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AVALIACAO DA PATOGENICIDADE E DA IMUNIDADE CRUZADA DE ESTIRPE
VARIANTE DO VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA AVIARIA ISOLADA NO
BRASIL

RESUMO - Nesse estudo, um isolado de campo do virus da bronquite infecciosa
(VBI) no Brasil (IBVPR-12), previamente classificado como um genotipo variante, foi
caracterizado de forma comparativa com a estirpe M41 do VBI, sendo levantadas as
caracteristicas de patogenicidade em diferentes 6rgdos como a traqueia, o pulméao,
0s rins, as gonadas e as tonsilas cecais (patotipo) e a imunidade cruzada com
relacdo a estirpe vacinal H120 do VBI (protectotipo), incluindo as respostas imunes
humorais sistémicas e locais induzidas. Para tanto, foram utilizados grupos
experimentais de galinhas “specific pathogen free” (SPF) previamente vacinadas ou
nao com a estirpe H120 do VBI e depois desafiados com essa variante viral, ou com
a estirpe M41. Para essas duas estirpes virais foram avaliadas a capacidade de
replicacdo e as lesdes produzidas em diferentes 6rgdos, a atividade inibidora do
movimento ciliar no epitélio traqueal e as respostas imunes humorais desenvolvidas
no soro sanguineo e na secrecdo lacrimal dessas aves. Foram observadas
diferencas marcantes na patogenicidade e no tropismo tecidual desses virus, sendo
gue a estirpe M41 apresentou replicacdo mais intensa e lesées mais pronunciadas
no trato respiratorio, especialmente na traqueia, enquanto que a estirpe variante foi
encontrada de forma mais distribuida em varios dos 6rgdos analisados, tendo-se
replicado e provocado menos lesdes na tragueia, mas alcancando maior replicacéo
e tendo causado lesGes mais severas nos rins e nos testiculos. Nas regides
teciduais mais afetadas por lesbes, a presenca do VBI foi detectada por marcacao
especifica com anticorpos policlonais contra a nucleoproteina do VBI pela técnica de
imuno-histoquimica. As aves vacinadas com a estirpe H120 do VBI, revelaram
protecdo parcial contra a estirpe variante em 0rgdos como traqueia e rins e nenhuma
protecdo cruzada foi detectada nos testiculos. O conjunto desses resultados
caracterizou um novo patotipo e outro protectotipo dessa variante do VBI, isolada de
campo no Brasil, em relacdo a estirpes do sorotipo Massachusetts (M41 e H120),
ressaltando a importancia de que novos estudos sejam futuramente realizados com
essa e com outras variantes do VBI que tenham sido ou venham a ser isoladas em
nosso pais, a fim de que medidas mais efetivas de controle possam ser
implementados.

Palavras chave: virus da bronquite infecciosa, variante, patotipo, protectotipo



EVALUATION OF PATHOGENICITY AND CROSS- IMMUNITY OF A VARIANT
FIELD ISOLATE FROM BRAZIL OF AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS

ABSTRACT - In this study a Brazilian field isolate of infectious bronchitis virus (IBV),
previously classified as variant genotype, was characterized comparatively with the
M41 strain of IBV, by evaluating the pathogenicity in different organs (trachea, lung,
kidney, gonads and caecal tonsil) and the cross-immunity with H120 vaccine strain,
including the systemic and local humoral immune responses. Experimental groups
of specific pathogen free (SPF) chickens were vaccinated or not with H120 strain of
IBV and challenged with this variant isolate. The viral replication and histopathology
in different tissues and organs, the ability to inhibit ciliar movement of tracheal
epithelial cells, and local and systemic humoral immune responses were evaluated in
these chickens. The pathogenicity and tissue tropism of these IBV strains showed
marked differences, and while the M41 strain damaged more the respiratory tract,
specially the trachea, the variant isolated has a wide tissue distribution, showing less
replication and lesions in the trachea, but affecting more severely the kidney and the
testicles. In the most affected tissue regions, the presence of IBV was detected by
immunohistochemistry technique, using an anti-nucleoprotein polyclonal antibodies.
The H120 vaccine induced against this variant isolate a partial protection with regard
to the infection of trachea and kidney and no cross-protection to the infection of
testicles. In conclusion, a new pathotype and a new protectotype of a variant
genotype of a Brazilian IBV isolate were characterized in this study with regard to
Massachusetts genotype and serotype strains of IBV, indicating the importance for
future investigations with other Brazilian IBV isolates in order to more effective
control programs of IBV infection could be applied in this country.

Keywords: infectious bronchitis virus, variant, patotype, protectotype
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira atualmente ocupa um lugar de destaque no cenario
mundial, sendo o pais com maior exportacdo de carnes de frango e o terceiro em
termos de producgéo de carne e derivados de frango, alcangcando a producéo de 12,9
milhGes de toneladas no ano de 2011 (USDA). Tratando-se da producgéo de ovos, 0
Brasil € capaz de atender o mercado interno, porém as exportacoes brasileiras sao
pouco expressivas 0 que sinaliza para um grande mercado potencial ainda pouco
explorado (CNPSA).

