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DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE UMA VACINA INATIVADA CONTRA ESTIRPE
VARIANTE BRASILEIRA DO VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA AVIARIA

RESUMO - A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) é uma doenca infecciosa
causada pelo coronavirus aviério (virus da bronquite infecciosa — VBI) que estad amplamente
disseminada entre as criages avicolas comerciais na maior parte do mundo. Ha atualmente
no Brasil, uma predominancia de infec¢cdes causadas por estirpes do VBI classificadas no
gendtipo variante (BR-I), que revelam diferencas marcantes de antigenicidade com relacéo a
estirpe vacinal Massachusetts, rotineiramente usada em nosso pais. Isso resulta em uma
baixa imunidade-cruzada e consequentemente em um menor nivel de protecdo contra
isolados de campo do gendtipo BR-I. Dessa forma, os objetivos principais do presente
estudo foram formular uma vacina experimental inativada com, uma estirpe IBVPR-05
variante do geno6tipo BR-1 do VBI acrescida de um novo adjuvante oleoso; testa-la apos a
administracdo, com 1 dia de idade, da vacina comercial atenuada com estirpe
Massachusetts, avaliando-se as respostas imunes humorais e cito-mediadas, bem como o
estado de protecdo ao desafio com essa estirpe variante do VBI através da avaliacdo
histopatoldgica e quantificacdo absoluta da carga viral presente na traqueia e rins de aves
vacinadas e desafiadas com a variante. Os resultados deste estudo demonstraram que esse
esquema imunoprofilatico (vacinagdo das aves com 1 dia de idade com vacina atenuada
comercial e revacinacdo com 14 dias de idade com vacina inativada experimental homologa)
induziu aumentos significativos nos niveis de anticorpos lacrimais e séricos do is6tipo 1gG
anti-VBl e também na expressdo dos genes relacionados as respostas imunes cito-
mediadas, sobretudo o da cadeia B do CD8 e da Granzima A, nas aves vacinadas, que se
mostraram associados com a diminuicdo de les@es histoldégicas e uma menor carga viral na
tragueia e rins nas aves vacinadas e desafiadas. Concluiu-se que as respostas imunes
humoral e celular de memdria conferidas pelo reforco vacinal contra a estirpe variante
brasileira do VBI combinada com uma prévia vacinacdo com vacina atenuada (estirpe
Massachusets), induziu um efetivo estado de protecéo contra a infec¢éo por estirpe variante
homologa do VBI, tendo o potencial de proporcionar protecdo contra outras estirpes do

genatipo variante BR-I do VBI.

PALAVRAS-CHAVES: ornitopatologia, patotipo, protectotipo, vacina experimental

homologa.



DEVELOPMENT AND EVALUATION OF A INACTIVATED VACCINE AGAINST
BRAZILIAN VARIANT STRAIN OF AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS

ABSTRACT - The infectious bronchitis (BIG) is an infectious disease caused by avian
coronavirus (infectious bronchitis virus - IBV) that is widespread among commercial poultry
flocks in the world. There are currently in Brazil, a predominance of infections caused by
strains of IBV classified in variant genotype (BR-I), which reveal striking differences in
antigenicity with regard to the vaccine strain Massachusetts, routinely used in this country.
The consequence is a low cross-immunity and lower level of protection against Brazilian field
isolates of genotype BR-I. Thus, the main objectives of this study were to formulate an
experimental inactivated vaccine with a variant strain of IBV previously characterized as
genotype BR-I and added of a new oil adjuvant and test it after an administration, at 1 day
old, of a commercial attenuated Massachusetts vaccine, followed by the evaluation of
humoral and cellular immune (CMI) responses, as well as the state of protection upon
challenge with this variant strain of IBV by histopathological examination and absolute
guantification of viral load present in the trachea, and kidneys of these birds vaccinated and
challenged with this variant strain. The results of this study demonstrated that this
immunoprophylactic approach (vaccination of birds with 1 day old with attenuated
commercial vaccine and revaccination at 14 days of age with annual experimental
inactivated vaccine) was able to elicit significant increases in the serum and tear levels of
anti-IBV antibodies of IgG isotype, and also in the expression of CMI genes, especially of
CD8 B chain and Granzyme A in the vaccinated birds, which were associated with decreased
histological lesions and reduced viral load in the trachea and kidney of vaccinated and
challenged birds. It was concluded that humoral and cellular memory immune responses
conferred by vaccination with this Brazilian variant strain of 1BV combined to a previous
Massachusets vaccination, induced a state of effective protection against infection with a
homologous strain of IBV, and has the potential to provide protection against other strains

from the variant genotype BR-I of IBV.

Keywords: ornitopathology, pathotype, protectotipo, experimental homologous vaccine

virus.



LISTA DE ABREVIATURAS

Acs - Anticorpos
AlIF — adjuvante incompleto de Freund
BIG — Bronquite Infecciosa das galinhas

BLP — beta-propiolactona
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IgM — Imunoglobulina M

IL — Interleucina

Kb — Quilobases ou 1000 unidades de bases
kDa - Kilodalton

LCA — Liquido Cdrio Alantdide

LPD- Leite em p6 desnatado

M41 — Massachussets 41

MF — multi-focal

ng — Nanograma

OIE - Organizacdo Mundial de Saude Animal

pb — Pares de bases

PCR - “Polimerase Chain Reaction” - Reacdo em Cadeia da Polimerase

pg - Picograma

pi — Pos Infeccéo

g PCR — Reacao em cadeia da polimerase quantitaviva
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem ganhado destaque no cenario mundial, e em vista
de sua alta produtividade, transformou o Brasil em um dos maiores exportadores de
carne de frango do mundo. A propésito, a producdo de carne de frango chegou a
13,058 milhdes de toneladas em 2011, em um crescimento de 6,8% em relacdo a
2010. Com este desempenho, o Brasil se aproximou da China, hoje o segundo maior
produtor mundial, cuja produgdo de 2011 teria somado 13,2 milhdes de toneladas,
abaixo apenas dos Estados Unidos, com 16,757 milhGes de toneladas, conforme
projecdes do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA).

Estes dados dimensionam a importancia da avicultura brasileira no cenario
econdmico do pais. Deve-se enfatizar que ela pode ser ainda mais rentavel
dependendo da sanidade das aves, especialmente controlando as enfermidades que
geram perdas por ineficiéncia na producdo, bem como perdas por mortalidade.
Dentre tais enfermidades, que se destaca por sua ampla disseminacdo e enormes
prejuizos que acarreta, estd a Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG), doenca
infecciosa aguda que acomete frangos, matrizes e poedeiras, sendo seu agente
etiolégico o virus da bronquite infecciosa aviaria (VBI).

O VBI apresenta alta capacidade de variabilidade genética, o que se traduz
pelo aparecimento de alteracbes marcantes nha composicdo, estrutura e
propriedades antigénicas de suas proteinas. Como consequéncia de sua alta
variabilidade, ha o aparecimento de variantes antigénicas e bioldgicas entre as
estirpes do VBI, acarretando o aparecimento de diferentes genoétipos, sorotipos,
protectotipos e patotipos do VBI (MONTASSIER et al., 2008, MONTASSIER, 2010).

Uma das medidas profilaticas que poderia contribuir para o controle mais
efetivo da infeccdo com estirpes variantes do VBI no pais € a ado¢ao de programas
de vacinacdo que associem vacinas formuladas com virus vivo atenuado e vacinas
inativadas com adjuvante oleoso. A existéncia de numerosas estirpes de virus torna
o problema ainda mais complexo face a conhecida falta de imunidade cruzada entre
varias dessas estirpes virais (COOK et al.,, 2012; MONTASSIER et al.,, 2008,
MONTASSIER, 2010).



No Brasil, pouco se tem investigado sobre as alteracbes imunes e de
patogenicidade mais relevantes que as variantes isoladas de campo do VBI tém
sofrido, bem como quais os seus reflexos nas relacdes com o0s seus hospedeiros
naturais, assim como no estado de protecédo induzido pelas vacinas contra a BIG.

Por isso, h4d necessidade de desenvolver estratégias mais apropriadas e
eficientes para fazer a caracterizacdo mais completa dos novos isolados variantes
do VBI no Brasil, em especial quanto aos seus perfis de imunogenicidade. Assim,
esta pesquisa prop0és caracterizar os patotipos desses virus de campo, a fim de criar
uma nova vacina ou estirpe vacinal para proporcionar uma melhor condicdo de

controle imunoprofilatico da BIG nos plantéis avicolas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bronquite infecciosa das galinhas (BIG)

A bronquite infecciosa das galinhas pode ser definida como uma doenca
altamente infecciosa, de origem viral, de carater agudo que acomete aves, em
ambos o0s sexos, com alta prevaléncia em regibes com maior densidade
populacional (CAVANAGH; NAQI, 2003; MONTASSIER et al, 2008). E encontrada
em praticamente todas as regifes produtoras avicolas do mundo, causando
problemas em aves jovens e adultas. Acomete frangos de corte, poedeiras, matrizes
leves e pesadas (CARDOSO et al., 1999; COOK, 2001; DI FABIO; ROSSINI, 2000),
manifestando nestes animais alteracbes respiratorias, renais, reprodutivas e
entéricas, causadas por uma grande diversidade de tipos de virus da BIG, com
ampla disseminacdo mundial (CAVANAGH; NAQI, 2003; MONTASSIER et al.,
2008).

Tais situacfes comprometem de diferentes maneiras os estado sanitario das
aves acometidas e facilita o desenvolvimento de infeccfes bacterianas secundarias,
resultando, consequentemente, em perdas consideraveis da produtividade de
criacbes comerciais de frangos de corte, galinhas de postura ou de aves
reprodutoras (MONTASSIER et al., 2008).

2.1.1 Historico da BIG

A BIG foi descrita pela primeira vez por Shalk em 1931 na Cidade Dakota do
Norte, EUA, espalhando- se rapidamente por todo o pais. Nos anos 40 foi descrito o
impacto da BIG na producado e qualidade dos ovos e na década de 60 a sindrome
nefrite-nefrose foi relatada na Australia (KING; CAVANAGH, 1991).

No Brasil, a BIG foi diagnosticada pela primeira vez no ano de 1957 no
Estado de Minas Gerais (HIPOLITO, 1979). As estirpes do sorotipo Massachusetts
parecem ter predominado até meados da década de 80, quanto foi reportado o
isolamento da primeira variante no Brasil (Arkansas) (BRANDEN; DA SILVA, 1986).

Em outro estudo realizado em meados de 1990 foram isolados pelo menos

cinco tipos antigenicamente diferentes de VBI em todo Brasil, principalmente nos



grandes polos avicolas, com maior concentracdo de produtores, na regido sul do
pais (DI FABIO et al., 2000). Recentemente, varios gendtipos diferentes foram
identificados no Brasil. Estas variantes genéticas foram identificadas tanto como
variantes do gene S1 da glicoproteina da espicula (MONTASSIER et al., 2006, 2008;
VILLARREAL et al.,, 2007a; VILLARREAL et al., 2007b), quanto do gene da
nucleoproteina (N) (ABREU et al., 2006).

Ademais, estudos de protecdo vacinal contra estirpes isoladas na década de
1990 no Brasil e com isolados do gendtipo variante BR-1 mostraram que 0 sorotipo
Mass forneceu protecéo parcial e inadequada contra a maior parte dessas novas
variantes brasileiras do VBI (COOK et al., 1999; FERNANDO et al., 2013).

2.2 Etiologia da BIG

O agente etiologico da BIG é o VBI, um membro do grupo 3, classificado na
ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae e pertencente ao
género Gammacoranavirus (ICVA, 2014).

Os coronavirus séo virus envelopados, pleomorficos, aproximadamente
arredondados, com aproximadamente 100nm a 150nm de didmetro e com quatro ou
seis proteinas estruturais, dependendo da espécie viral. O genoma do VBI é
constituido de RNA de 27,6kDa de fita simples positiva que codifica quatro proteinas
estruturais. A nucleoproteina (N) esta associada ao genoma viral para formar o
nucleocapsideo (NC), enquanto as outras proteinas estruturais - projecdes
superficiais - spikes (S), proteina da membrana (M) e do envelope (E) - estédo
inseridas no envelope que circunda o nucleocapsideo. As proteinas M e E séo
necessarias a formacéo da particula viral (MCKINLEY et al., 2008). A glicoproteina S
contém epitopos heterélogos entre os diferentes sorotipos do virus que
desempenham importante papel na adsorcdo ao receptor celular e entrada do virus
na célula hospedeira, além de induzirem anticorpos neutralizantes (CAVANAGH,
2007).

Essa glicoproteina € pés translacionalmente clivada em duas subunidades, a
subunidade amino-terminal S1 de 92kDa e a subunidade S2 de 84 kDa,
compreendendo cerca de 500 e 600 aminoacidos, respectivamente (CAVANAGH,

2007). A glicoproteina S pode ser dividida em trés dominios estruturais, sendo um



dominio externo (dividido em dois subdominios S1 e S2), um dominio
transmembrana e um dominio curto carboxi-terminal (CAVANAGH, 1983; LAl;
HOLMES, 2001). O gene S1 é o mais variavel e pode apresentar mutacbes em sua
sequéncia de aminoacidos, que acarretam alteracdes na antigenicidade e no
tropismo tecidual das estirpes mutantes do VBI (CAVANAGH; NAQI, 2003). Estas
variagbes podem ocorrer em torno de 2% a 25% na sequéncia de aminoacidos. Por
outro lado, a subunidade S2 € mais conservada (CAVANAGH et al., 1997; KANT et
al., 1992;. KOCH et al.,1990).

Ainda, conforme descrito acima, deve-se salientar que o glicopolipeptideo S1
€ responsavel pela infectividade viral, por possuir sitios que se combinam com 0s
receptores de células alvo da infeccdo pelo VBI. Dessa forma, em regifes proximas
a esses sitios estao presentes os principais determinantes antigénicos que induzem
a formacao de anticorpos neutralizantes. Um aspecto interessante € que a variacao
génica de algumas regides codificadoras da glicoproteina S, especialmente aquelas
correspondentes aos sitios de virus-neutralizacdo, passa a se constituir na principal
estratégia do VBI para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(CAVANAGH et al., 1997; COOK et al., 1999).

