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RESUMO

Objetiva-se a identificacdo e graduagéao de leséo por Adenovirus espécie A sorotipo 1
(FAdV-1) em moelas de frangos de corte oriundos da regido Oeste do Parana (PR) e
Sul do Mato Grosso do Sul (MS), através das técnicas de macroscopia, microscopia,
Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e avaliar o uso da Hibridizagao Fluorescente
in situ (FISH) como ferramenta de diagnéstico. Foram analisadas 56 amostras de aves
com idade entre um e 45 dias de vida, com suspeitas de erosao/ulceracido em moela,
em decorréncia do baixo desempenho apresentado. As amostras foram classificadas
em trés grupos, conforme a idade: 1 (uma semana), 2 (duas a trés semanas) e 3
(acima de trés semanas). Fragmentos de moela foram fixados em formol 10%,
incluidos em parafina e cortados a 5um em laminas de vidro comum para serem
coradas em hematoxilina-eosina (HE) e em laminas silanizadas para a realizagao da
FISH; também, foram coletados fragmentos para a realizagdo da PCR, sendo estes
armazenados a -20°C. Tanto na macroscopia quanto na microscopia, as lesées foram
analisadas e classificadas em grau 1,2,3 e 4 conforme a lesdo da membrana de
coilina, presenga de infiltrado inflamatério em mucosa com associagdo ou n&o de
fibrose em lamina propria, assim como a presenca/auséncia de corpusculo de inclusao
e o grau de marcacado na FISH, o qual foi agrupado conforme a intensidade da
presengca do agente no tecido em discreta (até 10% do tecido), leve (11 a 30%),
moderada (31 a 60%), acentuada (61 a 90%) e severa (91 a 100%). Das amostras
analisadas, apenas 5,35% (3/56) apresentavam alteragdes macroscoépicas leves a
moderadas, pertencentes ao grupo 1 e 2 respectivamente; microscopicamente,
92,85% (52/56) das amostras apresentavam lesédo, sendo no grupo 1 visualizadas
alteracbes de grau 1 e 2, totalizando 9,61% (5/52) e 28,84% (15/52); no grupo 2,
alteragbes de grau 2 totalizando 21,15% (11/52) e no grupo 3, em 7,69% (4/52) nao
havia qualquer alteragéo histologica e em 40,38% (21/52) apresentavam lesédo grau
3. A presenga de corpusculo de inclusdo foi visualizada em 28,84% (15/52) das
amostras, com predominio no grupo 1, totalizando 46,66% (7/15); 40% (6/15) no grupo
2 e 13,33% (2/15) no grupo 3. A marcagao do FISH foi positiva em 57,14% (32/56)
das amostras, sendo 40,62% (13/32) no grupo 1; 15,62% (5/32) no grupo 2 e 43,75%
(14/32) no grupo 3. A marcacgao da FISH foi positiva em 57,14% (32/56) das amostras,
sendo 40,62% (13/32) no grupo 1; 15,62% (5/32) no grupo 2 e 43,75% (14/32) no
grupo 3. A marcagao moderada foi a com maior predominio, obtida em aves do grupo
1 e 3. Na PCR, 30,35% (17/56) revelaram resultados positivos, sendo 47,06% (8/17)
no grupo 1; 41,18% (7/17) no grupo 2 e 11,76% (2/17) no grupo 3. Desta forma,
conclui-se que as técnicas utilizadas foram eficazes para a deteccédo do FAdV-1,
sendo a FISH uma ferramenta de diagndstico passivel a ser utilizada e a confirma-se
a presenga do FAdV-1 em granjas de frango de corte na regido oeste do PR e Sul do
MS.

Palavras-chave: adenovirus; avicultura; diagnéstico; patologia.



ABSTRACT

The objective of this study was to identify and classify Adenovirus species A serotype
1 (FAdV-1) lesions in gizzards of broilers from western Parana (PR) and southern Mato
Grosso do Sul (MS) regions, using macroscopy, microscopy and Polymerase Chain
Reaction (PCR) techniques, and to test the use of Fluorescent In situ Hybridization
(FISH) as a diagnostic tool. For this, samples were collected from 56 birds aged
between one and 45 days with suspected gizzard erosion/ulceration, due to the low
performance presented. The samples were classified into three groups, according to
age: 1 (birds one week old), 2 (birds two to three weeks old) and 3 (birds three weeks
old until slaughter). Gizzard fragments were fixed in 10% formalin, embedded in
paraffin and cut at 5um on glass slides to be stained with hematoxylin-eosin (HE) and
on silanized slides for FISH; fragments were also collected for PCR and stored at -
20°C. Both macroscopically and microscopically, the lesions were analyzed and
classified in grades 1,2,3 and 4 according to the coilin membrane lesion, presence of
inflammatory infiltrate in mucosa with association or not of fibrosis in lamina propria,
The degree of FISH staining was grouped according to the intensity of the presence of
the agent in the tissue as mild (up to 10% of the tissue), light (11 to 30%), moderate
(31 to 60%), severe (61 to 90%) and severe (91 to 100%). Of the samples analyzed,
only 5.35% (3/56) presented mild to moderate macroscopic alterations, belonging to
group 1 and 2, respectively; microscopically, 92.85% (52/56) of the samples presented
lesions, with 9.61% (5/52) and 28.84% (15/52) of grade 1 and 2 alterations being seen
in group 1; In group 2, grade 2 alterations totaling 21.15% (11/52) and in group 3, in
7.69% (4/52) there were no histological alterations and in 40.38% (21/52) there were
grade 3 lesions. The presence of inclusion bodies was visualized in 28.84% (15/52) of
the samples, with a predominance in group 1, totaling 46.66% (7/15); 40% (6/15) in
group 2 and 13.33% (2/15) in group 3. FISH staining was positive in 57.14% (32/56)
of the samples, 40.62% (13/32) in group 1; 15.62% (5/32) in group 2, and 43.75%
(14/32) in group 3. Moderate marking was the one with the highest predominance,
obtained in birds from group 1 and 3. As for PCR, 30.35% (17/56) were positive,
47.06% (8/17) in group 1, 41.18% (7/17) in group 2 and 11.76% (2/17) in group 3.
Thus, we conclude that the techniques used were effective for the detection of FAdV-
1, and FISH is a diagnostic tool that can be used to confirm the presence of FAdV-1 in
broiler farms in the western region of PR and southern MS.

Keywords: adenovirus; diagnostic; poultry; pathology.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a producdo brasileira de frango de corte tem se
destacado dentre os demais setores produtivos (TREMEA; SILVA, 2020). Em 2020, o
Brasil foi considerado o terceiro maior produtor e maior exportador de carne de frango,
alojando 55.334.975 matrizes, produzindo 13,845 milhdes de toneladas de carne,
onde 31% foram destinadas a exportacdo (ABPA, 2021). Dentre as areas
responsaveis por esse avango, destaca-se o melhoramento genético, a nutricdo, as
técnicas de manejo e a sanidade, onde qualquer falha em um desses ambitos pode
afetar o desempenho das aves e, consequentemente, aumentar o custo de produgao
(PESSOA et al., 2012). Neste cenario, sabe-se que as doengas infecciosas afetam o
desenvolvimento das aves e culminam com prejuizos na mortalidade, sendo que as
de origem viral compreendem um dos principais causadores de deficiéncias
imunoldgicas, além de predisporem a infecgdes secundarias (HIRSCHMANN et al.,
2019).

Os adenovirus sao agentes infecciosos comuns tanto em aves domésticas,
quanto em selvagens e dentre os géneros que as acometem, sdo descritos o
Siadenovirus, Atadenovirus e Aviadenovirus (FAdV), sendo este ultimo dividido em 5
espécies (A-E) e 12 sorotipos, embora espécies adicionais sejam conhecidas em
perus, gansos, patos e passaros selvagens (FITZGERALD, 2020). Os FAdV sao
disseminados vertical e horizontalmente e distribuem-se mundialmente na industria
avicola, sendo a maioria patégenos oportunistas com infecgdes subclinicas (CHEN et
al., 2019). No entanto, investigacdes recentes afirmaram o papel emergente de
algumas cepas de FAdV como patégenos primarios, principalmente em galinhas,
como as cepas da espécie A, sorotipo 1 (FAdV-1), causando erosdo em moela (EM);
cepas da espécie C, sorotipo 4 (FAdV-4), causando sindrome da hepatite-
hidropericardica (SHH); além de cepas das espécies D (FAdV-D) e E (FAdV-E),
causadores da hepatite por corpusculo de inclusao (HCI) (HESS, 2020; KICHOU et
al., 2020).

A EM em frangos de corte, causada pelo FAdV-1, na maioria dos casos, € uma
doencga infecciosa emergente com impacto negativo na produtividade da granja
(MIRZAZADEH et al., 2021). Os animais afetados podem apresentar manifestagoes

clinicas inespecificas, como retardo no crescimento causando desuniformidade do
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lote ou serem assintomaticos, sendo a lesdo visualizada no abatedouro. Quando
acometidos, apresentam a moela distendida, com fluido hemorragico e multiplas
erosdes na membrana de coilina (HESS, 2020).