No entanto, as doencas infecciosas em geral e, em particular, as doencas
respiratorias de etiologia viral na avicultura exercem um impacto significativo em
perdas econdmicas no mundo todo. Estes danos sdo, em suma, relacionados a
diminuicdo do crescimento e consequente perda na producdo de carne,
comprometimento da qualidade e da producdo de ovos e em alguns casos
ocasionados por uma taxa variavel de mortalidade. Os agentes virais com maior
potencial em ocasionar severas perdas em termos de mortalidade, séo as estirpes
de alta viruléncia do virus da doenca de Newcastle (VDN) e do virus da influenza
aviaria (VIA). Outros agentes virais conhecidos principalmente por suas
caracteristicas de infeccdo respiratoria, apesar de serem mais brandos quando
comparados com os citados anteriormente, e que possuem significativa importancia
em termos de severidade de lesbes e perdas econdmicas na avicultura industrial
sao: o virus da laringotraqueite infecciosa (VLTI), o metapneumovirus aviario (MPV)
e o0 virus da bronquite infecciosa aviaria (VBI). Entre estes agentes causadores de
doencas respiratorias, o virus da bronquite infecciosa (VBI), um coronavirus do
género Gammacoronavirus, composto por fita simples de RNA n&o segmentado com
sentido positivo (CAVANAGH, 2001; de VRIES et al.,1997), é o0 que possui maior
importancia econémica, principalmente por seu potencial de ampla disseminacdo
entre as criacdes avicolas (JONES, 2010).

O BI é conhecido principalmente por ocasionar uma doenca aguda do trato
respiratério de seus hospedeiros. No entanto, algumas estirpes deste virus podem
desenvolver lesdes em diversos 6rgdos do trato urogenital, reprodutor e digestério
das aves infectadas. Esta caracteristica esta relacionada principalmente pela alta

taxa de variabilidade genética do VBI, que reflete no surgimento de estirpes



variantes genéticas e, em alguns casos fenotipicas, com padrdes de tropismo e
patogenia diferentes das estirpes referenciais. A prevencdo da bronquite infecciosa
(BI) no Brasil é feita pela vacinacdo dos plantéis, sendo utilizada a vacina atenuada
da estirpe Massachusets (Mass).

Em adicéo a isso, sabe-se que a maioria dos isolados brasileiros do VBI, até
1989, foram classificados no sorotipo Massachusetts. Entretanto, a partir da década
de 90, a maior parte das amostras isoladas desse virus teve apenas uma estirpe
classificada no sorotipo Massachusetts, sendo que os demais isolados descritos
eram antigenicamente diferentes desse e de outro sorotipo classico, o sorotipo
Arkansas. Tais estirpes mostraram-se também ser diferentes ndo s6 entre si, como
também daqueles sorotipos descritos em outros paises, tendo sido identificados pelo
menos cinco tipos antigénicos diferentes que coexistiam no sudeste brasileiro, nesse
mesmo periodo.

Mais recentemente, isto €, a partir do ano 2000, genétipos do VBI com
caracteristicas de variantes autoctones tém sido identificados em amostras colhidas
de aves de plantéis brasileiros localizados nas principais regides de producéo
avicola do Brasil. As andlises filogenéticas mostraram que os genotipos brasileiros
do VBI apresentavam-se segregados em um grupo filogeneticamente distinto de
outros grupos constituidos pelas principais estirpes de referéncia do VBI
provenientes dos continentes Europeu e Asiatico, dos Estados Unidos e da
Australia, incluindo aquelas que sao relacionadas ao sorotipo Massachusetts,
levando a inferir que a presenca de variantes do VBI nos plantéis brasileiros pode
ser a razao para o insucesso no controle do virus no Brasil. Foi verificado também
gue, além de lesdes respiratdrias, os novos isolados brasileiros do VBI que foram
genotipados como variantes, tém sido também associados com diversas
manifestacbes clinicas e patolégicas da Bl nos plantéis avicolas, tais como
tragueobronquites e aerossaculites, lesbes renais e problemas reprodutivos em
fémeas e em machos, ficando, assim, caracterizado o potencial de um amplo
espectro de patotipos dentre esses novos isolados do VBI.

O fato é que no Brasil pouco se sabe quanto a patogenia destas variantes e
qual é o “status” de protecdo desenvolvido pela vacina de referéncia preconizada

(Mass) frente as estirpes heterodlogas.



De posse dessas informacdes foi entdo formulado o objetivo principal deste
trabalho, no sentido de caracterizar comparativamente com a estirpe M41l, a
patogenicidade de um novo isolado de campo do VBI, no Brasil, previamente
identificado como uma variante genotipica, bem como avaliar a imunidade cruzada
dessa variante com relacdo a estirpe vacinal do sorotipo Massachusetts (H120)

desse mesmo virus.



2. Revisao de Literatura
2.1. Bronquite infecciosa aviaria

A (BIl) é causada por um coronavirus conhecido como VBI. Este virus é um
patogeno de grande importancia na avicultura, sendo capaz de provocar infeccdes
principalmente em frangos de corte, galinhas poedeiras comerciais e aves
reprodutoras, acarretando menor producdo de carne e ovos pela industria avicola
mundial. A Bl foi descrita pela primeira vez em Dakota do Norte, nos Estados
Unidos, em 1930. No Brasil foi relatada pela primeira vez em 1956 e desde entéo,
vem acometendo aves de todas as idades, em diferentes regides onde ha inddstria
avicola instalada (ASSAYAG, 2004; CAPUA et al., 1999; CAVANAGH; NAQI, 2003;
DI FABIO; ROSSINI, 2000; HIPOLITO et al., 1973).