Por isso, pode-se afirmar que essa glicoproteina possui um papel biolégico de
elevada relevancia para esse patdgeno viral e para o organismo hospedeiro das
aves. Nesse contexto, sabe-se que a glicoproteina S é a principal indutora da
resposta imune protetora contra a infeccdo pelo VBI. A mesma é de fundamental
importancia na definicAo de quais estirpes desse virus, que sofreram variacédo
génica, também alteraram sua antigenicidade e patogenicidade, a fim de estabelecer
uma relacdo homologa ou heteréloga com a estirpe vacinal de referéncia, que é
usada no Brasil. Ainda neste enfoque, poderiam ser investigadas quais estirpes
apresentam caracteristicas essenciais para desenvolver uma potencial resposta
imune nas aves e serem candidatas a entrarem na formulagcdo de vacinas e dos
esquemas imunoprofilaticos mais efetivos a serem adotados contra a BIG
(CAVANAGH et al., 1997; COOK et al., 1999; FERNANDO, 2013).

As mudancas ativas e constantes da populacao viral permitem a sele¢éo da
subpopulacdo de VBI melhor adaptado ao hospedeiro, garantindo sobrevivéncia

longa do virus na célula, no organismo e na populacdo hospedeira, levando as



mudancas na patogenicidade e a emergéncia de novos patdgenos virais
(CAVANAGH, 2007).

2.2.1 Variantes do VBI no Brasil e no mundo

De maneira semelhante & maioria dos virus RNA, os Coronavirus tém uma
alta frequiéncia de mutacao a qual decorre principalmente dos mecanismos de falhas
de correcao (“proof-reading”) da enzima RNA-polimerase, bem como pelo fato de a
transcricdo do RNA gendmico ser descontinua nos coronavirus e se processar em
“saltos”. A evolucdo do VBI é um fenbmeno relativamente freqiente, em virtude da
alta capacidade de variabilidade genética desse virus, o que se traduz pelo
aparecimento de alteracbes genéticas marcantes especialmente nos genes
codificadores das proteinas estruturais S e N e, em menor escala, das proteinas nao
estruturais ou até mesmo em regides nao codificadoras. Essas alteracdes genéticas
acarretam mudancas relevantes nas caracteristicas fenotipicas, como por exemplo,
nas propriedades antigénicas e naquelas associadas a viruléncia e/ou a
patogenicidade desse mesmo agente infeccioso. Para ilustrar melhor as
consequencias da grande variabilidade que ocorre entre as estirpes do VBI, ja foram
descritos, em diversas partes do mundo, mais do que 20 sorotipos desse virus
(CAVANAGH; NAQI, 2003; CAVANAGH et al., 1992; GELB et al., 1991; KUSTERS
et al., 1989).

Devido a sua alta taxa de variabilidade genética durante a transcricao génica,
o Coronavirus aviario pode ser considerado como uma “quasiespecies”, que se
tratam de agrupamentos contendo um conjunto de variantes genotipicas e
fenotipicas de um virus, que tem como fundamentacdo a divisdo gendmica
interespecifica causada por influencias internas e/ou externas, tais como o ambiente,
0s mecanismos de escape desencadeados pelo virus, variabilidade e suscetibilidade
ao hospedeiro (DOMINGO, 2002). Na verdade, o fenbmeno das quasispecies tem
sido relatado entre os coronavirus, e considera-se importante para a evolugdo e
persisténcia destes virus, porque pode favorecer o surgimento de novas variantes na
natureza, e pode contribuir na previsdo dos mecanismos de escape do virus as
respostas imunes do hospedeiro (ROWE et al.,1998; KISS et al., 2000).



Durante décadas acreditava-se que as primeiras variantes do VBI foram
isoladas no inicio dos anos 1950 nos Estados Unidos por Jungherr et al. (1956).
Estes autores demonstraram a estirpe Connecticut (Conn), a qual ndo apresentava
reacao de neutralizacdo e nem protecao vacinal quando utilizada a vacina da estirpe
Massachusetts, isolada no inicio dos anos 1940. Desde entdo muitos relatos de
outras variantes do VBI foram descritos em todo o mundo. Este fato levou a uma
maior atencao para a busca e a identificacdo e estirpes variantes e o conhecimento
de que muitos paises possuem suas proprias estirpes, denominadas indigenas
(MONTASSIER et al., 2012).

Ao se considerar a ocorréncia do VBI na América Latina, verifica-se que a
presenca desse virus foi relatada pela primeira vez na década de 1950 apds o
isolamento de uma estirpe do sorotipo Mass no Brasil (HIPOLITO, 1979). As estirpes
desse sorotipo parecem ter predominado até meados da década de 80, quanto foi
reportado o isolamento da primeira variante no Brasil (Arkansas) (BRANDEN; DA
SILVA, 1986).

Em outro estudo realizado em meados de 1990, foram isolados pelo menos
cinco tipos antigenicamente diferentes de VBI em todo Brasil, principalmente nos
grandes polos avicolas, com maior concentracdo de produtores, na regido sul do
pais (DI FABIO et al., 2000). Recentemente, com base na andlise das sequéncias
de nucleotideos do gene S1 foram identificados, no Brasil, gendtipos diferentes
aqueles em que sao classificadas as estirpes americanas, europeias, asiaticas e
australianas do VBI (Figura 1) (MONTASSIER et al.,, 2006, 2008, 2012;
VILLARREAL et al., 2007a; VILLARREAL et al.,, 2007b), tendo sido também
identificadas estirpes variantes com relacdo a sequéncia de nucleotideos do gene da
nucleoproteina (N) (ABREU et al., 2006).

Os estudos de protecdo vacinal contra estirpes isoladas na década de 1990
no Brasil mostraram que o sorotipo Mass, forneceu protecao inadequada contra a
maior parte dessas novas variantes brasileiras do VBI (COOK et al., 1999; DI FABIO
et al.,, 2000). Consta na literatura que essas estirpes foram isoladas de surtos de
BIG, apresentando diversas manifestacbes clinicas e patoldgicas, tais como
traqueobronquites e aerossaculites, lesbes renais e problemas reprodutivos em

fémeas e em machos. Esses achados caracterizaram, assim, o potencial de um



amplo espectro de patotipos dentre esses isolados do VBI no Brasil (DI FABIO et al.,
2000; ITO et al.,, 2006; MONTASSIER et al., 2006, 2012; VILLARREAL et al.,
2007a;b). Ademais, foi demonstrado que uma das estirpes variantes brasileiras do
VBI (IBVPRO5) apresentava, em ensaios de infeccdo experimental, maior
patogenicidade para os rins (nefropatogénica) e menor para o trato respiratério e,
ainda, a infeccdo por esta estirpe era parcialmente controlada pela vacina formulada
com a estirpe Massachusetts (H120), quanto a protecdo contra alteracoes
patologicas traqueais e renais induzidas por esse virus. Portanto, as vacinas
formuladas com estirpes Massachusetts ndo induzem protecao efetiva contra essa

variante do VBI (Fernando et al., 2013).
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2.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas do VBI

A maioria das estirpes do VBI s&o inativadas apds 15 minutos a 56°C e apos
90 minutos a 45°C. Liquido alantoide infeccioso conservado a -30°C mantém a
viabilidade por muitos anos. Tecidos infectados, se conservados em refrigeracéo por
80 dias, conservam a viabilidade viral. Exsudato traqueal seco, se conservado a 4°C,
permanece infectante por até 180 dias. O VBI é considerado como sensivel a
maioria dos desinfetantes comuns. Tripsina ndo tem efeito sobre ele. E sensivel
ainda a radiagdo UV. O virus € resistente ao tratamento com pH é&cido (2,0) por 1
hora/37°C, o que o diferencia de outras amostras virais (CAVANAGH; NAQI, 2003).

2.2.3 Transmissé&o do VBI

O VBI se dissemina pela via horizontal rapidamente por contato direto ou
indireto. Tem sido sugerida a transmissao vertical do virus, mas ainda nao existem
fatos comprovados sobre isto. O local primario de replicacdo € o trato respiratorio
superior, independentemente da estirpe ou caracteristica patogénica do virus
(CAVANAGH, 2003).

2.2.4 Periodo de incubacéao da Infeccao pelo VBI

O periodo de incubacédo da BIG pode ser de até 50 dias, e as infeccdes
podem ocorrer associadas a infec¢cdes respiratorias bacterianas e virais, 0 que
constitui fator importante na patogenia da BIG (CAVANAGH, 2007). Vérios
patdgenos respiratorios como Mycoplasma gallisepticum, Escherichia coli,
Haemophilus paragallinarum, virus da doenca de Newcastle e virus da doenca de
Gumboro podem interagir sinergicamente com estirpes vacinais ou de campo do

VBI, aumentando a severidade e duracao da doenca (MATTHIJS et al., 2009).

2.3 Patogenia e sinais clinicos da BIG

O VBI afeta primariamente o trato respiratorio (TR) das aves, sendo esse 0
principal sitio de replicacdo viral. O virus causa lesfes nos trato respiratorio,
reprodutivo, urinério e digestivo, tanto em poedeiras, como em reprodutoras e aves
de corte (CAVANAGH, 2003). E primariamente epiteliotropico, replicando-se nas

células epiteliais, nas células secretoras de muco e nas células epiteliais dos
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pulmdes e dos sacos aéreos. Durante a replicacdo, o VBI causa estase dos cilios
tragueais, tanto in vivo, quanto in vitro, e esse parametro tem sido usado para inferir
sobre a severidade da infeccdo no TR (DHINAKAR; JONES, 1997). A replicacéo do
virus nos tecidos do TR causa sinais caracteristicos, mas ndo patognomdonicos,
como dificuldades para respirar, tosse e descarga nasal.

A morbidade é alta, podendo chegar a 100%, enquanto a mortalidade pode
chegar a 20%, normalmente associada a infec¢cdes secundarias (MONTASSIER et
al., 2008). Virus nefropaticos também podem ser observados, acometendo o sistema
urinario com lesdes renais, diarréia moderada a severa e urolitiase (DI FABIO et al.,
2000; GELB et al., 2001; IGNJATOVIC et al., 1997; WANG et al., 1997).

Segundo Cook (2001), o fato de ndo existir a observacéo clinica de infec¢cao
respiratéria, ndo significa a auséncia do virus da BIG. Pode ocorrer uma
manifestacdo clinica ndo tradicional, ou seja, sem 0s sinais caracteristicos. Estas
situacdes estao ligadas a um bom programa de vacinacdo, bom manejo e também
boa biosseguranca.

Em poedeiras, podem ser observados os mesmos sinais, mas também lesdes
no sistema reprodutivo, com alteracdes de casca (fina e porosa) e no formato dos
ovos (COOK, 2001; DI FABIO; ROSSINI, 2000). Queda na producdo de ovos e
alteracdes na qualidade do albumen (COOK, 2001; DI FABIO et al., 2000;
MONTASSIER et al., 2008).

Nado existem lesBes patognoménicas para o VBI. N&o se observam
corpusculos de inclusdo. O exame histologico pode ser um recurso para se avaliar a
viruléncia, a patogenicidade e avaliacdo de respostas imunes. Ao nivel de trato
respiratério, seja em situacdes de desafio de campo ou experimental, 0 que se nota
€ a ocorréncia de diminuicéo dos cilios, descamacéao do epitélio, presenca de células
inflamatorias e presenca de edema na porcdo da mucosa e submucosa. Observa-se
ainda, congestdo vascular. Na submucosa, vé-se vacuolizacdo e hemorragia. O
[limen traqueal pode conter exsudato seromucoso, que pode ou ndo conter células
inflamatoérias (MONTASSIER et al., 2008).

A auséncia de cilios e a descamagdo ocorrem nos primeiros dois dias de
infecgéo, seja qual for a idade em que esteja ocorrendo a infec¢do. Em aves jovens

o0 edema de submucosa é proeminente, com discreto infiltrado inflamatério. Em aves
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mais velhas, esse infiltrado ja se apresenta mais intenso, talvez pelo fato da
resposta imune dessas aves ser mais eficiente. Esse infiltrado celular, bem como a
presenca de edema, também tem relacdo com a amostra de virus, pelo fato de ser
mais ou menos virulenta. Infeccées secundéarias também podem ter interferéncia na
presenca de infiltrado (CAVANAGH, 2003; DHINAKAR; JONES, 1997).

No trato reprodutivo, 0 que se pode observar € uma reducao localizada ou
generalizada de cilios, fibroplasia e edema, presenca de focos de infiltrado celular
mononuclear. No trato urinario observa-se, como lesdo basica, nefrite intersticial
(CHEN et al., 1996; DHINAKAR; JONES, 1997).

2.4 Imunidade contra o VBI

A infeccao pelo VBI induz a producéo de imunoglobulinas (Ig) IgM, 1gG e IgA.
Em reprodutoras imunizadas, o 6vulo comeca a adquirir IgG a partir da circulacéo
sanguinea em torno de cinco dias antes da postura do ovo. Ao passar pelo oviduto,
0 oOvulo, além do albumen, adquire IgM e IgA, que sdo encontradas no liquido
amnidtico até metade do periodo embrionario. Durante o terco final da incubacao, a
IgG alcanca a corrente sanguinea e pode inibir a replicacédo viral neste periodo. O
pintinho recém eclodido possui niveis circulantes de IgG proximos aos encontrados
nas progenitoras. Os anticorpos da classe IgG sdo metabolizados rapidamente com
uma meia-vida média de aproximadamente trés dias e podem persistir por 3-4
semanas, porém sO conferem protecdo na primeira semana (COOK et al., 1992;
LANCELLOTI et al. 2014; OKINO et al. 2013).

Segundo Di Fabio e Rossini (2000), em aves adultas, IgM € o primeiro
anticorpo (Ac) a aparecer apés uma infecdo, atingindo uma alta concentracdo por
volta do 7° dia pos-infeccdo. Podem persistir por 20 a 90 dias. E indicativo de infe¢&o
recente ou vacinacdo. IgG € o Ac com maior presen¢a no soro apds uma infeccao,
permanecendo por longo periodo. Sdo os Ac quantificados na sorologia para
diagnodstico da BIG e em monitoracdo de plantéis. As IgA sdo produzidas em
secrecOes tais como secrecdo lacrimal ou salivar. Atuam como primeira linha de
defesa do organismo & infe¢do, principalmente no trato respiratorio superior.

Em galinhas, a resposta das células T citotoxicas (Tc) a infeccdo pelo VBI

esta correlacionada com um declinio inicial na infeccdo e nos sinais clinicos. A
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atividade da Tc é principalmente restrita ao complexo de histocompatibilidade e a
lise mediada por CD8+ e CD4-. O interferon tipo | em galinhas reduziu a replicacao
de VBI nas culturas de células renais de pintos, nas culturas de traqueia, e a
aplicagéo oral ou intravenosa desse interferon retarda o aparecimento da doenga e
reduz sua severidade (MENDONCA et al., 2009; OKINO et al., 2013)

Ao se falar em sistema imune ndo se pode deixar de mencionar o efeito
imunossupressor que determinados agentes tém sobre ele. Aves infectadas por
agentes imunossupressores apresentam uma diminuicdo da resposta imunoldgica,
com diminuicdo da producdo dessas imunoglobulinas, exacerbando os efeitos
provocados pelo VBI, como por exemplo nos casos de interagdo com agentes como
o virus da Doenca de Gumboro e Cryptosporidium, que atuam diretamente sobre a
Bursa de Fabricius, ou ainda o virus da Anemia Infecciosa das Galinhas, que atua
sobre o timo, causam imunossupressao (MONTASSIER, 2010).

