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RESUMO

Os Auvulavirus aviarios (AAvV), tem sido isolado de uma ampla variedade de
espécies de aves domésticas e selvagens através do mundo. No Brasil, a partir
de amostras fecais de Pinguins de Magalhdes (Spheniscus magellanicus),
resgatados no litoral do Espirito Santo, em 2008, foram isoladas duas cepas de
Avulavirus aviario: ES-2 caracterizado como AAvV-10 e a cepa ES-3
caraterizado como AAvV-2. Para avaliar melhor os riscos que esses isolados
possam representar, o trabalho teve como objetivo, realizar infeccbes
experimentais em diferentes sistemas hospedeiros (camundongos e aves) e
avalia-los quanto ao desenvolvimento de doenca clinica, susceptibilidade,
patogenicidade e distribuicAo de antigenos em diferentes O6rgaos. Nos
camundongos infectados com a cepa ES-3 (AAvV-2), foi observada apenas uma
leve prostracédo nos primeiros dias pos-inoculacdo. Nos animais infectados com
a cepa ES-2 (AAw-10) essa alteracdo nao foi observada. As analises
histopatolégicas, tanto pelo AAvwW-2 quanto ao AAvV-10, ndo revelaram
nenhuma leséo patologica digna de nota em nenhum dos 6rgaos avaliados em
qualquer etapa do estudo. Apesar disso, as analises por imunohistoquimica,
revelaram a presenca de antigenos virais em varios 0rgdos nos dois
experimentos. Em resumo, nos dois experimentos, 0S animais nao
desenvolveram sinais clinicos aparentes até o final dos experimentos (14dpi).
Essas observacGes demonstraram que apesar de infecciosas, essas cepas nao
sao patogénicas para esse sistema hospedeiro. No sistema hospedeiros aves
(pintos de um dia de idade), os animais ndo desenvolveram nenhum sintoma
clinico. As analises histopatoldgicas dos tecidos dos animais inoculados, via oral
e respiratéria com o AAvV-10 e via oral com o AAvV-2, ndo foi observada
nenhuma lesdo patoldgica digna de nota em nenhum dos 6rgdos avaliados.
Entretanto, as analises por IHQ revelaram a presenca de antigenos virais em
varios o6rgaos. Diante desses resultados, concluimos que o sistema hospedeiro
(pintos de um dia de vida) foi susceptivel ao AAvV-10 quando inoculados por via
oral e respiratria, e para o AAvV-2 quando inoculado por via oral, foram
disseminados e detectados por IHC em varios 6rgaos, essas cepas ndo foram
patogénicas para esse sistema hospedeiro.

Palavras Chaves: Avulavirus aviario-2, Avulavirus aviario-10, Camundongo,
Pintos, Pinguins, Patogenicidade.



ABSTRACT

The avian paramyxovirus (APMvs) have been reported from a wide variety of wild
and domestic avian species. In Brazil, two strains were isolated from fecal
samples of Magellanic penguins (Spheniscus magellanicus), stranded in the
coast of Espirito Santo, in 2008: ES-2 characterized as APMV-10 and strain ES-
3 characterized as APMV-2. Our objective was to carry out experimental
infections in mice, inoculated orally, to evaluate the susceptibility, dissemination
and pathogenicity of these isolates in different host system (mice and chicks).
Animals infected with strain ES-3 (APMV-2), show only a brief decrease in
physical activity observed in the first days after inoculation. In animals infected
with strain ES-2 (APMV-10) this change was not observed. Histopathological
analyzes of the tissue of mice infected with APMV-2 and APMV-10 did not reveal
any serious pathological lesion in any of the organs evaluated at any stage of the
study. Nevertheless, immunohistochemical assays revealed the presence of viral
antigens in several organs in both experiments. In summary, in both assays the
animals did not develop apparent clinical signs until the end of the experiments
(14dpi). These observations demonstrated that, although infectious, the strains
are not pathogenic to this host system. In 1 day-old chicks, the animals infected
by both strains, did not develop any apparent clinical symptoms.
Histopathological analyzes of the tissues of the inoculated animals, oral and
respiratory with APMV-10 and oral route with APMV-2, any several pathological
lesions were observed in any of the evaluated organs. However, IHC analyzes
revealed the presence of viral antigens in various organs. In view of these results,
we concluded that the host system (1day-old chicks) was susceptible to APMV-
10 when inoculated orally and respiratory, and to APMV-2 when inoculated orally,
they were disseminated and detected by IHC in several organs, these strains
were not pathogenic to this host system.

Key words: APMV-2, APMV-10, Mice, 1 day-old chicks, Penguins, Pathogenicity.
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1 - INTRODUCAO

A avicultura no Brasil é uma atividade de grande sucesso com muitos
investimentos, movimentando milhdes de reais. No ano de 2015 o Brasil
alcancou o terceiro lugar em produgéo de frango e o primeiro em exportacao,
passando a frente da China, e so ficando atras dos Estados Unidos (ABPA
2015).

Entretanto, se ndo contarmos com uma solida estrutura de controle da
salde animal poderemos, a qualquer momento, ser surpreendidos por
enfermidades exoéticas ou até mesmo assistir a reemergéncia de

enfermidades que hoje se encontram sob controle (MAPA 2016).

Por conta dessa preocupacao, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), através da portaria n° 193 19/9/1994 instituiu o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA). Uma das atividades
desenvolvidas no programa € o monitoramento de patdgenos de importancia
em plantéis de avicultura industrial, avicultura de subsisténcia, oestruticultura

e aves ornamentais e selvagens; residentes e migratorias (MAPA 2016).

De particular atencédo, pelas perdas econémicas causadas, sao viroses
gue tém como reservatorios as aves selvagens e podem transmitir esses
agentes para as aves de producdo, como os avulavirus aviarios (AAVV), se
destacando entre eles o virus da doenca de Newcastle sorotipo 1 (Avian
avulavirus 1) bem como os subtipos de virus da Influenza aviaria
(CAMPITELLI et al., 2004).

Recentemente, o ICTV modificou a taxonomia do género Avulavirus da
familia Paramyxoviridae. O virus de Newcastle e todos os paramixovirus
aviarios 2-13 foram modificados para avulavirus aviario (AAvw) 1 a 13,
respectivamente (WAJID et al., 2017).
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A familia Paramyxoviridae é ampla e diversa, incluindo virus que tém
sido isolados de uma ampla variedade de espécies de mamiferos e aves em
todo mundo (STALLKNECHT et al.,, 1991; MILLER et al.,, 2010). Todos
paramixovirus isolados de aves estdo classificados no género Avulavirus, em
gue estdo classificados os Avian avulavirus (ICTV, 2017)). De acordo com
provas da inibicdo da hemaglutinacdo e inibicdo da neuraminidase os AAWV
estam, distribuidos em treze especies; Avulavirus aviario -1 a Avulavirus
aviario -13 (ALEXANDER, 2003; MILLER et al., 2010; BRIAND et al., 2012;
TERREGINO et al.,, 2013). Entretanto, outras espécies foram propostas,
Avulavirus aviario -14 e Awvulavirus aviario -15 YAMAMOTO et al., 2015;
THAMPAISARN et al.,, 2017; THOMAZELLI et al., 2017). Além desses, trés
AAWV isolados a partir de amostras fecais de pinguins gentoo (Pygoscelis

papua) na antértica, também foram propostos (NEIRA et al., 2017).

Através de trabalho de monitoramento da circulacdo em aves
selvagens migratérias e residentes, foram isolados e caracterizados pela
primeira vez no Brasil, a partir de amostras fecais de pinguins de Magalhéaes
(Spheniscus magellanicus), resgatados no litoral do Espirito Santo, em 2008:
duas cepas de AAvVV: Avulavirus aviario -10 cepa ES-2/Spheniscus
magellanicus/Espirito Santo/Brasil/2012 (Genbank HQ687899) e Awvulavirus
aviario -2 cepa ES-3/Spheniscus magellanicus /Espirito Santo/Brasil/2012
(Genbank HQ687900) (FORNELLS et al.,, 2012). A cepa ES-2/AAvV -10,
apresentou 93% de homologia com o AAVV -10 isolado nas ilhas Falklands
(MILLER et al., 2010). A cepa ES-3 apresentou 93% de homologia com a
cepa AAvV-2/Bangor. Estas andlises foram baseadas em estudos de
homologia com o gene da proteina de matriz (M) e comparadas as cepas
padrdes de cada sorotipo (FORNELLS et al., 2012).

Testes de patogenicidade de novas cepas de avulavirus séo critérios
importantes, recomendados pela Organizacdo Internacional de Epizootias
(OIE) e MAPA, que devem ser realizados para avaliar os riscos em potencial
gue esses virus representam para a avicultura e saude publica. Dessa forma,
para avaliar melhor os riscos que essas possam causar a avicultura nacional
e a saude publica, o trabalho teve como proposta utilizar diferentes sistemas

hospedeiros (aves e mamiferos) para realizar infeccbes experimentais que
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possam auxiliar num melhor conhecimento da susceptibilidade, grau de

viruléncia e patogenicidade dessas cepas.
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2 - REVISAO LITERATURA

2.1 — CLASSIFICACAO E PROPRIEDADES GERAIS DOS AVULAVIRUS

A familia Paramyxoviridae € ampla e diversa, incluindo virus que tem
sido isolado de uma variedade de espécies de mamiferos e aves em todo o
mundo (STALLKNECHT et al., 1991; MILLER et al.,, 2010; BRIAND et al.,
2012; TERREGINO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2015; THAMPAISARN et
al., 2017). Baseado na sua estrutura, organizacdo e sequenciamento
gendmico, a familia esta dividida em sete géneros: Agquaparamyxovirus com
uma espécie; Avulavirus, com treze espécies; Ferlavirus, com uma espécie;
Henipavirus, com cinco espécies; Morbillivirus, com sete espécies;
Respirovirus, com cinco espécies; Rubulavirus, com dezessete espécies
(ICTV, 2017).

Todos os Avulavirus estéo classificados nos géneros: Avulavirus, em
gue estdo classificados os Avian avulavirus (Avulavirus aviario — AAvV). De
acordo com as provas de inibicdo da hemaglutinagcdo e inibicdo da
neuraminidase os AAVV estavam distribuidos em treze espécies; Avulavirus
aviario-1 a Avulavirus aviario -13 (ALEXANDER, 2003; MILLER et al., 2010;
BRIAND et al., 2012; TERREGINO et al., 2013). Entretanto, outras foram
propostas Avulavirus aviario -14 e Avulavirus aviario -15, (YAMAMOTO et al.,
2015; THAMPAISARN et al., 2017; THOMAZELLI et al., 2017).

Classificacdo: De acordo com o International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV, 2017).
Ordem: Mononegavirales
Familia: Paramyxoviridae
Género: Avulavirus

Espécies: 13
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Figura 1: Microscopia Eletrdnica do Avulavirus Aviario. Foto:

Microbiologybook

Sua composi¢cado consiste em virus pleomorficos, envelopados, fita
genbmica de RNA negativo ndo segmentado e cadeia simples (LAMB et al.,
2007). Os genomas de todos os avulavirus variam entre 15 el9 kb de
comprimento e contém 6-10 genes que codificam até 12 diferentes proteinas
(LAMB et al., 2006). A replicagdo do virus € intracitoplasmatica, no qual o
RNA viral tem sentido negativo. Uma replicacdo eficiente requer do
nucleotideo um comprimento de genoma multiplo de seis, conhecida como
"regra de seis" (CALAIN e ROUX, 1993). Os genomas dos AAvVV sdo muito
semelhantes em organizagdo, todos 0os membros contém seis genes na
ordem de 3’-N-P-M-F-HN-L-5’ com a exceg¢ao do AAVV -6, que contém uma
peguena proteina hidrofébica (SH) de um gene adicional no seu genoma. Os
AAVV codificam proteina de: nucleocapsideo (N), fosfoproteina (P), proteina
de matriz (M), proteina de fusdo (F), proteina hemaglutinina neuraminidase
(HN) e proteina polimerase (L). (SHIN-HEE et al., 2012).

