgao (Goodwin et al., 1996; Pantin-
Jackwood et al., 2005), dilatagéo das glandulas da submucosa (Guy et al., 2005; Guy et al., 2007)
e distensdo do istmo gastrico (Pantin-Jackwood et al., 2004a). Além disso, ha descricdo de
achatamento (Bayyari et al., 1996; Pantin-Jackwood et al., 2004b), ou aumento (Li et al. 2018)
das papilas da mucosa, secrecao de fluido branco no lumen (Pantin-Jackwood et al., 2004b),
Ulceras (Grau-Roma et al., 2010), areas hemorragicas na mucosa (Smiatek et al, 2017) e racio
mal digerida no limen (Noiva et al., 2015).

Outra alteracdo importante descrita em alguns casos de TVP é flacidez e dilatacdo do
istmo gastrico que conecta o proventriculo com o ventriculo (Bayyari et al., 1996; Huff et al.,
2001; Pantin-Jackwood et al., 2004b; Pantin-Jackwood et al., 2005; Kutkat et al., 2010; Coman
etal., 2011).

Com relacdo ao curso da doenca, dados experimentais indicam que as alteragdes
macroscapicas iniciam-se sete dias apos a infec¢do, com aumento acentuado do tamanho do
proventriculo (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Guy et al., 2005; Guy et al., 2007; Guy et al.,
2011b). Entre o sétimo e o décimo quarto dia apo6s a infec¢do a serosa torna-se palida, ha o
aparecimento de areas moteadas branco-acinzentadas. Ao corte, as glandulas estdo dilatadas (Guy
et al., 2005; Guy et al., 2007) e o istmo gastrico se distende (Pantin-Jackwood et al., 2004a).
Aproximadamente aos vinte e um dias do curso da doenca, o 6rgdo retorna a sua coloragdo
normal, mas o seu aumento é ainda presente, porém, em menor propor¢do (Pantin-Jackwood et
al., 2004a; Guy et al., 2007). A inoculagdo do CPNV in ovo aos 15 dias de incubagdo leva ao
aumento do proventriculo, identificado quando examinado aos dois dias de idade (Guy et al.,
2005).

4.7. Microscopia
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Quando hé suspeita de TVP, o proventriculo deve ser coletado para histopatologia, sendo
as lesBes microscopicas detectadas entre cinco a 35 dpi (Guy et al., 2011b). Microscopicamente,
as alteracbes comumente encontradas s&o necrose do epitélio glandular, hiperplasia do epitélio
ductal e substituicdo do epitélio glandular por epitélio ductal (metaplasia), além de expansdo do
intersticio glandular por infiltrado de linfocitos (Bayyari et al., 1995; Goodwin et al., 1996; Kutkat
et al., 2010; Coman et al., 2011; Guy et al., 2011b; Marguerie et al., 2011; Allawe et al., 2017;
Smiatek et al, 2017). As células do epitélio glandular da submucosa quando degeneradas,
apresentam nucleo aumentado e fracamente basofilico com a cromatina deslocada para a periferia
(Pantin-Jackwood et al., 2004a; Guy et al., 2005; Pantin-Jackwood et al., 2005). Pode haver
dilatacdo das glandulas (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Guy et al., 2007; Coman et al., 2011).
Nodulos linfoides presentes no proventriculo tendem a aumentar de tamanho com a progressao
da doenca (Guy et al., 2007).

Até os sete dias ja ocorre necrose do epitélio glandular, com inicio nas células da regido da
papila (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Pantin-Jackwood et al., 2004b; Guy et al., 2005; Pantin-
Jackwood et al., 2005; Guy et al., 2007a; Guy et al., 2011b). Aos sete e 14 dpi € visualizado
infiltrado inflamatdrio linfocitario (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Pantin-Jackwood et al., 2004b)
podendo este ocorrer na lamina propria, epitélio glandular e intersticio (Pantin-Jackwood et al.,
2004a). A metaplasia ductal é mais tardia, com cerca de 14 a 21 dpi com substituicdo do epitélio
glandular por epitélio ductal hiperplasico e hipertrofico (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Pantin-
Jackwood et al., 2004b; Pantin-Jackwood et al., 2005). Apds 21 dias, a necrose no epitélio
glandular diminui, mas ainda ha formacéo de agregado linfocitario com centros germinativos nas
glandulas acometidas (Pantin-Jackwood et al., 2004a). As lesdes microscopicas podem se
estender até 35 dpi (Guy et al., 2011b). O virus pode ser detectado em proventriculos com
infiltrado linfocitério e auséncia de necrose em estagios mais avangados da doenga (Grau-Roma
et al., 2016).

4.8. Microscopia eletrdnica

Diversos trabalhos realizaram microscopia eletronica (ME) do epitélio glandular de aves
com TVP. Miriades de particulas virais foram identificadas no nucleo e citoplasma variando entre
40 a 70 nm, de formato hexagonal (Goodwin et al., 1996). Virus de tamanho superior (100 a 120

nm) foram identificados no nucleo, estes ndo envelopados, hexagonais e arranjados em ordem
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semi paracristalina (Huff et al., 2001). Frangos inoculados com o mesmo homogenado utilizado
por Huff e colaboradores (2001), desenvolveram a doenca e particulas virais foram identificadas
por ME no citoplasma das células. Estas mediam 120 nm, mas eram pleomdrficas e envelopadas
semelhantes ao coronavirus (Pantin-Jackwood et al., 2005). No entanto, virus menores, de 70 nm
e icosaédricos foram identificados no nucleo das células epiteliais glandulares do proventriculo
de aves com TVP, sendo denominado de R11/3 e caracterizado como adenovirus-like (Guy et al.,
2005). Particulas virais intracitoplasmaticas de 60 a 70 nm, ndo envelopadas foram também
relatadas posteriormente (Grau-Roma 2010). O CPNV, considerado agente da doenca, é
caracterizado como icosaédrico de aproximadamente 75 nm e ndo envelopado (Guy et al., 2011a).
Recentemente, em estudo experimental que detectou alta prevaléncia de picornavirus em aves
com TVP, identificou também particulas de 60 a 62 nm, icosaédricas e ndo envelopadas (Kim et

al., 2015).

4.9. Imuno-histoquimica e imunofluorescéncia

CPNV foi identificado pela imuno-histoquimica (IHQ) no citoplasma das células do
epitélio glandular e da mucosa de frangos de corte com TVP (Noiva et al., 2015). IHQ realizada
no proventriculo de frangos doentes, resultou em marcacao positiva no citoplasma e nucleo das
células oxinticopépticas, utilizando anticorpo monoclonal para a proteina VPX do IBDV. No
entanto, este anticorpo ndo marcou antigeno viral nas células da bolsa cloacal (Grau-Roma et al.,
2010).

A imunofluorescéncia (IFA) foi utilizada em alguns estudos para o diagnéstico de TVP.
A deteccdo do virus pode ocorrer entre trés a 10 dpi (Guy et al., 2011b). Em frangos, o virus
R11/3 foi identificado no nlcleo das células do epitélio glandular da submucosa proventricular
aos cinco, sete, 10 e 21 dpi. A imunomarcacéo foi identificada no epitélio ductal e na mucosa
(Guy et al. 2005; Guy et al., 2007; Guy et al., 2011b). Na mucosa, a marcagéo foi observada entre
trés a cinco dpi (Guy et al., 2007). Imunomarcacdo por IFA foi, também, observada no
proventriculo de pintos de dois dias de idade inoculados in ovo aos 15 dias de incubacéo (Guy et
al., 2005). A marcacdo ndo identificou o virus em ventriculo, pulmao, figado, baco, rins, intestino,
pancreas ou bolsa cloacal (Guy et al., 2007). Aos trés dpi, 0 virus esta presente no epitélio ductal
glandular e da mucosa. Entre cinco a 10 dpi a marcagdo é identificada também nas glandulas da
submucosa (Guy et al., 2011b).

23



4.10. Deteccdo molecular viral em aves com TVP

A RT-PCR tem sido uma das principais ferramentas para o diagnostico da infec¢do, pois
0 virus pode ser detectado entre trés a 14 dpi (Guy et al., 2011b). O CPNV ¢ identificado
geralmente pela amplificagdo de um fragmento do gene VVP1 de homogenado do proventriculo de
aves com TVP (Guy et al., 2011a; Guy et al., 2011b; Marguerie, et al., 2011; Marusak et al., 2012;
Grau-Roma et al., 2016; Allawe et al., 2017). Este virus também foi identificado do tecido de
proventriculo parafinizado (Pantin-Jackwood et al., 2005). Além da RT-PCR, RT-gPCR e
metagendmica também foram realizadas em diversos frangos e poedeiras comerciais com sinais
de TVP. Um novo picornavirus, semelhante ao virus da hepatite dos perus, foi identificado em
todas as aves. No entanto, CAV, parvovirus, astrovirus (também conhecido como avastrovirus e
virus da nefrite aviaria), virus da encefalite aviaria, calicivirus e adenovirus também foram
detectados por meio de metagendmica. O CPNV ndo foi pesquisado neste estudo, pois 0s
pesquisadores ndo possuiam no banco de dados sequéncia similar ao birnavirus, o qual foi
identificado por Guy e colaboradores em 2011 (Kim et al., 2015). Foi determinada a sensibilidade
do RT-PCR para CPNV em um teste realizado em amostra sabidamente positiva em 10 diferentes
diluicBes. A especificidade foi definida realizando RT_PCR de amostras com 0 CPNV e amostras
com outros virus. A sensibilidade e especificidade da RT-PCR foi respectivamente de 88,0% e
83,0% em proventriculo congelado e de 100,0% e 86,0% em proventriculo fixado em formalina

e embebido em parafina (Guy et al., 2011b).