Tem-se relatado em frangos de corte o isolamento de estirpes patogénicas de
Reovirus Aviario, que agiriam indiretamente como agentes imunossupressores. Isto
pela interferéncia sobre a vacina de Marek aplicada ao primeiro dia, que por sua vez,
tem efeito imunossupressor pela atrofia de 6rgaos linféides primarios (Bursa de
Fabricius e timo). Substancias antimicrobianas, tais como cloranfenicol, neomicina,
estreptomicina, sulfonamidas podem ter o mesmo efeito, ou ainda agir diretamente

sobre vacinas, diminuindo sua atividade imunogénica (MONTASSIER, 2010).

2.5 Diagnéstico da BIG

Embora o VBI seja um dos virus que leva a grandes perdas econdmicas ha
industria avicola, os sinais clinicos desta doenca ndo sdo especificos. Por isso, é
necessario o emprego de ferramentas para identificar o VBI e relaciona-lo com o
problema clinico evidenciado no campo. A confirmacédo do diagnostico é baseada no
isolamento viral, sempre em conjunto com a sorologia (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

Para o diagnostico virologico, devem ser coletadas amostras da mucosa
traqueal e dos pulmdes uma semana apos a infec¢do, para a forma respiratoria
classica. Para as outras formas de BIG, rins, ovidutos, tonsilas cecais do trato
intestinal ou tecido do proventriculo sédo locais melhores para isolamento do virus,

dependendo da patogenia da doencga (OIE, 2008).
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Para o isolamento e a identificacdo de VBI, inocula-se macerado de 6rgaos
em cavidade alantoide de ovos Specific Pathogens Free (SPF), com idade entre
nove e 11 dias de incubacdo. Depois procede-se ao exame diario do embrido na
procura de alteracdes morfoldégicas, como nanismo, enrolamento, depdsito de urato
nos mesonefrons e mortalidade embrionaria. As técnicas de transcricao-reversa
seguida de reacdo da cadeia de polimerase (RT-PCR) sdo comumente utilizadas
para identificacdo genotipica dos isolados (DI FABIO; ROSSINI, 2000). Cultivos de
anéis de traqueia foram usados para estudos de estirpes de VBI e da resposta
imune em galinhas experimentalmente e naturalmente infectadas. O estudo em
cultivos de anéis de embrides SPF & o método laboratorial que melhor se aproxima
das condi¢des in vivo, embora seja técnica trabalhosa e né&o utilizada pelos
laboratérios em rotina. Testes complementares incluem microscopia eletrénica, uso
de anticorpos monoclonais e testes imunohistoquimicos (DI FABIO et al., 2000).

No diagnéstico soroldgico, a inibicdo da hemaglutinacdo (HI) é uma prova
sorologica qualitativa utilizada tanto para identificacdo sorologica do virus como no
sorodiagnostico do virus. A identificacdo soroldgica do virus é feita por meio da Hl
utilizando-se um soropadréo.

O sorodiagnadstico é a deteccao, no soro do animal, de anticorpo que inibe a
hemaglutinacdo por um virus especifico (DI FABIO et al., 2000). Na forma
respiratéria classica, anticorpos comecam a aparecer no soro dos animais infectados
uma semana apos a infeccéo (OIE, 2008).

Para realizar o teste de HI, é necessario tratamento prévio do virus com a
enzima fosfolipase tipo C, para exposi¢cdo das hemaglutininas (DI FABIO; ROSSINI,
2000), j@ que VBI nao é naturalmente hemaglutinante. Entretanto, devido as
multiplas infeccbes e vacinacdes, 0 soro das aves contém anticorpos que
apresentam reacfes cruzadas, e o resultado do teste de IH n&o pode ser utilizado
com alto grau de confianca, além de ser laborioso e de dificil padronizacédo (DI
FABIO; ROSSINI, 2000; OIE, 2008).

O ELISA é utilizado para monitoramento soroldgico da resposta vacinal e para
0 monitoramento dos desafios de campo. Soro-neutralizagdo viral ou
imunofluorescéncia, além de testes imunizacdo-desafio, também podem ser
utilizados (DI FABIO et al., 2000; OIE, 2008). O uso extensivo das vacinas pode
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complicar o diagndstico sorolégico, jA que anticorpos vacinais e contra desafios de
campo nado podem ser distinguidos daqueles produzidos durante a infeccdo (OIE,
2008).

2.6 Controle e prevencao da BIG

O controle da BIG deve ser baseado principalmente na aplicacdo de medidas
de biosseguridade e rigoroso controle sanitario dos plantéis. Vacinas vivas
atenuadas e vacinas inativadas em emulséo oleosa sao importantes (CAVANAGH,
2007), especialmente para a protecao de poedeiras e reprodutores. As vacinas vivas
atenuadas conferem melhor imunidade local no trato respiratério. Entretanto, ha o
risco de patogenicidade residual, reversao de viruléncia e persisténcia (BIJLENGA et
al., 2004; MCKINLEY et al., 2008). Dentre as vacinas atenuadas, citam-se a H52 e a
H120, derivadas da amostra nefrotoxica Holland (H). A H120 é possivelmente a mais
usada globalmente devido a sua capacidade de promover protecdo cruzada contra
diferentes sorotipos do VBI. O uso da H52 tem declinado devido ao surgimento de
vacinas inativadas altamente eficazes e seguras (BIJLENGA et al., 2004).

No Brasil, a vacinacdo contra o VBI tem sido feita desde 1980 e o Unico
sorotipo/genotipo liberado pelos 6rgédos oficiais € o0 Massachusetts. Tem-se
demonstrado que as vacinas contra BIG preparadas com estirpes pertencentes ao
sorotipo Massachusetts proporcionam um amplo espectro antigénico. Por essa
razao, a maioria dos programas vacinais inclui esse sorotipo como base principal.
Entretanto, apesar da vacinacdo cuidadosa, existem situacdes em que as vacinas
licenciadas existentes ndo proporcionam protecdo adequada contra desafios de
novos sorotipos (FERNANDO, 2013).

2.7 Vacinagao (conceitos gerais)

O termo vacinacao cobre diversas técnicas executadas com a finalidade de
proteger o animal, ativando seus sistemas de defesa imunoldgica especificos contra
infec¢des virais e bacterianas, ou infestacdes parasiticas. Assim, as vacinas devem
ser efetivas, induzirem protecdo e seguras, para nao produzirem doenca no
hospedeiro (ANDRE, 2003; BORNE, 2003).
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A efetividade vacinal esta relacionada com a capacidade de estimulagdo de
células apresentadoras de antigenos, seguida da liberacdo das citocinas
apropriadas. As vacinas devem estimular linfécitos T e B, gerando um numero
adequado de células de memoria especificas para o antigeno inoculado. Devem
ainda estimular a producdo de linfécitos T auxiliares (Th) e T citotoxicos (Tc)
especificos para diferentes epitopos do antigeno vacinal. O antigeno contido na
vacina devera persistir, preferivelmente, em locais especificos do tecido linféide,
permitindo que continue estimulando as células do sistema imunologico (CANAL;
VAZ, 2007).

A inducdo de resposta imunolégica mediada por linfocitos T (imunidade
celular), que pode ser obtida de acordo com o tipo de vacina utilizada € uma das
mais efetivas defesas do organismo contra os virus. Igualmente importante é a
capacidade de estimular a producéo de anticorpos, capazes de neutralizar os virions
circulantes e, dessa forma, evitar a infeccdo de novas células (ANDRE, 2003;
BORNE, 2003; TIMMS; BRACEWELL, 1983).

De modo ideal, espera-se que uma vacina seja capaz de conferir protecao
prolongada do individuo frente a uma nova exposicdo ao agente, caracterizando a
imunidade de longa duracao. A estimulacdo de uma memdéria imunolégica adequada
ira permitir uma resposta imune mais intensa frente a uma nova exposi¢ao ao virus
(CANAL; VAZ, 2007).

Vacinas contra virus de animais devem apresentar caracteristicas especificas,
tais como: facilidade de administracdo, custo de aquisicdo acessivel, estabilidade do
produto durante o armazenamento e apds a inoculacdo no organismo, adequacao
para programas de vacinacdo em massa e capacidade de estimular imunidade forte
e duradoura. Devem ainda causar o menor namero possivel de efeitos colaterais e
nao afetar o desempenho produtivo dos animais (ANDRE, 2003; CANAL; VAZ, 2007,
TIMMS; BRACEWELL, 1983).

2.7.1 Tipos de vacinas utilizadas para controle e prevencao da infecgéo
pelo VBI
A vacinagdo para controlar a BIG tem sido praticada ha mais de meio século.

Diferentes tipos de vacina contra VBI estéo licenciados para uso veterinério, sendo a
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maioria composta por virus vivos atenuados ou por virus inativados (BORNE, 2003;
MAKELA, 2000).

2.7.1.1 Vacinas vivas atenuadas contra o VBI

As vacinas vivas atenuadas contém virus ou microrganismos vivos cuja
patogenicidade € atenuada pela passagem em ovos embrionados de aves
domésticas (BORNE, 2003; CAVANAGH, 2007; MAKELA, 2000).

As vacinas vivas atenuadas foram desenvolvidas para infectar a ave da
mesma maneira que a estirpe patogénica, mas sem induzir os sintomas da doenca.
Esta infeccdo estimula a imunidade, que entdo oferece protecdo contra ataques
subsequentes. As vacinas sdo administradas ao lote inteiro como um todo, através
da agua de beber ou por nebulizacdo, ou as aves individualmente, especialmente
pelo método de colirio, injecdo ou perfuracdo da membrana da asa (ANDRE, 2003;
LAMBRECHTS et al., 1993; MUNEER et al. 1988)

As vacinas vivas contra VBI sdo geralmente aplicadas a frangos de corte com
um dia de idade, no incubatério. Em situacdes experimentais isso, resulta em uma
alta protecdo imune quando desafiado pelo virus virulento homaologo dentro de trés
semanas apos a vacinacdao. No entanto, mesmo em situacdes experimentais bem
controladas, 10% dos pintos vacinados nao respondem adequadamente, com uma
baixa resposta imunoldgica protetora frente ao desafio com a estirpe homodloga.
Estes resultados mostram que galinhas ndo sdo uniformes em sua resposta a
vacinacdo (CAVANAGH et al., 1997; HOFSTAD, 1981).

Neste contexto, outro aspecto importante da vacinagado atenuada contra a BIG
€ sua protecdo de curta duracdo, o inicio do declinio é aparentemente nove
semanas apods a vacinacdo. Devido a estes fatos, poedeiras comerciais que séo
mantidas por um ano ou mais, sdo vacinadas varias vezes com a vacina viva, as
vezes com mais de um sorotipo. Mesmo os frangos de corte, que sao processados
em apenas seis ou mais semanas de idade, podem ser revacinados se a BIG causa
muitas perdas na area. A revacinagdo pode ser com um sorotipo diferente, dando
protecdo contra uma ampla gama de sorotipos (DARBYSHIRE; PETERS, 1984,
GOUGH; ALEXANDER, 1979).
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A eficacia da vacinacdo com a vacina viva varia entre linhagens puras de
galinhas; por exemplo, diferengas genéticas entre individuos afeta a eficacia da
resposta imune (CAVANAGH, 2003).

A maioria das vacinas atenuadas nao foram desenvolvidas comercialmente
contra estirpes nefropatogénicas do VBI. H4, no entanto, estudos versando sobre o
desenvolvimento de vacinas inativadas experimentais com estirpes nefropatogénicas
do VBI (PEl et al., 2001; LADMAN et al., 2002, DE WIT et al., 2011).

Ainda, dentro desse mesmo contexto, alguns autores sugerem a associacao
de vacinas atenuadas preparadas com estirpes de referéncia pertencentes a
diferentes genotipos/sorotipos, como ocorre com 0 uso da primo-vacinagdo com
vacina com a estirpe Massachusetts (H120 ou Ma5), seguida da administracdo da
vacina com a estirpe 4/91 (DE WIT et al., 2011). Além disso, um outro procedimento
recomendado é associacdo de uma primeira vacinacdo com estirpe Massachusetts
atenuada seguida de uma segunda vacinacdo com estirpe de campo inativada
(LADMAN et al., 2002), pois com a ocorréncia de novos sorotipos variantes do VBI,
torna-se complicado desenvolver mais rapidamente uma estirpe vacinal atenuada a
partir de um novo isolado de campo, ou em se aplicar varias vacinas vivas contra
esse virus em um curto periodo de tempo sem provocar interferéncias entre elas,
aumentando a necessidade de vacinas inativadas, bem como h& o risco de
disseminacdo de uma estirpe vacinal atenuada exoética em um determinado pais ou

regido.

2.7.1.2 Vacinas com virus inativado contra o VBI

Vacinas inativadas, também chamadas de vacinas mortas, sdo obtidas a
partir do virus infectivo original, que passa pela eliminacdo irreversivel da sua
infectividade por métodos fisicos ou quimicos. Sao, portanto, vacinas compostas de
particulas viricas integras, porém inertes e sem capacidade replicativa. Sao
consideradas vacinas seguras porque possiveis virus contaminantes, se presentes
no estoque original de virus, sdo também inativados durante o processo de
inativacdo. Além disso, ap0s a inativacdo, ndo existe possibilidade de retorno do
virus vacinal a forma virulenta (ANDRE, 2003; BORNE, 2003).
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Atualmente, a [-propiolactona e os derivados da etilenemina sao os
inativantes mais utilizados pela industria de vacinas. Além disso, as vacinas
inativadas requerem o0 uso de potencializadores da resposta imunologica
denominados adjuvantes (BOX et al., 1980; GOLDSTEIN; TAURASO, 1970; TIMMS;
BRACEWELL, 1983).