O género avulavirus possui a capacidade bioldgica particular que
caracteriza este grupo. A aglutinacdo de glébulos vermelhos é uma delas,
isso ocorre pela ligacdo das proteinas hemaglutinina-neuraminidase aos

receptores de superficie das heméacias. Esta propriedade e a inibicdo
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especifica da aglutinagcdo por antissoro sao utilizadas como testes de
diagnosticos. (SILVA, 2016).

De acordo com provas da inibicdo da hemaglutinacdo e inibicdo da
neuraminidase os AAvV estdo distribuidos em quinze sorotipos (Avian
avulavirus-1 a Avian avulavirus-15) (ALEXANDER E SENNE, 2008;
THAMPAISARN et al., 2017; THOMAZELLI et al., 2017).

Os AAVV podem ser neutralizados por agentes fisicos e quimicos, 0s
utilizados normalmente sdo: calor, radiacdo, solventes lipidicos, hipoclorito e
amoénia quaternaria. Uma neutralizacdo efetiva dependera da espécie do
virus, tempo de exposicdo ao agente, concentracdo do virus e interacdes
entre as substancias (ALEXANDER E SENNE, 2008).

2.2 — AVULAVIRUS NO MUNDO

Os AAVV estéo entre os mais importantes virus que infectam espécies
aviarias em todo o mundo. Muitos surtos devastadores foram notificados de
diferentes partes do mundo com prejuizos econémicos consideraveis (MUNIR
et al.,, 2012, UMALI et al., 2013; MARKS et al., 2014; PEDERSEN et al.,
2014). As principais areas endémicas de incidéncia dos AAvV residem no
subcontinente Africano, China, india, Paquistdo, Bangladesh e Malasia.
Ocasionalmente também foram notificados casos de surtos nos EUA,
Australia e Europa e muitos destes virus foram isolados por programas de
vigilancia epidemiologica (tabela 1) (GOGOIl et al., 2017). Relatos
descreveram a presenca do virus em populacéo de aves migratérias no Brasil
(FORNELLS et al., 2013). Entretanto as aves normalmente encontram-se
assintomaticas na maioria das infeccbes por AAVV, 0 que aumenta a
incidéncia em populacdes de aves selvagens, representando uma ameaca
para as aves domeésticas e aves de capoeira. No Japéo, os avulavirus foram
descritos em aves aquaticas migratorias, sugerindo um padrédo especifico da
espécie de AAvVV (UMALI et al., 2014), da mesma forma, pombos tém sido
sugeridos como reservatérios de AAvV (TIAN et al.,, 2012, TESKE et al.,
2013).
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Apesar da intensa vacinacdo contra o virus do Newcastle, sua
endemia é um problema em toda Asia, Africa e América Central. Trabalhos
recentes descrevem que estdo se espalhando do Sudeste Asiatico, para o
Oriente Médio, a Europa Oriental e Africa do Norte e podendo causar
mortalidade em aves de capoeira mal vacinadas (MILLER et al.,, 2015;
REHMANI et al., 2015; DIMITROVE al., 2016).

Foi detectada a presenca do virus virulento em aves vacinadas em
fazendas comerciais (REHMANI et al., 2015) e sua constante evolucédo ao
longo do tempo sugere a existéncia de uma carga viral de alta poténcia com

replicacdo continua. (MILLER et al., 2009).

Aves exoticas mantidas em cativeiro e as aves de estimacao também
foram infectadas com cepas de NDV virulentas (NOLEN, 2002; PEDERSEN
et al., 2004) e sdo consideradas uma ameaca a biosseguranca para 0O

mercado interno e para o comeércio de aves de granja.
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Tabela 1: Isolados dos Avulavirus aviario com seus respectivos anos de

isolamento, locais e autores. GOGOI et al.,

R

1967

1976

1974

1977

1975
1976

1978

-
wewir
w2 s
s o
s

"

Galinha e Pato

Peru e Avestruz Avirulenio

Pato selvagem, Galinhae  Avirulento

Ganso

Periquito Avirulento

Pato domésticoe Ganso  Avirulento

Pombo & Peru Virulento
Ganso e Palo Avirulento
Pato doméstico e Virulento

selvagem
Pinguim saltador de rocha Avirulento

Narceja comum Avirulento
Pato selvagem Avirulento
Ganso Avirulento
Pato Avirulento
Magarico branco

Avirulento e Virulento

Avirulento e Virulento

2010

Java (Indonésia)

Yucaipa and California (USA), Inglaterrae

Quénia
Ontario, Wiscansin (USA), Inglaterra e
Franga

Hong Kong, Coreia e Africa do Sul

Japdo e Rissia

Hong Keng, Taiwan, Itaia e Nova Zelandia

Tennesse (EUA)

EUA e Japio

Nova York e alia

lihas Fatklands

Franca

Itata

Japio

Japao

Rio Grande o Sul (BR), Coreia

Doyle (1927), Kraneveld (1926)

Bankowski et al. (1960),
Subbiah et a, (2008, 2010)
Tumova etal. {1979),
Macpherson etal, (1963)
Andral and Toquin (1984)

Webster et al, (1976), Shortridge
and Alexander (1978, Jeon
(2008, Aboinik et al. (2012)

Mustafia-Babjee etal. {1874)
Boisseau {1993)

Shortridge etal. (1980)
Stanislawek et al. 2002)
Chang etal. (2001)
Yiao etal, {2010)

Alexanderet al, (1981), Saif et al,
{1997), Woolcock et al, (1996}
Yamane et al. (1982), Cloud and
Rosenberger (1980)

Capua et al. (2004), Sandhu and
Hinshaw (1981)

Miler et al. (2010)

Briand et al, (2012)
Terregino etal. (2013)
Yamamoto et al. (2015)
Thampaisar etal, (2017)
Thomazeli et al, (2017), Lee et
al(2017)
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2.3 - PATOGENICIDADE E PATOGENIA DOS AVULAVIRUS AVIARIOS

A patogenicidade do virus depende de inumeros fatores como: espécie
hospedeira, idade, estado imunologico, estirpe infectante, condicbes ambientais,

quantidade de virus transmitida, via de transmisséo e viruléncia da cepa.

O periodo de incubacdo da infeccdo até o desenvolvimento da doenca varia
de 2 a 15 dias e a via de transmissdo pode ser um fator determinante na gravidade
da doenca clinica (ALEXANDER et al., 2004). Existem cinco classificacdes para os
sinais clinicos da doenca (Tabela 2) (ALEXANDRE e SENNE, 2008; DINAPOLI et al.,
2009; TAN et al., 2009).

Tabela 2: Classificacdo da patogenicidade quanto aos sinais clinicos (OIE 2017).

Classificacdo da Gravidade
patogenicidade

Velogénico viscerotropico | Caracterizada por infeccbes letais agudas,
geralmente com lesdes hemorragicas em varios
orgaos e tecidos

Velogénico neurotrépico Caracterizada pela alta mortalidade que
acompanha a doenca neurologica, mas lesdes
intestinais estdo ausentes.

Mesogénico Caracterizado por sinais clinicos respiratorios e
neuroldgicos, com baixa mortalidade

Lentogénico Causam infeccbes subclinicas do aparelho
respiratério

Entérico assintomatico Cepas avirulentas (ndo causam nenhum sintoma
ou doencga)

A principal via de transmissdo ocorre por ingestdo do material fecal
contaminado ou por sua inalacdo. O processo de replicacdo do virus ocorre na via
respiratéria das aves infectadas, o que permite a disseminacdo por descarga nasal,
mas também, foram observadas replicagbes no intestino, o que sugere a
disseminagéo por excrecao fecal. Muitos autores descrevem alta concentragao viral
no material fecal (COLLIER et al., 1998; SAIF et al., 2008; LI et al., 2009). Na Gra-
Bretanha, no ano de 1984 foi observada a transmissao direta do virus, por agua e

alimentos contaminados pelas fezes de aves doentes, proveniente da importacéo de
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animais exoticos, aves comerciais, aves de caga, aves de esporte (pombo correio e
galo de briga). (SAIF et al, 2008).

Apesar de ter como hospedeiro natural e poder infectar aves, os AAvV sao
capazes de replicar-se em espécies nao aviarias, como répteis, mamiferos néo
humanos e humanos e podendo, ainda, disseminar-se a outras espécies de animais.
Os sinais clinicos mais prevalentes em humanos, geralmente, envolvem quadros de
conjuntivites, que podem ser transitorios e/ou auto limitantes. J& em aves observa-se
a capacidade de penetracdo na casca do ovo, 0 que o torna um potencial
disseminador viral. (SAMAL, 2011)

De acordo com Hines e Miller (2012), aves migratorias tém demonstrado a
transmissdo para aves de capoeira por contato direto ou por contaminacdo de
alimentos e até pela agua. Estirpes de baixa viruléncia foram isoladas com
frequéncia em aves selvagens na Gra-Bretanha; s6 no ano de 1984, estavam
ligadas aos onze surtos deste virus descritos nesta regido (ALEXANDER et al., 2004;
KILLIAN, 2009).

Samal (2011) descreve o potencial de patogenicidade causada pelos AAvV-10
aAAvV-15, como pouco conhecidos, devido a muitos destes virus terem sido
isolados a partir de aves em quarentena, aves de caca, aves selvagens capturadas
com armadilhas que estavam aparentemente saudaveis, sem sintomas ou sinais
clinicos, além de aves exoticas e aves migratorias. Mas em diversos estudos foi
realizada a caracterizacdo dos sorotipos do AAvV-2 aoAAvV-15 utilizando o
sequenciamento completo de seus genomas, 0 que permitiu expandir conhecimento
sobre estes sorotipos (ALEXANDER e SENNE, 2008; ROUT e SAMAL et al., 2008;
MILLER et al., 2010; SAMUEL et al., 2011; SAMAL, 2011; THOMAZELLI et al., 2017).

bY

Dentre as aves, os frangos sdo 0s mais susceptiveis a infeccdo e
desenvolvimento da doenca pelo AAvV 1, sendo a familia das ratitas (avestruz, emu
e calau) os menos susceptiveis a infeccdo. As aves aquaticas selvagens sao
consideradas como reservatorio natural, sendo consideradas resistentes ao
avulavirus aviario-1 (ALEXANDER et al., 2004). Jeon et al. (2008) relataram que 0s
AAW-2 e AAVV-3 foram a causa de doengas em aves selvagens, enquanto que o0s
AAW-4 ao -9 sao limitados ao efeito patogénico nas diferentes espécies, causando

doenca em algumas e apresentando baixo potencial patogénico em outras. Ja os
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AAW-10, 11, 12, 13, 14 e 15 ainda ndo apresentam estudos significantes sobre o
potencial patogénico, porém testes realizados em frangos ndo apresentaram graus
de patogenicidade (MILLER et al., 2010; BRIAND et al., 2012; TERREGINO et al.,
2012; YAMAMOTO et al., 2015; THAMPAISARN et al., 2017; GOGOI et al., 2017).

