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DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA EFICACIA DE UMA VACINA
INATIVADA DO VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA AVIARIA ENCAPSULADO
EM NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

RESUMO - Vacinacéo é a forma mais eficiente para prevenir e controlar a infeccéo
pelo virus da bronquite infecciosa (VBI). Vacinas formuladas com nanoparticulas de
quitosana tém sido utilizadas como sistema de entrega de antigenos pela via
mucosa e imunopotenciador. O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar
a efichcia de uma vacina inativada formulada com o gendtipo BR-I do VBI
encapsulado em nanopatrticulas de quitosana (VBI-CS) administrada por via mucosa
em aves. Além disso, objetivou-se comparar a eficacia da vacina desenvolvida com
a de uma vacina inativada convencional do mesmo virus 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 sistémico induzidas pelas vacinas VBI-CS e VBI-O quando associadas
OU Nao a uma vacina viva atenuada da estirpe H120 do VBI. A protecao induzida
pelos diferentes protocolos vacinais foi avaliada apos o desafio com a estirpe
homologa virulenta do gendtipo BR-I. A vacina VBI-CS usada sozinha induziu altos
niveis de anticorpos IgA anti-VBI na mucosa e também a expressao dos genes de
RIC (CD8pB, Granzima A e IFNy) na traqueia, enquanto que associada a uma vacina
viva atenuada heterdloga, induziu maiores niveis de anticorpos IgG anti-VBI
(mucosa e sistémico) e RIC caracterizada pelo aumento da expressao dos genes
CD8B, Granzima A e IFNy, principalmente na traqueia. Além disso, foi observado
que os protocolos vacinais utilizando a vacina VBI-CS induziram prote¢&o nas aves
contra o desafio com a estirpe homoéloga do genétipo BR-I do VBI, conforme
demonstraram as intensidades significativamente menores das alteragbes
patoldgicas (ciliostase, histopatologia e carga viral) avaliadas na traqueia e nos rins,
as quais ainda apresentaram correlagbes negativas significativas com as respostas
imunes humoral e celular induzidas. Em relacdo 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 nhao
protegeu de forma efetiva as aves contra o desafio, contudo quando utilizada
conjuntamente com a vacina viva atenuada, induziu altos niveis de anticorpos IgG
anti-VBI (nos compartimentos da mucosa e sistémico), e a expressdo aumentada
dos genes de RIC (Granzima A e Perforina) na traqueia e rim, respectivamente,
conferindo protegcédo efetiva contra o desafio. Conclui-se que a vacina VBI-CS
administrada sozinha ou associada a uma vacina viva atenuada heterdloga induziu
respostas imunes humoral e celular nos sitios primario e secundério sistémico de
replicacdo do VBI e foi efetiva em conferir protecdo contra a desafio com essa
estirpe variante do VBI.

Palavras-chave: carreador-adjuvante, resposta imune de mucosa, bronquite
infecciosa das galinhas, nanoparticulas, patégeno viral respiratorio.



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 (CD8B, Granzyme A and IFNy 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-
| 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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formulagbes de nanoparticulas, conforme Tabela 1; (CP) Controle Positivo. ........... 42

Figura 3. As nanoparticulas de quitosana encapsulando o VBI (VBI-CS)
apresentaram forma esférica, conforme observadas na (A) Microscopia eletrénica de

varredura (MEV) e (B) Microscopia eletronica de transmissao (MET). ..................... 43