A Bl é uma doenca aguda, contagiosa caracterizada principalmente por sinais
respiratorios. O VBI vem evoluindo desde a sua descoberta, o que resulta em
alteracbes genotipicas e fenotipicas relevantes nas progénies produzidas pela
replicacdo desse virus. Essas alteracdes acarretam diferentes formas de patogenia
e antigenicidade nas variantes do VBI geradas, dificultando o diagndstico e o
controle sanitario por meio da vacinagdo convencional com uma determinada estirpe
de referéncia vacinal. Algumas estirpes variantes podem apresentar tropismo para
outros tecidos e oOrgaos aléem do sistema respiratorio, tais como rins, intestino,
ovarios e testiculos. O uso difundido de vacinas vivas e inativadas pode complicar
tanto os resultados advindos do diagndstico direto desse virus, quanto aqueles
obtidos no sorodiagnoéstico. Ademais, as estirpes variantes antigénicas do VBI
podem se evadir da imunidade induzida pela vacinagdo com estirpes de referéncia
vacinal heterdlogas, pois a resposta imune pés-vacinal ndo seria efetiva em bloquear

a infecgcéo provocada por essas estirpes variantes.

2.2. Etiologia e morfologia viral

O VBI pertence a ordem Nidovirales, familia Coronavidae, género
Gammacoronavirus (grupo Ill) (CAVANAGH, 2001; de VRIES et al.,1997). Seu
genoma € composto por uma fita simples de RNA de sentido positivo, nao
segmentado de 27,6 kilobases (Kb) de comprimento, que codifica proteinas

estruturais e ndo estruturais do virus. Quatro genes diferentes sdo responsaveis por



codificar suas principais proteinas estruturais: a glicoproteina de superficie (S), uma
pequena proteina de envelope (E), a glicoproteina da matriz (M) e a proteina que
constitui o nucleocapsideo (N) (CASAIS et al., 2005). As proteinas S e N possuem
importantes fun¢des biologicas e imunoldgicas na constituicdo do virus da bronquite
infecciosa, que aqui serdo descritas mais detalhadamente.

O gene S codifica a principal proteina estrutural, a glicoproteina S que é
constituida por diversas projecdes no envoltério externo viral. Essa glicoproteina é
pés translacionalmente clivada em duas subunidades, a subunidade amino-terminal
S1 de 92 kDa e a subunidade S2 de 84 kDa, compreendendo cerca de 500 e 600
aminodcidos, respectivamente (CAVANAGH, 1983; 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; LAI; HOLMES, 2001). O gene S1
€ 0 mais variavel e pode apresentar mutacées em sua sequéncia de aminoacidos,
gue acarretam alteragcdes na antigenicidade e no tropismo tecidual das estirpes
mutantes do VBl (CAVANAGH; NAQI, 2003). Estas variacdes podem ocorrer em
torno de 2 a 25% na sequéncia de aminoé&cidos. Por outro lado a subunidade S2 é
mais conservada (CAVANAGH et al., 1992, 1997; KANT et al., 1992;. KOCH et al.,
1990).

Ainda conforme descrito acima, deve-se salientar que o glicopolipeptideo S1 é
responsavel pela infectividade viral, por possuir sitios que se combinam com os
receptores de células alvo da infec¢ao pelo VBI. Dessa forma, em regides proximas
a esses sitios estdo presentes 0s principais determinantes antigénicos que induzem
a formacédo de anticorpos neutralizantes. Um aspecto interessante € que a variacédo
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., 1992; CAVANAGH et al., 1997; KEELER et al., 1998; COOK et
al., 1999; MURPHY et al., 1999).

Por isso, pode-se afirmar que essa glicoproteina possui um papel biolégico de
elevada relevancia para esse patdégeno viral e para o organismo hospedeiro das
aves. Nesse contexto, sabe-se que a glicoproteina S € a principal indutora da



resposta imune protetora contra a infeccdo pelo VBI. A mesma é de fundamental
importancia na definicdo de quais estirpes desse virus, que sofreram variacdo
génica, também alteraram sua antigenicidade e patogenicidade, a fim de estabelecer
uma relacdo homadloga 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 Bl.

Quanto ao gene N, este juntamente com o RNA gendmico, forma o
nucleocapsideo helicoidal (COLLISON et al., 1992; SAPATS et al., 1996). A proteina
do nucleocapisideo é por definicdo, uma fosfoproteina que contém 409 aminoacidos,
gue forma uma concha protetora e embala o0 RNA genbmico viral, além de
desempenhar importante funcdo na imunidade mediada por células (SEO;
COLLISON, 1997; SEO et al.,, 1997). Ademais, esta proteina por sua vez, é
altamente conservada, e na sua constituicdo podem se diferenciar entre 2 e 6% ao
nivel de aminoacidos nas estirpes variantes (WILLIAMS et al., 1992).

Com relacdo a glicoproteina M, sabe-se que ela interage com o
nucleocapsideo interno da particula viral e tem cerca de 230 aminoacidos, sendo
gue desses, somente 10% estao exteriorizados no envelope viral.

Além da glicoproteina M, sdo encontradas quantidades reduzidas de uma
proteina pequena nao glicosilada (proteina E) que é formada por aproximadamente
100 aminoacidos. Essas duas proteinas sado necessarias para a maturacdo e
formacéao de particulas virais integras e maduras do VBI (CAVANAGH, 2007).

Portanto, diversas alteragdes podem ocorrer na composi¢gdo, estrutura e
propriedades antigénicas das proteinas do VBI, em decorréncia de fendbmenos de
mutacdo e recombinacédo, que fazem parte da evolucdo do agente, e afetam os
genes codificadores dessas proteinas. Esses eventos sdo responsaveis pela
elevada variabilidade genética e antigénica do VBI, traduzindo também em
diferentes tipos patogénicos com variadas formas de patogenicidade, definindo-se,
assim, os patotipos. Tudo isto torna extremamente dificil o controle da infeccdo pelo
VBI.