4.11. Sorologia e isolamento viral

O isolamento viral e a sorologia ndo sdo métodos muito utilizados para o diagndéstico de
TVP, especialmente se ndo forem utilizados em associagdo com a histopatologia. Estes métodos
foram empregados em aves SPF e frangos comerciais, aos zero e 21 dpi por CPNV. No entanto,
anticorpos nado foram detectados (Guy et al., 2007). Anticorpos contra IBV (do inglés, infectious
bronchitis virus), IBDV e ARV (do inglés, Avian Reovirus) foram detectados por meio de ELISA
em aves com lesdes macro e microscopicas de TVP (Kutkat et al., 2010).

O isolamento viral foi realizado utilizando o homogenado do proventriculo de aves SPF

com cinco, sete e 14 dias apds a infecgdo. O homogenado foi propagado em até oito passagens
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em diversas culturas de células aviarias e de mamiferos, além de inoculado também em ovos
embrionados via amni6tica, membrana cérioalantoide, alantoide e gema (Guy et al., 2005; Guy
et al., 2007; Guy et al., 2011a, Guy et al., 2011b). A propagacao causou alteragdo somente apos
quatro passagens por via amniotica. Na necropsia feita aos dois dias ap6s a eclosdo embrionaria
foram observados palidez e aumento do proventriculo. A presenca do CPNV no proventriculo

desses pintinhos foi confirmada por imunofluorescéncia indireta (Guy et al., 2005).

4.12. Diagnéstico diferencial

O aumento do proventriculo associado ou ndo a proventriculite foi atribuido a diversas
causas. RacGes mal balanceadas podem levar ao aumento do proventriculo por distenséo. Dietas
com baixo percentual de fibra levam ao aumento do 6érgdo (Kubena et al., 1974; Riddell, 1976;
Taylor e Jones, 2004). No entanto, esse aumento ocorre pela dilatacdo do 6rgdo e ndo por
hipertrofia epitelial e inflamacao (Riddell, 1976). Atualmente, o cobre é utilizado nas racdes como
suplemento mineral e ndo mais como promotor de crescimento. O uso de sulfato de cobre na racéo
em altas doses (acima de 200 ppm) pode levar a necrose do proventriculo (Jensen et al., 1991;
Bayyari et al., 1996; Wideman et al., 1996), podendo haver areas multifocais amarronzadas a
pretas na superficie da mucosa (Jensen et al., 1991). Aminas biogénicas (histamina, cadaverina,
putrescina, espermina e espermidina) sdo formadas pela descarboxilacdo microbial de
aminoacidos (Barnes et al., 2001). A adicdo de pelo menos 0,1% de histamina pode levar ao
aumento do proventriculo (Shifrine et al., 1960; Brugh e Wilson, 1986; Barnes et al., 2001) por
edema, consequéncia de disturbios no sistema vascular (Shifrine et al., 1960). Em alguns casos
pode levar ao aparecimento de placas esbranquicadas na mucosa, achatamento das papilas
géstricas (Barnes et al., 2001) e exsudagéo de fluido esbranquicado das glandulas (Shifrine et al.,
1960). Cadaverina também pode levar a distensdo do proventriculo (Barnes et al., 2001).

A presenca a partir de 200 pg/g de oosporeina a ragéo leva ao aumento da mortalidade
de frangos de corte. A oosporeina, produzida por espécies de fungos do género Chaetomium, pode
levar a lesBes em diversos 6rgdos e ao aumento do proventriculo com o acimulo de exsudato
sobre a mucosa e erosdes, principalmente no istmo (Pegram e Wyatt, 1981). Outra micotoxina
responsavel por causar aumento do proventriculo é o acido ciclopiazbnico, produzido pelo

Aspergillus flavus. Quando adicionado na proporgdo de pelo menos 50 pg/g na ragdo, ocorre
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aumento da espessura da parede do proventriculo devido a erosdes, Ulceras, hiperemia e excesso
de producédo de muco. Contudo, essas lesdes ocorrem na mucosa superficial (Dorner et al., 1983).

O proventriculo de aves de producdo também é susceptivel a parasitoses.
Criptosporidium pode levar a infiltrado linfocitario heterofilico quando coloniza o epitélio do
orgdo. Os coccideos sdo facilmente identificados pela histopatologia na borda apical das células
mucosas (Goodwin, 1995). Ascaridia galli pode causar aumento do proventriculo por
hemorragias e Ulceras na mucosa (Brar et al., 2016). Macrorhabdus ornithogaster, mais comum
em psitacideos e passeriformes, pode levar a proventriculite linfoplasmocitaria em aves
comerciais. Este agente é facilmente identificado por histopatologia e coloracBes especiais
(Phalen e Moore, 2003).

Frangos de corte com virus da reticuloendoteliose podem apresentar leses microscopicas
com hemorragia, Ulceras, dilatacdo cistica glandular e infiltrado mononuclear neoplésico na
submucosa do proventriculo (Jackson et al., 1977).

IBDV, também um birnavirus, foi sugerido por anos como um dos possiveis agentes da
TVP (Bayyari et al., 1995; Bayyari et al., 1996). No entanto, o virus ndo foi identificado no
proventriculo de aves com TVP em vérios estudos (Huff et al., 2001; Pantin-Jackwood e Brown,
2003; Pantin-Jackwood et al., 2004b; Guy et al., 2005; Guy et al., 2011a; Guy et al., 2011b).
Estirpes vacinais (Delaware A-1084, D78 e BursaVac) também ndo foram identificadas em aves
vacinadas contra IBD (Sellers et al., 2001). Quando inoculado em aves SPF, a proventriculite ndo
foi reproduzida (Pantin-Jackwood e Brown, 2003; Pantin-Jackwood et al., 2004b). No entanto, a
IBD pode aumentar a severidade ou a ocorréncia de TVP agindo como imunodepressor (Pantin-
jackwood et al., 2004b; Noiva et al., 2015). Experimentos no Egito em frangos encontraram
relagdo entre a lesdo e o IBDV. Foram identificados IBDV, IBV e ARV, pela RT-PCR, no
proventriculo de aves com lesbes macro e microscopicos de TVP (Kutkat et al., 2010). Além
disso, a inoculagdo da estirpe vvIBDV em frangos levou a proventriculite, no entanto, a leséo
limitou-se apenas a mucosa do 6rgdo (Elkady et al., 2009). E provavel que as aves que geraram
essas suspeitas possuiam também IBDV, porém, o virus ndo causa TVP (Pantin-Jackwood e
Brown, 2003; Pantin-jackwood et al., 2004b). Grau-Roma identificou um IBDV-like em aves
com TVP (Grau-Roma et al., 2010)

IBV foi identificado em aves com TVP (Pantin-jackwood et al., 2005; Kutkat et al.,
2010), sendo que algumas delas apresentavam também bronquite infecciosa (Pantin-jackwood et
al., 2005). Na China, foram relatados surtos de doenca com morbidade alta (30 a 60 %). As aves

tinham aumento da espessura do proventriculo, sinais respiratorios e enterite. Estes frangos e
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poedeiras eram vacinadas com H2120 contra bronquite infecciosa. Além de aumento do
proventriculo, havia excesso de fluido no Iimen e aparente hemorragia na mucosa. Trés estirpes
de IBV foram isoladas dos proventriculos (Q1, J2 e T3) e a doenca reproduzida em aves SPF pela
inoculagdo via nasal de suspensfes com as estirpes (Yu et al., 2001).

Adenovirus-like ja foi identificado em aves com a doenca (Goodwin et al., 1996, Guy et
al., 2005). No entanto, aves com TVP foram negativas para Adenovirus tipo | (Guy et al., 2011b).
Além disso, a inoculagdo de adenovirus isolado de frangos com sinais microscopicos de TVP
levou apenas a hiperplasia linfoide em poedeiras SPF (Lenz et al., 1998).

O aumento do proventriculo foi relatado em casos de sindrome da refugagem e ma
absorcdo (Page et al., 1982; Bracewell e Randall, 1983; Brugh e Wilson, 1986; Shapiro e Nir,
1995). O principal agente identificado nesses casos foi o reovirus (Page et al., 1982; Bracewell e
Randall, 1983; Brugh e Wilson, 1986), porém nao houve identificacdo in situ de nenhum virus no
proventriculo destes casos (Page et al., 1982; Bracewell e Randall, 1983; Brugh e Wilson, 1986;
Shapiro e Nir, 1995) e reovirus ndo foi detectado utilizando RT- PCR (Pantin-jackwood et al.,
2005; Guy et al., 2011a; Guy et al., 2011b) ou IFA (Guy et al., 2005) nessas aves. Além disso, 0
reovirus isolado de aves com lesGes microscopicas de TVP ndo causou a doenca quando inoculado
em poedeiras SPF (Lenz et al., 1998). No entanto, um relato no Egito identificou o reovirus
aviario, pela RT-PCR, no proventriculo de aves com TVP (Kutkat et al., 2010), o que ndo
confirma seu envolvimento na doenca pois o virus pode ser identificado no proventriculo de aves
sem 0s sinais da doenca (Lenz et al., 1998).

Um novo picornavirus foi identificado em 2015 em aves com lesGes macroscépicas e
microscopicas de TVP. No entanto, a identificacdo foi realizada por anélise metagenémica do
contetdo do proventriculo dessas aves. A analise levanta uma suspeita, mas ndo determina um
novo virus como agente da TVP. Além disso, ndo foi pesquisado a presenga do CPNV nestes
casos (Kim et al., 2015). Outro virus, GyV3, foi identificado por RT-PCR em frangos de corte
com sinais de TVP (Li et al., 2018). Ha& relatos também de histiocitose idiopética levando ao
aumento do proventriculo (Hafner et al., 1996).

A associacdo do CPNV com outros agentes etioldgicos ou quimicos pode aumentar a
severidade da doenga. E o caso do Clostridium sp. (Huff et al., 2001), IBDV (Pantin-jackwood et
al., 2004b; Noiva et al., 2015) e sulfato de cobre (Bayyari et al., 1996; Wideman et al., 1996).