Vacinas inativadas em emulsdo oleosa contra o VBI foram desenvolvidas
durante os anos 1960 e 1970. O objetivo era fazer uma vacina que daria imunidade
duradoura a ave/galinha, especialmente para proteger contra quedas de producao
de ovos. Alguns estudos, utilizando vacinada inativada contra VBI, foram bem
sucedidos na obtencdo de protecdo no trato respiratério frente ao desafio viral,
embora geralmente a uma taxa menor que 59%. Entretanto, foi alcancada uma
melhor protecdo com a vacina inativada contra perdas na producédo de ovos. Por
iSso, a pratica comum € vacinar poedeiras com a vacina viva em duas ou trés
semanas de idade, seguido de mais vacinas vivas até pouco antes das aves
comecarem a postura dos ovos, quando entdo sado dadas vacina mortas/inativadas.
As vacinas vivas servem para dar protecdo a ave jovem e a vacina inativada para
uma melhor resposta imune (CAVANAGH, 2003; CAVANAGH, 2007; MCDOUGALL,
1969; SONG et al., 1998).

Esta associagdo entre vacinas “vivas” e vacinas “mortas” tém demonstrado
bons resultados em pesquisas recentes, conferindo as aves uma maior resposta
imunoldgica frente a infeccdo. Além disso, torna-se mais facil a formulacdo de
vacinas com estirpes homologas induzindo uma melhor resposta imune (LADMAN et
al., 2002; DE WIT et al., 2011).

De Wit et al. (2011) obtiveram melhor protecdo da traqueia de aves SPF
(99,1%) contra uma estirpe classificada no gendtipo variante brasileiro BR-I,
associando uma dose de vacina viva com a estirpe Massachusetts (Mass) com uma
segunda dose de vacina atenuada com a estirpe 4/91, quando comparado a
vacinacdo atenuada (Mass) em uUnica dose (91,5%) ou associada ao reforco com
essa mesma vacina (90%).

Ao contrario, Ladman et al. (2002) demonstraram que aves primo-vacinadas
com vacina atenuada e posteriormente re-imunizadas com vacina inativada oleosa

formulada com estirpe nefropatogénica homéloga apresentaram menores indices de
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lesdes histopatolégicas na traqueia e rins, quando comparados as aves apenas
vacinadas com vacinas atenuadas.

Neste contexto, para formulacdo de uma nova vacina destaca-se a
importancia de selecionar uma estirpe com um elevado grau de semelhanca ao
antigeno viral. E com o surgimento de novos sorotipos e patotipos do VBI, a melhor
protecdo contra o desafio seria conseguir uma estirpe atenuada de sorotipo
homélogo, principalmente em se tratando de patotipos nefropatogénicos. No
entanto, a possibilidade de utilizar uma vacina viva com variante nefropatogénica
para controlar a doenca em plantéis comerciais ndo é possivel até o momento
presente, pois um virus atenuado de seguranca ndo esta disponivel, tornando
importante a introducdo de novas formulagdes de vacinas inativadas contendo
sorotipos/patotipos homélogos (IGNJATOVIC; GALLI, 1994; LAMBRECHTS et al.,
1993; LADMAN et al., 2002; DE WIT et al., 2011).

2.7.1.3 Adjuvantes em Vacinas Inativadas

Os adjuvantes séo substancias que tém a funcéo de potencializar a resposta
imunoldgica induzida por vacinas inativadas. Além de aumentar a magnitude da
resposta imune, alguns adjuvantes sdo capazes de promover a inducdo da
imunidade de mucosas e estimular linfécitos Tc, aumentando a eficiéncia de
macrofagos e células dendriticas na apresentacdo de antigenos (BOX et al., 1980;
BREWER, 2006; CANAL; VAZ, 2007; SILVA, 2004).

Na area veterinaria, especificamente na avicultura, as substancias mais
utilizadas como adjuvantes sdo o Oleo mineral e 0s sais minerais constituidos por
sais de aluminio, embora outros compostos estejam sendo testados
experimentalmente (BOX et al.,, 1980; BREWER, 2006; CANAL; VAZ, 2007,
LAWRENCE et al., 1997; SILVA, 2004).

A série Montanide ISA de adjuvantes (pertencente a empresa Seppic) é
formada por substancias compostas a base de emulsao agua-em-éleo utilizado para
formulacbes de vacinas inativadas ou de subunidades. Seus beneficios
comprovados na medicina veterinaria incluem a producdo de emulsdes vacinais
estaveis com baixa viscosidade, facilidade de aplicacdo, toxicidade reduzida e

inducdo de uma resposta imune forte e de longa duracdo (LAWRENCE et al., 1997).
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Dentre as formulagbes utilizadas na avicultura, destaca-se o adjuvante
Montanide ISA 71, que devido a sua composicéo inovadora, baseada na forma de
um Oleo mineral leve especifico e um emulsificante refinado obtido do manitol. Este
adjuvante é capaz de aumentar a resposta de Thl e melhorar de forma significativa
a producédo de IgG em relacdo aos adjuvantes de 6leos tradicionais (JANG et al.,
2011).

Embora este adjuvante ndo tenha sido testado em formulacdes de vacinas
para VBI, ele demonstrou excelentes resultados em vacinas aviarias contra outras
doencas. Jang et al. (2011) observaram em sua pesquisa que aves vacinadas com
vacina formulada com adjuvante MONTANIDE ISA 71 adicionada de componente
imunogénico (profilina) de Eimeria acervulina, apresentaram maior ganho de peso,
menores indices de oocistos fecais e maiores niveis de anticorpos séricos anti-

profilina de E. acervulina.

2.8 Vacinacgdo versus variantes do VBI

Os programas de vacinacdo podem variar de um pais para outro, ou mesmo
de uma criacdo para outra, dentro do mesmo pais, dependendo das condicbes
locais 0 do levantamento das principais estirpes relatadas como circulantes. Em
todos os paises com avicultura mais avancada, existe uma grande cautela quanto ao
uso indiscriminado de vacinas vivas, de modo a nédo se utilizar estirpes vacinais de
outras partes do mundo que nao estejam presentes em uma dada regido ou pais, e
assim evitar a disseminacdo de linhagens genéticas e fenotipicas distintas das
estirpes locais em suas criacfes (CAVANAGH et al., 1997; GELB et al., 1991)

Uma das maiores dificuldades encontradas na sanidade avicola & a
identificacdo de sorotipos, patotipos e protectotipos de estipes de campo em surtos
da BIG. Esta tarefa necessita de grande empenho para isolamento seguido dos
demais testes para caracterizacdo antigénica e biologica desse virus. O resultado
normalmente é confirmado por outros testes, tais como VN e sequenciamento de
nucleotideos. Por isso, é de grande valia estabelecer caracteristicas patogénicas de
determinadas estirpes de campo, para que sirvam de ferramenta e auxiliem no
direcionamento de possiveis surtos de BIG no Brasil (FERNANDO, 2013).
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Em se tratando de Brasil, o controle da BIG é baseado principalmente no uso
de vacina viva atenuada, sendo somente permitido a utlizacdo de estirpes do
sorotipo Mass na composicao destas vacinas. Vacinas de carater menos patogénico
muitas vezes podem ndo conferir imunidade adequada para outros 6rgdos em
adicdo ao trato respiratério (VILLARREAL et al., 2010).

Ainda neste contexto, sabe-se que 0s mecanismos essenciais de protecao
contra a infec¢ao do trato respiratorio pelo VBI em galinhas tém sido definidos como
a capacidade do sistema imune conferir resisténcia a traqueia contra a infecgéo por
este virus, reduzindo a replicagdo viral e impedindo principalmente que ocorram
lesbes mais severas na traqueia e a completa ciliostase no epitélio desse mesmo
orgao, bem como impedindo a disseminacdo do VBI a partir da porta entrada para
outros orgaos e tecidos do organismo hospedeiro. No entanto, com o repentino
crescimento da industria avicola no Brasil, a partir da década de 1990, diversas
estirpes do VBI vieram a se adaptar trazendo grandes problemas sanitarios. Estas
estirpes muitas vezes se manifestam de maneira diferente das comumente
associadas com a BIG em nosso pais. O principal desafio para a comunidade
cientifica é saber o estado de protecdo imune desencadeado pela vacinagcdo com
estas estirpes preconizadas e/ou oficialmente autorizadas em nosso pais, frente a
estas novas variantes (FERNANDO, 2013).

A despeito da existéncia de inumeros trabalhos na literatura versando sobre o
nivel de protecdo contra o VBI, especialmente aquela que é decorrente do uso de
vacinas, restam muitas duvidas sobre a eficacia destas preparacdes vacinais frente
as variantes isoladas em todo o mundo, e por isso € necessario antever as
caracteristicas bioldgicas destas estirpes, bem como buscar alternativas para um

correto manejo sanitario contra estas variantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
e Desenvolver e avaliar uma vacina inativada contra nova estirpe variante
do gendtipo BR-I (IBVPR-05) do VBI isolada e identificada no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

e Formular uma vacina experimental inativada a partir dessa nova variante
do VBI isolada de campo no Brasil.

e Avaliar a imunogenicidade da vacina inativada formulada com a estirpe
variante do VBI administrada ap6s a vacina atenuada comercial
formulada com a estirpe Massachusetts, por meio da mensuracdo das
respostas imunes humorais e cito-mediadas;

e Avaliar o estado de protecdo ao desafio com essa estirpe variante
homéloga do VBI, estudando as alteracGes histopatologicas na traqueia

€ nos rins, e a carga viral presente nesses 0rgaos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Virus

Foi utilizada uma estirpe variante de campo do VBI (IBVPR-05), isolada
e caracterizada geneticamente por Montassier et al. (2006, 2008), para a
producéo da vacina experimental inativada com adjuvante a base de agua em
o0leo. A mesma estirpe variante foi utilizada para a realizacdo da infeccéo

experimental (desafio) nas aves.

4.2 Propagacéo da estirpe variante de campo do VBI

O procedimento de propagacdo da estirpe IBVPR-05 foi realizado em
ovos embrionados SPF (specific pathogen free) provindos da Granja de Aves
SPF da Brasil Foods, localizada em Uberlandia - MG. Esta técnica foi realizada
com base na descricdo de Owen et al. (1991), com modificacbes. Para a
propagacédo viral uma amostra da variante do VBI em liquido cérion-alantoide
(LCA) foi inoculada em ovos embrionados SPF com 9 dias de idade.
Inicialmente, a amostra foi preparada e diluida na razao 1:100 em meio Eagle e
foi inoculada na cavidade corion-alantoide, administrando-se um volume de
200uL/ovo. Apés 24 horas da inoculagdo, os ovos foram avaliados; a
mortalidade que ocorreu neste periodo foi considerada inespecifica e o ovo,
descartado. Decorridas 36 horas da inoculacdo, os ovos foram refrigerados a
4°C e o LCA foi colhido individualmente, sendo distribuido em aliquotas de
1,5mL e estocado a —70°C até o0 seu processamento para titulacdo da
infectividade viral. A mortalidade dos ovos controle (ovos inoculados apenas
com meio Eagle) foi avaliada diariamente e, ao final um periodo de sete dias,
foram resfriados e os embrides foram avaliados quanto a presenca de lesées
caracteristicas da infeccédo pelo VBI, tais como “nanismo, hemorragia e

enrolamento”.

4.3 Titulagao viral
A infectividade viral da estirpe IBVPR-05 foi determinada por titulagéo

viral em ovos embrionados de galinhas SPF, com 9 dias de incubacgéo,
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segundo o protocolo de Owen et al. (1991). Partindo-se do liquido cérion-
alantéide colhido de ovos infectados com a estirpe IBVPR-05, apés a terceira
passagem, foram preparadas diluicdes de razdo constante igual a 10, até a
diluicdo final de 10°, em Meio Eagle (Gibco BRL, EUA) contendo antibiéticos
(200 Ul/mL de Penicilina e 50 ug/mL de Estreptomicina) e antifungico (50 Ul/mL
de Anfoterricina B). As suspensdes foram inoculadas na cavidade alantoide, no
volume de 200 pL/ovo, sendo utilizados cinco ovos para cada diluicao, além de
dez ovos destinados ao controle (ndo infectados). A mortalidade foi observada
durante todo o periodo de incubacéo, considerando-se morte inespecifica até
24 horas. Findados sete dias, as alteragcbes embrionarias dos sobreviventes
foram analisadas, e no final o numero de Doses Infectantes Embrionarias 50%
(DIE50%) foi determinado pelo o método de Reed e Muench (1938).

4.4 Preparacéo da vacina experimental

Para formulacdo da vacina foi utilizado como reagente para inativacao
viral a beta-propiolactona (BPL). Os virus foram preparados, utilizando-se o
LCA infectado na passagem em ovos embrionados de galinha e concentrado
com PEG-NaCl (Bronzoni et al., 2005), contendo 10® DIEso/ml da estirpe
IBVPRO5. BPL foi adicionada a suspenséo de virus para dar uma concentracao
de 1:2000, e a mistura foi incubada por 90 minutos a 37°C, sob agitacao
continua, seguindo a metodologia utilizada por McDougall (1969).

Para o controle de virus infeccioso residual, a IBVPR-05 inativada foi
inoculado em ovos embrionados SPF com 9 dias de idade, sendo a presenca
e/ou auséncia de lesdes patolégicas monitorada por 96 horas.

Apds comprovada inativacao viral, foi incorporada a mistura o adjuvante
a base de agua em 6leo (MONTANIDE ISA 71 VG, SEPPIC) na proporcéao 70%
do adjuvante mais 30% do virus inativado, conforme as recomendacfes do

fabricante Seppic.
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4.5 Infecgdo experimental

Os experimentos foram realizados no infectorio do Laboratério de
Imunologia e Virologia Veterinaria do Departamento de Patologia Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal (FCAV-UNESP). O protocolo obedeceu aos Principios
Eticos de Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo (COBEA), aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da FCAV-UNESP, conforme o protocolo n° 01193/13.

4.5.1 Delineamento Experimental: avaliagdo da vacina inativada
com adjuvante a base de agua em 0leo

Foram utilizadas 26 aves SPF da linhagem de postura “White Leghorn”,
distribuidas em trés grupos, um grupo com 6 animais (controle) e dois com 10
animais (tratamentos experimentais), alojados separadamente em grupos em
isoladores, com agua e comida a vontade durante todo o experimento (Figura
2).

O primeiro grupo (Grupo A) foi vacinado por via 6culo-nasal no 1° dia de
idade com a vacina “viva” atenuada H120 do VBI (vacina comercial atenuada
MASS |® FORT DODGE, na dose preconizada pelo fabricante, ou seja, 10*°
DIEso%), sendo novamente revacinado por via intramuscular (peitoral) aos 14
dias de idade com 0,5ml da vacina experimental inativada homdloga da nova
variante de campo do VBI (IBVPR-05), na dose 10°%° DIEsy%. O segundo
(Grupo B) e terceiro (Grupo C) grupos receberam somente o diluente utilizado
na vacinacao do primeiro grupo. Aos 35 dias de idade as aves do primeiro
(Grupo A) e segundo grupos (Grupo B) foram desafiadas via 6culo-nasal com a
estirpe variante de campo do VBI (10* DIEsg). O terceiro grupo (Grupo C) foi
mantido como controle negativo da infec¢do, jA que nao foi submetido a
vacinagdo nem ao desafio.