Os coronavirus também possuem um conjunto de genes que codificam
proteinas acessorias de funcdo desconhecida que ndo sdo necessarios para a
replicacdo in vitro (YOUN et al., 2005; CASAIS et al.,, 2005), porém podem
desempenhar um papel importante na patogénese (ORTEGO et al., 2003). O VBI
codifica dois genes acessorios, 0s genes 3 e 5, que expressam quatro proteinas
acessorias, a 3a e 3b e 5a e 5b. Ainda neste contexto, além dos genes estruturais e
acessorios, dois tercos do genoma dos coronavirus corresponde ao gene da
replicase, que expressa duas poliproteinas, ppla e pplab. A pplab é o produto da
extenséo de ppla, como resultado do “frame shifting” do gene -1 ribossomal durante
0 “reading frame” na traduc&o. As duas poliproteinas séo clivadas por dois tipos de
proteinases virais, que resultam em 16 proteinas nao-estruturais (Nsp1-16).

Foi demonstrado que os genes acessoérios do VBI ndo sdo necessarios para a
replicacdo in vitro (CASAIS et al., 2005; HODGSON et al., 2006), mas sim o gene S
(CASAIS et al.,, 2003; .HODGSON et al., 2004). Mesmo com estas descobertas,
ainda era obscura a funcdo dos genes acessorios em relacdo a patogenicidade, até
que recentemente, Armesto et al. (2009), ao utlizar em uma ferramenta de
substituicdo de segmentos génicos, mais especificamente o gene da replicase, de
uma estirpe ndo virulenta, Beudette, para uma estirpe virulenta, Mass M41,
mostraram que estirpe receptora, também denominada “quimera’ se transformou
em avirulenta. Este fato indicou que nenhum dos genes estruturais ou acessorios
derivados de um isolado avirulento do VBI foram capazes de restaurar a viruléncia e
gque, portanto, a perda de viruléncia associada com a estirpe Beaudette reside no

complexo do gene da replicase.

2.3. Patogenia

O VBI infecta galinhas (espécie Gallus gallus) de todas as idades, e provoca
mais lesGes nos orgaos constituintes do sistema
respiratorio e urogenital (CAVANAGH, 2007; COOK, 2002). As manifestacoes
clinicas incluem retardo do crescimento em frangos de corte, queda na producéo de
ovos e ocasionalmente morte das aves (CAVANAGH; NAQI, 2003).

Apesar de a nomenclatura do VBI sugerir um patdgeno restrito ao trato



respiratorio, este virus, além de se replicar em tecidos e O6rgdos desse sistema
(nariz, traquéia, pulmdo e sacos aéreos), e causar lesdes proeminentes nesses
tecidos ou 6rgaos; os quais sdo sua porta de entrada, apresenta também tropismo e
patogenicidade para muitos outros tipos de células epiteliais. Entre estas incluem-se
as renais, as células do oviduto ou as dos testiculos e muitos outros tipos celulares
do trato gastro-intestinal, tais como o es6fago, o proventriculo, o duodeno, o jejuno, a
bursa de Fabricius, as tonsilas cecais, 0 reto e a cloaca (CAVANAGH, 2003;
CAVANAGH, 2005; DHINAKER, 1997).

Os isolados de VBI, independente do tecido de origem, infectam, inicialmente,
as células ciliadas do epitélio que reveste a mucosa do aparelho respiratério,
principalmente da traqueia das aves. Em consequéncia causa lesdes caracteristicas
na traqueia, que € o 6rgdo de eleicdo para sua multiplicacdo, sendo por isso,
considerada doenga priméria do aparelho respiratério (KING, CAVANAGH, 1991).
Apesar disso, alguns dos isolados apresentam tropismo exacerbado para 0s rins,
oviduto e/ou, aparelho digestorio (COOK et al., 2001; DHINAKAR RAJ; JONES,
1996; DI FABIO et al., 2000; FERNANDO et al., 2012).

Estirpes do VBI, quer sejam elas variantes, ou ndo, podem expressar uma
predilecdo maior para outros tecidos, que ndo sejam do sistema respiratorio, o que
originara os diferentes patotipos virais. Estes caracterizam-se pelo tropismo de uma
estirpe do VBI por um tipo particular de célula constituinte de determinado de 6rgéo.
Ainda, deve ser considerado que, algumas vezes, a replicacdo desses virus em um
dado tipo celular, ndo desencadeia alteracdes patologicas significativas, mesmo
guando este tecido apresente altos titulos virais (CAVANAGH, 2005; CAVANAGH,;
NAQI, 2003; AMBALI; JONES, 1990).

Os protectotipos ou tipos protetores do VBI s&o obtidos a partir de dados a
respeito da eficiéncia de uma determinada formulagdo vacinal desse mesmo virus.
Com isso determina-se qual é a estirpe vacinal com maior capacidade de induzir uma
protecdo cruzada efetiva contra uma nova estirpe ou isolado de campo,
caracterizando, assim, o protectotipo desse novo virus. A tipagem antigénica faz a
caracterizacdo do sorotipo ou do “epitotipo” de uma dada estirpe viral, usando
anticorpos virus-especificos policlonais ou monoclonais respectivamente (DE WIT,
2000).