5. MATERIAL E METODOS
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5.1. Caracteristicas das granjas e historico

Foram examinadas 73 amostras incluindo 10 amostras do estudo retrospectivo e 63
amostras do estudo prospectivo. As 10 amostras do estudo retrospectivo foram obtidas entre 2013
a 2017. Estas amostras consistiam de proventriculos fixados em formalina 10% provenientes de
frangos de lotes da regido Sudeste e quatro proventriculos congelados a -80°C na forma de pool
recebidos em 2017. Os frangos foram necropsiados nas granjas e encaminhados para diagnéstico
histopatoldgico. Para o estudo prospectivo, 63 frangos foram encaminhados ao setor de Patologia
da Escola de Veterinaria da UFMG em dezembro de 2017. Os frangos de corte eram da linhagem
Cobb e eram provenientes de uma mesma granja localizada na regido Sudeste brasileira.

Todas as 73 aves examinadas eram de granjas de uma mesma regido e consideradas de
pequeno a médio porte com alojamentos que variavam entre 17.000 a 40.000 frangos em galpdes
convencionais e com nivel de biosseguridade limitada de acordo com veterinario responsavel que
ndo especificou as razdes. Era feita vacinagdo no incubatorio contra o virus da doenca de Marek,
IBD e Newcastle causada pelo NDV (do inglés, Newcastle disease virus). Os lotes do estudo
retrospectivo foram também vacinados contra IBV. Todas as aves enviadas eram de lotes com
histdrico recente de aumento da espessura da parede de proventriculos. As aves apresentaram
atraso no desenvolvimento corporal e baixo peso. Os 63 frangos de corte do estudo prospectivo
pertenciam a seis lotes mistos diferentes (A, B, C, D, E e F), correspondendo, respectivamente, a
10, 11, 10, 10, 10 e 12 frangos com idades de 36, 36, 28, 25, 27, e 33 dias. Foram selecionadas
aves com sinais de atraso no desenvolvimento e baixo peso para a idade sendo estas oriundas de
lotes onde ja se havia sido constatado aumento da espessura de proventriculos. As 10 aves do
estudo retrospectivo também pertenciam a lotes mistos e os frangos tinham entre 29 a 32 dias de
idade.

O projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG,
com o numero de protocolo 169/2017 (Anexo 10.1), juntamente com os termos de consentimento
dos proprietarios ou responsaveis pelas granjas (Anexo 10.2). As aves foram eutanasiadas por

deslocamento cervical segundo as Diretrizes para eutanasia da Resolugdo 1000/2012 do CFMV.

5.2. Amostragem, macroscopia e histopatologia
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Os frangos do estudo prospectivo foram pesados vivos e eutanasiados no setor de Patologia
da Escola de Veterindria da UFMG para avaliacdo macroscépica e coleta das amostras. O peso
(kg) de cada ave foi comparado ao sistema métrico de lote misto do Cobb 500 (Cobb, 2015),
sendo levado em consideragdo a idade de cada frango (Peso padrédo por idade do sistema métrico
de lote misto do Cobb 500 — Peso ave viva = Diferenca entre peso vivo e padrdo Cobb). Durante
0 exame post-mortem, todos os proventriculos foram removidos e abertos longitudinalmente.
Neste momento, a espessura da parede do proventriculo foi dimensionada em centimetros com
uma régua. Em seguida seccGes do 6rgdo foram coletadas em triplicatas e congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido para posterior extracdo do RNA. Para histopatologia foram
feitos cortes longitudinais e transversais do proventriculo e fixados em formalinatamponada 10%.
Amostras de laringe, traqueia, pulmao, ventriculo, intestino, pancreas, bolsa cloacal, baco, timo,
pulméo, coragdo, figado e rins também foram coletados e fixados em formalina tamponada neutra
10% por no maximo 72 horas. Dentre as 10 amostras do estudo retrospectivo, quatro
proventriculos haviam sido congelados a -80°C sem identificacdo o que impossibilitou associa-
los aos respectivos casos sendo considerados apenas no total de amostras final da RT-PCR.

As amostras formalizadas foram processadas para histopatologia. No processamento, 0s
tecidos foram desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados em xilol, incluidos em
parafina para obtencédo de cortes seriados a espessura de cinco micrémetros, corados pela técnica
de Hematoxilina-Eosina (HE) (Luna, 1968) e analisados ao microscépio de luz comum. Para
escore das lesdes do proventriculo, foi selecionada uma secgdo transversal mais representativa
das lesdes e realizada a contagem do total de glandulas normais e glandulas com infiltrado
inflamatdrio para calculo do percentual de acometimento e consequentemente a distribuicdo da
lesdo. O infiltrado inflamatdrio na lamina prépria da mucosa nao foi avaliado por ser considerado
normal em aves saudaveis (Khadim et al., 2011). Foram considerados como nddulos linfoides
ativados, areas bem circunscritas e delimitadas com acimulo de linf6citos e plasmécitos no
intersticio da submucosa. Para o escore foram determinados os seguintes critérios: normal (-),
nodulos linfoides ativados multifocais a coalescentes discretos; positivo discreto (+), infiltrado
intersticial linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente discreto afetando até 25% das
glandulas com ou sem substituicdo de epitélio glandular multifocal a coalescente discreto. Pode
haver também necrose de epitélio glandular multifocal a coalescente discreta, nddulos linfoides
ativados multifocais a coalescentes discreto a acentuado, metaplasia ductal discreta a acentuada
e ectasia de glandulas multifocal a coalescente discreta a acentuada; positivo moderado (++),

infiltrado intersticial linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente moderado acometendo
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entre 25% a 50% das glandulas com ou sem substituicdo de epitélio glandular multifocal a
coalescente discreto ou moderado. Necrose do epitélio glandular multifocal a coalescente discreto
ou moderado. Pode haver nddulos linfoides ativados multifocais a coalescentes discreto a
acentuado, metaplasia ductal discreta a acentuada e ectasia de glandulas multifocal a coalescente
discreta a acentuada; positivo acentuado (+++), infiltrado intersticial linfo-histioplasmocitéario
multifocal a coalescente moderado ou acentuado afetando acima de 50% das glandulas com
substituicdo de epitélio glandular multifocal a coalescente moderado ou acentuado. Necrose de
epitélio glandular multifocal a coalescente moderado ou acentuado. Pode haver metaplasia ductal
discreta a acentuada e ectasia de glandulas multifocal a coalescente discreta a acentuada (Tabela
1).
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Tabela 1: Escores de lesdo para avaliacdo histopatoldgica do proventriculo de acordo com

natureza, distribuicdo e intensidade do processo.

5.3. Reacdo em Cadeia pela Polimerase via Transcriptase Reversa (RT-PCR)

Os proventriculos das 63 aves recebidas em dezembro de 2017 foram coletados em

triplicata (trés fragmentos) utilizando laminas de aco cirdrgico estéril descartavel imediatamente

apés o inicio da necropsia, armazenados individualmente em microtubos translicidos de

Escore proventriculo*

Alteracéo o ] Positivo Positivo
] o Normal Positivo discreto
histopatol6gica moderado acentuado
¢ )
(++) (+++)
L Presente/Ausente Presente/Ausente Presente/Ausente
L . Multifocais a . . .
Nddulos linfoides ativados Multifocal a Multifocal a Multifocal a

Infiltrado intersticial

linfohistioplasmocitario

Substituicao de epitélio
glandular por infiltrado

histiolinfoplasmocitario

Necrose do epitélio

glandular

Ectasia glandular

Metaplasia ductal

coalescentes )
. coalescentes discreto a
discretos
acentuado
Multifocal a
coalescente discreto
Ausente afetando até 25% das

glandulas

Presente/Ausente
Ausente Multifocal a

coalescente discreto

Presente/Ausente
Ausente Multifocal a

coalescente discreto

Presente/Ausente
Multifocal a
Ausente .
coalescente discreta a

acentuada

Presente/Ausente
Multifocal a
coalescente discreta a

Ausente
acentuada

coalescentes discreto a

acentuado

Multifocal a
coalescente moderado
afetando entre 25% a

50% das glandulas

Presente/Ausente
Multifocal a
coalescente discreto ou

moderado

Multifocal a
coalescente discreto ou

moderado

Presente/Ausente
Multifocal a
coalescente discreta a

acentuada

Presente/Ausente
Multifocal a
coalescente discreta a

acentuada

coalescentes discreto a

acentuado

Multifocal a coalescente
moderado ou acentuado
afetando acima de 50%

das glandulas

Multifocal a coalescente

moderado ou acentuado

Multifocal a coalescente

discreto ou acentuado

Presente/Ausente
Multifocal a coalescente

discreta a acentuada

Presente/Ausente
Multifocal a coalescente

discreta a acentuada

*Foi selecionado de cada amostra um corte histoldégico mais representativo das lesdes com contagem do total de glandulas

normais e glandulas com infiltrado inflamatério para percentual de acometimento.
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poliestireno DNAse e RNAse free e congelados em nitrogénio liquido. Para a extracdo de RNA
total das amostras congeladas foi utilizado o protocolo com silica e tampdo de lise com guanidina
(Boom et al., 1990). Além disso, quatro proventriculos do estudo retrospectivo armazenados a -
80°C foram utilizados totalizando 67 RT-PCR realizados.

O RNA total extraido de cada amostra foi utilizado para subsequente Reagdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) via Transcriptase Reversa (RT). Para a detec¢do e amplificacdo do gene
VP1 do CPNV foram utilizados os oligonucleotideos descritos por Guy et al. (2011a). Os
primers (IDT®, EUA) foram produzidos de acordo com a sequéncia de pares de base de uma
regido do gene VP1 do CPNV, B2F (5-CGTAGACCTCGTCCTTCTGC-3) e B2R (5-
GGGCGTAACCATTCAGATA-3) (Guy et al. 2011a).