As aves foram observadas quanto aos sinais clinicos, anotando-se
alteracOes significativas. Trés aves de cada tratamento experimental (Grupo A
e B) foram sacrificadas aos 3, 7 e 11 dias poés-infec¢do (d.p.i.); j& no grupo
controle (grupo C) apenas 2 aves foram sacrificadas em cada intervalo, para
colheita de material, sendo colhidas amostras de traquéia, rins, soro e lagrima.
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Parte das amostras de traquéia foi destinada a histopatologia, e o restante das
amostras teciduais foram submetidas ao congelamento rdpido em nitrogénio
liquido e armazenadas a —70°C até o momento de serem processadas pela
técnica de extracdo de RNA, seguindo os procedimentos descritos por OKINO
et al. (2013).

As amostras de soro e de lagrima foram coletadas e armazenadas a
-20°C, até o momento de serem processadas pela técnica de Sandwich-ELISA-
Concanavalina A (S-ELISA-Con A).

Figura 2. Fotografia do isolador utilizado para alojamento das aves
durante todo experimento (Fonte: FCAV-UNESP,
Jaboboticabal-SP).

4.6 Mensuracéo de anticorpos locais e sistémicos contra o VBI

Para mensuracdo de anticorpos anti-VBI do isétipo IgG foi utilizado o
teste de Sandwich-ELISA-Concanavalina A (S-ELISA-ConA), segundo as
recomendagfes de BRONZONI et al. (2005), presentes tanto no soro
sanguineo, como na secrecdo lacrimal em amostras colhidas das aves,
vacinadas ou ndo, e submetidas a infec¢do experimental.

Resumidamente, 50pL de Concanavalina A (0,00625 mg/mL de PBS pH
7,4) foram aplicados nas cavidades da microplaca de poliestireno (Costar). A

microplaca foi incubada a 4°C “overnight” (14-16 horas). A Concanavalina em
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excesso foi eliminada, por trés lavagens das cavidades da microplaca com
tampdao PBS acrescido de Tween 20 0,1% (PBST) pH 7,4.

Foi realizado o bloqueio com tampao PBS acrescido de leite em pé
desnatado (LPD) a 10% (100uL por cavidade), a microplaca foi incubada a
37°C durante 45 minutos, e em seguida lavada trés vezes com tampéao PBST.
Na fase subsequente, foram adicionados 50uL de suspensao antigénica viral
(IBVPR-05 do VBI em LCA) diluido a 1:2 em PBS (pH 7,4) acrescido de 10%
de LPD por cavidade, com incubacdo a 37°C, por uma hora. Seguindo-se a
adicdo do antigeno e quatro lavagens foram adicionadas as amostras-teste de
soro, na diluicdo 1:100 (IgG), ou de lagrima, na diluicdo 1:25, em duplicata. A
reacao foi incubada durante uma hora a 37°C. As microplacas foram lavadas
guatro vezes com tampdo PBST. Acrescentou-se 50uL dos anticorpos
conjugados com peroxidase anti-lgG de galinha (1:2000), incubando-se durante
duas horas a 37°C. Seguindo quatro lavagens das microplacas com PBST,
foram acrescidos 50 uL de solucdo do substrato-cromédgeno orto-fenileno-
diamina (OPD, Dako, USA) diluido em H,O deionizada contendo 0,006% de
H202, sendo a reacao incubada por um periodo de 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Por fim, a reacdo de degradacdo enzimatica do
substrato foi bloqueada pela adicao de 50uL/cavidade de acido cloridrico 1M,
sendo, ao final, as densidades 6pticas (DO) obtidas e mensuradas em leitor de
microplaca a 490nm (Bio-Rad, Modelo-550, USA). Os valores de DO obtidos
foram convertidos em A/P (amostra x positivo), de acordo com a equacéo
abaixo.

AP = (DO amostra teste — DO controle negativo)

(DO controle positivo — DO controle negativo)

4.7 Quantificacdo da expressao de genes relacionados as respostas

imunes e da replicagéo viral

4.7.1 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total dos 6rgdos em avaliacao foi realizada com o kit
comercial Trizol Reagent (Invitrogen, Life Technologies), seguindo as
recomendacdes do fabricante.
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Aproximadamente 100mg a 200mg das amostras foram maceradas
juntamente com 1000pL de Trizol Reagent, com auxilio de um micropistilo e um
microtubo isento de DNAse e RNAse. A mistura foi homogeneizada por 15
segundos em voértex e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente (TA).
Acrescentou-se 200uL de uma mistura de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1),
realizando-se agitacdo por inversao por no minimo 10 vezes. Apds um periodo
de cinco minutos a TA, as amostras foram centrifugadas a 12000g durante 15
minutos a 4°C. Apdés a centrifugacdo, aproximadamente 500uL do
sobrenadante foi separado e transferido para outro microtubo de 1,5mL livre de
DNAse e RNAse. As amostras de RNA foram precipitadas em 500uL de
isopropanol, apds incubagcdo por quinze minutos, a -70° e centrifugacéo
12000g, por dez minutos a 4°C. O isopropanol suspenso foi descartado e as
amostras foram lavadas em 1000 pyL de etanol (75%) e secas a TA. Em
seguida, os precipitados foram ressuspensos em 12uL de agua tratada com
dietil-pirocarbonate 0,1% (DEPC).

4.7.2 Transcricao reversa (RT)

A reacdo de transcricao reversa foi efetuada em um Termociclador PTC
— 200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research). O protocolo comec¢ou incubando-
se a 65°C durante cinco minutos: 50ng do RNA genbémico extraido, dNTP
0,5mM (Invitrogen, Life Technologies), 0,5ug de Randon Primer (Invitrogen, Life
Technologies) e 3uL de agua DEPC. Em seguida, acrescentou-se o tampao da
RT 5 x (Invitrogen), 40U de inibidor de ribonucleases (Invitrogen, Life
Technologies) e incubou-se a 42°C durante dois minutos. Por fim, 50U da
enzima SuperScript (Invitrogen) foi adicionada a mistura, incubando-se a 42°C
durante 50 minutos, e a 70°C por 15 minutos. O volume final da reacéo foi de
20pL. O DNA complementar (cDNA) obtido pela transcricdo reversa foi

armazenado a —20°C para uso posterior na técnica de PCR em tempo real.

4.7.3 PCR em tempo real

Apo6s a extracdo do RNA total e a sintese do cDNA, foi realizado o
método de PCR em tempo real seguindo os procedimentos descritos por Okino
et al. (2013). Em suma, utilizou-se o marcador SYBR Green |, sendo a reacgéo
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conduzida em um aparelho termociclador Chromo 4 - PTC — 200 Peltier
Thermal Cycler (MJ Research). Foi utilizado um volume de 2,0uL de cDNA
proveniente da RT, ao qual acrescentou-se 10,0uL da mistura KAPA SYBR®
FAST Universal 2X gPCR Master Mix (KAPABIOSYSTEMS), 10pmol de cada
“‘primer” desenhados por Okino et al (2013) (Tabela 1), completando-se com
agua para um volume final de 20ul. Destaca-se que tanto o primer forward
como o reverse foram desenhados para regides de Exons especificos para a
guantificacdo dos genes de cadeia beta do CD8, granzima A e também do
gene constitutivo GAPDH, de forma que somente o0 RNAm serviria como molde
(template) para a amplificacdo pela técnica de gPCR em tempo real. As
reacdes foram realizadas em microtubos especiais de 0,2mL com as tampas
apropriadas para leitura Optica, o que é requerido pelo sistema de deteccéo e

mensuracao fotomeétrica desse equipamento de PCR em tempo real.

Tabela 1. Primers desenhados (Okino et al., 2013) para regibes de Exons
especificos para a quantificacdo dos genes de cadeia beta do CD8,
granzima A e gene constitutivo GAPDH.

Acession Location Product Exon

Gene Primers (5'-3) number (nt) size boundary

Forward:
AGCTGAATGGGAAGCTTACTGG
GAPDH NM_204305.1 719-792 74 bp 4/5
Reverse:
GCAGGTCAGGTCAACAACAGAG

Forward:
CTGCATGGCTCCGACAATGG
CD8B (2) NM_205247.2 710-802 93bp 2/3
Reverse:
ATCGACCACGTCAAGCTGGG

Forward:

GCGTAGCAGGATGGGGACAA
Granzg me A NM_204457.1  429-627  199bp 415
2 Reverse:

CCACCTGAATCCCCTCGACA

Foi realizada a quantificacdo relativa da expressao génica da Granzima
A e do marcador cadeia beta de linfocito T citotoxico CD8+, a partir do cDNA

obtido pela técnica de RT, utilizando-se a técnica de PCR em tempo real.
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O perfil térmico da PCR foi constituido por um primeiro ciclo de 95°C por
trés minutos, seguindo-se de mais 40 ciclos, compostos por desnaturagdo a
95°C por 3 segundos, anelamento a 60°C por 15 segundos e extensédo a 72°C
por 18 segundos. Ao final dessa etapa, foi realizada a dissociacao dos produtos
amplificados de DNA, entre a temperatura de 65°C e 95°C para a avaliagdo da
Tm, e as leituras efetuadas a cada 0,2°C. Todas as amostras foram testadas,
no minimo, em duplicata.

A quantificagdo relativa da expressdo génica das citocinas e demais
genes relacionados a imunidade celular foi realizada conforme o método
descrito por Livak e Schmittgen (2001), sendo a expressdo de cada gene
normalizada em relacdo ao gene GAPDH, utilizando-se como nivel basal de
expressdo génica as amostras provenientes de aves do grupo controle
negativo (grupo C, ndo imunizadas e néo desafiadas).

Para a quantificacdo da replicacdo viral os ciclos da reacdo foram
constituidos por um primeiro ciclo de 95°C por trés minutos, seguindo-se de
mais 40 ciclos compostos por desnhaturacdo a 95°C por trés segundos,
anelamento a 45°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por trés segundos. Ao
final dessa etapa de 40 ciclos, foi realizada a dissociacdo dos produtos
amplificados de DNA, entre a temperatura de 65°C e 95°C, para a avaliacdo da
Tm, e as leituras efetuadas a cada 0,2°C. Todas as amostras foram testadas,

no minimo, em duplicata.

4.7.4 Construcédo da curva padrdo para quantificacdo da carga viral
pelatécnica de PCR em tempo real

A curva padréo foi construida para quantificacéo relativa do cDNA. Um
fragmento de cerca de 1,6Kb do gene S1 da estirpe M41 do VBI foi clonado no
vetor pGEM T Easy (Promega). O DNA plasmidial foi extraido, quantificado
através da leitura em biofotdbmetro (Eppendorf) e submetido a diluicdes
seriadas de razdo constante igual a 10 (10 a 109, e em seguida & técnica de
RT-PCR em tempo-real com a utilizagdo de “primers” para amplificacdo de

sequéncia parcial do gene S1 do VBI.
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O valor obtido da quantificacdo do DNA plasmidial extraido foi
convertido em numero de moles utilizando-se o programa computacional
Molbio.ru (www.molgen.mpg.de/~soldatov/protocols/scripts/01_07.html).

Os valores de “threshold cycle” (CT) obtidos a partir da RT-PCR em
tempo real foram subseqientemente usados para calcular e tracar uma linha
de regressao linear através do logaritmo do numero de moles do “template”

(eixo Y) contra o valor correspondente de CT (eixo X).

4.8 Avaliacao do estado de protecdo apos a infecgcao experimental

4.8.1 Avaliacao histopatologica

Apés serem colhidas, as amostras foram processadas por técnicas
histolégicas usuais de fixacdo, desidratacdo, diafanizacdo e coloracdo com
hematoxilina-eosina (HE), para a realizacdo dos exames histopatoldgicos.
Essas etapas foram conduzidas por laboratorio terceirizado.

Foram avaliadas alteracfes circulatérias como hiperemia e hemorragia;
alteracdes celulares como degeneracdes, necrose e autdlise; presenca de
infiltrado inflamatério; alteracdes de crescimento como hipotrofia e hipertrofia,;
presenca de pigmentos como hemossiderina. As alteracfes foram descritas e
classificadas de acordo com a distribuicdo (focal, multifocal e difusa) e
intensidade (discreta, moderada e acentuada) da lesao (Tabela 2). Durante a
observacado microscopica foram utilizados os aumentos de 4x, 10x, 20x, 40x na

objetiva.

Tabela 2. Parametros de avaliacdo da intensidade de lesdes observadas nos
tecidos frente ao desafio e vacinacdo com o VBI.

_ . % de severidade acometida no
Intensidade (escore) da lesao

tecido
Ausente (0) 0%
Discreto (1) >0e<25%
Moderado (Il) >25e <50%
Acentuado (l11) > 50%

%: percentagem
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4.9 Anédlise estatistica dos resultados

Toda a analise estatistica foi realizada empregando-se o programa
computacional Graphpad Prisma 4 for Windows, verséo 4.0, Inc. 2003, sendo
adotados testes ndo paramétricos.

Para a determinacédo das diferencas das medianas entre os grupos do
delineamento experimental relativo a ELISA e g-PCR foi utilizado o teste de
Mann-Whitney (dois grupos experimentais). Entre os ensaios foram aplicados
intervalos de confianca de 95%, e considerados estatisticamente significantes
niveis descritivos iguais ou inferiores a 0,05.

As andlises de correlacdo entre os ensaios foram determinadas pelo
método de Spearman, ao nivel de significancia de 5%. Os diferentes graus de

correlacdo entre os ensaios foram classificados de acordo com a tabela 3.

Tabela 3. Critérios de interpretacéo do coeficiente de correlagcdo de Spearman

Valores de r Descricéo

+1,00 Correlagéo positiva perfeita
+0,70 a +0,99 Correlagéo positiva forte
+0,30 a +0,69 Correlagéo positiva moderada
+0,01 a +0,29 Correlagéao positiva fraca

0,00 Nenhuma correlagao
-0,01 a-0,29 Correlagéo negativa fraca
-0,30 a -0,69 Correlagéo negativa moderada
-0,70 a-0,99 Correlagéo negativa forte

-1,00 Correlagéo negativa perfeita
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5 RESULTADOS

5.1 Determinagéo da infectividade viral

O titulo infectante da estirpe variante brasileira IBVPR-05 do VBI,
determinado por titulagdo viral em ovos embrionados SPF foi igual a 10%%
DIEsge, / ml.