Em geral, a Bl ocorre sob diferentes formas clinicas e anatomopatolégicas.
Quando sao acometidas aves durante as primeiras semanas de vida, sdo mais
comumente observados 0s sintomas respiratérios, caracterizados por espirros,
estertores Umidos da traqueia e elevada taxa de morbidade e mortalidade. Nas
poedeiras e reprodutoras, a enfermidade ocasiona queda de postura e/ou producdo
de ovos defeituosos, apresentado casca mole, rugosa e despigmentada, sem
entretanto, haver uma mortalidade significativa. Ha também, alguns patotipos do VBI
gue causam lesBes renais mais proeminentes, e com varios graus de
comprometimento renal, relacionados a nefrite e nefrose (KING; CAVANAGH, 1991).
Nos ultimos anos, diversas estirpes variantes do VBI tém sido isoladas em diversas
regibes do mundo e associadas ao desenvolvimento de um quadro clinico e
patolégico que afeta mais os rins. Muitas dessas estirpes nefropatogénicas tém sido
classificadas em genétipos variantes do VBI, apds a analise filogenética de
sequéncias do gene S1 (ZIEGLER et al., 2002; MEIR et al., 2004; BOUQDAOUI et
al., 2005; FRANCA et al., 2011; LIM et al., 2011).

Nas poedeiras e reprodutoras, durante a fase de recria, pode haver a
manifestacao tardia de urolitiase e a completa atrofia renal, sendo que a morbidade e
a mortalidade séo variaveis (2% a 10%). Ainda, ha evidéncias de que a Bl possa
estar associada a quadros de enterite e de infertiidade em machos (CAVANAGH,;
NAQI, 2003; DI FABIO; ROSSINI, 2000; JONES, 2010; SILVA, 1989).

O coronavirus, semelhante a outros virus que possuem genoma composto por
RNA, com alta taxa de variabilidade genética durante a transcricdo génica, pode ser
enquadrado como uma “quasiespecies”. Trata-se de agrupamentos contendo um
conjunto de variantes genotipicas e fenotipicas de um virus, que tem como
fundamentacéo a divisdo gendémica interespecifica causada por influencias internas
e/ou externas, tais como o ambiente, os 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 evolucdo e persisténcia destes virus, porque pode favorecer o
surgimento de novas variantes na natureza, e pode contribuir na previsdao dos
mecanismos de escape do virus as respostas imunes do hospedeiro (ROWE et al.,
1998; KISS et al., 2000; NIX et al., 2000).
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2.4. Histériado VBI no Brasil e no mundo

Durante décadas acreditava-se que as primeiras variantes do VBI foram
isoladas no inicio dos anos 1950 nos Estados Unidos por Jungherr (1956). Este
autor demonstrou a estirpe Connecticut (Conn), a qual ndo apresentava reacéo de
neutralizacdo e nem protegcdo 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. Porém, no inicio do
século XXI, Jia et al. (2002), por um estudo retrospectivo, identificou que duas
amostras das 40 amostras de VBI isoladas entre 1930 e 1940 n&o pertenciam ao
grupo Massachusetts (ndo-Mass), pela utilizacdo de anticorpos monoclonais e da
analise molecular de uma parte do gene da subunidade S1 da glicoproteina da
espicula (S). Este fato levou a uma maior atencéo para a busca e a identificacao de
estirpes variantes e 0 conhecimento de que muitos paises possuem suas proprias
estirpes, denominadas indigenas (MONTASSIER, 2010).

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 apo6s o
isolamento de uma estirpe do sorotipo Mass no Brasil (HIPOLITO, 1957). 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, varios genotipos diferentes foram
identificados no Brasil. Estas variantes genéticas foram identificadas tanto como
variantes do gene S1 da glicoproteina da espicula (VILLARREAL et al.,, 2007a;
VILLARREAL et al., 2007b; MONTASSIER et al., 2006, 2008) quanto do gene da
nucleoproteina (N) (ABREU et al.,, 2006). Estas analises trouxeram grande
contribuicdo no contexto genealdgico das estirpes do VBI que estavam circulando no
Brasil, no entanto, estudos de protecdo vacinal frente a estas estirpes e analise de

caracterizacao patogénica nao foram realizados.
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Os estudos de protecdo vacinal contra estirpes isoladas na década de 1990
no Brasil mostraram que o sorotipo Mass, forneceu protecédo 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 Bl,
apresentando diversas manifestacdes clinicas e patoldgicas, tais como tragueo-
bronquites e aerossaculites, lesées 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; VILLARREAL et al., 2007a; BRANDAO,
2010; FERNANDO et al.,, 2010; MONTASSIER, 2010). No entanto, testes de
caracterizacdo de patotipos e de protecdo vacinal dessas variantes nao foram
realizados. Da mesma forma ndo héa relatos cientificos mais detalhados das
caracteristicas biolégicas destas variantes do VBI que foram isoladas mais
recentemente.

Ainda, Hidalgo et al. (1976) relataram o primeiro isolamento do VIB (sorotipo
Mass) no Chile em 1975. Pouco mais de uma década mais tarde, foi feita a primeira
identificacdo de variantes no Chile (HIDALGO et al., 1986). J4 na década de 80, o
Chile passou por um grave problema de Bl em frangos de corte e galinhas poedeiras
comerciais, sendo este surto associado com variantes do VBI. Nove isolados do VBI
foram obtidos a partir de 23 planteis que apresentavam problemas clinicos e
patologicos compativeis com Bl. Os resultados da sorotipagem pelos testes de virus-
neutralizacdo indicaram que quatro dos isolados chilenos do VBI eram
sorologicamente relacionados com o sorotipo Mass e um dos outros isolados com o
sorotipo Conn. Além disso, dentre esses isolados, trés nao foram relacionados
antigenicamente com uma ampla gama de sorotipos do VBI isolados em muitos
paises. Uma dessas trés estirpes e a estirpe Mass, quando administrada por via
intranasal no oitavo dia de idade em aves SPF juntamente com 0s sorotipos
patogénicos de Escherichia coli, causou mortalidade e morbidade consideravel
nessas aves (CUBILLOS et al., 1991).