De modo geral, o diagnéstico dos FAdV baseia-se em dados epidemiologicos,
curso clinico patoldgico e a confirmacéo é feita por histopatologia, isolamento viral em
cultivo celular, sendo a identificacdo realizada por meio do ensaio de
imunofluorescéncia e/ou a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (KICHOU et al.,
2020). Ainda, conforme Hess (2020), além da PCR e isolamento viral, a sorotipagem
por neutralizagdo viral (NV), imuno-histoquimica e hibridizagdo in situ (ISH) sao
técnicas muito utilizadas em laboratérios. No entanto, de acordo com Borzorg-Ghalati
et al. (2019), dentre as técnicas de ISH disponiveis, a mais utilizada é a hibridizagéo
fluorescente in situ (FISH), porém até o presente momento, ndo ha relatos do emprego
desta para detecgao de FAdV em frangos de corte.

No Brasil, pesquisas recentes apontaram a presenca do Aviadenovirus em
granjas avicolas, no entanto, os relatos sdo escassos quando relacionados ao FAdV-
1. Diante disso, objetiva-se a identificagcdo e graduacao de lesdo por FAdV-1 em
moelas de frango de corte através da macroscopia e microscopia, e confirmacao pelos
métodos Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) e Hibridizagdo Fluorescente in situ
(FISH), avaliando este ultimo como ferramenta de diagnostico em aves oriundas de

granjas do Oeste do Parana e Sul do Mato Grosso do Sul.
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2. CAPITULOI

Capitulo dedicado a revisao de literatura sobre adenovirus aviario.

2.1 Adenovirose aviaria

O adenovirus aviario ou Fow! Aviadenovirus (FAdV) é conhecido por infectar
aves na industria avicola causando perdas significativas, além de possivelmente
afetar uma ampla variedade de espécies selvagens (MCFERRAN; SMITH, 2000;
CORREDOR; NAGY, 2019; FITZGERALD, 2020). Na avicultura, surtos ocasionados
por FAdV estdo associados a alta mortalidade e retardo no crescimento, resultando
em perdas econb6micas substanciais (KICHOU et al., 2020). O primeiro isolado de
FAdV em aves doentes, foi proveniente de uma epidemia de doenca respiratdria em
codornas no ano de 1950 (FITZGERALD, 2020). A partir deste ano, casos envolvendo
infeccdes por FAdV foram relatados no mundo todo, como a HCI descrita pela primeira
vez nos Estados Unidos em 1963 e a SHH relatada em 1988 no Paquistdo
(CORREDOR; NAGY, 2019).

Os quadros de EM eram atribuidos a gizzerosina encontrada na farinha de
peixe da ragdo, a qual semelhante a histamina, estimula a produg¢ao de acido e diminui
o pH; no entanto, nos ultimos anos, as infec¢gdes por FAdV foram as mais
diagnosticadas (GJEVRE et al., 2013). O primeiro caso de EM com origem adenoviral
foi relatado por Tanimura et al. (1993) no Japao, em galinhas poedeiras de 60 a 70
dias de vida, sendo -caracterizado por lesbdes histoléogicas, marcagao por
imunohistoquimica e visualizagdo em microscopia eletrébnica. Porém, somente em
2001, Ono e colaboradores, identificaram o FAdV-1 como o agente causador da EM
em frangos de corte no Japao, através do polimorfismo de fragmentos de restricao
utilizando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR - RFLP). Desde entdo, ha diversos
relatos por todo o mundo, tanto em galinhas poedeiras quanto em frangos e corte. Em
sua maioria, o FAdV-1 foi identificado como o agente etioldgico e excepcionalmente
outras cepas foram diagnosticadas, como o FAdV-8a e FAdV-8b (HESS, 2020).
Recentemente, no entanto, os sorotipos 2 e 3 foram envolvidos em quadros de EM
em galinhas poedeiras na india (CHITRADEVI et al., 2020).
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2.2 Agente etiologico

Os adenovirus sao classificados como virus ndo envelopados, icosaédricos,
que medem de 70-90nm de didametro e possuem o genoma composto por DNA de fita
dupla, que mede 26 a 54Kb, sendo classificado como tamanho médio entre os virus
DNA, com replicacdo no nucleo (DAVISON et al., 2003; WIGAND et al., 1982). O
capsideo do adenovirus é formado por trés proteinas principais: hexon, bases
pentdnicas e fibra. O hexon é a principal proteina do capsideo e desempenha um
papel importante na organizagdo do genoma, além de ter uma regido relacionada a
neutralizagdo do virus e especificidade do sorotipo (NICZYPORUK, 2018; LI et al.,
2018). A proteina da fibra, por sua vez, é responsavel pela ligagao na célula primaria
e pode estar envolvida na patogenicidade, enquanto as bases pentbnicas
desempenham um papel importante durante a penetragéo e entrada do virus na célula
(CHEN et al., 2019). Essas trés proteinas do capsideo contribuem para a maioria das
atividades necessarias nos estagios iniciais da infecgdo por adenovirus (MEDINA-
KAUWE, 2013).

Quanto a classificagao, conforme o Comité Internacional de Taxonomia dos
Virus (ICTV), a familia Adenoviridae é dividida em cinco géneros, de acordo com a
distancia filogenética, fragmentos de restricdo enzimatica, gama de hospedeiros
suscetiveis, patogenicidade, neutralizagdo cruzada e possibilidade de recombinagao
(HESS, 2020). Os géneros sao Mastadenovirus, Siadenovirus, Atadenovirus,
Ichtdenovirus e Aviadenovirus, e infectam diversas espécies de animais domésticos e

selvagens (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais géneros e respectivas espécies de adenovirus que acometem os animais.

Animal Género Nome da espécie
o . Adenovirus canino 1
Caes Mastadenovirus . .
Adenovirus canino 2
Cavalos Mastadenovirus Adenovirus equino 1 e 2
Mastadenovirus , .
Gado Adenovirus bovino 1

Atadenovirus

Suino Mastadenovirus . ,
Adenovirus suino

. Mastadenovirus . .
Ovino . Adenovirus ovino
Atadenovirus

Mastadenovirus

Caprino Atadenovirus

Adenovirus caprino
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Cervo Atadenovirus Adenovirus do cervo
Coelhos Mastadenovirus Adenovirus 1
Camundongos Mastadenovirus Adenovirus murino 1 e 2
Porquinho-da-india  Mastadenovirus Adenovirus do Porquinho-da-india
Aviadenovirus
Galinhas Atadenovirus Adenovirus das aves
Siadenovirus
Perus A\(ladenoywus Adenovirus da Turquia 1-3
Siadenovirus
Codorna Aviadenovirus Adenovirus aviario 1
- . . Sorologicamente indistinguivel do Adenovirus tipo 3 da
Faisdes Siadenovirus Turquia

Patos Atgdenowrus Adenovirus do pato tipo 1 e 2
Aviadenovirus

Fonte: Adaptado de THE JOINT PATHOLOGY CENTER (JPC) (2013).

O género Mastadenovirus, compreende os adenovirus dos mamiferos, onde ja
foram detectados em bovinos, suinos, ovinos, caprinos, roedores, homem, entre
outras espécies; o Siadenovirus, antigamente denominado adenovirus aviario grupo
II, fazem parte os virus causadores da enterite hemorragica dos perus, sindrome do
baco marmoéreo dos faisdes e da esplenomegalia das galinhas, além de acometer
sapos e varias espécies de aves selvagens; o Atadenovirus, antigamente designado
como adenovirus aviario grupo lll, inclui o virus da sindrome da queda de postura em
galinhas, além de ja ter sido diagnosticado em patos, bovinos, ovinos, veados,
gambas e cobras; o Ichtdenovirus afeta peixes, em especifico, o esturjao-branco; e
por fim, o Aviadenovirus (FAdV), antigamente conhecido como adenovirus aviario do
grupo |, o qual esta relacionado com a HCI, sindrome do hidropericardio, virus da
bronquite de codornas e EM, afetando galinhas, perus, patos, gansos, pombos e
varias espécies de passaros (FITZGERALD, 2020).

Nas aves, os géneros Siadenovirus, Atadenovirus e Aviadenovirus sao
descritos (Tabela 2). O género FAdV integra cinco espécies de virus diferentes (A, B,
C, D e E) com varios gendtipos e 12 sorotipos. Em galinhas, algumas cepas do FAdV
foram identificadas como agentes patogénicos primarios, como é o caso da FAdV-1
(espécie A), causando EM; algumas cepas do FAdV-4 (espécie C) desempenham
papel importante na SHH e outras cepas, principalmente as das espécies D e E,
causam graves danos hepaticos que levam a condi¢cado de HCI (HESS, 2020; KICHOU
et al., 2020).
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Tabela 2 - Membros da familia Adenoviridae que acometem aves, com seus respectivos sorotipos e
cepasl/isolados.