5.2 Preparacao da vacina experimental

Foi obtida uma vacina contra variante brasileira IBVPR-05 classificada
no genotipo BR-I do VBI formulada como uma emulséo estavel com adjuvante
a base de agua em 6leo (Montanide ISA 71) apresentando as seguintes
caracteristicas: aspecto homogéneo, coloracdo esbranquicada, facil
manipulacdo com auséncia de enrijecimento no preparo e administracdo e

inexisténcia de atividade infectante residual.

5.3 Alteracdes macroscépicas em aves vacinadas ou ndo e
desafiadas com a estirpe IBVPR-05
Durante a colheita das amostras e de érgaos foi realizada minuciosa
necropsia das aves, em todos os intervalos pés-infec¢cdo. No tocante ao grupo
nao vacinado (grupo B), a ave 3 apresentou, no intervalo de 3 dpi, caquexia e
diminuicdo de tamanho quando comparados as aves do mesmo grupo e do
outro grupo experimental. Na necropsia da ave 4 foram encontrados, aos 7 dpi,
ambos os rins com coloracéo palida em todo o 6rgdo, enquanto que na ave 5
foi encontrada acentuada nefromegalia, com as bordas dos rins arredondadas
e presenca de dilatacao vascular na superficie (Figura 3). Esse ultimo achado é
sugestivo de congestao/hiperemia. As aves 7, 8, 9 e 10 desse mesmo grupo
nao vacinado apresentaram o0s mesmos achados macroscépicos no rim e,
ainda, na ave 8 foi detectada a presenca de discreto exsudato muco-seroso na

traqueia.
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Figura 3. Imagem fotogréfica das alteracbes macroscépicas pertencentes a ave 5 do
grupo B (ndo vacinado e desafiado com a estirpe variante IBVPR-05).
Nota-se acentuada nefromegalia e congestdo dos rins (seta vermelha).

As aves pertencentes ao grupo A (aves vacinadas) e C (controle), em
todos os intervalos, ndo apresentaram lesdes e/ou alteracbes macroscopicas

significativas.

5.4 Histopatologia

5.4.1 Traqueia
AlteracOes histopatoldgicas significativas na traqueia foram observadas

a partir do terceiro dpi. Dentre os parametros avaliados, pode-se observar
apenas hiperemia multifocal na forma discreta em uma ave do grupo B (néo
vacinado) e na forma moderada em uma ave do grupo A (vacinado). Também
foi observado hipertrofia de células caliciformes em uma ave do grupo A
(Tabela 4).

No sétimo dpi, no qual as aves se encontravam em fase aguda da
doenca, as lesbes foram melhores evidenciadas, especificamente no grupo nao
vacinado (B), de forma que foram observados infiltrado inflamatoério (misto) e

hiperemia em todas as aves desse grupo (Figura 4). Alteracbes como
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descamacado ciliar (epitélio aciliar) e hipertrofia da mucosa, foram evidenciadas
em duas aves na forma focal e acentuada e hemorragia mulfi-focal moderada
foi observada apenas em uma ave. Nas aves do grupo vacinado foi observado
apenas hipertrofia de células caliciformes e leve infiltrado inflamatério (misto)
em uma Unica ave.

Aos décimo primeiro dpi, as lesdes traqueais regrediram nas aves do
grupo nao vacinado, sugerindo que estava ocorrendo uma regeneracdo do
epitélio ciliado. Foi observada também nesse mesmo intervalo pés-desafio,
apenas hiperemia moderada variando de discreta a multi-focal em todas as
aves deste grupo, e ainda discreta inflamacdo multi-focal em uma ave. No
grupo vacinado, todas as aves apresentaram hipertrofia de células caliciformes
na forma acentuada (Figura 5).

As aves do grupo C (controle) ndo apresentaram lesées microscopicas

guer seja na traqueia, quer seja nos rins.

Tabela 4. Alteracdes microscOpicas observadas na traqueia dos grupos A (vacinado e
desafiado com variante IBVPR-05), B (ndo vacinado e desafiado com
variante IBVPR-05) e C (controle), FCAV/UNESP - Jaboticabal — SP,

(2014).
Alt 0 ofo]
Dpi eracdes patologicas
A B C
hiperemia MF | (1)
3 hipertrofia de células hiperemia MF Il (1) 0
caliciformes F 1l (1)
inflamacéao MF 1l (2)/ MF | (1)
hipertrofia de células hiperemia MF 11 (2)/D Il (1)
7 caliciformes F Il (1) hipertrofia mucosa F Ill (2) 0
Inflamacéo F 1 (1) Epitélio aciliar F 11l (2)
hemorragia MF Il (1)
hipertrofia de células inflamacéo MF I (1)
11 - . . 0
caliciformes F 111 (3) hiperemia D Il (3)/MF Il (1)

Dpi = dias p6s-infecgéo; A: vacinado com a estirpe IBVPR-05; B: grupo de aves nao vacinadas e desafiadas com a
variante; C: grupo controle; F: focal; MF: multi-focal; D: difuso; 0: ausente; I: discreto; II: moderado; Ill: acentuado; ( ):
nimero de aves afetadas.
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Figura 4. Fotomicrografia do tecido tragueal de ave do grupo B (n&o vacinado e
desafiado com estirpe variante IBVPR-05) aos 7 dpi. Nota-se moderado
infiltrado inflamatdrio por heterofilos, perda de epitélio ciliar, hiperemia
discreta e pequenos focos hemorragicos na mucosa. HE, obj. 400x.

Figura 5.

Fotomicrografia do tecido traqueal de ave do grupo A
(vacinado e desafiado com estirpe variante IBVPR-05)

aos 11 dpi. Nota-se acentuada hipertrofia das células
caliciformes (seta preta). HE, obj. 400x.
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5.4.2 Rim
As aves do grupo ndo vacinado (B) desenvolveram lesdes renais ja no

terceiro dpi (Tabela 5). As lesBes mais caracteristicas foram relacionadas a
hiperemia visualizada em trés aves. Infiltrado inflamatério por heterdfilos foi
visualizado em duas das aves desse grupo, indicando quadro de nefrite aguda
(Figura 6). Ademais, necrose tubular (picnose) multi-focal foi visualizada em
apenas uma ave (Figura 7) e, em uma outra ave foram obsevadas algumas
células tubulares com citoplasma edemaciado com coloragéo palida indicando
guadro de degeneracdo dos tubulos renais. No grupo vacinado (A), apenas
uma ave apresentou hiperemia focal discreta no rim.

No sétimo dpi, apenas as aves pertencentes ao grupo néo vacinado (B)
apresentaram lesdes patoldgicas significativas. Tais lesfes foram
caracterizadas por infiltrado inflamatorio mulfi-focal, que foi observado em duas
aves desse grupo. Foi também observada acentuada necrose tubular mulfi-
focal em uma outra ave desse mesmo grupo. Alteracdes vasculares como
hiperemia foi detectada em todas as aves nao vacinadas (Figura 8). Por outro
lado, ndo foram encontradas alteracdes patologicas nas aves do grupo
vacinado (A).

A partir do décimo primeiro dpi, o tecido renal apresentava-se isento de
necrose e com pontos de regeneracao epitelial. Apenas nas aves do grupo B
foram visualizadas lesdes patologicas, sendo as Unicas observadas hiperemia
e infiltrado inflamatério. Nas aves pertencentes ao grupo A e C nao foram

evidenciadas alteracfes patoldgicas dignas de nota.
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Alteracdes microscopicas observadas no tecido renal pertencente
aos animais dos grupos A (vacinado e desafiado com variante
IBVPR-05), B (ndo vacinado e desafiado com variante IBVPR-05)
e C (controle), FCAV/UNESP — Jaboticabal — SP, (2014).

Dpi

Alteragdes patologicas
A B C

inflamacdo F I (1) e F Il
(1)
hiperemia F | (1) necrose MF I (1) 0
hiperemia MF | (1)/D Il (2)
degeneracdo MF 11 (1)

inflamacéo MF | (1)/MF Il
@
0 necrose MF 111 (1) 0
hiperemia D Il (2)/ MF 1lI
1)

11

inflamacéo F Il (1)/ MF |
1)

hiperemia D Il (3)/MF I
@)

Dpi = dias pés-infeccao; A: grupo desafiado e vacinado com a estirpe IBVPR-05; B: grupo de aves desafiadas com a
estirpe IBVPR-05; C: grupo controle; F: focal; MF: multi-focal; D: difuso; 0: ausente; I: discreto; Il: moderado; IlI:
acentuado; (): nimero de aves afetadas.

Figura 6. Fotomicrografia do tecido renal de ave pertencente ao

|‘ ‘ s
o MR e . &1 N

grupo B (n&o vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05) aos 3 dpi. Nota-se moderado infiltrado
inflamatdrio (heterofilico) e discreta degeneracdo das
células tubulares (seta preta) indicando um quadro de
nefrite aguda. Destaca-se no canto inferior direito tecido
renal sem alteracao patoldgica pertencente a uma ave do
grupo C (controle). HE, obj. 400x.
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Figura 7. Fotomicrografia do tecido renal de ave pertencente ao grupo B (n&o
vacinado e desafiado com estirpe variante IBVPR-05) aos 3 dpi.
Nota-se acentuada hiperemia vascular, células tubulares com
nucleo em picnose (seta preta) demonstrando um quadro tipico de
necrose tubular. Destaca-se no canto inferior direito tecido renal
sem alteragdo patologica pertencente a uma ave do grupo C
(controle). HE, obj. 400x.

Figura 8. Fotomicrografia do tecido renal de ave pertencente ao
grupo B (ndo vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05) aos 7 dpi. Nota-se acentuada hiperemia
vascular em todo o 6rgao. HE, obj. 100x.
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5.5 Mensuracao de anticorpos locais e sistémicos contra o VBI

As amostras pertencentes as aves do grupo C (ndo vacinado e nao
desafiado com a estirpe variante IBVPR-05), que foram colhidas em todos os
intervalos do delineamento experimental, ndo apresentaram positividade para
0s anticorpos anti-VBI do isétipo 1gG testados no soro sanguineo e lagrima.

Em relacdo ao grupo vacinado (A), ja ao terceiro dpi foram observados
aumentos significativos nos niveis de anticorpos sistémicos e locais anti-VBI do
isotipo IgG, havendo diferenca estatistica significativa quando comparado ao
grupo nao vacinado (B). Esses niveis de anticorpos no soro sanguineo (Figura
9) e na secrecéo lacrimal foram mantidos também ao sétimo dpi (Figura 10).

No entanto, ao décimo primeiro dpi os niveis de IgG atingiram a sua
concentragdo maxima no soro, com valores significativamente maiores no
grupo que recebeu a vacina. Na secrecdo lacrimal os maiores niveis de
anticorpos IgG foram alcancados com 7 dpi, e com 11 dpi, com valores
significativamente maiores no grupo A que recebeu a vacina atenuada

(Massachussets) e a inativada (variante IBVPR-05) contra o VBI.
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Figura 9. Perfil cinético da producdo de anticorpos do isétipo 1gG anti-VBI

detectados pelo S-ELISAConA nas amostras de soro das aves, nos
diferentes intervalos poés-infecc@o (pi). Legenda: dpi- dias pos
infeccdo; A- grupo vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05; B- grupo nado vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05; C- grupo controle; AP: amostras/positivas. Estédo
indicadas na figura as diferencas significativas (a,b,c) pelo teste de
Mann-Whitney entre os grupos vacinados e ndo vacinados para
cada intervalo avaliado; p < 0.05, médias seguidas de letras
minudsculas diferentes diferem-se estatiscamente.
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Figura 10. Perfil cinético da producdo de anticorpos do isétipo 1gG anti-vBI

detectados pelo S-ELISAConA nas amostras de lagrimas das aves,
nos diferentes intervalos pos-infeccao (pi). Legenda: dpi- dias pés
infeccdo; A- grupo vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05; B- grupo ndo vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05; C- grupo controle; AP: amostras/positivas. Estéo
indicadas na figura as diferencas significativas (a,b,c) pelo teste de
Mann-Whitney entre os grupos vacinados e ndo vacinados para
cada intervalo avaliado; p < 0.05, médias seguidas de letras
minusculas diferentes diferem-se estatiscamente.



42

5.6 Quantificacdo da carga viral nos 6rgaos colhidos de aves
vacinadas ou ndo e desafiadas com o VBI

5.6.1 Construcéo da curva padréo para quantificacao absoluta da
replicacéo viral

A equacao linear gerada a partir da curva padrao foi y = -0,3239x +
12,172 com coeficiente de determinacdo (r*) = 0,992 (Figura 11). O teste
manteve linearidade por, no minimo, oito ordens de magnitude; usando-se 0
coeficiente angular da equacéo linear, a eficiéncia do teste foi estimada em
110,37%. O desvio padrédo dos valores de C(T) obtidos para cada reacao
contendo de 10" a 10™ cépias de DNA, calculadas a partir de dez corridas

independentes, variou de 0,06 a 0,62 ciclos.

G g |
Eficiéncia (10%32%9-1)x100 = 110,37% v =-0,3239x+ 12,172
*=0,9921
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Figura1l. Curva padrdo gerada com uso dos valores de C(t) vs. Log das diluicbes seriadas
de razdo 10 (10° a 10™"% do DNA plasmidial correspondente ao gene S1 do VBI.
A eficiéncia da reacéo foi de 110,37%, estimada com base no coeficiente angular
da reta como indicado pela férmula.
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5.6.2 Quantificacdo absoluta da replicagédo viral em diferentes
orgéaos

Com respeito a avaliacdo da replicacao viral em diferentes 6rgaos e
correspondentes a cada um dos intervalos ap6s a infeccdo, ou mais
especificamente a carga viral contida nos 6rgdos analisados, constata-se que a
maior carga viral apresentada foi nos rins das aves do grupo B (ndo vacinado)
com a estirpe IBVPR-05, no terceiro dpi (Figura 12). Apenas no décimo
primeiro dpi, as medianas nao diferiram significativamente do grupo vacinado
(A), apesar de observados maiores valores de carga viral no grupo nao
vacinado (B). Ainda neste contexto, pode-se observar que no terceiro dpi desse
mesmo grupo (B), as amostras de tragueia dessas aves tambéem
demonstraram maior quantidade de virus em relacdo as amostras obtidas de

gualquer dos outros grupos analisados (Figura 13).
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Figura 12. Nimero de coépias do gene S1 do VBI (Logio)
detectados nos rins das aves dos grupos A (vacinado
e desafiado com estirpe variante IBVPR-05), B (ndo
vacinado e desafiado com estirpe variante IBVPR-05)
e no grupo C (controle). Estéo indicadas na figura as
diferencas significativas (a,b,c) pelo teste de Mann-
Whitney entre os grupos vacinados e ndo vacinados
para cada intervalo avaliado; p < 0.05, médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas
diferem estatiscamente entre si.
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Figura 13. NUmero de copias do gene S1 do VBI (Logio)
detectados nos rins das aves dos grupos A (vacinado
e desafiado com estirpe variante IBVPR-05), B (ndo
vacinado e desafiado com estirpe variante IBVPR-05)
e C (controle). Estdo indicadas na figura as
diferencas significativas (a,b,c) pelo teste de Mann-
Whitney entre os grupos vacinados e nao vacinados
para cada intervalo avaliado; p < 0.05, médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas
diferem estatiscamente entre si.

