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DESENVOLVIMENTO E AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA DE UMA VACINA 
INATIVADA DO VÍRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA AVIÁRIA ENCAPSULADO 

EM NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA 
 

RESUMO - Vacinação é a forma mais eficiente para prevenir e controlar a infecção 
pelo vírus da bronquite infecciosa (VBI). Vacinas formuladas com nanopartículas de 
quitosana têm sido utilizadas como sistema de entrega de antígenos pela via 
mucosa e imunopotenciador. O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar 
a eficácia de uma vacina inativada formulada com o genótipo BR-I do VBI 
encapsulado em nanopartículas de quitosana (VBI-CS) administrada por via mucosa 
em aves. Além disso, objetivou-se comparar a eficácia da vacina desenvolvida com 
a de uma vacina inativada convencional do mesmo vírus incorporada a um 
adjuvante oleoso (Montanide ISA 71) (VBI-O), administrada por via intramuscular. 
Foram avaliadas as respostas imunes humoral e celular (RIC) nos compartimentos 
de mucosa e sistêmico induzidas pelas vacinas VBI-CS e VBI-O quando associadas 
ou não a uma vacina viva atenuada da estirpe H120 do VBI. A proteção induzida 
pelos diferentes protocolos vacinais foi avaliada após o desafio com a estirpe 
homóloga virulenta do genótipo BR-I. A vacina VBI-CS usada sozinha induziu altos 
níveis de anticorpos IgA anti-VBI na mucosa e também a expressão dos genes de 
RIC (CD8β, Granzima A e IFNγ) na traqueia, enquanto que associada a uma vacina 
viva atenuada heteróloga, induziu maiores níveis de anticorpos IgG anti-VBI 
(mucosa e sistêmico) e RIC caracterizada pelo aumento da expressão dos genes 
CD8β, Granzima A e IFNγ, principalmente na traqueia. Além disso, foi observado 
que os protocolos vacinais utilizando a vacina VBI-CS induziram proteção nas aves 
contra o desafio com a estirpe homóloga do genótipo BR-I do VBI, conforme 
demonstraram as intensidades significativamente menores das alterações 
patológicas (ciliostase, histopatologia e carga viral) avaliadas na traqueia e nos rins, 
as quais ainda apresentaram correlações negativas significativas com as respostas 
imunes humoral e celular induzidas. Em relação aos resultados da vacina VBI-O, 
verificou-se que quando usada sozinha, esta vacina foi incapaz de induzir respostas 
imunes celular e humoral mais robustas nos compartimentos de mucosa e não 
protegeu de forma efetiva as aves contra o desafio, contudo quando utilizada 
conjuntamente com a vacina viva atenuada, induziu altos níveis de anticorpos IgG 
anti-VBI (nos compartimentos da mucosa e sistêmico), e a expressão aumentada 
dos genes de RIC (Granzima A e Perforina) na traqueia e rim, respectivamente, 
conferindo proteção efetiva contra o desafio. Conclui-se que a vacina VBI-CS 
administrada sozinha ou associada a uma vacina viva atenuada heteróloga induziu 
respostas imunes humoral e celular nos sítios primário e secundário sistêmico de 
replicação do VBI e foi efetiva em conferir proteção contra a desafio com essa 
estirpe variante do VBI. 
 
Palavras-chave: carreador-adjuvante, resposta imune de mucosa, bronquite 
infecciosa das galinhas, nanopartículas, patógeno viral respiratório. 
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DEVELOPMENT AND EFFICACY EVALUATION OF AN INACTIVATED 
INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS VACCINE ENCAPSULATED IN CHITOSAN 