Figura 4. Médias de escores da ciliostase traqueal (representada pelos tracos
sozinhos ou dentro das caixas do grafico, que representam a amplitude variacdo dos
escores observados) das aves do grupo CN, CP, Nano, V+Nano, Oleo, V+Oleo.
Letras diferentes representam diferencas significativas pelo Teste de Tukey entre os
grupos de aves (P< 0,05). CN: aves do controle negativo;, CP: aves do grupo
controle positivo; Nano: aves vacinadas com VBI-CS; V+Nano: aves vacinadas com
uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-CS; Oleo: aves vacinadas
VBI-O; V+Oleo: aves vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da
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Figura 5. Alteracdes microscopicas em diferentes 6rgdos de aves do controle
negativo (CN), controle positivo (CP), vacinadas com VBI-CS (Nano), vacinadas com
uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-CS (V+Nano), vacinadas
com VBI-O (Oleo), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da vacinag&o
com VBI-O (V+Oleo). A barra nimero 1 indica perda da camada ciliar, 2 infiltrado
inflamatorio com predominancia de células mononucleares, 3 congestéao na tragueia.
A seta (1) indica infiltrado inflamatério com predominancia de células mononucleares
em rim, pulmdo e génada. O asterisco (*) indica hiperplasia de nédulos linfoides no
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Figura 6. Média do Logl0 do numero de copias de RNA do VBI detectados nas
traqueias e rins das aves do controle negativo (CN), controle positivo (CP),
vacinadas com VBI-CS (Nano), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida
da vacinagdo com VBI-CS (V+Nano), vacinadas com VBI-O (Oleo), vacinadas com
uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-O (V+Oleo). As diferencas
significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacao
multipla de Dunn’s estdo representadas por letras diferentes entre os grupos (P<
0013 JE PO 51

Figura 7. Média do Log10 do numero de copias de RNA do VBI detectados nos rins
das aves do controle negativo (CN), controle positivo (CP), vacinadas VBI-CS
(Nano), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-
CS (V+Nano), vacinadas com VBI-O (Oleo), vacinadas com uma vacina viva
atenuada seguida da vacinacdo com VBI-O (V+Oleo). As diferencas significativas
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo mdultipla de Dunn’s

estéo representadas por letras diferentes entre os grupos (P< 0,05)...........ccccceeeeeee. 52

Figura 8. Expressdo do gene da cadeia B do marcador CD8+ de linfocitos T
citotoxicos (mensurado como média do nuamero de vezes de alteracdo — “fold
changes” em relagédo ao CN) nas amostras de traqueia e rim das aves do controle
negativo (CN), controle positivo (CP), vacinadas com VBI-CS (Nano), vacinadas com
uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-CS (V+Nano), vacinadas
com VBI-O (Oleo), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da vacinacéo
com VBI-O (V+Oleo). As diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparagédo multipla de Dunn’s estédo representadas por letras

diferentes entre 0s grupos (P< 0,05). ..o 53



Figura 9. Expressdao do gene Granzima homodloga A (mensurado como média do
namero de vezes de alteracao — “fold changes” em relagdo ao CN) nas amostras de
traqueia e rim das aves do controle negativo (CN), controle positivo (CP), vacinadas
com VBI-CS (Nano), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da
vacinacgdo com VBI-CS (V+Nano), vacinadas com VBI-O (Oleo), vacinadas com uma
vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-O (V+Oleo). As diferencas
significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacéo

multipla de Dunn’s estao representadas por asteriscos (P< 0,05). .......ooeoovvvvveinnnnnnn. 54

Figura 10. Expressédo do gene IFNy (mensurado como média do numero de vezes
de alteracao — “fold changes” em relagdo ao CN) nas amostras de traqueia e rim das
aves do controle negativo (CN), controle positivo (CP), vacinadas com VBI-CS
(Nano), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-
CS (V+Nano), vacinadas com VBI-O (Oleo), vacinadas com uma vacina viva
atenuada seguida da vacinacdo com VBI-O (V+Oleo). As diferencas significativas
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdo multipla de Dunn’s

estéo representadas por letras diferentes entre os grupos (P<0,05)..........ccccccevveeen. 55