Para extracdo de RNA total foram produzidos silica, tampéo de lise e de lavagem de
acordo com Vogelstein and Gillespie (1979) e Boom et al. (1990). Cerca de 0,1 g de cada
amostra de proventriculo foi seccionada milimetricamente em placa de Petri individual
descartavel com lamina de aco cirurgico estéril descartavel. O material foi entdo depositado em
microtubo transllcido de poliestireno DNAse e RNAse free com 700l de tampdo de lise e
macerado com pistilos individuais. Em seguida cada amostra foi vortexada e centrifugada a
15.000 rpm a 7°C por 2 minutos. O sobrenadante foi pipetado para outro microtubo transldcido
de poliestireno DNAse e RNAse free e adicionado 40ul de silica. O microtubo foi vortexado,
sedimentou por 10 minutos e vortexou novamente. Cada amostra foi entdo centrifugada a 15.000
rpm e 7°C por 1 minuto e o sobrenadante descartado. Por duas vezes, 600ul de tampéo de lavagem
foi adicionado, vortexado, centrifugado a 15.000 rpm e 7°C por 1 minuto e o sobrenadante
descartado. 1ml de etanol 70% foi acrescentado (alcool etilico absoluto P. A. 99,8% Exodo®
diluido em &gua para injetaveis Linhamax®), entdo, vortexado, centrifugado a 15.000 rpm e 7°C
por 1 minuto e o sobrenadante descartado. Este passo com etanol foi repetido uma vez e em
seguida 1ml de acetona (HPLC 99,9%, Sigma®) foi depositado no microtubo novamente
vortexada, centrifugada a 15.000 rpm e 7°C por 1 minuto e o sobrenadante descartado. As
amostras foram centrifugadas novamente para descartar o restante do sobrenadante e repousaram
abertas para secar por 15 minutos. Ao final da secagem, 45l de tampé&o de eluicéo (solucéo na
proporcéo de 20ul de RNAsin para cada 600l de agua para injetaveis Linhamax®) foi adicionada
aos microtubos. Cada amostra foi incubada a 56°C por 15 minutos, centrifugada a 15.000 rpm e

7°C por 2 minutos e o sobrenadante pipetado em novo microtubo translicido de poliestireno
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DNAse e RNAse free para armazenamento a -80°C. Todas as amostras foram quantificadas e sua
pureza avaliada utilizando o espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, NanoDrop 2000).

Cada amostra pura foi diluida em tampé&o de elui¢do produzindo cerca de 100ng de RNA
total extraido. Foi utilizado o kit one step da Promega (Access RT-PCR system A1250,
Promega®, Madison, EUA) para a reacdo de RT-PCR. As propor¢oes de reagentes utilizados para
a RT-PCR foram 9l de Nuclease-Free Water, 5ul de AMV/tfl 5x Reaction Buffer, 0,5ul dNTP
Mix (10mM/dNTP), 0,5u1 AMV Reverse Transcriptase, 0,5ul Tfl DNA Polimerase, 1,5ul
MgSO4 (25mM), 1,5ul Foward Primer, 1,5ul Reverse Primer e 5ul de amostra diluida totalizando
25 ul. Foram utilizados os controles positivo e negativo do kit, e também produzido um controle
positivo pelo sequenciamento de uma amostra positiva por RT-PCR obtida das aves desse estudo.

Para o controle negativo foi acrescentando 5 il de Nuclease-Free Water em substituicdo ac RNA.

As amostras foram colocadas em um termociclador por 45 minutos a 45°C e 2 minutos a
94°C. Em seguida 40 ciclos de desnatura¢do (1 minuto a 95 °C), anelamento (1 minuto a 55°C) e
extensdo (1 minutos a 72°C). Ao final dos 40 ciclos, mais 5 minutos a 72°C de extensao final e
entdo resfriado a 4°C. O produto da amplificacdo foi analisado pelo sistema de eletroforese em
cuba horizontal em gel de agarose a 1,5% contendo 1X de tampd&o tris-borato-EDTA e 4l de
brometo de etidio a 100V e 400mA por 70 minutos. A visualizacdo dos fragmentos amplificados
foi feita por transiluminacdo do gel em luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos amplificados
(171 pb) foi comparado a um padrdo de peso molecular (LowRanger 100bp DNA Ladder-

Norgen®) disposto no gel juntamente com as amostras analisadas.

5.4. Sequenciamento

Foi realizado o sequenciamento do produto amplificado de cerca de 171 pares de bases
(pb) de uma amostra para confirmagdo do gene VP1. Para 0 sequenciamento, 0s produtos
amplificados de DNA foram extraidos e purificados da agarose utilizando o kit (Invisorb® Spin
DNA Extraction Kit), conforme recomendacdes do fabricante. A amostra foi sequenciada nas
direcdes forward e reverse, pelo método Sanger por eletroforese capilar utilizando o kit (ABI Taq
DyeDeoxy Terminator versdo 3.1 Cycle Sequencing Kit) de acordo com as instrugdes do
fabricante (Applied Biosystems, Inc., Foster City, California, USA) em um sequenciador
automatico (ABI 3130 Genetic Analyzer). A reacdo de sequenciamento foi realizada com um

passo inicial de desnaturacdo a 96°C por 1 minuto, 30 ciclos a 96°C por 15 segundos, 50° C por
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15 segundos, 60°C por 4 minutos e refriamento 8°C indefinidamente (Programa SeqDNA). A
seguir, o produto desta reacdo foi precipitado com 40 pl de isopropanol a 65%, incubado a
temperatura ambiente no escuro por 30 minutos e centrifugado a 14.000 rpm por 45 minutos. O
sobrenadante foi removido, acrescentando-se 500 uL de etanol 60% (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), subsequentemente centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos e desidratado do
precipitado em estufa a 95°C por 5 minutos.

Com o uso do programa (software) SeqMan (versdo 7.0), as sequéncias obtidas foram
analisadas e refinadas obtendo-se sequéncias consenso. O programa Bioedit (versdo 7.0.5) foi
utilizado no alinhamento das sequéncias consenso com sequéncias colocadas na plataforma
BLASTN, onde foram selecionadas sequencias com similaridade de no minimo 87%. A analise
filogenética foi realizada pelo software MEGA verséo 7.0,26 (Kumar et al., 2016; Tamura, 1992).
As sequencias foram alinhadas pelo método Neighbor-Joining (NJ) (Saitou e Nei, 1987) e as
distancias evolutivas foram calculadas usando o método de Maximum Likelihood (Tamura, 1992)

e agrupadas pelo método de bootstrap (1.000 réplicas) (Felsenstein, 1985).

5.5. Analise estatistica

Foi avaliada a existéncia de associacdo entre a presenca e intensidade de lesdes
microscdpicas com a presenca de lesdes macroscopicas e diagnostico por meio de deteccdo
molecular. Além disso, foi realizada a associacao de diagndstico positivo e negativo por RT-PCR
e a frequéncia das lesbes histoldgicas. Para essas analises foram utilizados o teste de qui-quadrado
ou exato de Fischer, qguando apropriados. As diferencas entre peso vivo e peso padrdo Cobb 500,
espessura do proventriculo e idade das aves em funcdo do escore de lesdo histopatoldgica no
proventriculo e diagnostico por RT-PCR foram investigadas por meio de andlise de variancia.
Para avaliacdo do peso dos animais, o efeito de lote foi incluido no modelo como uma variavel
aleatoria. Na analise de espessura de proventriculo foi incluida no modelo a idade dos animais
como covaridvel considerando seu efeito linear. Todas as avaliacGes foram realizadas por meio

do software SAS 9.4. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.

6. RESULTADOS
6.1. Idade, mortalidade e peso
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Os frangos de corte examinados tinham entre 25 e 36 dias e havia lesdo histologica de
TVP no proventriculo em diferentes intensidades em aves de todas as idades, porém, n&o nos foi
informado a idade de duas aves sendo estas ndo inclusas nesta avaliacdo. De acordo com a faixa
etaria, havia quatro aves (4/10) com leséo aos 25 dias, 3/10 aos 27 dias, 1/10 aos 28 dias, 3/5 aos
29 dias, 2/2 aos 32 dias, 9/12 aos 33 dias, 1/1 aos 34 dias e 11/21 aos 36 dias (Tabela-Gréfico 1).
Vinte e um frangos entre 25 a 36 dias foram positivos na RT-PCR. Dentre os 21, 13 continham
também lesdo histoldgica de TVP sendo, 2/13 com 25 dias, 2/13 com 27 dias, 1/13 com 28 dias,
3/13 com 33 dias e 5/13 com 36 dias. Oito positivos na RT-PCR nao tinham leséo histologica,
1/8 com 27 dias, 4/8 com 28 dias, 1/8 com 33 dias e 2/8 com 36 dias. N&o foi observada associacdo
entre a idade e o resultado da RT-PCR. As aves positivas e negativas apresentaram
respectivamente, idade média de 31,19 e 30,88 dias de vida. No entanto, houve associacédo entre
lesdo histoldgica e idade. Aves com lesdo histoldgica apresentaram idade média de 32,21 dias e
frangos sem lesdo 30 dias em média. Quando os diferentes escores foram incluidos, ndo houve
influéncia da idade média das aves sobre a severidade. Até o final das quatro semanas de idade a
mortalidade semanal dos lotes variou entre 0,51% a 4,06% com media de 1,45%. A mortalidade
acumulada variou entre 2,18% a 7,38% com média de 5,38%. Nao foi possivel comparar a
mortalidade entre aves com ou sem lesdo histoldgica pois a mortalidade é dada por lote, sendo
gue as amostras do presente estudo eram de lotes com frangos com e sem lesdo de TVP. Quando
comparados ao peso padrdo do sistema métrico de lote misto do Cobb 500 (Cobb, 2015) todas as
aves apresentaram peso abaixo do padrao da linhagem. As aves do estudo prospectivo tinham no
momento da coleta entre 0,504 kg a 1,844 kg e média de 1,063 kg. Vinte e sete de 63 aves sem
alteracdo histoldgica no proventriculo e negativas ha RT-PCR apresentaram média de 0,988 kg.
Treze de 63 aves com lesdo histoldgica leve, moderada e acentuada e positiva na RT-PCR tiveram
média de 1,087 kg (Tabela-Grafico 2). No entanto, ndo foi observada influéncia do resultado da
RT-PCR. Também, foi analisada a presenca/auséncia de leséo histoldgica sobre a diferenca média
entre peso vivo e peso padrdo Cobb. A diferenca média de aves com lesdo histoldgica foi de 1,038
kg e sem leséo 1,064 kg. Frangos positivos na RT-PCR apresentaram diferencas médias para o

peso padrdo de 1,035 kg e aves negativas de 1,062 kg.
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Tabela-Gréfico 1: Associagdo entre escore do proventriculo, idade e RT-PCR