2.3.1 - Testes de Patogenicidade

De acordo com a OIE s&o preconizados trés testes para classificacdo dos
AAWV, quanto a sua patogenicidade. Sao eles:

Tempo Médio de Morte Embriondria (TME) — séo realizadas diluicbes
decimais, na faixa de 10-6 a 10-9 do liquido alantéico infeccioso, em solucao salina,
inocular 0,1ml de cada diluicdo em no minimo 5 ovos embrionados SPF de 09 dias
de idade, pela via alantdica, apds incubar os ovos a 35°C. Deixar uma amostra do
mesmo liquido alant6ico na geladeira, por 8 horas e depois inocular 0,1 ml de cada
diluicho em no minimo, 5 ovos da mesma idade e incubar a 35°C. Observar 0s ovos
durante sete dias, duas vezes por dia. Registrar o tempo de morte dos embrides. A
dose letal minima sera a maior diluicdo que mata todos os embriées. TME é um
tempo médio, em horas, para a dose letal minima matar os embrides e se classificar
em: velogénica / menos de 60 horas para matar, mesogénica / entre 60 e 90 horas

para matar e lentogénica / mais de 90 horas para matar.

indice de Patogenicidade Intracerebral (IPIC) - a partir do liquido alantoico
infeccioso, com titulo HA maior que 24, diluido a 1:10 em salina isoténica estéril,
inocular 0,05 ml, pela via intracerebral, em 10 pintos SPF, de um dia de idade.
Examinar os pintos, diariamente, por 8 dias, anotando-se o0 resultado: pintos
saudaveis = 0, pintos doentes = 1 e pintos mortos = 2. Decorridos os 08 dias,
calcular o indice médio do periodo. Amostras mais virulentas (velogénicas) este
indice se aproxima de 2.0 enquanto nas cepas lentogénicas este indice se aproxima
de 0.0.

indice de Patogenicidade Intravenosa (IP1V) - Este indice é calculado a partir
de indculos intravenosos em frangos SPF, com seis semanas de idade. S&o

utilizados 10 animais, inoculacédo realizada pela via intravenosa com 0,1 ml do
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liquido alantéico, com titulo HA maior que 24, diluido a 1:10 em salina isotonica
estéril. Observam-se os frangos durante 10 dias consecutivos e anota-se o resultado:
frangos normais = 0, frangos doentes = 1, frangos paraliticos = 2 e frangos mortos =
3. O IPIV é o resultado da média das anotacfes sendo consideradas lentogénicas e
algumas mesogénicas quando o IPIV se aproxima do zero e velogénicas quando o
IPIV se aproxima de 3,0.

2.4 - OS SOROTIPOS

2.4.1 — AVULAVIRUS AVIARIO-1

E o Unico sorotipo bem caracterizado, pelo fato de causar doenca de
notificagdo obrigatéria e devido a sua alta morbidade, mortalidade e perdas
econbmicas causadas por estirpes altamente virulentas. Isolados de Newcastle
Disease Virus (NDV) variam muito o seu indice de patogenicidade nos animais, que
vao desde auséncia de doenca a graves problemas respiratérios e doenca
neurolégica que causa 100% de mortalidade do plantel (PEDERSEN et al., 2004). O
NDV foi relacionado a vérias pandemias (1926, 1960, 1970, 1980), desde que foi
isolado em Java, na Indonésia, em 1926 e no mesmo ano na Inglaterra. Hanson et al.
(1972) descreveram trés hipéteses para esse surgimento e deslocamento do virus
para a regido do sudeste da Asia: a primeira seria que o virus fosse endémico nas
aves, e com sua comercializacdo comecou a se disseminar; a segunda seria o virus
presente nas aves da floresta tropical contaminando aves de capoeira e se
disseminando devido & comercializacdo das mesmas; e por fim; a terceira hipétese
seria uma grande mutacdo permitindo uma alteracdo da patogenicidade de baixa
viruléncia para alta viruléncia, o que poderia infectar todas as aves (HANSON et al.,
1972; HINES e MILLER 2012).

Em 1930 uma doenca denominada “pneumoencefalite” foi diagnosticada no
EUA, sorologicamente era o avulavirus aviario-1, que entrou no pais devido a
importacOes de aves exoticas para o estado da California, ocasionando uma série de
regulamentagfes para importagdo, ndo s6 de aves exoéticas, como também de

qualquer outra ave. Esse regulamento diminuiu 0 aparecimento da doenca no pais,
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pois as aves ficavam em quarentena, o que facilitou o monitoramento do virus.
(SEAL et al., 2000)

No ano de 1991 seis estados foram acometidos devido a entrada de aves
ilegais, felizmente ndo foram descritas transmissdes a outros animais (SEAL et al,
2000)

Em 2002/2003 um grande surto no estado da Califérnia, pela pratica da
disputa de “briga de galo” ocasionou a mais significativa perda econdmica com mais
de 3 milhdes de aves mortas. Ainda neste ano, o transporte de material infectado
dessas aves levou a um surto no estado do Texas, onde foram gastos 360 milhdes
de ddlares para a erradicacdo do surto, e desde entdo, os EUA tém sido livres do
NDV em aves de granja. (KIM et al., 2008)

Em 2010 foi isolado também no estado da Califérnia uma estirpe do NDV
neurotrépico velogénico em corvos, que causou doenca clinica no sistema nervoso
(SLEEMAN, 2010).

O virus permanece endémico em varios paises devido a falta de vacinacao, e
alguns autores atribuem a disseminacao a cultura de criacdo e torneios de pombos
correio sem vacinacao. Segundo a OIE é dificil acompanhar a distribuicdo geografica
e 0 monitoramento da NDV, devido a limitada informacédo, e que, alguns paises s6

relatam apGs a ocorréncia da doenca com grandes perdas. (SAIF et al., 2008).

2.4.2 — AVULAVIRUS AVIARIO-2

Entre os AAVV-2 existem duas estirpes bem caracterizadas: a 1°estirpe foi
isolada pela primeira vez de frangos em Yucaipa, EUA, onde apresentavam
laringotraqueite no ano de 1956, sendo identificados como hospedeiros naturais 0s
perus e passeriformes, além de hospedeiros acidentais galinhas e psitacideos
(ZHANG et al., 2007). A 2° estirpe de AAvV-2 Bangor foi isolada na Inglaterra e
Quénia de animais em quarentena como passeriformes, galinhas e patos. Paises
como EUA, Canada, Costa Rica, Francga, Itélia, Inglaterra, Escécia, Espanha, Russia,
Quénia, China, Japdo, india, Israel, Ardbia Saudita e Cazaquistdo relataram a
ocorréncia de surtos de AAvV-2 (ALEXANDER e SENNE, 2008).
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Passeriformes e psitaciformes s&o descritos como reservatorios e
responsaveis por espalhar a doenca (ZHANG et al.,, 2007), porém em 2012 foi
relatado no Brasil a ocorréncia do virus em pinguins de Magalhdes, o que mostrou a
imprevisibilidade e a capacidade da transferéncia de avulavirus a aves nao habituais
e que demostram um padrdo de migracdo (FORNELLS et al., 2012). Os estudos do
AAW sugerem a prevaléncia do AAvVV-2 em aves de capoeira e aves selvagens
(ALKHALAF, 2009).

Estudos de patogenicidade das duas cepas de AAVA-2, Yucaipa e Bangor, em
galinhas e perus, demostraram que o TME em ovos de galinhas inoculados foi de
168 horas para ambas as cepas e o ICPI foi zero, indicando, dessa forma, que esses
virus ndo foram patogénicos para galinhas de producao. (SUBBIAH et al., 2010).

Foi observado ainda que essas cepas ocasionam leves doencas respiratorias,
diminuicdo da producéo de ovos e infertilidade em galinhas, perus e aves selvagens
(ZHANG et al., 2006).

2.4.3 — AVULAVIRUS AVIARIO-3

O AAVV-3 foi isolado pela primeira vez de perus em Ontario e depois em
Wisconsin, nos EUA em 1967 (TUMOVA et al., 1979). Desde entdo, vem sendo
isolado a partir de aves selvagens e domésticas como galinhas e perus (KUMAR e
SAMAL, 2012).

Infeccbes com esse sorotipo tém sido associadas a encefalite com alta
mortalidade em aves domésticas de gaiola. O avulavirus foi associado a pancreatite
aguda em passeriformes e psitaciformes (BECK et al., 2003). Em frangos de corte

pode ocasionar um retardo de crescimento e sintomas que envolvem o SNC.

A infeccéo pelo AAVV-3 é a segunda mais importante depois do NDV no que
diz respeito a galinhas poedeiras, pois, leva rapidamente a uma baixa na producao
de ovos e a infertilidade (ALEXANDER e SENNE, 2008).

Em infecches experimentais com aves de producédo (galinhas e patos)
baseados nos testes TME e IPCI foram considerados avirulentos apesar de ser
neurotropicos (SAIF et al., 1997). Em infeccbes experimentais com hamster e
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camundongo (KHATTAR et al., 2011) foi possivel a replicacdo viral sem ocasionar

sintomatologia, sendo assim considerado avirulento.

2.4.4 — AVULAVIRUS AVIARIO-4

O AAvV-4 foi isolado pela primeira vez em pato na cidade de Hong Kong em
1975 (SHORTRIDGE e ALEXANDER, 1978). Essa cepa tem sido associada a
galinha, pato e ganso (KHATTAR et al., 2011). A ordem anseriforme (pato, ganso e
marreco) tem sido a mais acometida por esse sorotipo, principalmente patos e
gansos comerciais (STANISLAWEK et al., 2002; KHATTAR et al., 2011).

Foi isolado de aves aquaticas, mas 0 seu potencial epidemioldgico € pouco
conhecido. Em infeccdo experimental com frangos resultou em pneumonia

intersticial leve e traqueite catarral (SAMUEL et al., 2011).

Esse virus pode se replicar em mamiferos, como hamster e camundongo,
(KHATTAR et al.,, 2011) mas foi considerado avirulento, pois ndo causou

sintomatologia nestes animais.

2.4.5 — AVULAVIRUS AVIARIO-5

Isolado em 1974 a partir de periquitos (Melopsittacus undulatus), que
apresentaram sinais clinicos como prostracéo, dispneia, diarreia, torcicolo e enterite
aguda fatal em filhotes, conduzindo a uma alta mortalidade (NERONE et al., 1978).
Estudos realizados em fazendas de aves comerciais pelo departamento de vigilancia
sanitaria nos EUA em 2008, obteve prevaléncia de todos os sorotipos, menos o do
AAVWV-5 (WARKE et al., 2008). No ano de 1993 um surto na Australia e no Reino
Unido envolvendo periquitos, com taxa de mortalidade de 95-100% apresentando

sinais de diarreia, vomito seguido de morte (GOUGH et al., 1993).

Em infeccdo experimental com galinhas e pombos néo foi observado nenhum
sinal de doenca, mas em filhote de periquitos foram observadas enterites. Em

hamster e camundongo foi observada a replicacdo do virus, sem causar sinais
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clinicos de doenga (KHATTAR et al., 2011). Esse AAvV-5 € diferente dos demais,
pois ndo provoca hemaglutinacdo, ndo replica em cavidade alantoide de ovo de
galinha embrionado, mas pode ser cultivado na cavidade amnidtica de ovos de
galinha embrionados de 8 dias (NERONE et al., 1978).