5.6.3 Quantificacao relativa da expressao de genes relacionados as

respostas imunes cito-mediadas

5.6.3.1 Determinacao da expressao génica do marcador CD8+ da
célulaT

Os resultados do PCR em tempo real para avaliacdo da expressao
génica do marcador da cadeia p do CD8+ de células T citotoxicas nas amostras
de rins das aves dos diferentes grupos experimentais apresentou variagbes em
relacdo ao periodo poés-desafio que foi investigado. Houve aumento
significativo da expressdo génica de CD8+, somente a partir do sétimo dpi em
ambos o0s grupos, vacinado e ndo vacinado. As medianas entre 0s grupos
vacinado e ndo vacinado, em todos os intervalos pés-infecgcdo, nao

apresentaram diferencas significativas, embora o0s maiores valores de



45

expressdo do gene da cadeia p do CD8+ tenham sido observados no grupo

vacinado (Figura 14).
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Figura 14. Comparagdo entre as intensidades da expressédo do gene
codificador do marcador de linfécito T citotoxico CD8+ no
tecido renal, das aves do grupo A (vacinado e desafiado
com estirpe variante IBVPR-05), grupo B (n&o vacinado e
desafiado com estirpe variante IBVPR-05) e C (controle),
nos diferentes intervalos po6s-desafio. N&o houve
diferencas significativas pelo teste de Mann-Whitney entre
0s grupos vacinado e nao vacinado, para cada intervalo
avaliado (p > 0,05).

Em relacdo a traqueia, os valores de expressfes do gene para CD8+
seguiram 0s mesmos parametros obtidos nos rins, enfatizando um aumento a
partir do sétimo dpi, no entanto, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos vacinados e nao vacinados, embora ainda o grupo vacinado tenha

apresentado maiores valores de expressao génica (Figura 15).
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Figura 15. Comparagdo entre as intensidades da expressao do
gene codificador do marcador de linfcito T citotdxico
CD8+ na traqueia, das aves do grupo A (vacinado e
desafiado com estirpe variante IBVPR-05), grupo B
(ndo vacinado e desafiado com estirpe variante
IBVPR-05) e C (controle), nos diferentes intervalos
pés-desafio. Ndo houve diferencas significativas pelo
teste de Mann-Whitney entre os grupos vacinado e
nao vacinado, para cada intervalo avaliado (p >
0,05).

5.6.3.2 Determinacao da expressao génica da Granzima A

Os resultados relativos a expressdo génica do outro marcador de
linfécito T citotoxico, a Granzima A no rim, revelaram variacdes significativas
em relacdo aos intervalos 3dpi e 7dpi. Comparando-se as medianas entre os
grupos, o grupo vacinado apresentou valor significativamente aumentado de
expressdo em relagdo ao grupo ndo vacinado no terceiro e sétimo dpi; jA no
décimo primeiro dpi, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura
16).
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Figura16. Comparacdo entre as intensidades da expressdo do
gene codificador da Granzima homologa A no rim, das
aves do grupo A (vacinado e desafiado com estirpe
variante IBVPR-05), grupo B (ndo vacinado e
desafiado com estirpe variante IBVPR-05) e C
(controle), nos diferentes intervalos po6s-desafio.
Médias seguidas de letras minUsculas diferentes nas
colunas diferem estatiscamente entre si (p > 0,05).

Em relacdo a quantificacdo do RNAm da Granzima homdloga A na
traqueia, aumento significativo foi observado a partir do terceiro dpi, atingindo
pico ao sétimo dpi para ambos os grupos, demonstrando diferenca estatistica
nestes intervalos entre o grupo vacinado e nao vacinado. Ja no décimo

primeiro dpi, apesar dos maiores valores serem observados no grupo vacinado

em relacdo ao nao vacinado, a diferenca nao foi significativa (Figura 17).
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Figural17. Comparacdo entre as intensidades da expressdo do
gene codificador da Granzima homodloga A na traqueia,
das aves do grupo A (vacinado e desafiado com estirpe
variante IBVPR-05), grupo B (ndo vacinado e desafiado
com estirpe variante IBVPR-05) e C (controle), nos
diferentes intervalos pés-desafio. Médias seguidas de
letras minusculas diferentes nas colunas diferem-se
estatiscamente (p < 0,05).

5.7 Correlacdes
Em relacdo ao coeficiente de correlacdo (r) entre os resultados de carga

viral presente na traqueia e nos rins e da mensuracao de anticorpos anti-VBI na
lagrima e no soro, foram observadas correlacbes positivas fortes entre a
replicacdo do VBI e a mensuracdo de IgG na lagrima (traqueia r: 0,71; rins r:
0,87) e no soro (traqueia r: 0,78; rins r: 0,86).

Na comparacao entre os resultados de replicacéo viral e da expresséao
dos genes imunorelacionados, foi verificada correlacao positiva moderada com
os achados de expressdo de Granzima homéloga A (traqueia r: 0,40; rins r:

0,38) e CD8+ (traqueia r: 0,46; rins r: 0,36), em ambos 0s Orgaos.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, todas as aves vacinadas por via intramuscular com
a vacina inativada com adjuvante oleoso contendo a estirpe IBVPR-05 foram
resistentes ao desafio homoélogo com a mesma estirpe virulenta, com base na
auséncia de lesdes microscopicas na traqueia e rins, e menor carga viral, bem
como no aumento de niveis anticorpos lacrimais e séricos anti-IBV do isotipo
IgG e na maior expressdo dos genes de respostas imunes cito-mediadas, tais
como o gene CD8 e a granzima A, tanto nos rins, como nha traquéia.

As lesdes microscopicas observadas nos rins provocadas pela estirpe
IBVPR-05 foram semelhantes aos descritos em estudos anteriores para esta e
outras estirpes nefropatogénicas do VBI (ALBASSAM et al, 1986; FERNANDO
et al, 2013). No grupo apenas desafiado com a estirpe IBVPRO0O5, as aves
apresentaram, aos 3 dpi, lesbes renais abundantes com difusa a moderada
infiltrac&o linfo-histiocitica entre os tubulos, e ao lado dos tubulos distais e
ductos coletores. Tais alteracdes histopatoldgicas renais foram encontradas por
Ladman et al. (2002) ao investigarem a patogenia produzida por estirpe
nefropatogénica do VBI.

Ademais, deve-se ressaltar que a imunidade homologa induzida pela
estirpe IBVPRO5 inativada foi eficiente em conferir protecédo as aves desafiadas
com essa mesma estirpe virulenta, enquanto que estudos anteriores
demonstraram que aves vacinadas apenas com vacina atenuada comercial
(estirpe  H120) e desafiadas com a estirpe heteréloga IBVPR-05
(nefropatogénica) nao revelaram protecao, especialmente nos tecidos renais. O
fato € que essas aves previamente imunizadas com a estirpe H120 e depois
desafiadas apresentaram alteracfes histopatolégicas significativas nos rins
(Fernando et al., 2013).

Isso demonstra que a imunizagdo com vacina comercial formulada com
a estirpe atenuada H120 ndo € capaz de induzir protecdo cruzada contra a
estirpe variante brasileira IBVPR-05 e possivelmente contra outras variantes
pertencentes a esse mesmo gendtipo / sorotipo. Na verdade a estirpe IBVPR-
05 previamente classificada em um outro genétipo do VBI isto €, o genoétipo
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BR-I (Montassier et al., 2006, 2012) deve pertencer a um um sorotipo diferente,
tal como foi demonstrada em andlises de atividade virus-neutralizante de
outras estirpes classificadas como gendétipo BR-I (CHACON et al., 2011).
Assim, e como acontece com muitos outros diferentes sorotipos do VBI, pouca
ou nenhuma prote¢éo cruzada é induzida apds a vacinacdo com determinadas
estirpes de referéncia que sdo heterélogas a novos sorotipos variantes
existentes circulando no campo.

Ao comparar as alteracGes histopatologicas na traqueia dos grupos
vacinado e ndo vacinado foi observada diferenga no status da protecdo. Assim,
os danos causados pela estirpe variante brasileiras IBVPR-05 foram maiores
para as aves do grupo nao vacinado, que mostraram infiltracdo moderada de
células inflamatoérias e degeneracéo/necrose epitelial. Alteracdes semelhantes
foram encontradas por Okino et al. (2013) em aves nao vacinadas e desafiadas
com estirpe M41, embora a presenca de lesdes significativas na traqueia tenha
sido maior nos resultados discutidos nesse ultimo estudo, quando comparados
com nossa pesquisa. Em contrapartida, Fernando et al (2013) observaram
menores escores de lesdes histopatologicas na traqueia, tanto em aves
vacinadas com estirpe comercial (M41) quanto em aves nao vacinadas frente
ao desafio com estirpe variante brasileira IBVPR-05. Isto provavelmente se
deve ao fato de a estirpe IBVPR-05 ter maior tropismo pelo tecido renal do que
pelas células do trato respiratorio.

Os resultados de RT-gPCR mostraram que as cargas virais foram mais
elevadas no rim do que na tragueia, para ambos 0s grupos experimentais de
aves; vacinadas e ndo vacinadas. Tal achado reforca o carater nefropatogénico
desse isolado. Os resultados de RT-gPCR também mostraram que houve
diferenca significativa no numero médio de copias do gene S1 que foi
detectado nas amostras traqueais do grupo ndo vacinado nas quais foram
detectados valores superiores aqueles encontrados nas amostras traqueais
das aves do grupo vacinado (P <0,05). Da mesma forma, a carga viral média
detectada nos rins a partir de aves do grupo néo vacinado foi superior, e
mostrou uma diferenca significativa em comparagéo com a observada no grupo
vacinado (P <0,05). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por
Fernando et al. (2013) tanto em aves apenas vacinadas com estirpe comercial
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heter6loga H120, quando em aves ndo vacinadas apds desafio com a estirpe
IBVPR-05.

Ladman et al. (2002) demonstrou que aves vacinadas com vacina
atenuada heteréloga, mesmo quando apés terem recebido doses vacinais de
reforco, apresentaram maiores indices de re-isolamento viral presente no
tecido renal, ao serem comparadas com aves vacinadas com vacina viva
heter6loga mais vacina inativada homologa frente ao desafio por uma estirpe
nefropatogénica.

A maior carga viral presente nos rins pode estar relacionada com o
desenvolvimento de lesdes renais. Nesse contexto, sabe-se que a glicoproteina
S1 do VBI é em grande parte responsavel pelo tropismo de tecidos de uma
estirpe do VBI (KUO et al., 2000).

Esta glicoproteina desempenha um papel critico na infectividade viral e
contém os determinantes antigénicos que induzem a formac&o de anticorpos
neutralizantes. Assim, a variacdo na composicao de aminoacidos localizados
em algumas regides da glicoproteina S1, isto €, 0s epitopos indutores de
anticorpos neutralizantes, poderia resultar na alteracdo do tropismo de tecidos,
viruléncia e antigenicidade de uma dada estirpe de VBI. Isso se constitui na
principal estratégia do VBI para escapar dos mecanismos de defesa do
hospedeiro (CAVANAGH et al, 1997; KEELER et al, 1998; COOK et al, 1999).

Dessa forma, as alteracdes nos genes da glicoproteina S1 da estirpe
IBVPR-05, resultam em alteracdes significativas dessa mesma proteina e
proporcionou uma acentuada predilecdo para a infeccdo de células epiteliais
gue nao pertencem ao trato respiratério, possivelmente através de um
mecanismo de fuga no hospedeiro, o0 que, no caso desta variante, aumentou o
tropismo para as células epiteliais do rim, e isto levou ao desenvolvimento de
nefrite nos animais n&o vacinados.

Os resultados do PCR em tempo real para avaliacdo da expressao
génica do marcador CD8+ de células T citotoxicas nas amostras de traquéia e
de rins das aves pertencentes aos grupos vacinado e nao vacinado apresentou
variacdes na cinética do periodo pos-desafio que foi investigado. No sétimo dia
pos-desafio foi verificado que os valores da expressdo desses dois genes de

resposta imune cito-mediada se elevaram mais acentuadamente nos dois
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grupos experimentais de aves e declinaram depois deste periodo. Estudos
prévios revelaram que as células efetoras T colhidas com 10 dias pos-infecgéo
de aves com o VBI garantem a protecdo das aves durante a fase aguda da
infeccdo por este virus e que a ativacao dessas células T declina ap6s 10 dias
de infeccdo (COLLISSON et. al, 2003). Além disso, a ativacdo de células T por
antigenos especificos se desenvolve até 10 dias pds-infeccao, periodo no qual
sdo encontrados 0s maiores numeros destas células. Durante este periodo, a
infeccdo aguda é resolvida e as particulas infecciosas do VBI sdo reconhecidas
e eliminadas do meio interno do hospedeiro e, ap6s o “clearence” do patégeno,
a maioria das células T especificas sofrem morte por apoptose (SEO e
COLLISSON, 1997).

Embora ndo houvesse diferenca estatistica na expressao do gene de
cadeia p do CD8 pelas aves do grupo vacinado em relacdo as aves do grupo
nao vacinado, maiores expressdes deste gene foram observadas nas aves
imunizadas. Ao contrario disso, Okino et al. (2013) observaram maiores valores
significativos da expressdo do gene de cadeia a do CD8 em aves vacinadas
guando comparadas a ndo vacinadas. Isso se deve provavelmente ao fato de
que o gene de cadeia a é também expresso em células NK, além das células T
CD8+.