Figura 11. Expressdo do gene da Perforina-1 (mensurado como média do nimero
de vezes de alteragédo — “fold changes” em relagdo ao CN) nas amostras de traqueia
e rim das aves do controle negativo (CN), controle positivo (CP), vacinadas com VBI-
CS (Nano), vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da vacinagdo com
VBI-CS (V+Nano), vacinadas com VBI-O (Oleo), vacinadas com uma vacina viva
atenuada seguida da vacinacdo com VBI-O (V+Oleo). As diferencas significativas
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagao multipla de Dunn’s

estéo representadas por letras diferentes entre os grupos (P< 0,05).........cccccceveeeeeen. 56
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Figura 12. Média dos niveis de anticorpos anti-VBI do isétipo IgA (mensurado como
valores médios A/P) na mucosa das aves dos grupos controles e vacinados no
periodo que antecede o desafio e nos intervalos de 1, 5 e 11 dpi. As diferencas
significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacéo
multipla de Dunn’s estao representadas com letras diferentes (P< 0,05). CN: aves do
controle negativo; CP: aves do grupo controle positivo; Nano: aves vacinadas com
VBI-CS; V+Nano: aves vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da
vacinacgdo com VBI-CS; Oleo: aves vacinadas com VBI-O; V+Oleo: aves vacinadas

com uma vacina viva atenuada seguida da vacinacdo com VBI-O. ............ccccevveeeen. 57

Figura 13. Média dos niveis de anticorpos anti-VBI do isétipo IgG (mensurado como
valores médios A/P) na mucosa de aves dos grupos controles e vacinados no
periodo que antecede o desafio e nos intervalos de 1, 5 e 11 dpi. As diferencas
significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacéo
multipla de Dunn’s estao representadas com letras diferentes (P< 0,05). CN: aves do
controle negativo; CP: aves do grupo controle positivo; Nano: aves vacinadas com
VBI-CS; V+Nano: aves vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da
vacinacdo com VBI-CS; Oleo: aves vacinadas com VBI-O; V+QOleo: aves vacinadas

com uma vacina viva atenuada seguida da vacinagdo com VBI-O. ...........ccccevvvnnnnnn. 58

Figura 14. Média dos niveis de anticorpos anti-VBI do is6tipo IgM (mensurado como
valores médios A/P) no compartimento sistémico das aves dos grupos controles e
vacinados no periodo que antecede o desafio e nos intervalos de 1, 5 e 11 dpi. As
diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparagao multipla de Dunn’s estao representadas com letras diferentes (P< 0,05).
CN: aves do controle negativo; CP: aves do grupo controle positivo; Nano: aves
vacinadas com VBI-CS; V+Nano: aves vacinadas com uma vacina viva atenuada
seguida da vacinacdo com VBI-CS; Oleo: aves vacinadas com VBI-O; V+Oleo: aves

vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida da vacinagao com VBI-O.......... 59
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Figura 15. Média dos niveis de anticorpos anti-VBI do isétipo IgG (mensurado como
valores médios A/P) no compartimento sistémico das aves dos grupos controles e
vacinados no periodo que antecede o desafio e nos intervalos de 1, 5 e 11 dpi. As
diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparagao multipla de Dunn’s estao representadas com letras diferentes (P< 0,05).
CN: aves do controle negativo; CP: aves do grupo controle positivo; Nano: aves
vacinadas com VBI-CS; V+Nano: aves vacinadas com uma vacina viva atenuada
seguida da vacinacdo com VBI-CS; Oleo: aves vacinadas com uma vacina contendo
adjuvante oleoso; V+Oleo: aves vacinadas com uma vacina viva atenuada seguida

da vacinagdo com a vacina contendo adjuvante 0le0S0. ...........ccoeeeeeeeeeeeee e 61



1. INTRODUCAO

A Bronquite infecciosa (Bl) das galinhas ¢€é causada por um
Gammacoronavirus, o virus da bronquite infecciosa (VBI), e caracteriza-se por ser
uma doenca de distribuicdo mundial que provoca grandes prejuizos econémicos na
avicultura industrial, uma vez que afeta o desempenho de aves de postura, de corte
e também das matrizes. Ademais, trata-se de uma doenca de carater agudo, que
acomete aves de qualquer idade e de ambos 0s sexos, sendo altamente contagiosa.