2.4.6 — AVULAVIRUS AVIARIO-6

Isolado pela primeira vez a partir de um pato doméstico em 1977 em Hong
Kong, os AAVV-6 podem causar doenca respiratoria leve e queda na producao de
ovos em perus, mas foram considerados avirulentos em experimento realizado com
frangos (SAMUEL et al., 2009). O mesmo foi observado em experimento realizado
com mamiferos (hamster e camundongo) (KHATTAR et al., 2011). Outra cepa do
AAVV-6 foi isolada em Taiwan em 1998, de um pato doméstico que estava saudavel.
Em 2003 o mesmo virus foi isolado de um ganso no extremo oriente da Russia.
Esse avulavirus continua sendo isolado em todo o mundo, e parece ser avirulento
em frangos (WARKE et al., 2008).

2.4.7 — AVULAVIRUS AVIARIO-7

O AAWV-7 foi isolado pela primeira vez a partir de uma pomba morta por
cacador, em 1975, no Tennessee, EUA. Esse virus também foi isolado 1997 de um
foco natural de doenca respiratéria em perus onde 0s animais apresentavam doenca
respiratOria caracterizada por aerossaculite linfocitica leve, aumento do figado e do
baco e diminuicdo da producdo de ovos. Porém foi considerado avirulento em
infeccdo experimental em pintos de um dia de aves de producédo (galinhas e patos)
(SAIF et al., 1997). Ocorre em maior prevaléncia em animais como pombo, peru e
frango, mas vem sendo relatado em outras aves. Em 2008, nos EUA, 27% das aves
comerciais (frango) foram detectadas com AAVV-7, sugerindo uma alta prevaléncia.
Embora o virus ndo cause infec¢coes graves em frangos, pode provocar doenca

respiratéria e queda na producgéo de ovos em perus (WARKE et al., 2008).
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Em experimento realizado por Khattar et al., (2011), foi observada a
replicagdo viral em hamster e camundongo, mas n&o foram observados sinais

clinicos e ou sintomatologia de doenca.

2.4.8 - AVULAVIRUS AVIARIO -8

Foi isolado pela primeira vez em 1976 de um ganso canadense e de um pato
selvagem (ALEXANDER et al.,, 2003), depois foi relatado em patos no Japao
(YAMANE et al. 1982). Um estudo em 2008 mostrou que 48% dos frangos
comerciais nos EUA apresentavam anticorpos a este sorotipo. O AAvV-8 pode
replicar-se fora de um hospedeiro que néo seja ave, sendo encontrado em macacos
rhesus (Macaca mulatta), ratos selvagens, camundongos e hamsters, mas em

experimento ndo causaram doenca clinica (KHATTAR et al., 2013).

2.4.9 - AVULAVIRUS AVIARIO -9

Isolado pela primeira vez de patos domésticos em Nova York, Estados Unidos
através de um programa de vigilancia epidemiol6gica de monitoramento da gripe
(SAND-HU e HINSHAW, 1981) e posteriormente isolado de aves aquaticas
migratérias na Italia (CAPUA et al., 2004). Em infeccdo experimental o virus se
replicou em frangos e em mamiferos (hamster e camundongo), mas ndo produziu
doenca clinica (KIM et al.,, 2012). Em hospedeiros ndo aviarios, o virus pode

provocar doenca leve em macaco rhesus e rato selvagem (SAMUEL et al., 2011).

2.5.0 - AVULAVIRUS AVIARIO -10

Relatado pela primeira vez em uma ave marinha, o pinguim saltador de rocha
(Eudyptes chrysocome), durante uma rotina do programa de vigilancia da saude das
aves marinhas nas ilhas Falklands (MILLER et al., 2010). O virus foi isolado de
suabes orofaringeos e cloacais de pinguins juvenis, sendo caracterizado como um

novo sorotipo com base no ensaio cruzado HI entre amostras de soro de outros
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avulavirus aviarios. Posteriormente, esse sorotipo foi relatado em outra ave marinha,
o pinguim de Magalhdes (Spheniscus magellanicus) na costa do Brasil (FORNELLS
et al., 2012). Testes de patogenicidade em frango mostraram baixa viruléncia do
AAW-10, caracterizando-o como avirulento. O real impacto da patogenicidade em
frango comercial e em outras espécies ainda nado foi estabelecido (MILLER et al.,
2010).

2.5.1 - AVULAVIRUS AVIARIO -11

Isolado pela primeira vez de ave selvagem, a narceja - comum (Gallinago
gallinago) na Franca (BRIAND et al, 2012). Seu genoma mostrou uma
compatibilidade com o AAV-2, mas sua patogenicidade e viruléncia em espécies

aviarias ainda nao foram determinadas.

2.5.2 - AVULAVIRUS AVIARIO -12

Isolado de um suabe cloacal de um pato selvagem (Eurasian wigeon) durante
um surto na Italia pelo programa de vigilancia sanitaria durante o monitoramento de
um surto de gripe (TERREGINO et al., 2013). Esse virus apresenta semelhancas
gendmicas com o AAvV-1 lentogénico. Em experimento com frangos de granja (corte)
este virus foi considerado avirulento, pois ndo causou doenca clinica nos animais
(TERREGINO et al. 2013). Nenhuma outra cepa do AAvV-12 foi relatada até o

presente momento.

2.5.3 - AVULAVIRUS AVIARIO -13

Isolado a partir de fezes de ganso no Japdo no ano de 2000, este sorotipo
demostrou ser avirulento no teste de ICPI em pintos de um dia em um experimento
realizado (YAMAMOTO et al., 2015 e 2016).
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Esse virus foi identificado durante a vigilancia epidemiologia anual de
populacdes de aves selvagens no norte do Cazaquistdo em 2013, isolado de um
ganso branco (Anser albifrons) (KARAMENDIN et al., 2016). O isolado em 2011 na
Ucrania em um ganso de fonte branca obteve 97% de homologia com o virus
identificado no Cazaquistdo e 98% de homologia com o virus identificado no Japao.
(GORAICHUK et al., 2016).

2.5.4 - AVULAVIRUS AVIARIO -14

Isolado de pato no Japdo em 2011, este sorotipo foi proposto apds analise
genética e sorologica. Demonstrou atividade cruzada com o AAvW - 6. Em
experimento realizado com o TME, néo foi detectada viruléncia (THAMPAISARN et
al., 2017).

2.5.5 - AVULAVIRUS AVIARIO -15

Isolado a partir de suabes cloacais e traqueais do macarico-branco (Calidris
fuscicollis), uma ave migratéria norte americana, que realiza invernada no Brasil na

regido do Rio Grande do Sul, em 2012.

Em experimento, essa cepa foi considerada avirulenta baseados nos testes
de no ICPI e no TME em pintos de um dia e lentogénico (THOMAZELLI et al., 2017).

Na Coreia, em 2014, através do monitoramento de um programa de vigilancia
sanitaria aviaria, foi detectada uma nova cepa em patos migratorios (espécie
desconhecida) em experimento, o teste de patogenicidade realizado por Lee et al.
(2017). Esta cepa apresentou viruléncia em frangos.

Em resumo, os AAVW?2, 3 e 7 tém sido associados a doencas respiratorias
leves e problemas de queda na producgao de ovos em frangos de producgéo (SAIF et
al., 1997).

N&o existem relatos de isolamento de AAvVV-5, 8 e 9 em aves selvagens
(ALEXANDER et al., 2003).
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Entretanto uma pesquisa sorolégica com aves comerciais em fazendas nos
EUA indicou uma possivel prevaléncia de todos os sorotipos, com exce¢do do AAVV-
5 (WARKE et al., 2008; SUBBIAH et al., 2010).

No entanto, testes de replicacdo, patogenicidade e neuroviruléncia de AAvV-2
a 14 néao foram plenamente estudadas (KUMAR et al., 2010; GOGOI et al., 2017).

Os AAVV circulam em todas as aves no mundo, incluindo as aquéticas. O
processo de migracao contribui para transmisséo do virus em caréter intercontinental
e demonstram sua distribuicdo em subgrupos, fornecendo assim, evidéncias da
evolucéo da diversidade genética (KUMAR et al., 2010; SUBBIAH et al., 2010; XIAO
et al., 2010; RAMEY et al., 2013; SUAREZ et al., 2013; BUI et al., 2014; MUZYKA et
al., 2014; KARAMENDIN et al., 2015).

2.6 — ROTA MIGRATORIA

O Brasil é 0 segundo pais do mundo em diversidade de aves, com 1.901
espécies e destas, 197 espécies apresentam algum padrdo de deslocamento
considerado migratério. Desse total, 53% (104 espécies) reproduzem no Brasil e
47% (93 espécies) em outros paises. Devido a distribuicdo ndo continua, as
espécies migrantes geralmente se concentram em areas especificas. Esses locais
tém importancia fundamental para conservacdo dessas espécies, uma vez que ao
realizarem grandes migracdes elas necessitam destas areas para se alimentarem
nas longas viagens (CEMAVE 2016).

As rotas migratérias sdo agrupadas e denominadas como “flyways”. Uma
“flyway” pode ser definida como “a completa extensdo na qual uma espécie
migratdria aviaria ou uns grupos ou espécies relacionadas ou popula¢fes distintas
de uma mesma espécie se locomovem anualmente de uma area de reproducédo para
uma area de nao reproducdo, incluindo lugares intermediarios de descanso e
alimentacdo, bem como areas de ocorréncia das mesmas” (BOERE e STROUD,
2006).



31

O monitoramento da circulacdo de viroses nessas areas de rotas deve ser
constante, para detectar entrada de virus exoticos no pais e prevenir a disseminagéo
desses agentes (CEMAVE 2006).
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Figura 2: Principais rotas migratérias (flyways) de aves que se deslocam entre os Hemisférios Norte e Sul em 2014.
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2.7 — PINGUINS

Os pinguins séo classificados como sendo da: (IUCN, 2016).
Ordem: Sphenisciformes
Familia: Spheniscidae
Género: Spheniscus

Espécies: Spheniscus magellanicus

O pinguim-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus) € uma espécie de ave
marinha classificada como quase ameacada na lista da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN 2016). Reproduz-se em coldénias numerosas
distribuidas pela Argentina, llhas Falkland (Malvinas) e Chile, realizando anualmente
movimentos migratdrios sazonais para o Brasil em busca de alimento (LANCTOT et
al., 2002).

Os pinguins sdo sentinelas do ambiente marinho e, a partir de sua observacgao
e estudo, € possivel aprender sobre a natureza e intensidade dos impactos humanos
nos oceanos do hemisfério sul (BOERSMA, 2008). Atualmente existem 18 espécies
reconhecidas de pinguins e, embora nenhuma delas se reproduza na costa brasileira,
quatro ja foram registradas em nosso litoral durante a migragéo invernal: pinguim rei
(Aptenodytes patagonicus), pinguim de penacho amarelo (Eudyptes chrysocome),
pinguim de testa amarela (Eudyptes chrysolophus) e pinguim-de-Magalhdes
(Spheniscus magellanicus) (SICK, 1997). O pinguim-de-Magalhdes é a espécie mais
comumente registrada no litoral brasileiro e migra desde suas colonias reprodutivas
na regido da Patagbnia, pelas correntes oceéanicas, em busca da abundancia de

alimento na plataforma continental brasileira (VALIM et al., 2004).