25
12 20
©
S 13 15
g%o 2 10
2 I
S 0 ~ . Total
Idade 25 27 28 29 32 33 34 36 Geral
C—RT-PCR (positivo) ! 2 3 5 0 0 4 0 7 21
e score (sem leso)? 6 7 9 2 0 3 0 10 37
seeses Escore (comlesdo)2 4 3 1 3 2 9 1 11 34
+ 3 1 1 1 0 5 1 9 21
++ 1 2 0 2 1 4 0 12
+++ 0 0 0 0 1 0 0 1
Total escore 10 10 10 5 2 12 1 21 71"

1. Associagdo nao significativa entre resultado por RT-PCR e idade das aves avaliada por meio do teste F (P>0,05).

2. Associagdo significativa entre presenga/auséncia de lesdes histopatoldgicas e idade das aves avaliada por meio do teste F
(P>0,05).
* Dois animais de idade desconhecida nao foram incluidos na tabela.

Tabela-Gréfico 2: Associacdo entre escore do proventriculo, RT-PCR e diferenca média

entre peso vivo e o padrdo Cobb* (kg)

1,400 1,273
1,212 1,138
1,200 0,996 1,087 1,044 1,068 1053
0,988 1,006 ,
1,000
g 0,800
g 0,600
Z 0,400
wn
5]
o 0,200
0,000 =—2 e lesie 1 3
Escore 1 Sem lesao orttétaelsao + ++ 4+ Total Geral
i
gz BNegativo 0,988 (27) 1,212 (15) 1,273 (11) 1,044 (4) 0,000 1,068(42)
(]
& W Positivo 0,996 (8) 1,087 (13) 1,138 (8) 1,006 (5) 0,000 1,053(21)
E Total Geral 0,990 (35) 1,154(28) 1,216 (19) 1,023 (9) 0,000 1,063(63)

1. Associacdo ndo significativa entre lesdes histolégicas, RT-PCR e diferenca média entre peso vivo e padrdo Cobb* (kg)
avaliada por meio do teste F (P>0,05).

Entre parénteses estd o nUmero de aves utilizadas no célculo de cada média.

*Diferenga, de acordo com a idade, entre peso médio de cada frango de corte recebido no estudo prospectivo e peso padréo
do sistema métrico de lote misto do Cobb 500.
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6.2. Macroscopia

No exame macroscopico das aves as seguintes lesbes foram identificadas:
despigmentacdo de pés, pernas e tegumentos (52/73), pododermatite necrosante (36/73), penas
ericadas (12/73), fezes pastosas alaranjadas (7/73), empenamento ruim (6/73), aumento de
volume periorbital (3/73), aerossaculite (3/73), atrofia pancreatica (2/73), inchaco da articulagdo
tibiotarso-metatarso (1/73), dilatagdo ventricular (1/73), pericardite fibrinosa (1/73), fezes
enegrecidas (1/73) e petéquias multifocais nos digitos (1/73). No exame dos proventriculos, havia
aumento da espessura da parede (Figura 1) em 8 de 73 (11,0%) aves. Achatamento da mucosa foi
constatado em trés aves (3/8 -37,5%), além de dilatacdo das glandulas da submucosa (2/8 —
25,0%), areas brancas circulares na submucosa (1/8 - 12,5%) e dilatacdo do istmo (1/8 - 12,5%)
(Tabela 2). Quando comparadas as espessuras da submucosa dos proventriculo no exame
macroscépico houve influéncia da presenca/auséncia de lesbes histologicas na espessura do
6rgdo. Frangos com lesdo histologica de TVP apresentaram espessura média de 0,578 cm e aves

sem lesdo microscopica espessura de 0,505 cm.
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Figura 1. Macroscopia do proventriculo. Frango de corte de 33 dias com proventriculo de aspecto normal (A e B). Frango de

corte de 33 dias com reducdo da proporcdo do proventriculo para o ventriculo pelo aumento do proventriculo (C).
Proventriculo da figura C seccionado longitudinalmente. Ha aumento difuso moderado da espessura da parede da submucosa

(asterisco) e areas brancas multifocais a coalescentes (seta) (D).
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Tabela 2: Ocorréncia de lesdes anatomopatoldgicas considerando o total de aves de lotes
com suspeita de TVP e aves com lesdo histoldgica no proventriculo e positivas na RT-PCR

] Leséo Positiva na
Macroscopia Total i}
proventriculo RT-PCR

Despigmentacdo de pés, pernas e tegumentos 52173 (71,2%) 22/35(62,9%) 12/24 (50,0%)

Pododermatite necrosante 36/73 (49,3%) 12/35(34,3%) 10/24 (41,7%)
Penas ericadas 12/73 (16,4%)  3/35 (8,6%) 3/24 (12,5%)
Fezes pastosas alaranjadas 7173 (9,6%) 2/35 (5,7%) 3/24 (12,5%)
Empenamento ruim 6/73 (8,2%) 2/35 (5,7%) 0/24 (0,0%)
Aumento de volume periorbital 3173 (4,1%) 2/35 (5,7%) 1/24 (4,2%)
Aerossaculite 3/73 (4,1%) 2/35 (5,7%) 0/24 (0,0%)
Desidratagédo 2/73 (2,7%) 2/35 (5,7%) 2/24 (8,3%)
Atrofia pancreatica 273 (2,7%) 1/35 (2,9%) 0/24 (0,0%)
Inchaco articulacdo tibiotarso-metatarso 1/73 (1,4%) 1/35 (2,9%) 0/24 (0,0%)
Dilatacdo ventriculo 1/73 (1,4%) 0/35 (0,0%) 0/24 (0,0%)
Pericardite 1/73 (1,4%) 1/35 (2,9%) 0/24 (0,0%)
Fezes enegrecidas 1/73 (1,4%) 0/35 (0,0%) 0/24 (0,0%)
Areas avermelhadas milimétricas nas pernas 1/73 (1,4%) 1/35 (2,9%) 1/24 (8,3%)
Aumento da espessura da parede do proventriculo  8/73 (11,0%)  5/35(14,3%)  3/24 (12,5%)
o Dilatagdo das glandulas 2/8 (25,0%) 1/35 (2,9%) 1/24 (8,3%)
é Achatamento da mucosa 3/8 (37,5%) 2135 (5,7%) 0/24 (0,0%)
§ Areas brancas circulares na submucosa 1/8 (12,5%) 1/35 (2,9%) 1/24 (8,3%)
08- Dilatagdo istmo 1/8 (12,5%) 1/35 (2,9% 1/24 (8,3%)

6.3. Microscopia

Microscopicamente, 35 de 73 (47,9%) proventriculos apresentaram lesGes microscopicas
caracteristicas de TVP (Figura 2). Em vinte e nove aves (29/73 - 39,7%) os proventriculos
estavam normais. Dentre as 35 positivas, em 21 aves (21/35 — 60,0%) as lesdes eram discretas,
em 13 (13/35 - 37,1%) moderadas e em uma (1/35 - 2,9%) acentuada (Tabela 3). Ndo houve
associagdo entre presenca/auséncia de lesdo histologica e macroscopia dos proventriculos. No
entanto, houve influéncia das lesdes microscdpicas sobre o resultado da RT-PCR, sem a distingdo
da severidade da lesdo histologica. Em 13 (13/21 - 61,9%) dos frangos positivos por RT-PCR
foram identificadas lesdes no proventriculo e em 27 (27/42 - 64,3%) das aves negativas ndo havia
lesdo.
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Figura 2. Histopatologia do proventriculo. Proventriculo normal de frango de corte caracterizado por camada serosa com
duas camadas musculares, uma interna circular espessa e outra delgada longitudinal externa. Submucosa, com I6bulos
glandulares conicos ou arredondados separados por tecido conjuntivo (A). Proventriculo normal de frango de corte
apresentando mucosa com infiltrado inflamatoério linfoplasmocitéario difuso acentuado (*) considerado normal em aves (B).
Proventriculo normal de frango de corte de 36 dias com nddulo linfoide (*) caracterizado por area circunscrita bem delimitada
com actmulo de linfécitos e plasmdcitos (C). Proventriculo normal de frango de corte com células glandulares justapostas
clbicas, baixas e de aparéncia dentada (D). Proventriculo de frango de corte de 28 dias com proventriculite de escore
acentuado (+++) com infiltrado linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente acometendo acima de 50% das glandulas
com substituicdo de epitélio glandular multifocal a coalescente acentuado (E). Proventriculo de frango de corte com
proventriculite de escore moderado (++) com infiltrado linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente afetando entre 25%
a 50% das glandulas com substitui¢do de epitélio glandular multifocal a coalescente discreto (F). Proventriculo de frango de
corte de 33 dias com proventriculite de escore discreto (+) com infiltrado linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente
afetando até 25% das glandulas (=) com nddulos linfoides ativados multifocal a coalescente discretos (=) (G). Proventriculo
de frango de corte de 28 dias com proventriculite de escore acentuado (+++) com ectasia glandular (=), necrose do epitélio
glandular (=), metaplasia de epitélio glandular para epitélio ductal (») e infiltrado inflamatério linfo-histioplasmocitario (*)

(H). Hematoxilina e eosina.