A Bl é considerada uma das enfermidades de maior impacto socioeconémico
para a industria avicola brasileira. Considerando o Brasil o 2° maior produtor mundial
e 0 1° maior exportador de carne de frango, o controle e a prevencdo desta doenca
sdo os métodos mais eficientes para diminuir o impacto da Bl no plantel e manter a
avicultura brasileira entre os cenarios mais importantes no agronegaocio.

A principal porta de entrada do VBI é o trato respiratério superior e anexos,
como a conjuntiva ocular. Quando infectadas, as aves apresentam via de regra,
sinais clinicos e lesdes respiratdrias. 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 doenca. Neste caso, quando os
rins sdo afetados, uma forma mais grave dessa patologia ser4 desencadeada.

Da mesma forma que ocorre em muitos paises, como EUA, Argentina,
Colébmbia, Holanda, Egito, Canad4a, no Brasil ndo tem sido diferente. Os surtos da BI
tém sido frequentes e dificeis de controlar, devido ao grande nimero de variantes
que constantemente emergem e séo isolados. Os gendtipos BR-1 e BR-1l tém sido
isolados no Brasil, entretanto o genotipo BR-1 € 0 que tem sido mais frequentemente
isolado nas regides de producédo avicola mais intensa.

Ademais, devido & ampla distribuicdo do VBI, a prevencdo e o controle da Bl
requer medidas rigorosas de biosseguridade e procedimentos mais eficientes de
imunoprofilaxia, os quais incluem principalmente programas de vacinacdes e
preparacdes vacinais mais adequadas e efetivas a cada regido ou pais.

Vacinas inativadas sdo mais seguras para serem utilizadas na formulagéo de
vacinas com estirpes de diferentes genétipos do VBI do que as vacinas vivas

atenuadas, uma vez que contém o virus inativado e, portanto, sdo incapazes de



permitir a replicacdo viral no organismo hospedeiro. Além disso, as vacinas
inativadas contra o VBI sdo geralmente formuladas com adjuvantes oleosos e séo
administradas por via intramuscular ou subcutanea. Apesar de sua maior seguranca,
as vacinas inativadas induzem mais respostas imunes sistémicas, porém pouca ou
nenhuma resposta imune local, tanto mediada por células, como por anticorpos e,
consequentemente uma protecdo de mucosa mais reduzida ou até mesmo
respostas imunes sistémicas de menor intensidade. Geralmente, essas vacinas sao
utilizadas como refor¢o apds o uso de uma vacina viva atenuada, especialmente em
aves de vida longa, para intensificar a resposta de protecéo contra o VBI.

Devido a essas limitacbes quanto ao uso ou a performance das vacinas
atualmente disponiveis contra o VBI, ha uma constante busca por preparacdes
vacinais alternativas na tentativa de se obter resultados melhores na imunoprofilaxia
da BIl. Nesse sentido, constata-se que o desenvolvimento de vacinas inativadas
formuladas com adjuvantes de nova geracdo tem-se revelado promissor, pois
algumas formulagbes revelam-se mais eficientes na indugdo de respostas imunes
humoral e celular do que as formulacdes oleosas, principalmente junto a porta de
entrada do patégeno. Em consonéncia com esses preceitos, as vacinas de
nanoparticulas de quitosana tém sido utilizadas para encapsular alguns antigenos
de patdégenos aviarios importantes, como o virus da doenca de Newcastle e o virus
da Influenza, e tém se revelado capazes de induzir imune-protecdo eficaz de
mucosa e ser imunopotenciadores.