Género Sorotipos e abreviagao [Cepaslisolados]
Adenovirus aviario A Adenovirus aviario 1 (FAdV-1) [112, CE!I_OFoiT:IspSPLQABZ\]/ OTE,
Adenovirus aviario B Adenovirus aviario 5 (FAdV-5) [340, M2, Tipton, TR22]

Adenovirus avidrio 4 (FAdv-4) 341 50?{1%?2?'}(';%’]J2’ K31,
Adenovirus aviario 10 (FAdV-10) [C-2B, CFA20, M11, SA2]
Adenovirus aviario C Adenovirus aviario 2 (FAdV-2)  [685, GAL-1, H3, IDA1, P7, SR48]
Adenovirus aviario 3 (FadV-3) [75, H5, SR49]
Adenovirus aviario 9 (FAdV-9) [93, A2]
Adenovirus aviario 11 (FAdV-11) [161, 380, UF71]
Adenovirus aviario 6 (FAdV-6) [168, CR-119, WDAG]
Adenovirus aviario 7 (FAdV-7) [122, X11, YR36]
Adenovirus aviario £ 4 ovirus aviario 8A (FAdV-8a) 58, T8, TR59]
Adenovirus aviario 8B (FadV-8b) [764, B3, CFA3]
Adenovirus do pato tipo B Adenovizgi(;c\)/ge;to tipo B [GR]
Adenovirus do falcao tipo A Adenovfr(LIJ:s;iz\Ea_lzc)éo tipo A
Adenovirus do ganso tipo A Ade”OV"EL(‘;o‘i%\%?{‘)SO tipo A (P29, N1, 569]

Adenovirus do pombo Adenovirus do pombo (PiAdV-1) [IDA4, IDA5]

Adenovirus do peru tipo B

Adenovirus do peru tipo B (TAdV-1, TAdV-2)

[D90/2, T2]

Género Atadenovirus

Adenovirus do pato tipo A
Adenovirus do pato tipo A (DAdV-1, virus da sindrome da [127, AAV-2]
gueda dos ovos)

Género Siadenovirus

Adenovirus da ave de rapina Adenovirus da ave de rapina tipo

tipo A A [RAdV-1]
[Virus da doenga do bago de
, . Adenovirus do peru tipo A marmore, virus da esplenomegalia
Adenovirus do peru tipo A (TAdV-3) do adenovirus aviario, virus da

enterite hemorragica dos perus]

Fonte: Adaptado de HESS (2020).
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Todos os adenovirus sao resistentes a solventes lipidicos, sddio desoxicolato,
tripsina, fenol 2%, etanol 50% e variacdes de pH de 3 a 9. No entanto, sao inativados
por formol a 1:1000 (MCFERRAN; SMYTH, 2000; PEREIRA, 2011).

2.3Transmissao

De modo geral, os FAdV compartilham caracteristicas comuns quanto a sua
transmissao (KICHOU et al., 2020). Estes virus podem ser transmitidos por via
horizontal e vertical, sendo esta ultima uma via muito importante para a infecgao
(MCFERRAN; SMITH, 2000). Em um estudo realizado por Grgic et al. (2006), onde
coletou-se figado, bago, rim e bolsa cloacal de pintainhos de um dia de vida,
provenientes de seis lotes de matrizes geograficamente separadas em Ontario,
Canada3, constatou-se a presenca do DNA do FAdV em 24% das amostras submetidas
a PCR, ressaltando que a transmissao vertical pode ocorrer em galinhas, além do
estabelecimento da infecg&o latente. Segundo McFerran & Smyth (2000), apés um
periodo de excrecao, o virus pode tornar-se latente, presumivelmente devido ao
desenvolvimento da imunidade local e a reativagao pode ocorrer em decorréncia do
declinio do anticorpo materno. Os autores também afirmam que os adenovirus sao
frequentemente isolados em galinhas durante o pico de produgdo de ovos, o que
garante a transmissdo maxima do virus para a proxima gerag¢ao através do ovo. Tal
fato consolida os achados de Grafl et al. (2012), os quais detectaram o FAdV-1
diretamente em moelas de embrides de progénies de uma granja de matrizes
soropositivas, durante um surto de EM na Alemanha.

Além da transmissao vertical, a horizontal € outra via de propagacéo do FAdV,
uma vez que o virus esta presente em todas as excreg¢des, incluindo sémen, fezes,
mucosa traqueal e nasal (CORREDOR; NAGY, 2019). Neste cenario, as fezes
destacam-se como principal via de contaminagao fecal-oral, visto que o virus
permanece viavel por semanas no ambiente (HESS, 2020), o que torna a transmisséo
por fomites uma importante fonte de disseminagcdo (CORREDOR; NAGY, 2019).
Ressalta-se que a excrecdo do virus depende da cepa de FAdV envolvida e a idade
das aves, onde aves mais velhas apresentaram menores titulacbes do adenovirus

presente nas fezes e a excregao persiste por um periodo mais curto (HESS, 2020).
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2.4 Manifestacodes clinicas

Os adenovirus infectam mundialmente tanto a populagao de aves domésticas
quanto as aves selvagens. A maioria desses virus se replicam em aves saudaveis
causando pouco ou nenhum sinal aparente de infecgcdo como patégenos primarios,
embora possam assumir rapidamente o papel de patégenos oportunistas
concomitante a outras infecgdes (FITZGERALD, 2020), como em um estudo realizado
em Trinidad e Tobago, conduzido por Jordan et al. (2019), onde detectou-se a
presenca e circulagdo de cepas de FAdV patogénicas (sorotipo 8a, 8b, 9 e 11) em
combinacdo com o Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas. De acordo com
McFerran e Smyth (2002), em alguns casos de infecgdes subclinicas, estas podem
ser atribuidas a uma baixa viruléncia do virus ou pelo fato das aves ainda possuirem
imunidade materna no momento da infeccao.

De modo geral, os FAdV podem causar imunossupressao severa em aves
infectadas, resultando em uma série de manifestacdes clinicas, incluindo taxa de
crescimento lenta, diminuigdo do peso corporal, apatia e a taxa de mortalidade pode
chegar a mais de 70% em granjas (JORDAN et al., 2019). Porém, geralmente as
manifestacdes estdo associadas ao gendtipo e sorotipo do FAdV envolvido. No caso
da EM nenhuma manifestacdo clinica evidente € conhecida, exceto as perdas
econdmicas devido ao atraso no crescimento, mortalidade e condenagéo de moelas
em frangos de corte no abatedouro (CORREDOR; NAGY, 2019), corroborando com
os estudos de infecgbes experimentais com FAdV-1, onde ndo houve manifestagdes
clinicas ou estas foram leves, como perda de peso, depresséo e anorexia (OKUDA et
al., 2001; OKUDA et al., 2002; NAKAMURA et al., 2002).

Quando galinhas poedeiras foram acometidas, taxas de mortalidade
elevadas, diminuigdo no peso de ovos e redugdo no desempenho da postura foram
relatadas em aves de 38 semanas (MATCZUK et al., 2017).

2.5Lesbes anatomopatoldgicas
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Tanto frangos de corte, quanto galinhas poedeiras, quando acometidas por
FAdV-1 apresentam as lesbes macro € microscopicas semelhantes. O quadro de
erosdo de moela caracteriza-se por distensdo do 6rgao, multiplas areas marrons ou
enegrecidas devido a erosdo da camada queratinéide bem como inflamagao e/ou
ulceracdo da mucosa da moela, muitas vezes podendo ser visualizado sangue no
lumen ventricular, proventricular e intestinal e até mesmo a perfuracdo da moela
(HESS, 2020; SCHACHNER et al., 2018). Segundo o estudo realizado por Grafl et al.
(2013), ao inocularem por via oral um isolado patogénico de FAdV-1 em frangos de
corte, as mudancas nas moelas foram observadas a partir dos sete dias pds infecgao,
onde apresentavam erosao da camada de coilina e inflamagao/ulceragdo da mucosa
da moela.

Histologicamente, pode-se visualizar infiltragdo de células inflamatdrias, como
macrofagos e linfocitos na mucosa, submucosa e/ou camada muscular de moelas
afetadas; erosao e perda da camada queratindide, bem como degeneragao e necrose
de células epiteliais glandulares com ou sem corpusculos de inclusao intranucleares
basofilicos (SCHACHNER et al., 2018).

Ainda, conforme Hess (2020), quadros de erosdo de moela adenoviral
associado a pancreatite focal ja foram relatadas; microscopicamente, corpusculos de
inclusdo puderam ser visualizadas em células acinares pancreaticas necréticas, além
de infiltrado inflamatério presente no proprio pancreas, figado, vesicula biliar e ductos

biliares.

2.6 Métodos de diagnaostico

Técnicas convencionais na pesquisa e diagndstico do adenovirus aviario
envolvem o isolamento viral, técnicas histolégicas e microscopicas e métodos
imunoldgicos (KAJAN, 2016).

As amostras de escolha para o isolamento do virus séo as fezes, tonsilas
cecais, faringe, rins e demais 6rgéos afetados. A maioria dos isolados sao obtidos a
partir da inoculagdo em células primarias dos frangos, como as células embrionarias
do figado, rim ou fibroblastos, além de células do rim de pintainhos. No caso dos ovos
embrionados, estes sdo insensiveis ao isolamento primario na maioria dos FAdV,

embora o saco da gema ou membrana corioalantdide foi evidenciado em alguns
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isolados de FAdV. Para a confirmagdao do isolamento, pode-se utilizar métodos
imunoldgicos e moleculares, além da microscopia eletrénica ou a coloracdo de HE
para visualizar os corpusculos de inclusdo caracteristicos (HESS, 2020; KAJAN,
2016). Porém, conforme Latimer et al., (1997), a microscopia eletrénica € cara e néo
esta universalmente disponivel, no entanto, a localizagdo do virus, tamanho,
morfologia e arranjo do capsideo sdo muito caracteristicos do FAdV; e quanto aos
corpusculos de inclusdo, dependendo da espécie da ave envolvida, podem ser
confundidas com as do herpesvirus, circovirus ou poliomavirus.