NANOPARTICLES 
 
ABSTRACT - Vaccination is the most efficient way to prevent and control infection 
caused by the infectious bronchitis virus (IBV). Vaccines formulated with chitosan 
nanoparticles have been used as an antigen delivery system in mucosal and 
immunopotentiator. The aim of this study was to develop and evaluate the efficacy of 
an inactivated vaccine formulated with IBV BR-I genotype encapsulated in chitosan 
nanoparticles (IBV-CS) administered by the mucosal route in chickens. In addition, 
this study aimed to compare the efficacy of the developed vaccine with a 
conventional inactivated vaccine of the same virus incorporated into oily adjuvant 
(Montanide ISA 71) (IBV-O) administered intramuscularly. The humoral and cellular 
(CMI) mediated immune responses in the mucosal and systemic compartments 
induced by IBV-CS and IBV-O vaccines were evaluated, when these vaccines were 
associated or not with a live attenuated H120 serotype vaccine. The protection 
induced by the different vaccine protocols was evaluated after the challenge with the 
virulent homologous strain of BR-I genotype. The IBV-CS vaccine used alone 
induced high levels of IgA anti-IBV antibodies in mucosal and also the expression of 
CMI genes (CD8β, Granzyme A and IFNγ genes) in the trachea, while associated 
with a live attenuated vaccine, it induced higher levels of IgG anti-IBV antibodies 
(mucosal and systemic compartments) and the expression of CMI genes, mainly in 
trachea. In addition, the vaccine protocols using the IBV-CS vaccine induced 
protection for chickens against challenge with the homologous IBV BR-I strain, as 
demonstrated by the significantly lower intensity of the pathological alterations 
(ciliostasis, histopathology and viral load) in the trachea and in the kidneys, which still 
had significant negative correlations with the antibody and cellular immune 
responses induced in the vaccinated chickens. The IBV-O vaccine was unable to 
induce alone a robust antibody and cellular immune responses in mucosal and did 
not confer effective protection to  vaccinated chickens against the challenge with BR-
I virulent strain. However, when IBV-O vaccine was used in conjunction with the live 
attenuated vaccine, it induced high levels of IgG anti-IBV at mucosal and systemic 
compartments and the expression of CMI genes such as Granzyme A and Perforin 
genes, in the trachea and in the kidney, respectively, providing effective protection 
against the challenge. IBV-CS vaccine administered alone or associated with a 
heterologous attenuated live vaccine induced humoral and cellular immune 
responses at the primary and secondary systemic sites of IBV replication and it 
proved to be effective against the challenge with a variant strain of IBV. 
 
Keywords: delivery-adjuvant, mucosal immune response, avian infectious bronchitis, 
nanoparticles, respiratory viral pathogen. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

 

A Bronquite infecciosa (BI) das galinhas é causada por um 

Gammacoronavírus, o vírus da bronquite infecciosa (VBI), e caracteriza-se por ser 

uma doença de distribuição mundial que provoca grandes prejuízos econômicos na 

avicultura industrial, uma vez que afeta o desempenho de aves de postura, de corte 

e também das matrizes. Ademais, trata-se de uma doença de caráter agudo, que 

acomete aves de qualquer idade e de ambos os sexos, sendo altamente contagiosa.  

A BI é considerada uma das enfermidades de maior impacto socioeconômico 

para a indústria avícola brasileira. Considerando o Brasil o 2º maior produtor mundial 

e o 1º maior exportador de carne de frango, o controle e a prevenção desta doença 

são os métodos mais eficientes para diminuir o impacto da BI no plantel e manter a 

avicultura brasileira entre os cenários mais importantes no agronegócio.  

  A principal porta de entrada do VBI é o trato respiratório superior e anexos, 

como a conjuntiva ocular. Quando infectadas, as aves apresentam via de regra, 

sinais clínicos e lesões respiratórias. No entanto, alguns sorotipos e variantes do VBI 

apresentam tropismo e patogenicidade para outras células epiteliais, como as do rim 

e do trato reprodutor, causando outras formas da doença. Neste caso, quando os 

rins são afetados, uma forma mais grave dessa patologia será desencadeada.  

Da mesma forma que ocorre em muitos países, como EUA, Argentina, 

Colômbia, Holanda, Egito, Canadá, no Brasil não tem sido diferente. Os surtos da BI 

têm sido frequentes e difíceis de controlar, devido ao grande número de variantes 

que constantemente emergem e são isolados. Os genótipos BR-I e BR-II têm sido 

isolados no Brasil, entretanto o genótipo BR-I é o que tem sido mais frequentemente 

isolado nas regiões de produção avícola mais intensa.  

Ademais, devido à ampla distribuição do VBI, a prevenção e o controle da BI 

requer medidas rigorosas de biosseguridade e procedimentos mais eficientes de 

imunoprofilaxia, os quais incluem principalmente programas de vacinações e 

preparações vacinais mais adequadas e efetivas a cada região ou país.   

Vacinas inativadas são mais seguras para serem utilizadas na formulação de 

vacinas com estirpes de diferentes genótipos do VBI do que as vacinas vivas 

atenuadas, uma vez que contêm o vírus inativado e, portanto, são incapazes de 
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permitir a replicação viral no organismo hospedeiro. Além disso, as vacinas 

inativadas contra o VBI são geralmente formuladas com adjuvantes oleosos e são 

administradas por via intramuscular ou subcutânea. Apesar de sua maior segurança, 

as vacinas inativadas induzem mais respostas imunes sistêmicas, porém pouca ou 

nenhuma resposta imune local, tanto mediada por células, como por anticorpos e, 

consequentemente uma proteção de mucosa mais reduzida ou até mesmo 

respostas imunes sistêmicas de menor intensidade. Geralmente, essas vacinas são 

utilizadas como reforço após o uso de uma vacina viva atenuada, especialmente em 

aves de vida longa, para intensificar a resposta de proteção contra o VBI. 