Tabela 3: Associacdo entre escore do proventriculo, macroscopia do proventriculo e RT-
PCR

2 Macroscopia proventriculo® RT-PCR?
e RT-PCRe
3 € Com Macroscopia
LLJ 5 H 1+1 *%k
g Sem alteracéo alteracio*  Total Negativos Positivos Total
Total Total
Iigg; 38/73 (52,1%) 35/73 (47,9%) 3/73 (4,1%) 38 27163 (42,9%) 8/63 (12,7%) 35 2063 (32%)
fég:; 35/73 (47,9%) 30/73 (41,1%) 5/73 (6,8%) 35 15/63 (23,8%) 13/63 (20,6%) 28 1/63 (1,6%)
+  21/35(60,0%) 19/30 (63,3%) 2/5(40,0%) 21 11/15 (73,3%) 8/13 (61,5%) 19 1/1(100,0%)
++  13/35(37,1%) 11/30(36,7%) 2/5(40,0%) 13 4/15 (26,7%) 5/13 (38,5%) 9 0/1 (0,0%)
+++  1/35(2,9%)  0/30 (0,0%) 1/5(20,0%) 1 0/15 (0,0%) 0/13 (0,0%) 0 0/1 (0,0%)

Total 73 (100%)  65/73(89,0%) 8/73 (11,0%) 73  43/67 (64,2%)***  24/67 (35,8%)*** 67***  3/63 (4,8%)

1. Associacdo ndo significativa entre lesdes histolégicas e presenga/auséncia de alteragdo macroscépica do proventriculo avaliada
por meio do teste de qui-quadrado ou exato de Fischer (P>0,05).

2. Associacdo significativa entre presenca/auséncia de lesdes histolégicas e resultados por RT-PCR avaliada por meio do teste de
qui-quadrado ou exato de Fischer (P>0,05).

*Aumento da espessura da parede do proventriculo.

**Aves positivas na RT-PCR e com alteragdo macroscépica no proventriculo dentre as 63 amostras do estudo prospectivo

***Foi possivel realizar a RT-PCR de quatro amostras do estudo retrospectivo (4/10) sendo que trés foram positivas, totalizando
67 resultados de RT-PCR. No entanto, ndo foi possivel associar o resultado ao escore do proventriculo por perda da identificacdo
dos proventriculos.

Quando avaliadas separadamente, as lesGes mais frequentes em todos os proventriculos
foram de infiltrado intersticial linfo-histioplasmocitario acometendo até 25% das glandulas

(21/73 — 28,8%), nodulos linfoides ativados em moderada ou acentuada quantidade (24/73 —
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32,9%), necrose do epitélio glandular (22/73 — 30,1%) e ectasia glandular (24/73 — 32,9%)
(Tabela 4). Ndo houve influéncia do resultado da RT-PCR sobre a frequéncia das lesdes
histoldgicas no proventriculo. Ap6s exame histopatoldgico dos outros 6rgaos, as principais lesoes
observadas foram de deplecdo linfoide da bolsa cloacal (3/73 - 3,1%), lesBes na mucosa
respiratoria sugestivas de micoplasmose (17/73 — 23,3%) ou a associacdo das duas (40/73 —
54,8%). A alteragdo visualizada na bolsa cloacal era sugestiva de reacdo vacinal considerando as
caracteristicas da lesdo e a vacinagdo das aves contra IBDV no incubatério (Tabela 5). No timo e

no bago ndo foram encontradas lesGes histologicas.

Tabela 4: Histopatologia e ocorréncia das lesdes na submucosa dos proventriculos

LesBes microscopicas do proventriculo® Frequéncia

Infiltrado intersticial linfo-histioplasmocitario acometendo acima de 50% das glandulas 1/73 (1,4%)
Metaplasia ductal 11/73 (15,1%)
Discreta quantidade de nédulos linfoides ativados 12/73 (16,4%)
Infiltrado intersticial linfo-histioplasmocitario acometendo de 25% a 50% das glandulas 12/73 (16,4%)
Infiltrado intersticial linfo-histioplasmocitario acometendo até 25% das glandulas 21/73 (28,8%)
Necrose do epitélio glandular 22/73 (30,1%)
Ectasia glandular 24/73 (32,9%)
Moderada ou acentuada quantidade de nédulos linfoides ativados 24/73 (32,9%)

1. Associagdo nao significativa entre frequéncia das lesdes histolégicas e resultados por RT-PCR avaliada por meio do teste
de qui-quadrado ou exato de Fischer (P>0,05).
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Tabela 5: Associacao entre diagnosticos histopatoldgicos sugestivos de lesbes
concomitantes em todas as aves examinadas e escore dos proventriculos.

Diagndstico sugestivo

Escore do proventriculo*

Sem lesdo

Com lesao total**

Total
Geral

Enterite parasitaria por Eimeria spp., pericardite bacteriana, sugestivo
de infeccdo por Mycoplasma spp. e deplecdo linfoide da bolsa cloacal

Hepatite bacteriana, infeccéo sugestiva por Mycoplasma spp. e
deplecéo linfoide da bolsa cloacal

Hepatite e pericardite bacteriana, sugestivo de infec¢do por
Mycoplasma spp. e deplecéo linfoide da bolsa cloacal

Nefrite intersticial e sugestivo de infecg¢do por Mycoplasma spp e
deplecéo linfoide da bolsa cloacal

Pericardite, traqueite, laringite e deplegdo linfoide da bolsa cloacal

Enterite parasitaria por Eimeria spp. e sugestivo de infecgdo por
Mycoplasma spp

Enterite parasitaria por Eimeria spp., sugestivo de infeccéo por
Mycoplasma spp e deplecéo linfoide da bolsa cloacal

Hepatite bacteriana e sugestivo de infeccdo por Mycoplasma spp

Deplecdo linfoide da bolsa cloacal

Sugestivo de infec¢éo por Mycoplasma spp

Sugestivo de infeccéo por Mycoplasma spp e deplecdo linfoide da
bolsa cloacal

Sem diagndstico

Total Geral

0/38 (0,0%)

1/38 (2,6%)

0/38 (0,0%)
0/38 (0,0%)

1/38 (2,6%)

0/38 (0,0%)

2/38 (5,3%)

0/38 (0,0%)

2/38 (5,3%)

8/38 (21,1%)
24/38 (63,2%)

0/38 (0,0%)
38

1/35 (2,9%)

1/35 (2,9%)

1/35 (2,9%)
0/35 (0,0%)

0/35 (0,0%)

2135 (5,7%)

0/35 (0,0%)

2135 (5,7%)

1/35 (2,9%)

9/35 (25,7%)
16/35 (45,7%)

2135 (5,7%)
35

1/73 (1,4%)

1/73 (1,4%)

1/73 (1,4%)
1/73 (1,4%)

1/73 (1,4%)

2173 (2,7%)

2173 (2,7%)
2173 (2,7%)
3/73 (4,1%)

17/73 (23,3%)

40173 (54,8%)

2173 (2,7%)
73

* Diagnostico histopatolégico referente as principais lesdes apresentadas por cada um dos 73 frangos de corte

**Com lesdo total representa a soma das alteracdes histolégicas de proventriculo discretas (+), moderadas (++) e acentuadas

(++4)

6.4. Deteccao molecular e sequenciamento

Sessenta e trés proventriculos do estudo prospectivo foram submetidos ao RT-PCR.

Quatro proventriculos do estudo retrospectivo foram também analisados. Do total de 67

proventriculos, 24 (35,8%) foram positivos. No entanto, ndo foi possivel associar os dados do

RT-PCR do estudo retrospectivo em quatro aves pois os proventriculos foram amostrados na

forma de pool. Dos quatro, trés foram positivos na deteccdo molecular. Portanto, os dados

histopatoldgicos foram comparados a um total de 63 amostras que corresponde as amostras do

estudo prospectivo. Dentre as 63 amostras, foram positivos na RT-PCR, oito (12,7%)

proventriculos sem lesdo histologica e 13 com lesdo histol6égica (20,6%). Dentre trés

proventriculos com aumento da espessura e positivos na RT-PCR, dois (2/63 — 3,2%) néo
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possuiam lesdo microscopica e um (1/63 — 1,6%) possuia lesdo discreta (Tabela 3). O
proventriculo de uma das aves de 35 dias submetido ao RT-PCR foi selecionado para
sequenciamento. O produto da amplificacdo apresentou banda forte no gel de agarose, a qual foi
extraida e submetida ao sequenciamento genético. Obteve-se uma sequéncia de 97 pb referente a
uma regido do gene VP1 do CPNV. O alinhamento desta sequéncia com as sequéncias
depositadas no GenBank revelou similaridade genética com um fragmento do gene VVP1 do CPNV
de outros paises: 92,68% com amostras dos EUA (Guy et al., 2011b) (HM038436.1), 91,03%
com amostras do Reino Unido (Grau-Roma et al., 2016) (KU933603.1) e 87,01% a 90,91% de
semelhanca com amostras da Espanha de artigo ndo publicado (MF288606.1 e MF288611.1)
(Figura 3).
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7. DISCUSSAO

A TVP foi confirmada pela associacdo das lesBes histologicas e macroscopicas do
proventriculo juntamente com RT-PCR para o gene VP1 do CPNV. Este resultado esta de acordo
com o encontrado em outros trabalhos (Guy et al., 2011b; Marusak et al., 2012; Grau-Roma et
al., 2016; Allawe et al. 2017). Casos consistentes de TVP com lesdo macroscdpica de aumento
da espessura da parede do proventriculo e microscdpica de proventriculite necrética linfo-
histioplasmocitaria foram descritos em outros paises (Bayyari et al., 1996; Guy et al., 2007;
Smiatek et al, 2017), porém, este é o primeiro relato da doenca no Brasil.