Outros exemplos, na Argentina, Colémbia e México, nos quais foram isoladas
e identificadas estirpes variantes do VBI que foram caracterizadas por analises

moleculares e testes de neutralizacdo, embora esses virus nao tenham sido
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submetidos aos testes de protecdo vacinal (RIMONDI et al. (2009); ALVARADO et
al., 2005, ESCORCIA et al, 2000; CALLISON et al, 2001,
GELB et al., 2001). Ainda, é interessante destacar que algumas das estirpes
isoladas na Argentina e foram caracterizadas como variante genotipica, estédo
geneticamente relacionadas com algumas variantes isoladas no Brasil. Por isso
foram suscitados muitos questionamentos com relacdo a essas estirpes, no que diz
respeito a sua origem. Isso levou a formulagdo de duas hipbteses possiveis; ou
esses virus seriam indigenas ao menos de uma regidao da América do Sul, ou que
tais estirpes podem ter sido carreadas de um pais para o outro (MONTASSIER,
2010).

O historico do surgimento de estirpes variantes do VBI no continente europeu
deu-se no inicio da década de 70 no Reino Unido (DAWSON; GOUGH, 1971). Estas
variantes, de sorotipos distintos da estirpe Mass, demonstraram em infeccoes
experimentais, que se tratavam de sorotipos que ndo encontravam barreiras ao
infectar aves vacinadas com as estirpes de referéncia vacinal. Apesar de existirem
varios relatos da identificacdo de diversas variantes, tanto por técnicas sorolégicas,
como moleculares, desde o primeiro isolado na Europa (GOUGH et al.,, 1996;
MEULEMANS et al.,1987; CAPUA et al., 1994; ZANELLA et al., 2000;
WORTHINGTON et al.,, 2008), poucas dessas estirpes tém sido associadas ao
desenvolvimento de doenca altamente danosa. Uma das estirpes mais importantes,
de caréater altamente patogénico, é a conhecida estirpe nefropatogénica B1648,
isolada na Bélgica em 1984, que causa lesdes renais proeminentes (LAMBRECHTS
et al., 1993; PENSAERT; LAMBRECHTS, 1994). No entanto, Cook et al. (1999), ao
aplicar diferentes protocolos de imunizagdo usando duas estirpes de referéncia
vacinal, obteve boa protecdo vacinal. Uma destas estirpes, utilizada na formulag&o
vacinal foi uma das estirpes de maior importancia internacional, mais conhecida
como 4/91 (GOUGH et al., 1992; PARSONS et al., 1992; LE GROS, 1998), que
surgiu no década de 1990, combinada com a estirpe de referéncia Massachusetts. A
estirpe 4/91, ao contrario da maioria das outras estirpes, disseminou-se para varias
partes do mundo e exigiu o desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas para o

controle de surtos ocasionados por ela.
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O VBI foi relatado no continente asiatico pela primeira vez em 1967, na
Malasia. Desde entdo variantes foram identificadas em 1979 (LOHR et al., 1988).
Com o avanco tecnoldgico na caracterizacao filogenética por técnicas moleculares,
diversas estirpes vém sendo caracterizadas como sorotipos distintos da estirpe Mass
(ZULPERI et al., 2009; YU et al., 2001). Variantes do VBI também foram isoladas na
Tailandia (POHUANG et al., 2009), Coreia do Sul (SONG et al.,1998; LEE et al.,
2004) e Japédo (MASE et al., 2004; MASE et al., 2008; SHIMAZAKI et al., 2008.)

As primeiras variantes do VBI foram reconhecidas em Taiwan em meados dos
anos 1960, no qual duas linhagens distintas foram identificadas, Mass e variantes
relacionadas com as relatadas em paises asiaticos vizinhos (WANG; TSAI, 1996;
WANG; HUANG, 2000; HUANG et al., 2004). No entanto, dados recentes sugerem
gue a principal estirpe variante em Taiwan pode ter surgido em decorréncia da
recombinacdo entre a regido 5’ terminal do gene N entre uma estirpe do VBI local e
uma estirpe estrangeira (KUO et al., 2010). A falta de protecéo vacinal fornecida pela
estirpe Mass para fornecer protecdo adequada frente estas variantes levou ao
desenvolvimento de vacinas formuladas com virus indigenas (HUANG; WANG,
2006).

Por muitos anos, pouco se sabia da situacdo sobre variantes do VBI na
China, mas o fato de que as vacinas Mass foram usadas com sucesso, sugere que
variantes ndo devem ter sido um problema até 1980. No entanto, desde meados dos
anos 1990, muitos estudos publicados demonstraram a diversidade de variantes do
VBI. Por meio de estudos in vivo e tipagem antigénica utilizando anticorpos
monoclonais e de testes de neutralizacdo cruzada, Wu et al. (1998) identificaram
variantes altamente patogénicas dos VBI na China, associadas tanto com patotipos
respiratorios, como nefropatogénicos. Estas variantes demonstraram que a
vacinagdo com o sorotipo Mass H120 forneceu pouca protecdo contra o desafio com
estes isolados.

A variante chinesa mais conhecida, e que tem despertado atencdo mundial, €
a variante QX relatada por Yudong et al. (1998), associada com proventriculite. No
entanto, ainda ndo esta claro se os problemas de proventriculite que foram

associados com a deteccao de QX foram realmente causados pela infeccao por este
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VBI ou por outro fator, devido o fato da replicacao local da estirpe no proventriculo
nao ter sido demonstrada.