Esta espécie é uma das quatro que compdem o género Spheniscus, todas de
clima subtropical. A espécie € particularmente sensivel a presenca humana, e ha
sinais que comprovam declinio populacional nas ultimas décadas em varias de suas
populacdes monitoradas (BOERSMA, 2008). Sabe-se que a grande maioria dos
animais encontrados no litoral brasileiro sdo juvenis, de modo que se sugere que
este seria 0 estagio de vida mais sensivel aos impactos ambientais durante a
migrac&do no litoral brasileiro (GARCIA-BORBOROGLU et al., 2010; MADER et al.,
2010).
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A ocorréncia do pinguim-de-Magalhdes no Brasil apresenta sazonalidade
anual. Esses pinguins permanecem nas colénias do sul da América do Sul desde
meados de setembro até meados de abril, quando entdo adultos iniciam sua
migracdo em direc&o ao norte, utilizando a plataforma continental (PUTZ et al., 2007).
J& os pinguins jovens parecem migrar mais tarde, comecando a aparecer em junho e
permanecendo até novembro em aguas brasileiras (PETRY e FONSECA, 2002;
MADER et al., 2010) e estes podem ficar vagando durante até quatro anos em alto
mar.

Ao sul da America

Pinguins-de-magalhdes deixam as
coldnias em abril e voltam em setembro

Coldnias reprodutivas @ ninhos s
|de setembro a abril)

Figura 3: Mapa da rota dos pinguins-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus) Fonte:
Revista Pesquisa da FAPESP.

A espécie se distribui pelas costas leste e oeste da América do Sul. Suas
colénias estdo distribuidas desde a llha de Algarrobo no Chile até a regido da
Peninsula Valdés, na Provincia de Rio Negro Argentina, passando pelo Cabo Horn,
no extremo sul da América do Sul. As colbnias reprodutivas nas llhas Falklands
(Malvinas), distantes cerca de 483 km da costa Argentina, complementam a
populacdo atlantica (SCHIAVINI et al., 2005). Os movimentos sazonais migratorios
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dos individuos da espécie na costa do Oceano Atlantico (principalmente das
populacdes das colonias localizadas nas menores latitudes), sdo provavelmente
influenciados pela intensificacdo da forca da Corrente das Falkland/Malvinas
(VOOREN e BRUSQUE, 1999).

£

Figura 4: Area de ocorréncia e distribuicio do pinguim- de- Magalhdes (Spheniscus

magellanicus). Fonte: Elaine Akst.

Durante a migracdo para o norte, alguns individuos alcancam a costa
brasileira, sendo comum o0s registros dessas aves no litoral do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina (PETRY e FONSECA, 2002; PINTO et al., 2007; SANDER et al.,
2008; MADER et al., 2010). Alguns autores consideram normal a ocorréncia da
espécie na costa do Brasil, o que equivale ao litoral do Rio de Janeiro e Espirito
Santo (PUTZ et al., 2000 e 2007). Embora vague apenas ocasionalmente no litoral
nordestino do Brasil, ha registros de ocorréncia na costa da Bahia (SICK, 1997),
Alagoas e Pernambuco (CARLOS et al., 2005). Contudo, pinguins monitorados com
transmissores de sinal via satélite ndo atingiram a costa brasileira em diversos
estudos (PUTZ et al., 2000, 2002 e 2007).

Durante o ano de 2008, a ocorréncia da espécie no litoral brasileiro foi
intensificada, com registro de mais de 4.500 aves vivas que atingiram desde o litoral
gaucho, ao Sul, até o Estado da Paraiba, ao Norte, incluindo praticamente todos os

Estados da costa brasileira nas regides Nordeste (Rio Grande do Norte, Paraiba,
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Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia), Sudeste e Sul. Explica-se a existéncia de
um ciclo interanual que leva a episodios atipicos de encalhe de animais, tais como
registrados em 2008 e em outros anos (GARCIA-BORBOROGLU et al., 2010.)

Amazénia
Caatinga ¢
Cerrado - " ~
Mata Atlantica ”~

« Pampa f
Pantanal o

Fomte: IBGE
Figura 5: Mapa de registros da espécie pinguim-de-Magalhdes (Spheniscus

magellanicus) encontrados no litoral do Brasil. Fonte: IBGE/ICMBIO.

Durante a migracdo invernal, diversos desafios de origens distintas séo
enfrentados por estes animais. Em decorréncia destas situa¢des, o grande nlimero
de carcacas encontradas nas praias brasileiras sugere que nosso litoral seja uma
importante area de ocorréncia da espécie (PETRY e FONSECA 2002; GARCIA-
BORBOROGLU et al., 2010). Apesar deste cenério, ainda ha poucos dados sobre as
enfermidades e as causas de mortalidade dos animais ao longo da plataforma

continental brasileira e sua costa (MADER et al., 2010).

Alguns fatores tém sido apontados como particularmente importantes no
enfraquecimento e mortalidade dos pinguins-de-Magalhdes durante a migracéo,
entre eles a contaminacdo dos oceanos com petréleo e derivados, os acidentes com
redes de pesca, a ingestdo de detritos antropogénicos e parasitoses gastrointestinais
(FONSECA et al., 2001; MADER et al., 2010). Em 37% dos estdmagos coletados
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entre 2002-2003 no Rio Grande do Sul, foram registrados itens ndo organicos
(MADER et al.,, 2007) e em 62% nas coletas mais recentes entre 2007-2009
(MADER et al. 2010).

Dentre as doencas de maior importancia estdo a aspergilose e a malaria,
porém outras desordens, infecciosas ou ndo, interferem e dificultam o processo de
reabilitacdo (CLARKE e KERRY, 1993; ELLIS e BRANCH, 1994; CRANFIELD, 2003).
O diagnostico preciso e a instituicdo precoce de tratamento adequado podem
contribuir favoravelmente para 0 sucesso na recuperacdo e conservagao dessas

aves.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- AMOSTRAS VIRAIS

Foram utilizados dois sorotipos de avulavirus aviario: avulavirus aviario-10
cepa ES-2 /Spheniscus magellanicus/ Espirito Santo/Brasil/2012 (Genbank
HQ687899) e Avulavirus aviario-2 cepa ES-3/ Spheniscus magellanicus /Espirito
Santo/Brasil/2012 (Genbank HQ687900). Esses virus foram isolados a partir de
material fecal coletados com suabes de pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus
magellanicus), em 2008, no litoral do Estado do Espirito Santo (FORNELLS et al.,
2012).

3.2- PRODUCAO E PURIFICACAO DE VIRUS

As amostras armazenadas foram centrifugas a 1200xg e 0,2ml do
sobrenadante de cada amostra foi inoculado na cavidade alantoide de ovos
embrionados, SPF, entre 9 e 11 dias. Apds a inoculagdo, os ovos foram incubados
em estufa (NAPCO 4200) a 37 °C por 72 horas. O liquido alantoico coletado foi

fracionado e analisado através dos testes de hemaglutinacédo (HA).

As amostras com um titulo de 128UHA foram selecionadas e agrupadas para
ser submetido ao processo de purificagdo por ultracentrifugacdo, segundo
metodologia descrita por (FORNELLS et al.,, 2012). Esta metodologia consiste em
clarificagdo por 2800xg por 30 minutos a 6°C (centrifuga refrigerada
microprocessada de bancada NT 815 Nova Técnica SP) depois foi concentrado a
65.000xg por uma hora a 6°C (rotor P50AT2 /ultra centrifuga CP90W X Hitachi.) e
por fim purificado em gradiente de sacarose de 20% a 60% a 80.000xg por duas
horas a 4°C (rotor P40ST). Apés a purificacdo foram titulados por HA, fracionados e

armazenados a -20°C.
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3.3- PRODUCAO DE SOROS HIPERIMUNES

Para producédo dos soros policlonais IgG de camundongo anti AAV-10 e anti
AAV-2 produzido no laboratério foi seguido o protocolo utilizado por Khattar et al.
(2011). Cada cepa purificada por ultracentrifugagéo foi quantificada pelos seguintes
métodos: método do &cido bicinconinico para a dosagem de proteina da suspenséo
viral; e a hemaglutinacéo para a obtencédo de um titulo de 256UHA. Foi inoculado por
via intraperitoneal 500pul da suspenséao viral/animal contendo 100ug de proteina a um
titulo de 256UHA em camundongos suicos, macho, com 21 dias de vida, de acordo
com o0 seguinte protocolo: 4 inoculagdes com zero dias poés-inoculagao (dpi), 21 dpi,
35 dpi, 50 dpi e 60 dpi, com posterior eutanasia para a coleta do sangue total. Os
animais foram dispostos em mini isoladores multi espécies da marca Alesco de
tamanho 42,5x23,5x17,5cm. Alojados 5 animais em cada caixa totalizando 10

animais em duas caixas, mantidos com agua e comida ad libitum.

Os animais foram eutanasiados por dose letal de anestésico xilazina
(10mg/Kg) associada a cetamina (80mg/Kg), e foi coletado sangue direto do coracéao,
estes foram centrifugados a 600xg/10 minutos em centrifuga de bancada para
obtencdo de soro e armazenados a 4°C para posterior analise por

imunohistoquimica.

O soro policlonal IgY de galinha SPF anti AAvV-10 foi gentilmente cedido por
Dr. P. Miller (USDA, NVSL, Athens, GA), ja o soro policlonal (IgY de galinha SPF
anti-AAvV-2) foi adquirido do Animal and Plant Health Inspection Service/National
Veterinary Services Laboratories (P. O. Box 844, Ames, IA 50010).

3.4- INDICE DE PATOGENICIDADE EM CAMUNDONGOS

Para verificar o processo de replicagao viral e patogenicidade nesse sistema
hospedeiro foram utilizados, para cada virus isolado, 12 camundongos machos
Balb/C de quatro semanas de idade. Os animais foram alocados em mini isoladores
multiespécies (ALESCO) de tamanho 42,5x23,5x17,5cm  disposto em estante
ventilada dentro de um isolador, mantido com pressdo negativa com nivel de

seguranca biolégica compativel para o agente etioldgico, mantidos com alimento e



40

agua ad libitum para cada virus separadamente. Os animais foram divididos em 04

grupos de 3 animais: 1 grupo controle negativo e 3 grupos infectados.

Os animais foram observados diariamente e pesados no inicio e ao final do
experimento. Os camundongos contidos fisicamente foram inoculados por via oral
com 150pL de liguido alant6ico contendo um titulo de 256UHA. O grupo controle foi
inoculado com liquido alantéico n&o infeccioso. A eutanasia foi realizada com um
camundongo do grupo controle e 03 camundongos do grupo infectado por dose letal
de anestésico xilazina (10mg/kg) associada a cetamina (80mg/kg) com 03 dpi e os
outros com 7dpi e 14 dpi.

As necropsias foram realizadas imediatamente e amostras teciduais de
cérebro, pulméo, intestino, rins, baco, coracdo e figado foram coletadas. O

fragmento de cada 6rgédo foi armazenado em formalina neutra 10% por 48 horas

para posterior analise por técnicas histopatoldgicas e imunohistoquimicas.