A maior parte dos relatos de TVP sdo em frangos de corte (Bayyari, 1995; Marguerie, et al.,
2011; Grau-Roma et al., 2016), embora casos da doenca também tenham sido relatados em
poedeiras e matrizes pesadas (Marusak et al., 2012; Kim et al., 2015). No entanto, ndo €é possivel
associar o maior nimero de relatos em frangos de corte com maior susceptibilidade pois, é
necessario um estudo comparativo para demonstrar alguma diferenca significativa. Os casos do
presente estudo ocorreram em granjas com galpdes convencionais que possuiam nivel limitado
de biosseguridade. A forma de transmissdo do agente ndo esta esclarecida, somente que ha
infeccdo via oral e/ou ocular (Huff et al., 2001; Pantin-Jackwood et al., 2005; Guy et al., 2011b).
Portanto, nas granjas de origem desses casos, € possivel que as condi¢BGes de biosseguridade
tenham favorecido a entrada do virus via pessoas, fémites, veiculos, racdo ou outros animais. A
idade avancada de apresentacdo de lesdes macroscopicas e histologicas refuta em parte uma
hipbtese de transmissdo vertical. Entretanto, a inoculag¢do do virus aos 15 dias de incubacdo via
amnidtica levou ao aumento do proventriculo em pintos de dois dias (Guy et al., 2005). Ndo ha
estudo avaliando a morbidade da doenca, e o baixo nimero de aves analisadas neste estudo ndo é
representativo o suficiente para esta avaliacdo. N&o é possivel presumir que a TVP tenha baixa
morbidade pela limitada quantidade de relatos da doenca, pois esta pode ser subdiagnosticada. O
proventriculo é um 6rgdo coletado menos frequentemente para diagnostico histoldgico. Além
disso, de acordo com o trabalho, apenas cinco dos 35 proventriculos com lesdo histolgica
apresentaram alteracdo macroscopica (14,29 %), o que reforca a hipdtese de doenca
subdiagnosticada.

No presente estudo, a maior porcentagem de aves com les6es microscdpicas ocorreu na faixa
entre 29 a 36 dias. Lesbes mais acentuadas de TVP foram identificadas em frangos de corte com

33 dias. Estes dados diferem das informagdes documentadas previamente em frangos de corte, 0s
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guais os frangos tinham entre 18 a 31 dias de idade (Bayyari et al., 1996; Grau-Roma et al., 2010;
Guy et al., 2011b, Noiva et al., 2015; Allawe et al., 2017; Smiatek et al, 2017). No entanto, as
aves foram amostradas e examinadas antes de 31 dias (Grau-Roma et al., 2010; Noiva et al., 2015;
Allawe et al., 2017; Smiatek et al, 2017), cuja coleta e exame possivelmente coincidiram com o
inicio e pico dos surtos. No presente estudo, verificou-se que a doenga pode se manifestar mais
tardiamente pois em algumas dessas aves as lesdes ainda eram iniciais. Tanto em trabalhos
experimentais como em casos naturais, o virus ja foi identificado por RT-PCR em frangos de
corte entre 14 a 31 dias (Guy et al., 2011b; Allawe et al., 2017). Também, foi encontrada
positividade em aves entre 25 a 36 dias de idade. Em todos 0s casos naturais documentados, 0s
proventriculos foram examinados somente até os 31 dias (Allawe et al., 2017). No entanto, um
estudo experimental com inoculacéo aos 14 dias, buscou identificar o virus até os 49 dias de vida
e teve sucesso apenas até os 28 dias (Guy et al., 2011b).

No presente estudo, a taxa de mortalidade dos lotes foi considerada alta, porém, néo foi
dado acesso ao histérico detalhado dos lotes para efeito de comparacgdo. Varios estudos relatam
aumento da mortalidade em lotes com TVP. No entanto, os relatos ndo séo claros quanto a idade
em que ela ocorre e a mortalidade total acumulada (Marguerie, et al., 2011; Grau-Roma et al.,
2010; Noiva et al., 2015; Grau-Roma et al., 2016). Ndo ha comprovacao que a TVP leve a morte
da ave nem a deterioracdo da sua condicdo, porém ha relatos do aumento no descarte de aves
refugos em lotes acometidos (Noiva et al., 2015). Neste estudo, outras alteragdes foram
consideradas como mais determinantes no quadro apresentado por cada um dos frangos. Assim
como a mortalidade, pouco se sabe sobre o efeito da TVP no desempenho. O peso das aves foi
comparado ao peso padrdo do sistema métrico de lote misto do Cobb 500 (Cabb, 2015). Aves
sem lesdes microscdpicas no proventriculo e negativas por RT-PCR possuiam 0,988 kg abaixo
do peso padréo e aves com lesdes de TVP e positivas por RT-PCR possuiam 1,087 kg abaixo do
peso padrdo. Os frangos enviados para exame eram refugos ou possuiam peso levemente abaixo
do padrdo, porém, aves sem lesbes microscopicas no proventriculo e negativas na RT-PCR
apresentaram menor perda média de peso. No entanto, a corre¢do da influéncia dos lotes sobre
essa diferenca demonstrou que ndo houve associacdo das lesdes e presenca do virus sobre a
diferenca média para o peso padrdo. O proventriculo é responsavel pela digestdo quimica no
estdmago da ave (Zhang et al., 2016), portanto, € esperado que a lesdo causada no 6rgdo leve a
piora da produtividade e salde das aves. Por se tratar de um estudo natural, diversas variaveis
podem influenciar o resultado como manejo, nutrigdo, ambiéncia, qualidade dos pintos alojados

e associacdo de outras doencas, portanto, ndo foi possivel avaliar a interferéncia da doenga na
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produtividade e mortalidade das aves. Relatos indicam piora na conversédo alimentar, ganho de
peso e uniformidade quando associada experimentalmente a outras causas (Bayyari et al., 1995;
Bayyari et al., 1996; Huff et al., 2001; Pantin-Jackwood et al., 2004a) ou em casos naturais (Grau-
Roma et al., 2010; Noiva et al., 2015; Smiatek et al, 2017). No entanto, a reproducéo da doenca
em aves SPF ndo tem levado a queda de indices zootécnicos (Guy et al., 2005; Guy et al., 2007).
Outro problema frequentemente descrito nos trabalhos de TVP é o rompimento do istmo gastrico
e consequente contaminacao da carcaca (Bayyari et al., 1995; Pantin-Jackwood et al., 2005; Noiva
et al., 2015). No entanto, ndo ha comprovacdo desse rompimento em condi¢es naturais até o
presente momento. Foi constatado nesse estudo que aves com lesdo histoldgica de TVP
apresentam espessura maior da submucosa do proventriculo. Isso se deve provavelmente a
intensidade do infiltrado inflamatério. Outros trabalhos ndo avaliaram essa caracteristica.

As principais lesdes histoldgicas identificadas na submucosa dos proventriculos foram de
infiltrado linfo-histioplasmocitario intersticial, nédulos linfoides ativados, necrose do epitélio
glandular e ectasia glandular. Neste trabalho, apenas 12 de 73 (16,4%) proventriculos
apresentaram metaplasia ductal. Esta é uma alteracdo dificil de ser determinada na histopatologia
pois, em alguns casos, cortes obliquos das glandulas interferem na visualizagéo exata do local de
transicdo entre o epitélio glandular e o epitélio ductal. Foi considerada como metaplasia ductal a
presenca significativa de epitélio de ducto na base das glandulas em associacdo com necrose e
inflamaco. E possivel que outros relatos tenham evidenciado essa alteracdo com mais frequéncia
ou que o critério utilizado tenha sido diferente. Outras alterages como presenga de nddulos
linfoides ativados (Guy et al., 2007) e ectasia glandular (Pantin-Jackwood et al., 2004a; Guy et
al., 2007; Coman et al., 2011) ja foram documentadas.

Dentre as 21 amostras do estudo prospectivo positivas por RT-PCR, em 61,9% (13/21)
havia lesGes compativeis com TVP e em 38,1% (8/21) ndo foram constatadas lesdes histolégicas.
A deteccdo do RNA viral em proventriculos sem leses de TVP podem indicar que o virus estava
presente no tecido das aves, possivelmente em laténcia ou persisténcia.

Autores indicaram que o CPNV tem periodo de incubacéo de dois a trés dias (Guy et al.,
2011b; Guy et al., 2011b), periodo considerado curto. Além disso, a sensibilidade e especificidade
do RT-PCR atestada é de respectivamente de 88,0% e 83,0% em proventriculo congelado (Guy
et al., 2011b). Do total de 28 amostras com lesdo histoldgica do estudo prospectivo, 53,6%
(15/28) foram negativas por RT-PCR. Porém, dentre as 15 amostras negativas, 80,0% (12/15)
eram de frangos acima de 33 dias e 20,0% (3/15) entre 25 a 27 dias. Um estudo experimental em

frangos de corte com TVP encontrou lesdo histoldgica no proventriculo até 49 dias, entretanto,
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identificou 0 CPNV por RT-PCR apenas até 0s 28 dias de vida das aves. Estes dados indicam que
em algumas aves a lesdo microscopica pode permanecer mais tempo que a deteccao viral.

A principal alteracdo determinante para classificacdo do escore das lesGes histolégicas do
proventriculo foi o percentual de acometimento das glandulas da submucosa por infiltrado
inflamatdrio. Esta classificacdo difere entre autores (Bayyari et al., 1995; Patin-Jackwood et al.,
2004b; Patin-Jackwood et al., 2005), no entanto, o escore determinado neste estudo foi
semelhante ao apresentado em outros estudos (Guy et al., 2007; Grau-Roma et al., 2016). Dentre
os estudos ha diferengas quanto a presenca de necrose, sendo relatada apenas em casos com
infiltrado inflamatério moderado a acentuado (Grau-Roma et al., 2016). No presente trabalho,
necrose de células glandulares foi observada em proventriculos de todos os escores.