Em um estudo com 26 isolados do VBI entre 1980 e final da década de 2000,
quatro grupos foram identificados como variantes do gene N (WEI et al., 2009). Em
outra analise genética de 26 variantes isoladas dos rins, proventriculo e oviduto, em
diferentes areas da China entre 1995 e 2004, Liu et al. (2006) identificaram VBI do
tipo Mass e mais cinco genoétipos aparentemente encontrado apenas na China. Um
destes foi subsequentemente demonstrado que era o tipo indigena predominante na
China daquela época (LIU et al., 2009b). Recentemente, com base na analise de
sequéncias do gene S1, Zou et al. (2010) relataram que um gendtipo diferente, é
agora dominante. Além disso, foi identificada a variante 4/91 na China, juntamente
com a estirpe australiana T, bem como uma variante chinesa nativa. Com tudo isso,
a diversidade de variantes do VBI na China é agora bem estabelecida, algumas de
circulacao restrita no pais, enquanto outras apresentam similaridades com variantes
identificadas em outros paises da Asia.

Uma regido curiosa no qual ha uma continua evolucdo do VBI € a Oceania,
principalmente em paises como a Australia e a Nova Zelandia. Acredita-se que
nessa regido, as variantes do VBI evoluem de forma independente em relacdo ao
resto do mundo, devido a sua posicao geografica isolada (IGNJATOVIC et al., 2006).
Dessa forma, diversas variantes do VBI foram isoladas e caracterizadas desde o
inicio dos anos 60 na Australia (CUMMING, 1963). A partir de entdo, testes de
proteccgédo in vivo foram realizados com estas variantes (KLIEVE; CUMMING, 1988).
Em dois estudos, Ignjatovic et al. (1997; 2006) ao utilizarem dois anticorpos
monoclonais dirigidos contra as principais proteinas do VBI juntamente com a
analise por sequenciamento, reconheceram diversas linhagens distintas de todas
aguelas encontrados em outros lugares do mundo. Ignjatovic et al. (2002) em outro
estudo comparativo de patogenicidade de 25 estirpes isoladas na Australia, a partir
da década de 60 e inicio dos anos 90, demonstraram que de 12 isolados entre 1961
e 1976, 9 apresentaram caracteristicas de patotipos nefropatogénicos, enquanto
apenas trés das 13 estirpes isoladas entre 1981 e 1994 foram associadas com
nefrite. Estes resultados sugeriram que houve uma alteragdo das estirpes do VBI
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nefropatogénicas (1960 a 1970) para estirpes de carater respiratorio (1980 a inicio
de 1990).

2.5. Epidemiologia

O contato direto com aves infectadas € a principal fonte de infec¢céo, sendo o
exsudato traqueo-brénquico e as fezes destas aves as principais fontes de virus. O
virus se espalha horizontalmente por aerossol ou ingestédo. A taxa de disseminacao
depende principalmente da viruléncia do virus e o estado imunitario das aves. O VBI
é altamente infeccioso e, em condi¢des naturais, sinais clinicos respiratorios podem
se desenvolver em aves que tiveram contato direto num prazo de 36 horas.
Alimentos e agua potavel e que foram contaminadas por fezes, também séo fontes
de infeccédo do VBI. Esse virus pode sobreviver durante um tempo consideravel nas
fezes e pode representar uma fonte continua de reinfeccdo na fase de
convalescéncia da doenca. Lixo contaminado, calcados, vestuario, utensilios,
equipamentos e pessoas em contato com as aves também sado fontes potenciais de
transmissao viral de forma indireta e tém sido implicados na propagacao do VBI a
grandes distancias (ERBECK; MCMURRAY, 1998; McMARTIN, 1993; PURCHASE et
al., 1966).

O papel da transmisséo vertical na epidemiologia do VBI néo foi claramente
estabelecida. A transmissao vertical do VBI foi suspeita em um caso de campo
(McFERRAN et al.,, 1971). Este foi demonstrado em outro estudo em galinhas
poedeiras infectadas experimentalmente que produziram ovos infectados entre uma
e seis semanas apos a infeccado (COOK, 1971). O virus também foi isolado a partir
do primeiro dia de idade dos pintinhos dessas galinhas. Isto sugere que o VBI pode
ser transmitido verticalmente. O VBI foi também detectado no sémen de galos de até
duas semanas ap0s a inoculacdo, o que indica a possibilidade de que o oviduto de
uma galinha portadora, e também o ovo no oviduto, podem ser infectados com esse
sémen.

A principal via de eliminacéo viral durante a fase aguda da doenca, € feita
pelo trato respiratorio, no momento em que as aves tossem ou espirram, eliminando
o0 virus diretamente no meio ambiente. O pode ser recuperado e isolado, a partir de
amostras da traqueia e dos pulmdes, entre o primeiro e sétimo dia apos a infecc¢éo,



16

em titulos infectantes consideraveis. O virus também pode ser isolado a partir do
contetdo cloacal ap6s 24 horas poés-infeccdo. As fezes contém uma quantidade
significativa de virus durante um periodo prolongado de tempo, principalmente
durante o curso de infec¢des cronicas, ou na fase de persisténcia desse virus no
organismo hospedeiro (ALEXANDE; GOUGH, 1977; COOK, 1968).