Diversas técnicas sorolégicas tém sido usadas para diagnosticar infec¢des por
FAdV em aves, as quais incluem o teste de imunodifusdo em gel de agar, teste de
precipitagcdo em gel de agar, contraimunoeletroforese, hemaglutinagéo indireta, teste
NV, ensaio de imunofluorescéncia indireta e varias modificacbes de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (LI et al., 2017), além da imunohistoquimica (SHADE et al.,
2012). No entanto, algumas técnicas apresentam desvantagens, como por exemplo o
VN, que apesar de sensivel e precisa, é cara e demorada (LI et al., 2017); o teste de
precipitacdo em gel de agar possui baixo custo de materiais e mao de obra, em
contrapartida, possui baixa sensibilidade e detecgao de grupo antigeno (MCFERRAN;
SMYTH, 2000) e por fim o ELISA, o qual de acordo com Pereira (2011), ha dificuldade
na interpretagdo dos resultados, visto que a presenca de anticorpos anti-FAdV sao
comuns em galinhas saudaveis e doentes. Diante de tal situagdo, houve a
necessidade de testes diagnosticos que possibilitem uma maior sensibilidade e
especificidade para deteccdo do agente e com menor tempo para obtengdo de
resultado, como por exemplo os testes moleculares.

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), revolucionou a biologia devido a
sua capacidade de amplificar exponencialmente fragmentos genémicos a partir de
quantidades infinitesimais do DNA alvo (CLARK et al., 2019). O gene hexon dos
adenovirus compreende as regides conservadas (P1 e P2) e os loops variaveis (L1-
L4) e é o principal gene alvo utilizado para a detecgdo molecular de FAdV por PCR (LI
et al., 2017).

De acordo com Pereira et al. (2014), a PCR é uma ferramenta molecular de alta
sensibilidade e especificidade na deteccao do genoma FAdV, com vantagens de
custo-beneficio em relagao aos testes diagndsticos de rotina tradicionais, porém Li et

al. (2017) afirmam que ela ndo permite quantificar as cargas virais. Neste caso, a
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nested-PCR foi considerada benéfica para aumentar a sensibilidade em comparagao
ao isolamento viral e a PCR em tempo real podendo quantificar (HESS, 2020).

Outra técnica utilizada para a detecgao do DNA de adenovirus em amostras de
tecido € a hibridizagédo in situ (ISH). A ISH é uma técnica molecular onde uma
sequéncia de acido nucleico de interesse dentro de uma célula intacta ou uma secao
de tecido é hibridizada com uma sonda marcada com digoxigenina para dar um sinal
mensuravel (RODRIGUEZ-MATEOQS et al., 2020). A ocorréncia generalizada de FAdV
destaca a importancia desta técnica, além da imunohistoquimica, para esclarecer
etiologias, especialmente em quadros que os animais apresentam erosdao de moela
(HESS, 2020). Em contrapartida, esse método ndo € comumente utilizado devido a
sua complexidade de operagédo e disponibilidade de métodos de diagndstico mais
convenientes e confiaveis (LI et al., 2017).

A técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) é baseada no mesmo
principio de qualquer método de hibridizacdo de DNA que usa a capacidade do DNA
de fita simples de se anelar com o DNA complementar (GARIMBERTI; TOSI, 2010).
Esta técnica permite a visualizagdo, identificacdo, quantificagdo e localizacao
simultdnea de micro-organismos in situ, sem a necessidade de cultivos celulares,
utilizando microscopios opticos epifluorescentes a partir de cortes histolégicos
(MOTER; GOBEL, 2000; NEVES; GUEDES, 2012).

A FISH detecta a sequéncia de acidos nucléicos por uma sonda marcada com
fluorescéncia que hibridiza especificamente com sua sequéncia alvo complementar,
dentro da célula intacta. O procedimento inclui os seguintes passos: fixagdo da
amostra, evitando a degradacao do material genético alvo da técnica; preparagéo da
amostra e pré-tratamento, que consiste nas fases de emblocamento, corte histolégico
e desparafinizagao; hibridizacdo, onde ocorrera o anelamento da sonda com a
sequéncia alvo do tecido avaliado, sendo que este procedimento é realizado em uma
camara umida escura em temperatura controlada, esta etapa pode levar de minutos a
horas, dependendo da sonda utilizada; e por fim, lava-se as laminas com o objetivo
de retirar as sondas que nao se ligaram ao material, desidratagdo e montagem das
ldminas, onde a leitura devera ocorrer em um microscopio fluorescente (MOTER;
GOBEL, 2000; GRUCHOUSKEI, 2017).

Embora a sua aplicagdo seja rapida e barata, controles minuciosos séo cruciais

para garantir a qualidade dos resultados. Portanto, o desenvolvimento e avaliagcdo da
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técnica para fins de diagndstico devem ser restritos a laboratérios tecnificados, com
instalagdes para cultura e técnicas moleculares (MOTER; GOBEL, 2000).

Até entdo, a ISH tem sido aplicada para a deteccdo de adenovirus aviario,
possuindo alta sensibilidade, conforme Latimer et al. (1997); além disso, Grafl et al.
(2012), identificaram o DNA do FAdV-1 em corpusculos de inclusao intranucleares em
moelas de pintainhos que apresentavam erosédo, sendo esta técnica usada
adicionalmente para especificagdes diagnosticas. No entanto, ndo foi encontrado
nenhum trabalho até o momento que empregou a FISH, para o diagnostico do FAdV

em frangos de corte.

2.7Prevencéo e controle

De modo geral, os adenovirus sao resistentes a inativagdo e persistem no
ambiente por um longo periodo. Por isso, as praticas de manejo e biosseguranga sao
de extrema importancia, no entanto, a transmissao vertical e coinfeccdo com outros
virus aumentam a patogenicidade (CORREDOR; NAGY, 2019). De acordo com Hess
(2020), o controle necessario deve-se iniciar na reprodug¢ao primaria, assim como,
caso haja algum virus associado, deve-se realizar o controle e eliminagédo do mesmo.

Diante disto, a vacinagao € geralmente recomendada e praticada com sucesso
promissor (CORREDOR; NAGY, 2019). Estudos foram realizados com o intuito de
melhorar as estratégias de vacinagcdo, onde desenvolveu-se experimentalmente
vacinas de subunidades, geradas a partir de componentes recombinantes do
capsideo do virus, utilizando proteinas estruturais e ndo-estruturais; neste contexto,
bases pentbnicas de antigenos estruturais e fibra derivadas de FAdV-4 conferiram
altos niveis de anticorpos diante de um severo desafio de SHH, diferentemente de
quando utilizado subunidades baseadas no hexon, as quais provocaram respostas
fracas (SCHACHNER et al., 2018).

Quando relacionado ao FAdV-1, estudos realizados por Grafl et al. (2014),
demonstraram a prote¢cdo completa contra EM apds a vacinagao viva de aves com um
dia de vida, utilizando a cepa referéncia de FAdV-1 ndo patogénica (CELO).

As vacinas comerciais para o controle de infeccbes por FAdV sao inumeras,

porém as vacinas autdgenas sdo promessas na industria avicola, uma vez que
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melhoram a cobertura de certas cepas presentes no campo (HESS, 2020; KISS et al.,
2021). Até o presente momento, sabe-se que este € um meio com alta eficacia no
controle do FAdV-1.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Objetiva-se identificar a presenga do FAdV-1 em granjas de frango de corte no

Oeste do Parana e Sul do Mato grosso do Sul.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliagao e graduagao macro e microscéopica em moelas lesionadas por
FAdV-1;

e Confirmacdo do agente viral através da PCR com material genético
extraido diretamente do tecido;

e Testar o uso da FISH como método de diagndstico na identificagdo do
FAdV-1.
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5. PRODUGAO CIENTIFICA

Este trabalho sera apresentado sob forma de capitulo, sendo representado na
forma de artigo cientifico, o qual sera submetido a revista Avian Diseases seguindo
suas normas, assim definido:

Capitulo II: Detecgao de adenovirus aviario tipo 1 (FAdV-1) em frangos de corte
com definicdo de padrao lesional e confirmagéo através da Hibridizagao Fluorescente

in situ (FISH) e Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR)”.
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6. CAPITULO Il - DETECGAO DE ADENOVIRUS AVIARIO TIPO 1 (FAdV-1) EM
FRANGOS DE CORTE COM DEFINICAO DE PADRAO LESIONAL E
CONFIRMAGAO ATRAVES DA HIBRIDIZAGAO FLUORESCENTE IN SITU
(FISH) E REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
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Diagnéstico de FAdV-1 em moelas de galinhas no Brasil
Resumo

Erosdes de moela com origem adenoviral tém sido diagnosticadas mundialmente, acometendo
tanto aves de criagdo quanto aves selvagens. O presente estudo tem por objetivo identificar e
graduar a lesdo no ventriculo causada por FAdV-1 em aves com diferentes faixas etarias, em
granjas de frango de corte no Oeste do Parana e Sul do Mato Grosso do Sul, Brasil, assim como
validar a técnica de Hibridizacao Fluorescente in situ (FISH) como ferramenta de diagnoéstico.
Para isso, coletou-se 56 amostras de aves de um a 45 dias de vida, com baixo desempenho e

suspeita de erosdo/ulceragdo em moela. As amostras foram analisadas macroscopicamente,
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microscopicamente € a confirmagcdo do agente se deu através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e FISH. Das amostras analisadas, 92,85% apresentavam alteragdes
microscopicas caracterizadas por ventriculite linfohistiocitaria e granulocitica, além da
fragmentacao/erosdo da membrana de coilina, 57,14% obtiveram marcagao positiva na FISH
para o FAdV-1 e 30,35% foram positivas na PCR. Lesdes agudas foram observadas em aves na
primeira e segunda semana de vida e a cronicidade da lesdo em aves a partir da terceira semana.
Visto que, o FAdV-1 encontra-se difundido mundialmente, novas técnicas para deteccao deste
agente devem ser aperfeicoadas. Desta forma, confirma-se a eficacia da técnica de FISH como
método de diagnostico para o FAdV-1, assim como foi possivel identificar e graduar das lesdes

em moelas em diferentes idades de frangos de corte no Brasil.