No exame macroscopico, oito dos 73 frangos tiveram aumento da espessura da parede do
proventriculo. Desse total, cinco também possuiam alteragdo microscépica representando apenas
14,3% do total de 35 aves com lesdo histoldgica. Além disso, trés das oito aves foram positivas
por RT-PCR. Dentre as trés, duas ndo possuiam leséo histoldgica e em uma a leséo era discreta.
Este resultado mostra que mesmo sem apresentacdo clinica da doenca é possivel que as aves
estejam infectadas com o virus e gque ele esteja causando danos ao proventriculo. Néo foi possivel
comparar esse resultado com a literatura pois outros trabalhos néo fizeram essa associacdo. Outras
alteracGes macroscopicas descritas anteriormente no proventriculo foram também observadas nas
aves do presente trabalho como dilatacdo das glandulas da submucosa (Guy et al., 2005; Guy et
al., 2007), achatamento da mucosa (Bayyari et al., 1996; Pantin-Jackwood et al., 2004b), areas
brancas circulares na submucosa (Goodwin et al., 1996; Pantin-Jackwood et al., 2005) e dilatacdo
do istmo (Bayyari et al., 1996; Huff et al., 2001; Pantin-Jackwood et al., 2004b; Pantin-Jackwood
et al., 2005; Kutkat et al., 2010; Coman et al., 2011).

O presente estudo reafirma o CPNV como agente associado a doenca. No entanto, ha
ainda incertezas quanto ao agente etiol6gico causador da TVP. Por mais que diversos trabalhos
indiguem o CPNV como o virus responsavel (Guy et al., 2011a; Guy et al., 2011b Marguerie, et
al., 2011; Marusak et al., 2012; Noiva et al., 2015; Grau-Roma et al., 2016; Allawe et al., 2017),
ndo foi possivel ainda reproduzir experimentalmente as alteragbes zootécnicas descritas em casos
naturais (Guy et al., 2005; Guy et al., 2007). Além disso, alguns trabalhos levantam a suspeita do
papel de outros virus como responsaveis pela doenca (Elkady et al. 2009; Kim et al., 2015; Li et
al., 2018). Contudo, ou estes autores pesquisaram o virus somente do contetido do proventriculo,
sem utilizar a mucosa e sem comprovar o agente in situ associado as lesdes ou ndo testaram

também para 0 CPNV. Ainda assim, muitos dados reforcam a teoria do CPNV como o agente
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etiologico da TVP. O virus ja foi isolado e inoculado em aves SPF reproduzindo as lesdes
macroscoépicas e histoldgicas da doenca (Guy et al., 2005; Guy et al., 2007; Guy et al., 2011b). O
gene VP1 do CPNV foi identificado no proventriculo de aves com TVP de casos experimentais
(Guy et al., 2005; Guy et al., 2007; Guy et al., 2011a; Guy et al., 2011b) e também em outros
relatos de ocorréncia natural (Marusak et al., 2012; Grau-Roma et al., 2016; Allawe et al. 2017)
assim como nas aves do presente estudo. Utilizando a microscopia eletrénica, um virus com
caracteristicas fisicas, genémicas e morfolégicas de um birnavirus foi identificado em células
epiteliais glandulares de proventriculos acometidos (Guy et al., 2005; Grau-Roma 2010; Guy et
al., 2011a). Utilizando IHQ e IFA, o CPNV foi imunomarcado no epitélio glandular do
proventriculo de aves com TVP (Guy et al. 2005; Guy et al., 2007; Guy et al., 2011b; Noiva et
al., 2015).

Em relagdo ao papel do IBDV na TVP, no presente estudo, em 48,6% das aves (com
lesdo microscopica de TVP, foi encontrada deplecao linfoide na bolsa cloacal; no entanto, nestas
aves foi administrada vacina com virus vivo atenuado contra IBDV, a qual induz a diminuicdo da
populacdo celular. IBDV foi imunomarcado no proventriculo de frangos de corte com TVP
naturalmente infectados, utilizando IFA , porém os autores ndo pesquisaram a presenca do CPNV
nesses proventriculos (Elkady et al. 2009; Grau-Roma et al., 2010). A identificacdo do IBDV no
proventriculo ndo prova que o virus causa a doenca pois ha linfécitos B e T que sdo células
susceptiveis a infeccdo por este virus (Pantin-Jackwood et al., 2004a). Além disso, estudos ndo
conseguiram reproduzir a TVP inoculando o IBDV em aves SPF (Pantin-Jackwood e Brown,
2003; Pantin-jackwood et al., 2004b). Um estudo utilizou um isolado local de vwIBDV para
inocular aves SPF. Neste estudo, a descri¢do e as imagens apresentadas de proventriculos com
infiltrado inflamat6rio na mucosa (Elkady et al. 2009), diferem de outros estudos. O infiltrado
linfocitario na mucosa dos proventriculos é considerado normal como parte do tecido linfoide
associado a mucosa (Khadim et al., 2011) e outros virus ndo foram testados para o diagndéstico
diferencial. Apesar das associa¢es do IBDV na TVP, estudos demonstraram aumento da
severidade da doenga quando h& associacdo das duas doengas pela acdo imunossupressora do
IBDV (Pantin-jackwood et al., 2004b; Noiva et al., 2015). Outros virus como o picornavirus (Kim
et al., 2015) e 0 GyV3 (Li et al., 2018) identificados no proventriculo de aves doentes, ndo foram
re-inoculados para estudo experimental e identificaco in situ. Portanto, ndo é possivel determiné-
los como agentes da doenga (Kim et al., 2015; Li et al., 2018)

O porcentual de similaridades da sequéncia identificada neste estudo (CPNV MG —2017)

foi alto em relacdo as sequéncias do Reino Unido (Grau-Roma et al., 2016), EUA (Guy et al.,
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2011b) e Espanha. Isso pode indicar a migragdo do virus entre continentes que poderia ocorrer
por fémites, pessoas, aves migratorias ou até mesmo aves de linhagens genéticas. A sequéncia
obtida no presente estudo foi correspondente a 91 pb. Contudo, este gene codifica para RdRp que
é conhecido por ser um gene conservado em organismos celulares e virus (Pan et al., 2007). Este
resultado indica a participag&o do birnavirus na TVP e a associacdo com a histopatologia confirma

o diagndstico de doenca viral.

8. CONCLUSAO

Este € o primeiro relato de TVP em frangos de corte no Brasil e os resultados
histopatolégicos em associacdo com a identificacdo molecular do gene do CPNV reforcam este
como agente da doenca. No entanto, o efeito da TVP no desempenho de frangos de corte ainda é
desconhecido, podendo o virus causar prejuizo atuando sozinho ou associado a outros agentes
como o IBDV.

Os resultados desse estudo indicam que a TVP pode ser uma doenca subdiagnosticada
pois, a espessura do ventriculo é variavel com o tamanho das aves. Existem proventriculos com
aparente aumento da espessura da parede e que histologicamente estdo normais e o contrario
também ocorre. Portanto, torna-se importante a realizacdo da histopatologia do proventriculo no

monitoramento sanitario de lotes com queda de produtividade.
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10. ANEXOS

10.1. Certificado da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA)

CERTIFICADOD

Certificamos que o projeto intitulado “Etiologia e patologia da proveniriculite viral transmissivel em frangos de corte
infectados naturalmente °, protocolo do CEUA: 18872017 sob a responsabilidade de Roselene Ecco que envalve a
produgac, manutengao efou utlizagio de animais pertencentes ao fils Chordata, subfils Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesguisa cientifica (ou ensing) - enconira-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.784, de 8 de
outubre de 2008, do Decreto n® §.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controde da Experimentagde Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSA0 DE ETICA MO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAILS

CEUA

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

{CEUA) DA UMIVERSIDADE FEDERAL DE MIMAS GERAIS, em reunido de 12092017

Vigéncia da Autorizagao

18/09/2017 a 17/09/2022

Finalidade Pesquisa
*Ezpécisllinhagem Ave [ hibrido
N® de animais 43

Pesolldade 2kg / J(semanas)
Sexo masculing
QOrigem aviario
*Espéciellinhagem Ave [ hibrido

N* de animais 43

Pesolldade 3kp [ 4({zemanas)
Sexo masculing
Origam avidrio
*Espéciellinhagem Ave [ hibrido

N® de animais 43

Pesolldade 2kg / 3(semanas)
Sexo indiferente
COrigem aviano

Consideracies postenores:

180872017

Aprovado na reunido do dia 18092017, Vahdade:
13/09/2017 & 17/02/2022

Belo Horizonte, 231072017
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
httpsaplicativos. ufmg briselicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Caros, 8827 — Campus Pampulha
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10.2. Termo de consentimento e sigilo livre esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO E SIGILO LIVRE E ESCLARECIDO

Wocé estd sendo convidado(a) a participar de um estudo sobre etiologia e patologia da
proventriculite viral transmissivel em frangos de corte infectados naturalmente,

Um texto incluindo revisio de literatura, justificativa, objetivos e metologia estio
anexados a este termo para esclarecimento sobre a pesquisa.

A sua participacdo & voluntaria. Ndo ha interesse financeiro neste estudo.

Esse estudo fol submetido 3 Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG e
aprovado sob o nimero de protocolo 16%2017.

E um estudo sigiloso e os dados referentes a sanidade do seu plantel serdo avaliados
somente pelos pesquisadores responsaveis. Os resultados serdo divulgados somente
em revistas cientificas, sem identificacio da granja ou do proprietario.

Por favor, esclareca todas as suas dividas anfes de assinar este termo. Em caso de
dividas futuras enfre em contato com o grupo de pesquisadores.

Solciitamos também que nossa pesguisa ndo seja divulgada a terceiros pelos
responsaveis pela granja até a finalizagdo do estudo.

Dessa maneira:

1.Informo gue li 0 documento acima e o anexo, retirel as dividas e compreendi de
maneira satisfatoria sobre a minha participacio neste estudo.

2 Entendo que minha paricipacdo & voluntaria e posso recusar em participar em
gualquer momento, sem prejuizo para a empresa.

3.Compreendo que o material bioldgico sera utilizado apenas para fins cientificos bem
como autorizo o uso dessas informacgdes para fins de publicag3o cientifica.

Assinatura da coordenadora Data

A equipe de trabalho & coordenada pela professora do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias, setor de Patologia Animal da UFMG, Prof. Dr. Roselene Ecco.

Assinatura proprietario ou responsavel Data

Assinatura do responsavel t&cnico Data
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