Devido a essas limitações quanto ao uso ou a performance das vacinas 

atualmente disponíveis contra o VBI, há uma constante busca por preparações 

vacinais alternativas na tentativa de se obter resultados melhores na imunoprofilaxia 

da BI. Nesse sentido, constata-se que o desenvolvimento de vacinas inativadas 

formuladas com adjuvantes de nova geração tem-se revelado promissor, pois 

algumas formulações revelam-se mais eficientes na indução de respostas imunes 

humoral e celular do que as formulações oleosas, principalmente junto à porta de 

entrada do patógeno. Em consonância com esses preceitos, as vacinas de 

nanopartículas de quitosana têm sido utilizadas para encapsular alguns antígenos 

de patógenos aviários importantes, como o vírus da doença de Newcastle e o vírus 

da Influenza, e têm se revelado capazes de induzir imune-proteção eficaz de 

mucosa e ser imunopotenciadores. 

Ainda, foi verificado que a quitosana se caracteriza por ser um polímero 

catiônico natural e biodegradável que interage com moléculas carregadas 

negativamente, como as proteínas de partículas virais, assim como partículas 

aniônicas como o tripolifosfato de sódio (TPP), resultando em nanopartículas ou 

micropartículas. Dessa forma, passou-se a considerar que as partículas de 

quitosana acrescidas de antígenos passariam por vias mais efetivas de captura, 

processamento e apresentação de antígenos para as principais células imuno-

competentes (linfócitos T e B) do que ocorre com as emulsões de adjuvantes 

oleosos mais antígenos, resultando na produção de mediadores humorais e 

celulares mais efetivos para conferir proteção contra os patógenos de mucosa, como 

o VBI. 
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Em vista do exposto anteriormente, foi realizado o presente estudo com o 

objetivo de desenvolver e avaliar a eficácia de uma vacina inativada formulada com 

uma estirpe do genótipo BR-I do VBI encapsulada em nanopartículas de quitosana 

para ser administrada por via óculo-nasal em aves SPF. Além disso, objetivou-se 

comparar a eficácia da vacina desenvolvida com uma vacina inativada convencional 

desse mesmo vírus incorporada a um adjuvante oleoso (Montanide ISA 71) e 

administrada por via intramuscular.  
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8. CONCLUSÕES 

 

 

 As nanopartículas de quitosana utilizadas para encapsular as partículas 

inativadas de uma estirpe do genótipo brasileiro do VBI comprovaram ser um bom 

carreador e adjuvante de mucosa na preparação vacinal que foi formulada (VBI-CS).  

 O método de gelificação ionotrópica utilizado nesse estudo para a formulação de 

nanopartículas de quitosana com o VBI (VBI-CS) resultou em uma eficiência de 

encapsulamento de 85% das partículas virais e em nanopartículas catiônicas com 

tamanho de 286 nm, formato esférico e não tóxica para as aves. 

 A vacina VBI-CS administrada por via óculo-nasal em aves SPF induziu 

respostas imunes humorais e celulares efetoras contra o desafio com a estirpe 

virulenta homóloga do VBI, quando utilizada sozinha ou associada a uma vacina viva 

atenuada com a estirpe heteróloga H120. 

 Uma única dose da vacina VBI-CS administrada por via óculo-nasal promoveu 

uma resposta imune humoral mais forte no compartimento das mucosas, levando 

principalmente a um aumento mais precoce nos níveis de IgA anti-VBI e a uma 

efetiva RIC de memória, caracterizada pela mais elevada expressão dos genes 

CD8β, Granzima A e INFγ local. 

 A combinação de uma primeira dose da vacina viva atenuada H120 seguida da 

vacinação com VBI-CS induziu uma marcante produção de anticorpos IgG anti-VBI 

sistêmico e de mucosa, e também elevados níveis na expressão dos genes CD8β, 

Granzima A e INFγ, principalmente no compartimento das mucosas. 

 A vacina contendo a estirpe do genótipo brasileiro do VBI inativada e 

incorporada ao adjuvante oleoso Montanide ISA 71 (VBI-O) que foi administrada por 

via intramuscular, não induziu, sozinha, proteção eficiente contra o desafio com a 

estirpe homóloga e virulenta do VBI, resultando em lesões mais acentuadas, tanto 

no trato respiratório como nos rins. 

 A combinação de uma primeira dose da vacina viva atenuada com a estirpe 

H120 seguida da vacinação com vacina oleosa (VBI-O) induziu proteção similar à 

daquelas aves que receberam a vacina VBI-CS, induzindo maiores níveis de 

anticorpos IgG anti-VBI nos compartimentos da mucosa e sistêmico, e também em 
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maiores níveis de expressão dos genes da Granzima A na traqueia e de Perforina 

no rim. 

 A vacina VBI-CS induziu respostas imunes humoral e cito-mediada com maiores 

correlações negativas com as intensidades das alterações patológicas na traqueia e 

rim, demonstrando dessa maneira que o uso dessa vacina foi capaz de induzir 

respostas imunes capazes de conferir as aves imunizadas um estado de proteção 

mais efetivo contra a infecção pelo VBI. 
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