Palavras-chave: Adenovirus avidrio, diagndstico, erosdo de moela, frango de corte,

histopatologia, molecular.

Abreviacdes: CELO = Virus de Orgdo Letal de Embrido de Galinha; DNA = Acido
Desoxirribonucleico; FAdV= Adenovirus aviario; FISH = Hibridizacao Fluorescente in situ;
HE = Hematoxilina-eosina; HPLC = Cromatografia Liquida de Alta Performance; NaCl =
Cloreto de sodio; PCR = Reagdo em Cadeia da Polimerase; VPL = Laboratério de Patologia

Veterinaria
Introduciao

Os adenovirus aviarios (FAdV) pertencem ao género Aviadenovirus da familia Adenoviridae,
os quais sao divididos em cinco espécies (A, B, C, D, E) com varios genotipos e 12 sorotipos,
e afetam diversas aves domésticas e selvagens por todo o mundo (Fitzgerald, 2020; Hess, 2020).
A transmissdo do FAdV pode ocorrer tanto vertical quanto horizontalmente e geralmente
causam infec¢des subclinicas, sendo considerados patdégenos oportunistas (Chen et al. 2020).

No entanto, na industria avicola algumas espécies de FAdV foram identificadas como agentes
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primarios, como o FAdV-1 (espécie A) causando erosdo de ventriculo; algumas cepas de
FAdV-4 (espécie C) causando a sindrome hepatite-pericardica e cepas das espécies D e E
causando a hepatite por corpusculo de inclusdao (Hess, 2020). Para a deteccdo do virus,
rotineiramente ¢ utilizado uma combinagdo do isolamento viral e histopatologia, por vezes,
associada a microscopia eletronica e/ou reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Ojkic et al.,
2008), e ainda, a sorotipagem por neutralizacdo do virus, imuno-histoquimica e hibridizagao in
situ (ISH) sdo utilizados por muitos laboratorios (Fitzgerald, 2020). No entanto, a hibridizagao
fluorescente in situ (FISH), a qual detecta a sequéncia de acidos nucleicos a partir de uma sonda
marcada com fluorescéncia que hibridiza especificamente com a sequéncia alvo complementar
dentro da célula intacta (Moter e Gobel, 2000) ainda ndo foi relatada na medicina veterinaria

como método de diagnostico para os FAdV.

O primeiro caso de erosdo de ventriculo com origem adenoviral, foi descrita por Tanimura et
al. (1993), onde foi observada a presenca de corpusculo de inclusdo nas células epiteliais da
mucosa. Porém, somente anos ap6s, Ono et al. (2001) isolaram e identificaram o FAdV-1 como
agente causador da condenacdo de moelas em abatedouros no Japao. Desde entdo, surtos de
infec¢do natural em galinhas por FAdV-1 estdo ocorrendo mundialmente, como na Polonia
(Domanska-Blicharz et al., 2011), na Coréia (Lim et al., 2012), na Hingria (Kecskeméti et al.,
2012), na Alemanha (Schade et al., 2013), Bélgica (Garmyn, et al. 2013) e no Ira (Mirzazadeh
et. al, 2019). Quando acometidas, as granjas de frango de corte relataram perdas econdmicas
significativas em decorréncia do retardo do crescimento, maior taxa de mortalidade e
condenacgdes de moelas em abatedouros, assim como em galinhas poedeiras, onde além da alta

mortalidade, ha um impacto direto na satide e na producao animal (Schachner et al., 2018).

No Brasil, alguns autores j& identificaram a presenca do FAdV em galinhas domésticas. No
Estado de Sao Paulo, Mettifogo et al. (2014), descreveram o primeiro relato da Sindrome

Hepatite-Pericardica em lotes comerciais de uma granja; em Minas Gerais, Pereira et al. (2014)
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descreveram a ocorréncia do agente no Estado, tanto no &mbito da avicultura industrial quanto
no familiar e constataram alta disseminacdo em ambas. Em um estudo recente, De La Torre et
al. (2018), detectaram as sequéncias moleculares do FAdV caracterizando os sorotipos do virus
que afetam as granjas comerciais no Brasil, obtendo como resultado os agentes FAdV-8a,
FAdV-8b e FAdV-11. No entanto, os dados quanto a presenca do FAdV-1 causando erosdo de

moela no Brasil sdo escassos, principalmente na regido Sul, onde a avicultura ¢ expressiva.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar os achados patologicos do FAdV-1 em
ventriculos com suspeita de erosdo/ulceragdo devido ao baixo desempenho de frangos de corte
de diferentes faixas etarias, oriundos da regido Sul e Centro-Oeste do Brasil, através da
graduacdo de lesdes macroscopicas e microscopicas e confirmagdo do agente pela PCR, além
de validar o uso da técnica de FISH como ferramenta de diagndstico, visto a necessidade do

aprimoramento de métodos de diagnostico.
Material e métodos

Amostras. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais do Setor
Palotina da Universidade Federal do Parana (UFPR), sob protocolo CEUA/Palotina 04/2020.
Foram avaliados 56 ventriculos de frangos de corte (Gallus gallus domesticus), em aves com
baixo desempenho, com um a 45 dias de vida. As aves foram agrupadas conforme a idade em
grupo 1 (uma semana de vida), grupo 2 (duas a trés semanas) e grupo 3 (trés semanas até o
abate). Os animais de diferentes lotes e aviarios, localizados na regido Oeste do Parana e Sul
do Mato Grosso do Sul, eram provenientes de locais com medidas de biosseguridade adequadas

e bons indices zootécnicos.

Macroscopia. As amostras foram classificadas e pontuadas de acordo com o grau de lesao da
membrana de coilina, conforme descrito por Nakamura et al. (2002), em: grau 0 (auséncia de

lesdes), grau 1 (lesdes leves: menos de um terco da membrana de coilina/mucosa afetada), grau
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2 (lesdes moderadas: de um ter¢o a metade da membrana de coilina/mucosa afetada) e grau 3

(lesdes severas: mais da metade da membrana de coilina/mucosa afetada).

Técnica histologica. Apos a coleta e fixagdo, as amostras foram clivadas, armazenadas em
cassetes histologicos e submetidas a banhos em diferentes concentragdes de alcool e xilol,
conforme Luna (1968). Em seguida, o material foi incluido em parafina e os blocos submetidos
a cortes histologicos de Smicras (um) em micrétomo Leica® modelo Rm2245. As laminas
foram montadas de maneira usual e coradas em hematoxilina e eosina (HE), para avaliagdo sob

microscopio de luz.

Avaliacao microscopica. Realizou-se a avaliagao das lesdes em ventriculo, que possam sugerir
a presenca do agente. Neste contexto, as alteracdes foram classificadas em grau 0 (sem
alteragdes histoldgicas), 1 (rarefagdo da membrana de coilina com debris celulares), grau 2
(rarefacdo da membrana de coilina com presenca de infiltrado inflamatério linfohistiocitario e
granulocitico em lamina préopria) e grau 3 (rarefagdao/ulceracio da membrana de coilina com
debris celulares, associado a presen¢a de infiltrado inflamatorio linfohistiocitario e
granulocitico, além de fibrose em ladmina prépria). A presencga ou nao de corpusculo de inclusao

nas células do epitélio superficial da mucosa foram considerados.

Sonda. Foi usado uma sonda sintetizada comercialmente (Invitrogen®) baseada no trabalho de
Grafl et al. (2012), os quais utilizam originalmente na ISH, o gene de fibra longa FAdV-1 (5 -
CGGGGTCGCAGCAGCTGCAGCTCGCGAGCGGAGAACTCG-3). A sonda foi marcada
com o fluorocromo Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher®) e purificada pela técnica de

cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Técnica de FISH. Foi realizada a técnica de FISH em todos os fragmentos de moela das aves
que apresentaram lesdes macro e microscopicas sugestivas de FAdV-1. Para tal, cortes

histologicos de Sum foram realizados em ldminas silanizadas e desparafinizados em dupla
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bateria de xilol (10 minutos cada), reidratadas na bateria de alcool absoluto, alcool 90%, 80%
e 70% (5 minutos em cada) e por fim, 5 minutos em agua destilada. Apos secas em temperatura
ambiente, as laminas histoldgicas foram posicionadas na bandeja de incubagdo de imuno-
histoquimica. Para a diluicdo da sonda, foi necessario 495uLL do tampao de hibridizag¢ao (100
mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1% de dodecil sulfato de so6dio), utilizando pipetas RNase e
DNase free, condicionados em um microtubos de 1,5mL e adicionados SuL de sonda, contendo
2ng por pL na concentragdo final. Posteriormente, 100uL desta solug@o foi alocada em cada
lamina, as quais foram incubadas a 45°C overnight. Apds este periodo, as laminas foram
triplamente lavadas, com tampao de hibridizagao e solugdo de lavagem (100 mM Tris, pH 7,2,
0,9 M NaCl), ambas pré-aquecidas a 45°C. A etapa final, consistiu na montagem da lamina
utilizando um meio de montagem proprio para a microscopia de fluorescéncia (PorLong
Diamond Antifade Mountant, Thermo Fisher®), e imediatamente realizada a leitura em
microscopio de fluorescéncia (Olympus, FSX 100, Japao) em filtro adequado para o
fluorocromo (460-495nm), em aumento de 40x a 60x. As laminas positivas no FISH foram
classificadas conforme a intensidade da presenca do agente no tecido em discreta (at¢ 10% do
tecido), leve (de 11 a 30%), moderada (de 31 a 60%), acentuada (de 61 a 90%) e severa (de 91

a 100%).