Figura 6: Foto da disposicdo dos camundongos acomodados em caixas
multiespécies Alesco, dentro do isolador mantido com pressao negativa. Arquivo

pessoal.
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3.5- INDICES DE PATOGENICIDADE EM AVES

Para verificar o processo de replicacdo viral e patogenicidade nesse sistema
hospedeiro foram utilizados, para cada virus isolado, 12 pintos de um dia de idade
SPF. Os animais foram alocados em mini isoladores multiespécies (ALESCO) de
tamanho 42,5x23,5x17,5cm e mantido com pressao negativa dispostos em estante
ventilada com nivel de seguranca bioldgica compativel com o agente etioldgico,
mantidos com alimento e agua ad libitum para cada virus separadamente. Os
animais foram divididos em 04 grupos de 3 animais: 1 grupo controle negativo e 3
grupos infectados.

Os animais foram observados diariamente e pesados no inicio e ao final do
experimento. Os pintos contidos fisicamente foram inoculados por via oral com
200puL/animal de liquido alantéico com 256UHA e em outro experimento foi utilizado
50pl/animal por via respiratoria a um titulo 256UHA. O grupo controle foi inoculado
com liquido alantéico ndo infeccioso. A eutanasia foi realizada com um pinto do
grupo controle junto com os 03 pintos do grupo infectado por dose letal de
anestésico xilazina (10mg/kg) associado a cetamina (80mg/kg) com 03 dpi e os
outros com 7dpi e 14 dpi.

As necropsias foram realizadas imediatamente e amostras de tecido cerebral,
pulméo, intestino, rins, coracdo, figado, traqueia, proventriculo e baco foram
coletadas. O fragmento de cada 6rgao foi armazenado em formalina neutra 10% por

48 horas para posterior andlise por técnicas histopatoldgicas e imunohistoquimicas.
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Figura 7: Foto da disposicdo dos pintos acomodados em caixas multiespécies

Alesco, dentro do isolador mantido com pressao negativa. Arquivo pessoal.

3.6- HEMAGLUTINACAO (HA)

A atividade hemaglutinante das amostras foi verificada pela prova de
hemaglutinagdo (HA), conforme normas preconizadas no Manual de Testes
Diagnésticos e Vacinas para Animais Terrestres (OIE, 2012). O titulo hemaglutinante
foi definido a partir da maior diluicho capaz de exercer atividade hemaglutinante
completa (LENNETTE et al., 1995).

3.7- HISTOPATOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA DE CAMUNDONGO
Os tecidos (cérebro, pulméo, intestino, rim, baco, coracdo e figado) de
camundongos infectados e néo infectados foram colocados em formalina neutra 10%

por 48h e depois utilizados para os testes de histopatologia e imunohistoquimica.

Os tecidos foram cortados a 4p submetidos ao processamento automatico

para as etapas de desidratacdo em banhos de alcoois, clarificacdo ou diafanizacéo
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em banhos de xilol, embebicdo em parafina, inclusdo em parafina, seguido da
microtomia, coloracdo usada na rotina, que foi a Hematoxilina e Eosina (HE),

montagem das laminas.

As observacdes por imunohistoquimica, dos cortes dos tecidos para detectar
a proteina N dos avulavirus aviario foi realizada através do corte de secfes de 4u
dos tecidos de camundongos infectados com cepa AAvV -2 e 10, fixados com formol
a 10% por 48h, inclusas em parafina. S&o cortadas em laminas histolégicas
silanizadas (Silano, Sigma-Aldrich, MO, USA). Apo0s a desparafinizacdo e
procedimentos histolégicos, a peroxidase enddgena foi bloqueada por imersdo em
uma solucdo aquosa de peréxido de hidrogénio a 3% durante 30 min. A recuperacao
antigénica foi realizada por incubacdo das amostras em tampao citrato (2,1 g de
acido citrico em um litro de agua destilada, pH 6,0) a 98 ° C durante 20 min. O
material foi entdo, saturadas por uma solucao de bloqueio com PBS 0,01 M (solucéo
salina tamponada com fosfato) suplementada com 1% de leite em p6 desnatado
(Molico®) e 1% de BSA (albumina de soro bovino) durante 1 hora a 37 ° C, o
material foi inativado e a solucdo de bloqueio descartada. Em seguida foram
incubadas utilizando soro policlonal IgY de galinha SPF anti AAV-10 e anti AAV-2
com diluicdo (1:1000) em solucédo de bloqueio e , incubado a 4 C durante overnight
em uma camara Umida, no dia seguinte lavado com PBS tween por cinco minutos.
O complexo de antigeno-anticorpo foi detectado com anticorpo secundario goat anti
chicken IgY- HRP biotinilado por incubacao durante 30 min a temperatura ambiente,
seguido de tratamento com kit de conjugado de streptavidina peroxidase e lavados
PBS tween. Revelados com kit cromogeno DAB (Dako, Carpentaria, EUA), A
atividade da peroxidase foi detectada com solucdo de substrato tamponada e DAB
(3,3'-diaminobenzidina). Os espécimes resultantes foram contracorados com
hematoxilina Harris (Sigma-Aldrich - St. Lois - EUA) e montados com Permount
(Fisher Chemical - EUA) para exame histoloégico. Foram incluidos controles

negativos com omissao do anticorpo primario.
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3.8- HISTOPATOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA DE PINTO

Os tecidos (coracdao, figado, intestino, cérebro, pulméo, rim, baco e traqueia)
de pintos de um dia infectados e néo infectados foram colocados em formalina
neutra 10% por 48h e depois utilizados para os testes de histopatologia e

imunohistoquimica.

Os tecidos foram cortados a 04 P e submetidos ao processamento
automatico para as etapas de desidratacdo em banhos de alcoois, clarificacdo ou
diafanizacdo em banhos de xilol, embebicdo em parafina, inclusdo em parafina,
seguido da microtomia, coloracdo usada na rotina, que foi a Hematoxilina e Eosina

(HE), montagem das laminas.

As observacfes por imunohistoquimica, dos cortes dos tecidos para detectar
a proteina N dos avulavirus aviario avian foram realizadas através do corte de
secdes de 4u dos tecidos de pintos infectados com ao cepa avulavirus aviario -2 e
10, fixados com formol a 10% por 48h, inclusas em parafina, contendo lesdes
teciduais. Sao cortados em laminas histolégicas silanizadas (Silano, Sigma-Aldrich,
MO, USA). ApOs a desparafinizacdo e procedimentos histolégicos, a peroxidase
enddgena foi bloqueada por imersdo em uma solucdo aquosa de peréxido de
hidrogénio a 3% durante 30 min. A recuperacdo antigénica foi realizada por
incubacdo das amostras em tampéo citrato (2,1 g de acido citrico em um litro de
agua destilada, pH 6,0) a 98 ° C durante 20 min. O material foi entdo, saturadas por
uma solucéo de bloqueio com PBS 0,01 M (solucéo salina tamponada com fosfato)
suplementada com 1% de leite em p6 desnatado (Molico ®) e 1% de BSA (albumina
de soro bovino) durante 1 hora a 37 C °, o material foi inativado e a solugcdo de
bloqueio descartada. Apos. Entédo foram incubadas utilizando soro policlonal 1gG de
camundongo anti AAV-10 e AAV-2 utilizado (1:1000) diluido em solucé&o de bloqueio
e, incubado a 4 ° C durante overnight em uma camara umida, no dia seguinte
lavado com PBS tween por cinco minutos. O complexo de antigeno-anticorpo foi
detectado com anticorpobiotinilado de kit LSAB — HRP da DAKO (CA, USA) por
incubacédo durante 30 min a temperatura ambiente, seguido de tratamento com kit de
conjugado de streptavidina peroxidase e lavados com PBS tween. Revelados com
kit cromégemo DAB (Dako, Carpentaria, EUA) durante 30 min. A atividade da

peroxidase foi detectada com solugdo de substrato tamponada e DAB (3,3'-
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diaminobenzidina). Os espécimes resultantes foram contracorados com hematoxilina
Harris (Sigma-Aldrich - St. Lois - EUA) e montados com Permount (Fisher Chemical -
EUA) para exame histologico. Foram incluidos controles negativos com omissao do
anticorpo primario.
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4 - RESULTADOS

AAWV-2/cepa ES-3
AVALIACAO CLINICA

Nos camundongos infectados com cepa ES-3 (AAvV-2), foi observada apenas
uma leve prostracdo nos primeiros dias pés-inoculacdo, em seguida os animais nao
desenvolveram sinais clinicos aparentes até o final dos experimentos (14dpi).

Em pintos de um dia, essa alteragdo nao foi observada e os animais nao

desenvolveram sinais clinicos aparentes até o final dos experimentos (14dpi).

HISTOPATOLOGIA
Nos dois experimentos (camundongos e pintos de um dia), ndo foi observada
nenhuma lesdo patoldgica passivel de nota em nenhum dos 6rgédos avaliados em

qualquer etapa dos estudos com 3, 7 e 14dpi.

IMUNOHISTOQUIMICA

Analise por imunohistoquimica de tecidos coletados dos camundongos com
3dpi, o animal 1 foi positivo no figado e intestino; o animal 2 foi positivo no figado,
intestino e rim; no animal 3, foram observados resultados positivos em todos o0s
tecidos, exceto no coracdo. Nos animais com 7 dpi, o 1 animal foi positivo no figado,
intestino, baco e rim; o animal 2 foi positivo somente no intestino; o animal 3 foi
positivo no coracgdo, intestino, rim e cérebro. Nos animais com 14dpi, o animal 1 foi
positivo no intestino, pulméo, rim e cérebro; os outros dois animais foram positivos
apenas no intestino e rim. Todos os tecidos dos animais nao infectados (controles
negativos) com 3, 7 e 14dpi foram negativos. Esses resultados estdo apresentados
na tabela 3, figura 8.

As analises dos tecidos coletados dos pintos de um dia com 3dpi, o animal 1
foi positivo no intestino e pulmédo; o 2 no proventriculo; o 3 no proventriculo. Com
7dpi, o animal 1 foi positivo no intestino; o animal 2 foi positivo no proventriculo; o

animal 3 foi positivo no intestino. Nos animais com 14dpi, o animal 1 foi positivo no
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intestino e proventriculo; o animal 2 foi positivo no intestino e proventriculo; o animal
3 foi positivo somente no proventriculo. Todos os tecidos dos animais néo infectados
(controles negativos) com 3, 7 e 14dpi foram negativos. Os resultados podem ser

visualizados na tabela 4, figura 9.

Tabela 3: Resultados das andlises por Imunohistoquimica em cortes de tecidos de
camundongos inoculado via oral com Avian avulavirus-2 cepa ES-3 /Spheniscus
magellanicus/ Espirito Santo / Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA.