Diversamente do que ocorreu com a expressao do gene da cadeia 3 do
CDS8, os niveis de expressdo do gene da granzima A revelaram-se, no 3° e 7°
dpi, significativamente mais aumentados na mucosa traqueal e nos rins das
aves vacinadas do que nas aves nado vacinadas. Aumentos similares, embora
mais precoces, da expressao do gene da Granzima A foram encontrados em
aves previamente imunizadas, na idade de 1 dia, com vacina atenuada da
estirpe Massachusetts (H120) e desafiadas 3 semanas depois com estirpe
homéloga (M41) (Okino et al., 2013). Ainda, achados semelhantes do perfil da
expressdo génica do marcador génico Granzima A foram também descritos em
estudos sobre infec¢do experimental de aves com o Virus da Doenga de Marek
no tocante ao tempo poés infeccdo, tendo sido relatado um aumento gradativo
na expressao deste gene nos periodos de 4 e 7 dpi, declinando em seguida
(SARSON et. al, 2006).
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Deve-se ressaltar nesse ponto que a resposta dos linfocitos T citotdxicos
em galinhas contra a infeccdo pelo VBI parece exercer um papel
preponderante na eliminacdo desse virus do meio interno do hospedeiro
durante a fase aguda da infeccao. Na verdade, foi observado que a cinética da
replicacdo viral apés a infeccdo de aves ndo vacinadas previamente se
correlaciona diretamente por um ou dois dias com a cinética da resposta de
células T citotéxicas acompanhando, dessa forma, o aumento e depois o
declinio do processo infeccioso causado pelo VBI (MONTASSIER, 2010,
OKINO et al., 2013).

Um aspecto interessante na avaliacdo da expressao desses genes de
imune-resposta foi a coincidéncia das elevacbes para a expressao dos genes
CDS8 das ceélulas T citotoxicas e da Granzima A, reforcando a participacdo das
células T citotoxicas de memodria nesse fendbmeno de protecao induzida pela
vacinagao prévia com a vacina inativada oleosa contendo a estirpe IBVPR-05
para as aves desafiadas com a estirpe homodloga.

H4, portanto, uma forte evidéncia da importancia da presenca de
linfocitos T de memodria, a qual pode ser avaliada por meio da expressao
génica de alguns de seus marcadores como o Granzima A, que sao ativados
precocemente no grupo vacinado que assegura um combate mais rapido ao
VBI em relagdo ao grupo ndo imunizado.

Ao se analisar o perfil cinético na resposta imune humoral sistémica
obtido neste estudo para os anticorpos anti-VBI do isétipo IgG, nota-se que
houve aumento significativo dos niveis desses anticorpos, em todos o0s
intervalos de tempos; os niveis de anticorpos elevaram-se significantemente no
grupo vacinado, enquanto que no grupo B (ndo vacinado) tal aumento comecou
a ocorrer discretamente somente no 11° dia pdés infeccdo, ou seja a
soroconversao foi mais tardia, provavelmente devido a falta de linfocitos B de
memoaria conferidos aos grupos vacinados no primeiro dia de vida com vacina e
reforgco com vacina inativada homologa.

No entanto, a maior parte dos artigos da literatura destaca que os titulos
de anticorpos anti-VBI do soro sanguineo ndo apresentam boa correlacdo com
0 estado de protecdo ao desafio com estirpe virulenta do VBI, especialmente
qguando o estado de protecdo € avaliado através da mensuragdo do grau de
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lesBes histologicas e do re-isolamento viral na traqueia e rins. Por outro lado,
considera-se que o0s niveis de anticorpos presentes nas secre¢cfes mucosas
estdo mais envolvidos na protecao do trato respiratério e, especialmente, da
porta de entrada desse virus constituida pelas células epiteliais da mucosa
nasal e traqueal (CAVANAGH, 2007; LANCELLOTTI et al., 2014;
MONTASSIER, 2010).

Embora os anticorpos do isétipo IgG no soro sanguineo revelaram uma
associagao com a protecao ao desafio com o VBI, os niveis destes anticorpos
presentes na secrecao lacrimal foram de maior magnitude principalmente no 7°
dpi. Nesse sentido, os resultados obtidos corroboraram os dados observados
em investigacdes anteriores que também encontraram importantes marcadores
de imunidade humoral na secrecdo lacrimal (LANCELLOTTI et al., 2014;
PEREIRA, 2006, OKINO et al,, 2013).

Nossos resultados demonstraram a associacao entre os anticorpos IgG
anti-VBI lacrimais e protecao contra a infec¢éo, esta descoberta ndo concordou
com os dados registrados por Gelb et al. (1998). Esta discordancia pode estar
associada com o fato de que esses autores ndo determinaram titulos de
anticorpos, como realizado neste estudo, e um método diferente de ELISA fora
utilizado, o qual n&o foi capaz de discriminar isétipos de anticorpos, analisados
aqui. Além disso, a protecdo avaliada por Gelb et al. (1998) foi apenas com
base na auséncia de isolamento do virus, enquanto que em nosso estudo,
além de quantificacdo da carga viral presentes em rins e traqueia, foram
avaliadas histopatologia e imunidade celular com base nos niveis expressos
dos genes CD8 e grazima A.

Contrariamente a esta divergéncia, os resultados do presente inquérito
concordou com os achados de Toro e Fernandez (1994) e Mondal e Naqi
(2001), confirmando o envolvimento de anticorpos especificos locais no
controle da infecgdo por VBI, especialmente aqueles que apresentam virus-
neutralizacdo atividade e pertencentes a isotopos 1gG. Além disso, nossos
resultados confirmaram os achados de Okino et al. (2013), que caracterizam o
papel da memdria das respostas imunes humorais no compartimento das
mucosas do trato respiratério e anexos; isto €, na secregao lacrimal. Okino et

al. (2013) relataram que a resposta de memodria que estd relacionada a
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producéo de anticorpos anti-VBI do is6tipo IgG lacrimal, nos intervalos de um e
cinco dias ap6s a infeccdo, estd correlacionada ao estado de protecdo da
mucosa da traquéia contra a infeccéo pela estirpe M41 do VBI.

Assim, 0s nossos resultados indicaram que os anticorpos locais sao
efetivamente induzidos pela vacina inativada formulada com a estirpe variante
brasileira do VBI em galinhas SPF e estes anticorpos forneceram uma parte
significativa da protegcdo para as vias respiratorias superiores destas aves.
Essa superficie da mucosa, especialmente a da traqueia se constitui na porta
de entrada e no sitio primario de replicacdo do VBI. Além disso, as respostas
imunes cito-mediadas, que foram avaliadas neste estudo através da expresséo
dos genes CD8 e da granzima A, ndao podem ser excluidas como um
mecanismo de protecdo adicional de resisténcia contra a infec¢cdo pelo VBI,
dado que os linfécitos citotoxicos especificos T CD8 tém sido demonstrados
como importantes fatores na imuno-protecao contra este virus (COLLISSON et
al.,, 2000; OKINO et al., 2013). Assim, o conceito correto aplicavel para a
definicho de mecanismos mais eficazes de protecdo imunoldgica contra a
infeccdo por VBI é assumir que os anticorpos locais e mecanismos imunes
celulares poderiam estar atuando em um aditivo ou de forma sinérgica, a fim de
conferir um estado de protecdo mais completa contra a infeccédo, como relatado
também por Okino et al. (2013).

Como € geralmente o que ocorre na protecdo induzida por vacinas
contra estirpes respiratérias do VBI, a melhor protecdo contra o desafio
virulento por estirpes nefropatogénicas desse mesmo virus é obtida também
com estirpe homéloga pertencente ao mesmo gendétipo / sorotipo, ou com
estirpe que seja o mais semelhante possivel a estirpe de desafio e
principalmente que esteja circulando na criacdo de aves (LADMAN et al.,
2002). No entanto, a possibilidade de utilizar uma vacina viva formulada com
estirpe homdloga a uma das variantes do genétipo / sorotipo BR-I, tal como a
estirpe IBVPR-05, para controlar a doenga em planteis comerciais de aves nao
€ possivel atualmente, pois um virus atenuado e estavelmente seguro nao esta
disponivel.

Em estudos anteriores (FERNANDO et al.,, 2013) ja havia sido

constatado que a vacinagdo com vacina atenuada comercial heter6loga (H120)
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nao reduziu o isolamento da estirpe variante brasileira IBVPR-05 no rim ou a
incidéncia de lesdes renais microscopicas. No tocante a isso, Ladman et al.
(2002) demonstraram que vacinas atenuadas contendo estirpes heterélogas do
VBI ainda podem oferecer protecdo cruzada parcial. Observou-se em um
estudo anterior que a imunizacdo com estirpes vacinais heterdlogas H120,
H52, e D274, administradas individualmente, reduzem o tempo de re-
isolamento de uma estirpe nefropatogénica, a estirpe PAIWolgemuth/98, bem
como sua replicagdo na traqueia, o que resulta na diminuicdo da mortalidade
ap0s o desafio. Estes resultados sugerem que a imunizacdo das aves com
vacina atenuada contendo estirpe heter6loga do VBI pode oferecer protecao
parcial, mesmo contra estirpes pertencentes a sorotipos virulentos heterélogos.
Ademais foi verificado que em frangos jovens, a imunizacdo das aves com
vacina atenuada contendo estirpe heterdloga do VBI se constitui na principal
abordagem préatica para o controle imunoprofilatico da bronquite infecciosa no
campo.

O uso de vacinas inativadas contra o VBI em galinhas € uma opcao para
controlar estirpes nefropatogénicas (IBVPR-05) em poedeiras e reprodutoras,
oferecendo imunidade sistémica para prevenir ou reduzir a doenca renal. A
propdsito, outros estudos também demonstraram protecao renal conferida pela
imunizacdo com vacina inativada homologa contra o VBI, bem como a melhoria
da producao de ovos com casca de maior qualidade. Além disso, com base em
resultados de re-isolamento do virus ap0s o desafio, as galinhas que
receberam vacina inativada com estirpe homdloga revelaram uma maior
protecdo ao desafio com a mesma estirpe do VBI do que aves que receberam
a vacina inativada contendo estirpes heterdlogas. Neste contexto, exalta-se a
importancia de selecionar uma estirpe com um elevado grau de semelhanca
com o antigeno do virus desafio para inclusdo na vacina inativada, aumentando
assim, o potencial de protecao imune da vacina (LADMAN et al., 2002).

Outro fato importante no que diz respeito a produgdo de vacinas
inativadas é a escolha do adjuvante, considerado “potencializador
imunogénico”, uma vez que estes adjuvantes possuem a fungéo de estimular

uma resposta imune mais acentuada e duradora no animal.
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Para producdo de vacinas inativadas para VBI no geral, utilizam-se
adjuvantes oleosos, sendo o mais comum o incompleto de Freund (AIF)
(CAVANAGH; NAQI, 1997). J4, neste estudo foi utilizado um adjuvante oleoso
mais recentemente produzido, o Montanide ISA 71%, que em conjunto com a
vacina inativada produziu uma imunidade celular e humoral adequada
induzindo uma protecdo frente ao desafio com a estirpe variante do VBI.
Embora ainda n&o haja relatos na literatura de seu uso para VBI, a série
Montanide ISA W/O tem demonstrado eficacia superior em comparagdo com
formulacdes de adjuvantes tradicionais (hidroxido de aluminio e emulsdes a
base de 6leo), com uma variedade de vacinas para seres humanos e animais
(BOWERSOCK; MARTIN, 1999; JANG, et al., 2011).

Nesse contexto, Jang et al. (2011) demonstrou que a utilizacdo do
adjuvante ISA 71 em conjunto com vacina composta de um antigeno
recombinate de Eimeria foi mais eficaz em comparacdo com apenas a
utilizacdo do imundgeno profilina em aves desafiadas por E. acervulina e E.
tenella. Os resultados sugeriram que o ISA 71 VG ndo sO estimulou uma
protecdo mais completa contra coccidiose aviaria experimental em comparacao
com outros adjuvantes, mas também o fez em doses vacinais mais baixas.

Adjuvantes de agua-em-0leo, como a ISA 720, foram testados em
ensaios clinicos humanos, e outros estudos tém demonstrado a sua
capacidade de estimular a imunidade protetora contra o HIV e vacinas contra a
maléria (AUCOUTURIER et al., 2006; TOLEDO et al., 2001).

East et al. (1992) mostrou que Montanide ISA ™ 50 foi superior ao
hidroxido de aluminio para a vacinacdo de ovelhas com um extrato
parcialmente purificado de larvas de Lucilia cuprina (mosca varejeira). lyer et
aL. (2001) demonstraram que Montanide ™ ISA 57 provoca répidos e
duradouros titulos de anticorpos em cobaias vacinadas contra febre aftosa. Em
frangos, a vacinacdo contra o virus da doenca de Newcastle em combinagéo
com uma emulsdo de adjuvante 6leo mineral produziu maior imunidade
protetora contra a infeccdo por desafio subsequente (AUCOUTURIER;
GANNE, 2000; AUCOUTURIER et al., 2001).

Apesar dos bons resultados observados neste trabalho, o adjuvante
Montanide ISA 71® ndo foi previamente testado quanto a sua capacidade para
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aumentar a imunidade contra o virus da bronquite infecciosa aviéria,
necessitando de mais estudos para sua compreensdo como adjuvante na

vacina contra o VBI.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com esta pesquisa, e em consonancia
com 0s objetivos propostos, pode-se concluir que:

- Foi obtida uma vacina contra variante brasileira classificada no
gendtipo BR-I do VBI, formulada sob a forma de uma emulsdo estavel com
adjuvante a base de agua em Oleo, a partir da suspensao do liquido cérion-
alantoide obtido de ovos embrionados de galinhas SPF inoculados com essa
estirpe  (IBVPRO05), que antes de ser emulsionada, foi inativada
apropriadamente e ndo revelou, posteriormente, atividade infectante residual.

- A combinacdo da vacina atenuada comercial contendo a estirpe
Massachusetts (H120) com a vacina inativada contendo a variante brasileira do
VBI (IBVPR-05) revelou imunogenicidade suficiente para a inducdo de
respostas de memoria tanto da imunidade humoral (anticorpos locais e
sistémicos do is6tipo IgG) como celular (expressédo dos genes da cadeia § do
CD8 e da Granzima A na traqueia e nos rins) nas aves submetidas a esse
esquema vacinal.

- As respostas imunes humoral e celular induzidas pelo uso combinado
da vacina atenuada comercial, contendo a estirpe Massachusetts, com a
vacina inativada contendo a variante brasileira do VBI apresentaram uma
associacao relevante com o estado de protecdo de aves vacinadas e
desafiadas com essa estirpe variante do VBI, ficando caracterizada assim, a
importancia desse tipo de repostas imunes na protecdo contra o VBl e a
eficacia do esquema vacinal aqui adotado.

- S4o necessarios estudos adicionais, com o objetivo de proporcionar
mais informacdes para a producao de uma futura formulacdo vacinal inativada
contra variantes brasileiras do VBl e de um esquema imunoprofilatico mais
eficiente para se alcancar um controle mais efetivo da infec¢ao por esse tipo de

estirpes variantes do VBI nos plantéis avicolas do Brasil.
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