PCR. Como controle negativo das reagdes, foi utilizado dgua ultrapura autoclavada e como
controle positivo, foi utilizada uma vacina autégena gentilmente cedida pelo Laboratério
INATA, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. O protétipo de referéncia de FAdV utilizado € o
subtipo I, sorotipo CELO. O DNA viral foi extraido usando o kit Nucleospin® Tissue
(Macherey-Nagel, Alemanha), conforme instru¢gdes do fabricante. Para a realizagao da PCR,
foram utilizados os primers FAdV-1A (sense primer) SSTTCGAGATCAAGAGGCCAAGT3’
e FAdV-1B (antisense primer) 5’>GGTCGAAGTTGCGTAGGAAG3’ com fragmento esperado

de 178pb (Niczyporuk et al., 2010). As reagdes foram realizadas com um volume final de 25uL,
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contendo 3,75uL de Buffer 10x, 1uL de MgCl,, 2uLl. de ANTP 1x, 1uL de cada primer, 0,4uL
de Taq Polimerase (Platinum® Taq DNA Polymerase — Invitrogen), 11,85uL de 4gua ultrapura
autoclavada e 4uL. do DNA genomico. As amostras foram submetidas as seguintes condigdes:
desnaturagdo inicial ocorreu a 95°C por 2 minutos, a desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, o
anelamento dos primers a 58°C por 1 minuto, extensdo da cadeia a 72°C por 2 minutos € a
extensdo final a 72°C por 7 minutos. No total, 50 ciclos de replicacdo foram realizados no
termociclador MyGenie96 Thermal Block (Bioneeer, Korea). Para visualizagdo, as amostras
amplificadas foram submetidas em eletroforese em gel de agarose 2%, em tampao TBE pH 8,4
(Tris 89mM; acido bérico 89mM; EDTA 2mM) a4 150V e 80mA.. Posteriormente, corou-se com

brometo de etidio (0,5mg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.
Resultados

Macroscopia. As lesdes observadas na membrana de coilina, sugestivas de FAdV-1, foram
observadas em apenas 3 moelas, totalizando 5,35% (3/56), sendo 2/3 pertencente ao grupo 1,
ambas classificadas como grau 1 e apenas 1/3 pertencente ao grupo 2, com classificagdo em
grau 2 (Tabela 1). Tais lesdes caracterizam-se por areas focais a multifocais, esbranquicadas,
medindo aproximadamente 0,4cm de didmetro, semelhante a descolamento da membrana de

coilina (Figura 1).

Microscopia. As alteragdes histologicas foram observadas em 92,85% (52/56) das amostras,
sendo que em 9,61 % (5/52) havia apenas rarefacdo membrana de coilina (grau 1), sem a
presenca de corpusculos de inclusdo intranucleares; em 50% (26/52) apresentavam infiltrado
inflamatorio linfohistiocitario e granulocitico em lamina propria, além da rarefacdo da
membrana de coilina (grau 2) e ainda, em 50% (13/26) havia a presenca de corpusculos de
inclusdo intranucleares; e por fim, em 40,38% (21/52) apresentavam rarefacao/ulcera¢do da
membrana de coilina, presenca de infiltrado inflamatério linfohistiocitario e granulocitico e

fibrose associada (grau 3), sendo possivel visualizar em 9,52% (2/21) a presenca de corpusculos
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de inclusdo intranucleares. Quando presentes, os corpusculos eram basofilicos, localizavam-se
no nucleo das células do epitélio superficial da mucosa, mediam aproximadamente 11pum e ndo
ultrapassavam a quantia de 1 a 6 por campo de grande aumento (Figura 2). A auséncia de lesoes
foi observada em 7,14% (4/56) das amostras, todas pertencentes ao grupo 3. A classifica¢ao
histopatologica de acordo com o grau, assim como a presenga ou auséncia do corpusculo de

inclusdo referente a cada grupo, encontra-se detalhada na Tabela 1.

FISH. Do total de 56 ventriculos avaliados pela técnica de FISH, 57,14% (32/56) foram
positivas para FAdV-1, sendo possivel identificar no nucleo das células do epitélio superficial
da mucosa, um sinal brilhante, forte e com formato ovalado, que desapareciam a troca de filtro
de luz (Figura 3). Das 32 laminas positivas, 40,62% (13/32) foram no grupo 1; 15,62% (5/32)
no grupo 2 e 43,75% (14/32) no grupo 3. Os resultados de cada grupo encontram-se na tabela
1. Das 24 amostras negativas no FISH, apenas 4,17% (1/24) pertencente ao grupo 3, ndo havia
qualquer alteragdo histologica; 8,33% (2/24), ambas pertencentes ao grupo 1, apresentavam
lesdo histoldgica classificada como grau 1; 45,83% (11/24) apresentavam lesdo histologica
classificada como grau 2, sendo 45,45% (5/11) pertencente ao grupo 1 e 54,54% (6/11)
pertencente ao grupo 2 e 41,67% (10/24) apresentavam lesao histologica classificada como grau

3, sendo que todas as amostras pertenciam ao grupo 3.

PCR. Do total de ventriculos avaliados, 30,35% (17/56) obtiveram amplificagcdo para FAdV-1,
sendo 47,06% (8/17) pertencente ao grupo 1;41,18% (7/17) ao grupo 2; 11,76% (2/17) ao grupo

3, conforme demonstrado na tabela 1.

Ao comparar os resultados das técnicas de PCR e FISH, houve concordancia em 39,28 %
(22/56) dos casos, onde em ambas o resultado foi positivo ou negativo, sendo 40,90% (9/22)
pertencente ao grupo 1; 18,18% (4/22) ao grupo 2 e 40,9% (9/22) ao grupo 3. No entanto, houve

divergéncia em 60,71% (34/56) dos casos, onde a amostra obteve resultado positivo em apenas
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uma técnica, sendo 32,35% (11/34) pertencente ao grupo 1; 20,59% (7/34) ao grupo 2 e 47,06%

(16/34) ao grupo 3.

Discussao

As alteragdes macroscopicas observadas, tanto nas aves infectadas experimentalmente com
FAdV-1 quanto naquelas com infec¢ao natural, s3o semelhantes. Na Italia, Manarolla et al.
(2009) avaliaram 35 ventriculos de aves com idade de 42 a 63 dias de vida, obtidos ao longo
11 anos de 12 diferentes surtos ocorridos e constataram areas de erosdes que variavam em
tamanho e caracterizavam-se por uma coloragdo amarronzada a enegrecida. Na Bélgica,
Garmyn et al. (2013) diagnosticaram a presenca do FAdV-1 em duas fazendas distintas de
frangos de corte, causando erosdo na membrana de coilina em aves de 27 e 35 dias, onde houve
lesao em 60% (6/10) e 80% (8/10) dos ventriculos analisados, respectivamente. No presente
estudo, observou-se poucos ventriculos de aves com uma a trés semanas de vida com
descoloragdao e descolamento da membrana de coilina. Nas demais aves ndo havia qualquer
alteracdo macroscopica, no entanto apresentavam lesdes histologicas. Tais dados podem estar
relacionados a baixa carga viral no tecido, uma vez que Grafl et al. (2013) detectaram
experimentalmente a carga viral maxima no ventriculo coincidindo com o aparecimento das
lesdes macro e microscopicas acentuadas, com declinio das lesdes em idades mais avangadas.
Ressaltamos a importancia da avaliagdo histologica nestes casos, associada a outras ferramentas
de diagndstico, visto que apenas a avaliacdo macroscopica pode ser inconclusiva para o
diagnéstico de FAdV-1 como visto no presente caso. Além de que outros fatores podem estar
relacionados a erosdo de ventriculo, como os congénitos, estrutura da fibra ingerida,

deficiéncias nutricionais, substancias toxicas e coloniza¢do microbiana (Gjvre et al., 2013).

As alteragdes na histologia do ventriculo quando acometidos por FAdV-1 foram relatadas por
Tanimura et al. (1993), Abe et al. (2001), Schade et al. (2013) e Matzcuk et al. (2017). De

acordo com os autores, ha a presenca de necrose da membrana de coilina, infiltrado inflamatério
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histiolinfocitdrio em lamina prépria, submucosa e/ou muscular e por vezes, presenca de
corpusculo de inclusdo intranuclear em células epiteliais glandulares. Tais achados corroboram
com as alteracOes encontradas no presente estudo. As lesdes classificadas como grau 1, onde
apenas a membrana de coilina apresenta altera¢des, foram visualizadas apenas em aves do
grupo 1, no entanto dentro do mesmo grupo havia ventriculos com alteragdo grau 2 com
presenga de infiltrado em lamina propria, neste caso, acredita-se que fatores ambientais como
o estresse ou qualidade da ragdo possam ter contribuido para a gravidade do quadro nestas aves.
Independentemente do grupo de aves, quando presente, o infiltrado inflamatorio limitava-se em
lamina propria e raramente acometia submucosa e muscular, assim como a presenca de
corpusculos de inclusdo, os quais mostravam-se em baixa quantidade, fato este que condiz com
os achados de Ono et al. (2003) e Mirzazadeh et al. (2021), onde havia poucos ou nenhum
corpusculo de inclusdo em surtos naturais. Quando aves foram infectadas experimentalmente,
Grafl et al. (2013) detectaram a presenga de corpusculos de inclusdo em até duas semanas apos
a infeccdo. No presente estudo, aves pertencentes ao grupo 3 apresentavam corpusculos de
inclusdo, isto sugere que a infeccdo possa ter ocorrido de forma mais tardia e branda nestes
animais. Além disso, estes ventriculos possuiam lesao histoldgica grau 3, apresentando fibrose
em lamina propria, neste contexto, a presenca de fibrose também foi encontrada por Ono et al.
(2001) no Japao, em aves de 51 e 53 dias, no entanto, a fibrose limitou-se na base das ulceras

do ventriculo em casos mais avangados.