Dpi  Animal Coracdo Figado Baco Intestino Rim Pulmdo SNC

1 - + - + - - -

3 2 - + - + + - -
3 - + + + + + +

C. neg. - - - - - - -

1 - + + + + - -

2 - - - + - - -

7 3 + - - + + - +
C. neg. - - - - - - -

1 - - - + + + +

2 - - - + + - -

14 3 - - - + + - -
C. neg. - - - - - - -

c.neda. = Controle neaativo.
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Figura 8: Imunohistoquimica em cortes de tecidos de camundongo inoculados via
oral com Avian avulavirus -2 cepa ES-3 /Spheniscus magellanicus/ Espirito Santo /
Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA. (A) Pulm&o — Presenca de células escamosas,
revestimento alveolar com citoplasma fortemente marcado pelo anticorpo; (Al)
Pulmao - controle negativo, ambos com 3dpi; (B) Rim — Presenca de tubulos renais
corticais fortemente marcados pelo anticorpo; (B1) Rim - controle negativo, ambos
com 3dpi; (C) Intestino — Presenca de células epiteliais caliciformes com citoplasma
fortemente marcado pelo anticorpo; (C1) Intestino - controle negativo, ambos com
14dpi; (D) Bago — Presenca de linfocitos difusamente e modernamente marcados
pelo anticorpo; (D1) Bago — controle negativo, ambos com 3dpi; (E) Sistema Nervoso
Central — Presenca de camada molecular e substancia branca fortemente marcada
pelo anticorpo; (E1) SNC — controle negativo, ambos com 14dpi; (F) Figado —
Presenca de hepatdécitos fortemente marcados pelo anticorpo; (F1) Figado — controle
negativo, ambos com 7dpi; (G) Coracdo — miocardiocitos fortemente marcado pelo
anticorpo; (G1) Coracao — controle negativo, ambos com 7dpi.
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Tabela 4: Resultados das andlises por Imunohistoquimica em cortes de tecidos de
pinto de um dia inoculado via oral com Avian avulavirus-2 cepa ES-3/Spheniscus

magellanicus/Espirito Santo/Brasil/2012 com titulo de 256 UHA.

Dp Animal Coracd Figad Traquei Intestino Rim Pulmd SN  Proventriculo

i o] o] a o] C

1 - - - + - + - -

3 2 - + - + - - - +
3 - + - + - - - +

C. neg. - - - - - - - -

1 - - - - - - - -

7 2 - - - + - - - +
3 - - - + - - - -

C. neg. - - - - - - - -

1 - - - + - - - -

14 2 - - - + - - - +
3 - - - - - - - +

C. neg. - - - - - - - -

C. neg — Controle negativo.




52

Figura 9: Imunohistoquimica em cortes de tecidos de pintos de um dia inoculados via
oral com Avian avulavirus -2 cepa ES-3 /Spheniscus magellanicus/ Espirito Santo /
Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA. (A) Pulm&o - Presenca de células
parenquimatosas e estromais fortemente marcados pelo anticorpo; (Al) Pulméo —
controle negativo, ambos com 3dpi; (B) Intestino — Presenca de células epiteliais
caliciformes com citoplasma fortemente marcado pelo anticorpo; (B1) Intestino —
controle negativo, ambos com 7dpi; (C) Proventriculo — Presenca de glandula
proventricular moderadamente marcada pelo anticorpo; (C1) Proventriculo - controle

negativo, ambos com 14dpi.

AAVV-10/cepa ES-2
AVALIACAO CLINICA

Nos camundongos infectados com a cepa ES-2 (AAvV-10), ndo foi observada
nenhuma alteracdo de comportamento, ndo desenvolveram sinais clinicos aparente
até o final dos experimentos (14 dpi).

Em pintos de um dia, néo foi observada nenhuma alteracdo e os animais nao
desenvolveram sinais clinicos aparentes até o final dos experimentos (14dpi).
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HISTOPATOLOGIA
Nos dois experimentos (camundongos e pintos de um dia), ndo foi observado
nenhuma lesdo patoldgica passivel de nota em nenhum dos 6rgédos avaliados em

qualquer etapa dos estudos com 3, 7 e 14dpi.

IMUNOHISTOQUIMICA

Todos os tecidos analisados por IHQ dos camundongos que foram inoculados
com o virus via oral com 3 dpi, foram negativos; dos animais com 7dpi, o animal 1
apresentou teste positivo no figado e rim; o animal 2 apresentou teste positivo
apenas no figado; o animal 3 foi negativo em todos os tecidos. Nos tecidos dos
animais com 14dpi, o animal 1 foi positivo no figado, intestino e rim; o 2 foi positivo
apenas no rim; o 3 foi negativo em todos os tecidos.

Todos os tecidos dos animais n&o infectados (controles negativos) com 3, 7 e
14dpi foram negativos. Os resultados das analises por imunohistoquimica estdo
apresentados na tabela 5 e figura 10.

Tabela 5: Resultados das analises por Imunohistoquimica em cortes de tecidos de
camundongos inoculado via oral com Avian avulavirus-10 cepa ES-2 /Spheniscus

magellanicus/ Espirito Santo / Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA.

Dpi Animal Coracdo Figado Baco Intestino Rim Pulmdo SNC
1 - - - - - - -
3 2 - ] - - - - -
3 - ) - - - - -

14 2 - - - - - - -

C. neg.

C. neg — Controle Negativo
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Figura 10: Imunohistoquimica em cortes de tecidos de camundongo inoculados via
oral com Avian avulavirus-10 cepa ES-2 /Spheniscus magellanicus/ Espirito Santo /
Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA. (A) Figado — Presenca de hepatdcitos
fortemente marcados pelo anticorpo; (Al) Figado — controle negativo, ambos com
7dpi; (B) Rim - Presenca de tubulos renais corticais fortemente marcados pelo
anticorpo; (B1) Rim — controle negativo, ambos com7dpi; (C) Intestino - Presenca
de células epiteliais caliciformes com citoplasma fortemente marcado pelo anticorpo;

(C1) Intestino -controle negativo, ambos com 14dpi.
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As analises por IHQ dos tecidos coletados dos pintos de um dia que foram
inoculados com o virus por via oral, foram: com 3dpi, o animal 1 foi positivo no
intestino, pulmao, cérebro e proventriculo; o animal 2 positivo no coracédo, figado,
intestino, pulm&o, cérebro e proventriculo; o animal 3 foi positivo no coracao, figado,
traqueia, intestino, pulmao, cérebro e proventriculo. Nos tecidos dos animais com
7dpi, o animal 1 foi positivo no figado, cérebro e proventriculo; o animal 2 foi positivo
no coracao, figado, intestino, pulméo, cérebro e proventriculo; o animal 3 foi positivo
no coracao, figado, intestino, pulméo, cérebro e proventriculo. Nos animais com
14dpi, o animal 1 foi positivo no coracdo, figado, intestino, pulméo, cérebro e
proventriculo; o animal 2 foi positivo no coracao, figado, intestino, pulmao, cérebro e

proventriculo; o 3 foi positivo no coracéo, figado, pulmao, cérebro e proventriculo.

Todos os tecidos dos animais nédo infectados (controles negativos) com 3, 7 e
14dpi foram negativos. Os resultados das analises por imunohistoquimica estdo

apresentados na tabela 6 e figura 11.

Tabela 6: Resultados das analises por Imunohistoquimica em cortes de tecidos de
pintos de um dia inoculado via oral com Avian avulavirus-10 cepa ES-2 /Spheniscus
magellanicus/ Espirito Santo / Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA.

Dpi Animal Coracdo Figado Traqueia Intestino Rim Pulm&o SNC Proventriculo

1 - - - + - + + +

3 2 + + - + - + + +
3 + + + + - + + +

C. neg - - - - - - - -

1 - + - - - - + +

7 2 + + - + - + + +
3 + + - + - + + +

C. neg - - - - - - - -

1 + + - + - + + +

14 2 + + - + - + + +
3 + + - - - + + +

c.neg. - - - - - - - -

C. neg — Controle negativo
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Figura 11: Imunohistoquimica em cortes de tecidos de pintos de um dia inoculados
via oral com Avian avulavirus-10 cepa ES-2 /Spheniscus magellanicus/ Espirito
Santo / Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA. (A) Proventriculo — Presenca de
glandula proventricular moderadamente marcada pelo anticorpo; (A1) Proventriculo
— controle negativo, ambos com 7dpi; (B) Sistema Nervoso Central — Presenca de
camada molecular e substancia branca fortemente marcada pelo anticorpo; (B1)
SNC - controle negativo, ambos com 7dpi; (C) Pulmdo — Presenca de regido atrial
fortemente marcada pelo anticorpo; (C1) Pulmdo — controle negativo, ambos com
3dpi; (D) Traquéia — Presenca de mucosa traqueal fortemente marcado; (D1)
Traguéia — controle negativo, ambos com 3dpi; (E) Intestino — Presenca de células
epiteliais caliciformes com citoplasma fortemente marcado pelo anticorpo; (E1)
Intestino — controle negativo, ambas com 14dpi; (F) Figado — Presenca de
hepatécitos fortemente marcado pelo anticorpo; (F1) Figado - controle negativo,
ambos com 14dpi.

As analises por IHQ dos tecidos coletados dos pintos de um dia que foram
inoculados com o virus via respiratério, foram: com 3dpi, o animal 1 foi positivo no
figado, traqueia, pulméo, cérebro e proventriculo; o animal 2 foi positivo no figado,
traqueia, pulmao, intestino, cérebro e proventriculo; o animal 3, foi positivo no figado,
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traqueia, intestino e proventriculo. Nos tecidos dos animais com 7dpi, o animal 1 foi
positivo no coracao, figado, intestino, pulméo, cérebro e proventriculo; o animal 2 foi
positivo no figado, traqueia, intestino, pulmao, cérebro e pré-ventriculos; o animal 3
foi positivo no coracéo, figado, traqueia, pulméo, cérebro e proventriculo. Nos
animais com 14dpi, o animal 1 foi positivo no corag¢do, pulmdo, cérebro e
proventriculo; o 2 foi positivo no coracdo, figado, intestino, pulmédo, cérebro e
proventriculo; o animal 3 foi positivo no coracgéao, figado, traqueia, pulméo, cérebro e

proventriculo.

Todos os tecidos dos animais n&o infectados (controles negativos) com 3, 7 e
14dpi foram negativos. Os resultados das andlises por imunohistoquimica estédo
apresentados na tabela 7 e figura 12.

Tabela 7: Resultados das analises por Imunohistoquimica em cortes de tecidos de
pintos de um dia inoculado via respiratéria com Avian avulavirus-10 cepa ES-2
/Spheniscus magellanicus/ Espirito Santo / Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA.

Dpi Animal Coragdo Figado Traqueia Intestino Rim Pulmd@o SNC Proventriculo

1 - + + - - + + +

3 2 - + + + - + + +
3 - + + + - - - +

C. neg. - - - - - - - -

1 + + - + - + + +

7 2 - + + + - + + +
3 + + + - - + + +

C. neg. - - - - - - - -

1 + - - - - + + +

14 2 + + - + - + + +
3 + + + - - + + +

C. neg. - - - - - - - -

C.neg — Controle Negativo.
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Figura 12: Imunohistoquimica em cortes de tecidos de pintos de um dia inoculados
via respiratério com Avian avulavirus-10 cepa ES-2 /Spheniscus magellanicus/
Espirito Santo / Brasil / 2012 com titulo de 256 UHA. (A) Intestino — Presenca de
células epiteliais caliciformes com citoplasma fortemente marcado pelo anticorpo;
(A1) Intestino - controle negativo, ambos com 3dpi; (B) Proventriculo — Presenca de
glandula proventricular moderadamente marcada pelo anticorpo; (B1) Proventriculo
— controle negativo, ambos com 3dpi; (C) Pulméo — Presenca de células escamosas,
revestimento alveolar com citoplasma fortemente marcado pelo anticorpo; (C1)
Pulmdo - controle negativo, ambos com 7dpi; (D) Coragcdo - miocardiocitos
fortemente marcado pelo anticorpo; (D1) Coracdo — controle negativo, ambos com
7dpi; (E) Traguéia — Presenca de mucosa traqueal fortemente marcado; (E1)
Traguéia — controle negativo, ambos com 14dpi; (F) Sistema Nervoso Central —
Presenca de camada molecular e substéncia branca fortemente marcada pelo
anticorpo; (F1) SNC - controle negativo, ambos com 14dpi.
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5 — DISCUSSAO

Os camundongos foram avaliados quanto a susceptibilidade, doenca clinica,
local de replicacdo em diferentes tecidos por analise histopatoldgicas e
imunohistoquimica. Nos animais infectados, foi observada apenas uma breve
prostracdo nos primeiros dias poés-inoculacdo e em seguida, ndo desenvolveram
sinais clinicos aparentes até o final dos experimentos (14dpi). Esse resultado ndo
esta de acordo ao observado por Kattar et al., (2011) onde utilizando o AAvV-2 cepa
chicken/Yucaipa/Califérnia/56, inoculados por via respiratéria em camundongos
BALB/c causou perda de peso acentuada e desenvolvimento de sinais clinicos

moderados em alguns animais.