Ainda, foi verificado que a quitosana se caracteriza por ser um polimero
catibnico natural e biodegradavel que interage com moléculas carregadas
negativamente, como as proteinas de particulas virais, assim como particulas
anibnicas como o tripolifosfato de sodio (TPP), resultando em nanoparticulas ou
microparticulas. Dessa forma, passou-se a considerar que as particulas de
quitosana acrescidas de antigenos passariam por vias mais efetivas de captura,
processamento e apresentacdo de antigenos para as principais células imuno-
competentes (linfécitos T e B) do que ocorre com as emulsdes de adjuvantes
oleosos mais antigenos, resultando na producdo de mediadores humorais e
celulares mais efetivos para conferir protecao contra os patégenos de mucosa, como
o VBI.



Em vista do exposto anteriormente, foi realizado o presente estudo com o
objetivo de desenvolver e avaliar a eficacia de uma vacina inativada formulada com
uma estirpe do gendtipo BR-I do VBI encapsulada em nanoparticulas de quitosana
para ser administrada por via Oculo-nasal em aves SPF. Além disso, objetivou-se
comparar a eficacia da vacina desenvolvida com uma vacina inativada convencional
desse mesmo virus incorporada a um adjuvante oleoso (Montanide ISA 71) e

administrada por via intramuscular.
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8. CONCLUSOES

v As nanoparticulas de quitosana utilizadas para encapsular as particulas
inativadas de uma estirpe do gendétipo brasileiro do VBI comprovaram ser um bom
carreador e adjuvante de mucosa na preparacao vacinal que foi formulada (VBI-CS).
v" O método de gelificacéo ionotrdpica utilizado nesse estudo para a formulacao de
nanoparticulas de quitosana com o VBI (VBI-CS) resultou em uma eficiéncia de
encapsulamento de 85% das particulas virais e em nanoparticulas catibnicas com
tamanho de 286 nm, formato esférico e ndo toxica para as aves.

v A vacina VBI-CS administrada por via 6culo-nasal em aves SPF induziu
respostas imunes humorais e celulares efetoras contra o desafio com a estirpe
virulenta homologa do VBI, quando utilizada sozinha ou associada a uma vacina viva
atenuada com a estirpe heterdloga H120.

v" Uma Unica dose da vacina VBI-CS administrada por via 6culo-nasal promoveu
uma resposta imune humoral mais forte no compartimento das mucosas, levando
principalmente a um aumento mais precoce nos niveis de IgA anti-VBI e a uma
efetiva RIC de memoria, caracterizada pela mais elevada expressdo dos genes
CD8B, Granzima A e INFy local.

v" A combinagdo de uma primeira dose da vacina viva atenuada H120 seguida da
vacinacdo com VBI-CS induziu uma marcante producdo de anticorpos IgG anti-VBI
sistémico e de mucosa, e também elevados niveis na expressdo dos genes CD8p,
Granzima A e INFy, principalmente no compartimento das mucosas.

v" A vacina contendo a estirpe do genétipo brasileiro do VBI inativada e
incorporada ao adjuvante oleoso Montanide ISA 71 (VBI-O) que foi administrada por
via intramuscular, ndo induziu, sozinha, protecéo eficiente contra o desafio com a
estirpe homadloga e virulenta do VBI, resultando em lesdes mais acentuadas, tanto
no trato respiratorio como Nnos rins.

v A combinacdo de uma primeira dose da vacina viva atenuada com a estirpe
H120 seguida da vacinagdo com vacina oleosa (VBI-O) induziu protecdo similar a
daquelas aves que receberam a vacina VBI-CS, induzindo maiores niveis de

anticorpos IgG anti-VBI nos compartimentos da mucosa e sistémico, e também em
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maiores niveis de expressao dos genes da Granzima A na traqueia e de Perforina
no rim.

v" Avacina VBI-CS induziu respostas imunes humoral e cito-mediada com maiores
correlacdes negativas com as intensidades das alteracdes patoldgicas 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 protecdo

mais efetivo contra a infecgéo pelo VBI.
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