A auséncia de lesdes histologicas foi observada em 7,14% (4/56) das aves, todas pertencentes
ao grupo 3, ou seja, aves com mais de trés semanas de vida, sugerindo que a imunidade nestes
animais € maior. Porém, houve marcac¢ao positiva em 75% (3/4) na FISH sendo todas negativas
na PCR, desta forma, confirma-se a presenca de animais positivos sem lesdes

anatomopatologicas, ressaltando a importancia destes como portadores. A realizagdao de novos
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estudos deve ser considerada para a verificacdo destes animais atuando como agentes na

disseminagao do FAdV-1.

Em nossa pesquisa, a localizacdo da marcagdo da FISH esta de acordo com as verificadas na
ISH por Grafl et al. (2012) e Grafl et al. (2013) em ventriculos de galinhas. A marcacao
observada indicando a presenca do agente destacou-se em relagdo a fluorescéncia do tecido e a
confirmacdo foi realizada através da troca do filtro verde para o azul, onde as marcacdes
positivas desapareciam e ndo eram mais observadas no corte histoldgico, assim como observado
nos estudos de Piccoli (2020). Moter e Gobel (2000) citaram que apesar desta técnica possuir
alta sensibilidade e especificidade, alguns resultados falsos-positivos podem ocorrer, como nos
tecidos contendo elastina, coldgeno ou até mesmo eritrocitos e eosindfilos, devido a
autofluorescéncia que estes componentes possuem. Porém, no presente trabalho, ndo houve
qualquer dificuldade na visualizacdo da marcacdo positiva para FAdV-1 devido a marcagdo

intranuclear do agente.

Em 42,85% das amostras, nao houve marcagdo alguma de FAdV-1 no FISH, no entanto, a
maioria apresentava lesdo histoldgica. De acordo com Neves e Guedes (2012), quando ha
penetragdo insuficiente da sonda no interior do microrganismo em decorréncia da estrutura da
parede celular ou quando héd baixa concentracdo de DNA alvo para anelamento, falsos-

negativos podem ocorrer.

A PCR para deteccdo de adenovirus em aves foi descrita por Jiang et al. (1999), os quais
concluiram que o método possui alta sensibilidade e especificidade. No presente estudo,
30,35% dos ventriculos foram positivos no PCR. Resultados semelhantes foram encontrados
por Mirzazadeh et al. (2019) no Ird, onde em 22,91% dos ventriculos foram positivos para
FAdV-1 na referida técnica. No entanto, ao comparar as técnicas de FISH e PCR, houve
divergéncia em 60,71% das amostras, sendo o grupo trés com o maior percentual. Neste caso,

acredita-se que a cronificacdo das lesdes apresentadas, associada a baixa carga viral no tecido,
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resultou em baixa quantidade de material genético extraido para a PCR, culminando com
resultado negativo. Além disso, a maioria dos estudos disponiveis que abordam a detec¢ao de
FAdV-1 no PCR, realizam o isolamento viral através da inoculagdo em células embriondarias do
figado, rim ou fibroblastos de galinhas (Hess, 2020), o que possibilita que o virus atinja
elevados titulos quando cultivados em células suscetiveis (Leland et al. 2007). Possivelmente,
este fator contribuiu na discrepancia dos resultados das técnicas, visto que a detec¢do do FAdV-
1 no presente estudo foi realizada diretamente de amostras de tecido muscular (ventriculos),

sem a realizacdo do isolamento.

Em conclusdo, os resultados obtidos demonstraram a presenga do FAdV-1 em granjas
comerciais de frangos de corte no Sul e Centro-Oeste do Brasil, causando erosdo de ventriculo
nestes animais. Tanto a técnica de PCR com a extra¢ao de DNA realizada diretamente no tecido
(ventriculo), quanto a FISH, até entdo ndo empregada como método de diagnostico, foram
eficientes para deteccdo e confirmacao do agente. Até o presente momento, este € o primeiro
estudo realizado em ventriculos de frangos de corte que visa a detec¢@o e graduagdo da lesdao
por FAdV-1 nestas regides do Pais, assim como a utilizagdo da FISH como método de

diagnéstico.



49

Referéncias

Abe T, Nakamura K, Tojo T, Yuasa N. Gizzard erosion in broiler chicks by group I avian

adenovirus. Avian Diseases.45:234-239; 2001.

Chen L, Yin L, Peng P, Zhou Q, Du Y, Zhang Y, Xue C, Cao Y. Isolation and characterization

of anovel fowl adenovirus serotype 8a strain from China. Virologica Sinica. 35:517-527; 2020.

De la Torre D, Nuiies LFN, Parra SHS, Astolfi-Ferreira CS, Ferreira AJP. Molecular
characterization of fowl adenovirus group I in commercial broiler chickens in Brazil.

VirusDisease, 29(1): 83-88; 2018.

Domanska-Blicharz K, Tomczyk G, Smietanka K, Kozaczysnki W, Minta Z. Molecular
characterization of fowl adenoviruses isolated from chickens with gizzard erosions. Poultry

Science. 90(5):983-989; 2011.

Fitzgerald, S.D. Aviadenovirus Infections. In: Swayne, D.E., editor. Diseases of Poultry.

Hoboken (NJ): Wiley-blackwell. p. 331-332; 2020.

Garmyn A, Bosseler L, Braeckmans D, Erum JV, Verlinden M. Adenoviral gizzard erosions in

two Belgian broiler farms. Avian Diseases. 62:322-325;2013.

Gjvre AG, Kaldhusdal M, Eriksen GS. Gizzard erosion and ulceration syndrome in chickens

and turkeys: a review of causal or predisposing factors. Avian Pathology. 42(4): 297-303; 2013.

Grafl B, Aigner F, Liebhart D, Marek A, Prokofieva I, Bachmeier J, Hess M. Vertical
transmission and clinical sings in broiler breeders and broilers experiencing adenoviral gizzard

erosion. Avian Pathology.41(6):599-604;2012.

Grafl B, Liebhart D, Gunes A, Wernsdorf P, Aigner F, Bachmeier J, Hess M. Quantity of

virulent fowl adenovirus serotype 1 correlates with clinical signs, macroscopical and



50

pathohistological lesions in gizzards following experimental induction of gizzard erosion in

broilers. Veterinary Research. 44 (38):1-8; 2013.

Hess, M. Aviadenovirus Infections. In: Swayne, D.E., editor. Diseases of Poultry. Hoboken

(NJ): Wiley-blackwell. p. 322-332; 2020.

Jiang P, Ojkic D, Tuboldy T, Huber P, Nagy E. Application of the polymerase chain reaction

to detect fowl adenoviruses. Canadian Journal of Veterinary Research. 63: 124-128; 1999.

Kecskeméti S, Bistydk A, Matiz K, Glavits R, Gyozo LK, Benko M. Megfigyelések csirkék
adenovirus okozta zizégyomorfekélyével kapcsolatban. Magy Allatorv Lapja. 134 (3): 145-
149; 2012.

Leland DS, Ginocchio CC. Role of cell culture for virus detection in the age of technology.
Clinical Microbiology Reviews. 20(1):49-78; 2007.

Lim TH, Kim BY, Kim MS, Jang JH, Lee DH, Kwon YK, Lee JB, Park SY, Choi IS, Song CS.
Outbreak of gizzard erosion associated with fowl adenovirus infection in Korea. Poultry

science. 91 (5): 1113-1117; 2012.

Luna LG. Routine Staining Procedures. In: Luna LG, editor. Manual of Histologic Staining
Methods of The Armed Forces Institute of Pathology. New York: McGraw- Hill Book Co. p.

24-58;1968.

Manarolla G, Pisoni G, Moroni P, Gallazi D, Sironi G, Rampin T. Adenoviral gizzard erosion

in Italian chicken flocks. Veterinary Record. 164:754-756;20009.

Matczuk AK, Niczkyporuk JS, Kuczkowski M, Wozniakowski G, Nowak M, Wieliczko A.
Whole genome sequencing of Fowl Aviadenovirus A — a causative agent of gizzard erosion and

ulceration, in adult laying hens. Infection, Genetics and Evolution. 48: 47-53; 2017.



51

Mettifogo E, Nuiies LFN, Parra SHS, Astolfi-ferreira CS, Ferreira AJP. Fowl adenovirus group
I as a causal agente of inclusion body hepatitis/hydropericardium syndrome (IBH/HPS)

outbreak in brazilian broiler flocks. Pesquisa Veterinaria Brasileira. 34(8):733-737; 2014.

Mirzazadeh A, Asasi K, Schachner A, Mosleh N, Liebhart D, Hess M, Grafl B. Gizzard erosion
associated with fowl adenovirus infection in slaughtered broiler chickens in Iran. Avian

Diseases. 63:568-576; 2019.