As analises histopatolégicas ndo revelaram nenhuma leséo passivel de nota em
nenhum dos 6rgaos avaliados em qualquer etapa do estudo (3, 7 e 14dpi) apesar de
ter sido detectado, por IHQ, a presenca de antigenos em varios érgaos. Por exemplo,
nos animais infectados com o AAvV-2 com 3dpi foi detectada a presenca de
antigenos virais no figado, baco, intestino, pulméo, rim e cérebro. Nos animais com
7dpi detectamos a presenca de antigenos virais no corac¢ao, figado, baco, intestino,
rim e cérebro. Nas amostras dos animais com 14dpi detectamos a presenca de

antigenos virais no intestino, pulmao, rim e cérebro.

No presente estudo, por ordem de magnitude, a deteccdo de antigenos virais foi:
intestino, onde todos os animais 9 de 9, em qualquer periodo (3, 7 e 14dpi) foram
positivos; seguido do rim (7 de 9 animais positivos, 2 com 3dpi, 2 com 7dpi e 3 com
14dpi), figado (4 animais positivos até 7dpi), cérebro (3 positivos, um em cada
periodo), baco (2 positivos até 7dpi), pulméo (2 positivos, um com 3dpi e outro com
14dpi) e coracdo (um animal com 7dpi). Esses resultados demonstraram que o virus
foi disseminado para varios 6rgaos inclusive o cérebro. Assim é possivel afirmar que
o Avian avulavirus-2 cepa ES-3 /Sphenicus magellanicus/ Espirito Santo / Brasil /
2012 quando inoculado via oral, é viscerotropico e neurotropico. Os resultados estao
em contraste com os achados utilizando dois sistemas hospedeiros (camundongos e

hamster), inoculados via respiratéria com AAvV-2 cepa chicken/Yucaipa/Califérnia/56,
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onde a deteccdo de antigenos virais foi restrita ao sistema respiratério: turbinados
nasais e pulméo (KATTAR et al., 2011; SAMUEL et al., 2011).

As discrepancias podem ser devido a: diferencas entre as respostas imunes das
vias de inoculacdo (respiratéria X oral); pequenas alteracbes genéticas do virus
podem ocorrer entre isolados de espécies hospedeiras diferentes — 0 AAvV-2 cepa
ES-3 utilizada apresenta 93% de homologia com o AAvV-2 cepa Bangor de acordo
com Fornells et al., (2012). Essas diferencas levantam a hipétese de uma maior
capacidade do AAVV-2 cepa ES-3 /Sphenicus magellanicus/ Espirito Santo / Brasil /
2012 ocasionar infeccado generalizada em camundongos quando inoculado por via
oral, comparada ao AAvV-2 (cepa Yucaipa) inoculado por via respiratoria. Entretanto,

analises complementares se fazem necessarias para confirmacao da hipétese.

Em pintos SPF de um dia, as analises histopatolégicas dos tecidos dos animais
inoculados, via oral, com o Avian avulavirus -2 cepa ES-3 /Sphenicus magellanicus/
Espirito Santo / Brasil / 2012 ndo revelaram nenhuma leséo patolégica passivel de
nota em nenhum dos 6rgdos avaliados em qualquer etapa do estudo (3, 7 e 14dpi).
Entretanto, as analises por IHQ revelaram a presenca de antigenos virais em alguns
orgaos. Por exemplo, dos nove (9) animais infectados: seis foram positivos no
proventriculo; cinco foram positivos no intestino; e apenas um animal foi positivo no
pulmao. Nao foi detectada a presenca de antigenos virais, em nenhum animal nos
outros tecidos analisados (coracéo, figado, traqueia, rim e cérebro). Diante desses
resultados, concluimos que o sistema hospedeiro pintos de um dia de vida é
susceptivel ao AAVV-2 (cepa ES-3) quando inoculados por via oral; foi disseminado e
detectado por IHQ no intestino, proventriculo e pulm&o.

Comparando os resultados com os encontrados por Kim et al. (2012), o qual
utilizou o AAVV-2 (cepa Yucaipa), foi possivel observar que existem diferengas entre
os dois experimentos. No presente estudo, a detec¢cdo de antigenos virais por IHQ,
foi quase que restrita ao intestino e proventriculo. No trato respiratdrio, apenas um
animal, foi detectada por IHQ, a presenca de antigenos virais no pulméo. Resultados
diferentes apresentados por Kim et al. (2011), onde a deteccdo de antigenos virais
foi restrita ao trato respiratério. Essa diferenca provavelmente esta, como sugerida

no experimento com camundongos, relacionada as respostas imunes das vias de
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inoculacao utilizadas nos estudos. De qualquer maneira, os resultados apresentados
nos dois estudos estédo coerentes com a via de inoculagéo escolhida.

O objetivo do presente estudo foi realizar infeccdo experimental de camundongos
e pintos de um dia com AAvV-10, cepa ES-2 /Sphenicus magellanicus/ Espirito
Santo / Brasil / 2012. Os camundongos foram inoculados por via oral; nos pintos,
FORAM REALIZADOS dois experimentos: um os animais foram inoculados via oral
0 outro por via respiratéria. Os animais foram avaliados quanto a susceptibilidade,
doenca clinica, local de replicacdo em diferentes tecidos por analise histopatolégicas

e imunohistoquimica.

Nos trés experimentos, 0s animais ndo desenvolveram sinais clinicos aparentes

até o final dos experimentos (14 dpi).

As andlises histopatolégicas nos trés experimentos ndo revelaram nenhuma
lesdo passivel de nota em nenhum dos 6rgdos avaliados em qualquer etapa do
estudo (3, 7 e 14 dpi) apesar de ter sido detectado, por IHQ, a presenca de antigeno

viral em varios 6rgaos.

Nos camundongos infectados com 3dpi, em todos os tecidos analisados por
imunohistoquimica, ndo foi detectada a presenca de antigenos virais. Os animais
com 7dpi: um animal foi positivo no figado e rim e outro apenas no figado. Com
14dpi dois animais foram positivos, um no figado, intestino e rim e o outro apenas no
rim. Por ordem, a deteccdo de antigenos virais foi: figados, trés animais positivam
dois com 7 dpi e um com 14 dpi; rim com trés animais positivos, um com 7 dpi e dois
coml4 dpi; intestino apenas um animal foi positivo com 14dpi. Esses achados
demostram que o sistema hospedeiro camundongos foi susceptivel ao AAvV-10
cepa ES-2, o virus foi disseminado para varios 6rgaos, porém os animais infectados

ndo desenvolveram sintomas clinicos, caracterizando uma infec¢é@o subclinica.

As analises por IHQ dos tecidos dos pintos inoculados via oral, revelaram a
presenca de antigenos virais em varios orgaos. Por exemplo, dos nove (9) animais
infectados, nove foram positivos no cérebro e proventriculo; oito foram positivos no
figado e pulméo; sete foram positivos no coracdo e intestino; um foi positivo na
traqueia. Nao foi detectada a presenca de antigeno viral no rim em nenhum animal

nesse experimento.
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Resultados semelhantes foram observados nos pintos inoculados por via
respiratoria: nove animais foram positivos no proventriculo; oito foram positivos no
cérebro, pulméo e figado; seis foram positivos na traqueia; cinco no intestino e
coracao. No rim, todos foram negativos. Comparando os resultados por IHQ nos
experimentos (via oral x via respiratéria) ndo observamos diferencas significativas
com excec¢ao da traqueia, onde seis animais foram positivos quando inoculados por

via respiratéria, entretanto, apenas um animal foi positivo quando inoculado via oral.

No presente estudo, apesar de néo termos realizado o teste de morte
embrionéria, os ovos embrionados (aproximadamente 60 ovos) inoculados via
cavidade alantoide para producdo e posterior purificacdo de virus, nao
APRESENTARAM morte embrionéaria até 72 horas pés-inoculacdo e boa parte dos
liquidos alantbicos coletados os titulos variaram de 64 a 256 UHA. Diante desses
resultados, concluimos que o sistema hospedeiro (pintos de um dia de vida), foram
susceptivel ao AAV-10 (cepa ES-2) inoculado por ambas as vias (oral e respiratoria)
e que, apesar de ter sido disseminado para varios o6rgaos, inclusive o cérebro,
sugerimos que essa cepa seja de baixa viruléncia. Os resultados, de certa forma,
parecem estar de acordo com os resultados apresentados por Miller et al. (2017)
com a cepa de AAvVW-10 isolada de pinguins-saltador-de-rochas (Rockhopper
penguins) nas llhas Falklands, a qual apresenta 93% de homologia com a cepa
AAW-10 ES-2 utilizada neste estudo. Os mesmos autores demonstraram que 0
tempo médio de morte embrionaria foi superior a 90 h, sem mortalidade apés 7 dias,
sugerindo um virus de baixa viruléncia para galinhas; quando o virus foi inoculado no
cérebro de frangos SPF de um dia, o valor do indice de patogenicidade intracerebral
(ICPI) obtido foi 0,00, sem sinais clinicos de doenca. Além disso, apds inoculagéo
intravenosa de virus vivo em aves adultas para a produgcdo de antissoro, o titulo
hemaglutinante do soro apdés 18 dias foi de 1024 e as aves permaneceram

clinicamente normais sem sinais de doenca.
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6 — CONCLUSAO

O sistema hospedeiro — camundongo foi susceptivel as cepas de avulavirus
aviario-10/ES-2/Spheniscus mangellanicus/2012 e avulavirus aviario -2/ES-
3/Spheniscus magellanicus/2012 inoculados pela via oral;

O sistema hospedeiro — pintos de um dia de idade, foi susceptivel as cepas de
avulavirus aviarios-10/ES-2/Spheniscus magellanicus/2012 e avulavirus aviario -
2/ES-3/Spheniscus magellanicus/2012 inoculados pela via oral,

O sistema hospedeiro — pintos de um dia de idade, foi susceptivel a cepa
avulavirus aviario-10/ES-2/Spheniscus magellanicus/2012 inoculado pela via
respiratoria;

Ambos os virus, apesar de serem infecciosos para os dois sistemas
hospedeiros, ndo induziram nenhum sintoma clinico aparente e sendo assim sugere-
se que podem ser considerados de baixa viruléncia, mas novos estudos devem ser
realizados;

Ambos os virus causaram infeccdo generalizada nos dois sistemas
hospedeiros, uma vez que, a presenca dos antigenos virais foi detectada em varios

orgaos.
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