Mirzazadeh A, Grafl B, Abbasnia M, Emadi-Jamali S, Abdi-Hachesoo B, Schachner A, Hess
M. Reduced performance due to adenoviral gizzard erosion in 16-day-old commercial broiler

chickens in Iran, confirmed experimentally. Frontiers in Veterinary Science. 8: 1-8; 2021.

Moter A, Gobel UB. Fluorescence in situ hybridization (FISH) for direct visualization of

microorganisms. Journal of Microbiological Methods. 41: 85-112; 2000.

Nakamura K, Ohyama T, Yamada M, Abe T, Tanaka H, Mase M. Experimental gizzard
erosions in specific-pathogen-free chicks by serotype 1 group I avian adenoviruses from

broilers. Avian Diseases. 46:893-90;2002.

Neves SMN, Guedes RMC. Hibridizacdo in situ fluorescente: principios basicos e perspectivas
para o diagnostico de doencas infecciosas na medicina veterindria. Arquivo do Instituto

Biologico. 79 (4): 627-632; 2012.

Niczyporuk JS, Samorek-Salamonowicz E, Czekaj H. Incidence and detection of
aviadenoviruses of serotypes 1 and 5 in poultry by PCR and duplex PCR. Bulletin of the

Veterinary Institute in Pulawy. 54:451-455. Poland; 2010.

Ono M, Okuda Y, Yazawa S, Shibata I, Tanimura N, Kimura K, Haritani M, Mase M, Sato S.
Epizootic outbreaks of gizzard erosion associated with adenovirus infection in chickens. Avian

Diseases. 45:268-275;2001.



52

Ono M, Okuda Y, Yazawa S, Shibata I, Sato S, Okada K. Outbreaks of adenoviral gizzard

erosion in slaughtered broiler chickens in Japan. Veterinary Record. 153:775-779; 2003.

Ojkic D, Martin E, Swinton J, Vaillancourt JP, Boulianne M, Gomis S. Genotyping of Canadian

isolates of fowl adenoviruses. Avian Pathology. 37(1): 95-100; 2008.

Pereira CG, Marin SY, Santos BM, Resende JS, Gomes AM, Martins NRS. Ocurrence of
Aviadenovirus in chickens from the poultry industry of Minas Gerais. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. 66(3):801-808;2014.

Piccoli RJ. Uso de hibridizagao fluorescente in situ (FISH) na identificagdo de Clamyidia sp.
em tecido hepdtico de aves silvestres nativas e exoticas [dissertacao]. [Palotina (PR)]:

Universidade Federal do Parana, Setor Palotina; 2020.

Schachner A, Matos M, Grafl B, Hess M. Fowl adenovirus-induced diseases and strategies for

their control — a review on the current global situation. Avian Pathology. 47(2): 111-126; 2018.

Schade B, Schmitt F, Bohm B, Alex M, Fux R, Cattoli G, Terregino C, Monne I, Currie RIW,
Olias P. Adenoviral gizzard erosion in broiler chickens in Germany. Avian Diseases. 57:159-

163;2013.

Tanimura N, Nakamura K, Imai K, Maeda M, Gobo T, Nitta S, Ishihara T, Amano H.
Necrotizing pancreatitis and gizzard erosion associated with Adenovirus infection in chickens.

Avian Diseases. 37: 606-611;1993.



53

Tabela 1 - Alteragdes macroscopicas, microscopicas, resultado da técnica de FISH e PCR para
FAdV-1, obtidas dos ventriculos de 56 frangos de corte, oriundos da regido Oeste do Parand e
Sul do Mato Grosso do Sul, de acordo com a idade dos animais.

Grupo 1 2 3
1 2a3 3 atéo abate
Idade (semanas) (n=20) (n=11) (n=25)
Grau 0 18 10 25
Macroscopia Grau | 2 0 0
P Grau 2 0 | 0
Grau 3 0 0 0
Grau 0 0 0 4
Grau 1 5 0 0
Grau 2 15 11 0
Microscopia Grau 3 0 0 21
Presenga de corpusculo de inclusao 7 6 2
Auséncia do corpusculo de inclusio 13 5 23
Ausente 7 6 11
Discreto 1 0 3
Leve 4 3 3
FISH* Moderado 7 2 7
Acentuado 1 0 1
Severo 0 0 0
Positivo 8 7 2
PCR**
Negativo 12 4 23

*Hibridizacao fluorescente in situ, **Reagdao em Cadeia da Polimerase



Figura 1 - Macroscopia, erosdo de moela, Gallus gallus domesticus.

Observa-se presenca de areas multifocais esbranquicadas, medindo

aproximadamente 0,4cm de didmetro (seta preta).
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Figura 2 - Microscopia, erosdo de moela, Gallus gallus domesticus. Observa-se a membrana

de coilina com moderada rarefacdo, presenca de corpusculos de inclusdo intranucleares nas
células do epitélio superficial da mucosa, medindo até 1lpum (seta preta) e infiltrado
inflamatorio linfohistiocitario e granulocitico leve em lamina propria (cabega de seta) (HE,

40x).



Figura 3 - Fotomicrografia com marcacao positiva para FAdV-1 em moela de

frango de corte (Gallus gallus domesticus) pela técnica de FISH. (A) Marcacao
positiva especifica para FAdV-1 em moela. (B). Contra-prova de marcagao no

corte-histologico apresentado em (A) (FISH, 14x).
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos em nosso estudo, demonstraram a presenca do FAdV-1
presente em granjas comerciais no Oeste do PR e Sul do MS, causando lesdes que
na maioria das vezes, ndo sao visualizadas macroscopicamente. A confirmacgao
através da PCR, utilizando material extraido diretamente do tecido, foi eficaz, no
entanto novos estudos devem ser realizados para o aperfeigoamento deste método.

Com o intuito da busca por novas técnicas de diagnostico, a FISH mostrou-se
eficiente na deteccao do FAdV-1, pois permitiu além da visualizagéo, a quantificacéo

e localizagao do agente no tecido.
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APENDICE A - TAMPAO DE HIBRIDIZAGAO

Reagentes:

SDS 10% 5mL

NaCl [5M] 90mL

Tris [1M] pH 7,2 50mL

Agua destilada 500mL

HCI [1M] O suficiente para a reagao

Modo de preparo:

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas concentragdes: Tris
(1M) 6,057 gramas para 50mL de agua destilada; NaCl (5M) 26,298 gramas para 90
mL de agua destilada;

Passo 2: Ajustar o pH da solugao de Tris para 7,2 utilizando solugéo a 1M de HCI;
Passo 3: Colocar a solugao de Tris em proveta de 500mL;

Passo 4: Adicionar a solugcao de NaCl na proveta de 500mL,;

Passo 5: Adicionar 5mL do SDS 10% (cuidadosamente para evitar excesso de
bolhas);

Passo 6: Completar com agua destilada até 500mL (cuidadosamente para evitas

excesso de bolhas).
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APENDICE B - TAMPAO DE LAVAGEM

Reagentes:
NaCl [5M]
Tris [1M] pH 7,2
Agua destilada
HCI [1M]

Modo de preparo:

90mL
50mL
Até 500mL

O suficiente para a reagao

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas concentragdes: Tris
(1M) 6,057 gramas para 50mL de agua destilada; NaCl (5M) 26,298 gramas para 90

mL de agua destilada;

Passo 2: Ajustar o pH da solugéo de Tris para 7,2 utilizando solugéo a 1M de HCI;

Passo 3: Colocar a solugao de Tris em proveta de 500mL;

Passo 4: Adicionar a solu¢ao de NaCl na proveta de 500mL;

Passo 5: Completar com agua destilada até 500mL.
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APENDICE C - PROTOCOLO FISH

Passo 1: Apéds o corte, levar as laminas para retirada da parafina em estufa a 65°C;
Passo 2: Desparafinizar e reidratar os cortes, mergulhando as laminas no xilol | por
10 minutos, xilol Il por 10 minutos, etanol absoluto por 5 minutos, etanol 90% por 5
minutos, etanol 80% por 5 minutos, etanol 70% por 5 minutos e agua destilada por 5
minutos;

Passo 3: Secar as laminas em temperatura ambiente e posiciona-las na bandeja de
incubagao de imuno-histoquimica;

Passo 4: Diluir a sonda na auséncia de luz: 495uL do tampé&o de hibridizagdo em 5 L
de sonda, obtendo a concentragdo de 2ng para cada 100pL;

Passo 5: Pipetar 100uL da sonda diluida na superficie da lamina, preenchendo todo
o tecido;

Passo 6: Preencher o fundo da bandeja com agua destilada, fecha-la e em seguida,
incubar overnight 4 45°C,;

Passo 7: Fazer trés lavagens sucessivas com 100uL de solugdo tampédo de
hibridizagdo pré-aquecido a 45°C na superficie da lamina. Repetir o processo de
lavagem, por trés vezes, com 100uL de solugdo tampao de lavagem pré-aquecido a
45°C, e por fim realizar uma lavagem com agua destilada.

Passo 8: secar as laminas em estufa a 45°C até desaparecer toda a agua, por tempo
aproximadamente de 10 minutos;

Passo 9: Para a montagem das Iaminas: Apods a limpeza das laminulas, instila-se uma
gota do meio de montagem prépria para microscopia de fluorescéncia, e acopla-se a
laminula a lamina;

Passo 10: Fazer a leitura em microscopio de fluorescéncia, no aumento de 40x.
Quando nao se consegue fazer o foco verificar se a lamina ndo esta suja com o préprio

meio de montagem.