A laténcia verdadeira, tal como observado em infec¢Bes por herpes virus, ndo
€ considerada ocorrer em infeccbes pelo VBI. No entanto, em algumas
circunstancias, o virus pode persistir durante um periodo de tempo consideravel em
aves infectadas, sendo alguns Orgdos mais privilegiados, como 0s rins e trato
digestorio, especialmente as tonsilas cecais na manutencdo viral (CHONG,;
APOSTOLOV, 1982; EI-HOUADFI et al., 1986; ALEXANDER et al., 1978). Aves
portadoras de infec¢des persistentes pelo VBI sdo consideradas as provaveis fontes
de re-infeccdo em poedeiras, a qual ocorre em intervalos regulares (COOK, 1968).
No entanto, a persisténcia ndo se desenvolve para todas as estirpes do VBI, tendo
sido evidenciado que algumas apresentam maior capacidade de persisténcia no
hospedeiro.

A transmissdo do VBI ocorre principalmente por via aérea, por aerossois e
mais facilmente entre aves mantidas a uma distancia de mais de 1,5 m. Os ventos
predominantes também podem contribuir para a distribuicdo entre galpdes que séo
separados por uma distancia de até 1.200 m (CUMMING, 1970). Vetores nao
parecem ser um fator importante na propagacéo do VBI.

Outras espécies de aves nao sdo consideradas suscetiveis a infeccdo por
VBI. Esse virus pode ser propagado em camundongos por via intra-cerebral
(CUNNINGHAM et al., 1972). No entanto, a passagem de tais virus parece resultar
na selecdo de uma populagéo viral que ndo é patogénico para pintinhos (YACHIDA
et al., 1979).

O VBI é sensivel a temperatura e algumas diferencas podem existir em
termos de sensibilidade térmica, mas no geral, a maioria das estirpes sédo inativadas
a 56°C durante 15 minutos ou 45°C durante 90 min (OTSUKI et al., 1979). A
temperatura ambiente, esse virus pode sobreviver por poucos dias. A infectividade
viral é afetado por armazenagem a 4 °C, e para armazenamento a longo prazo, é

necessario manter esse virus a -70°C. Além disso, o VBI é facilmente inativado por
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muitos desinfetantes comuns, incluindo alcool 70%, cloroférmio, fenol, formalina e
iodo (JORDAN; NASSAR, 1973).

2.6. Diagnéstico

Os métodos de diagnostico convencionais, que também podem ser chamados
de “classicos” do VBI sdo primordialmente baseados no isolamento viral em ovos
embrionados “Specific Pathogen Free” (SPF) (OWEN et al., 1991; GELB, 1989) ou
em culturas celulares (HOPKINS, 1974), seguidos da identificacdo antigénica dos
isolados. Outra alternativa é o isolamento do VBI a partir da inoculagdo em anéis
traqueais de embrides de galinha SPF, a qual se revelou uma técnica bastante
sensivel (COOK et al.,, 1976), mas também muito laboriosa e demorada. Esse
método pode ser associado a reacdo de imunofluorescéncia direta em cultura de
traqueia, permitindo a deteccdo mais rapida do virus (BHATTACHARJEE et al.,
1994).

O VBI também pode ser detectado diretamente em tecidos de aves infectadas
por meio da técnica de imuno-histoquimica (IHC) ou por hibridizacdo “in situ”
(COLISSON et al.,, 1990; HANDBERG et al., 1999). Diversos testes de imuno-
histoquimica foram aplicados utilizando apenas anticorpos monoclonais para
deteccédo do VBI, tanto para estirpes vacinais (NAQI et al., 1990; NAKAMURA et al.,
1991; ABDEL-MONAIN et al., 2009) quanto para variantes (CHEEN et al., 1996;
HANDBERG et al., 1999; ZIEGLER et al.,, 2002; FRANCA et al., 2011). Esta
ferramenta tornou-se de fundamental importdncia no que diz respeito ao
rastreamento do tropismo viral de diferentes estirpes, permitindo uma analise
topografica da migracao viral para orgaos distintos.

Os métodos soroldgicos mais utilizados no diagnostico da BI, sdo inibicdo da
hemaglutinacdo (HI), virus-neutralizacdo (VN) (CAPUA et al., 1999) e ensaio
imunoenzimatico “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) com anticorpos
monoclonais ou policlonais. Varios ensaios imunoenziméticos foram desenvolvidos e
aplicados no diagndstico laboratorial da Bl. O ELISA apresenta a vantagem de
sobrepujar os demais métodos sorologicos, em virtude do seu baixo limiar de
deteccdo, associado a capacidade de oferecer resultados mais objetivos e
reprodutiveis. Portanto, a classificagdo mais rdpida das amostras analisadas em
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niveis de reacdo imuno-enzimatica e possibilitando o acompanhamento do grau de
imunidade humoral local e sistémica de um grande numero de aves vacinadas
contra o VBI (CARDOSO et al.,, 1996a; CARDOSO et al., 1996b; IGNJATOVIC;
ASHTON, 1996; NAQI et al., 1993; ZELLEN; THORSEN, 1986; GARCIA;
BANKOWSKI, 1981).

As técnicas de biologia molecular constituem, por sua vez, um meio de
diagnostico direto rapido, preciso e especifico na detec¢édo do VBI. Como exemplo, a
reacdo em cadeia da polimerase antecedida pela transcricao reversa (RT-PCR) é
uma ferramenta muito Util na deteccdo de diversos RNA-virus (CAVANAGH, 1993).
No caso do VBI, por ser um RNA-virus, a PCR foi aplicada pela primeira vez de
forma bem sucedida depois que o genoma viral foi transformado, por meio da reacéo
de transcricéo reversa (RT) em cDNA (JACKWOOD et al.,1992).

Tradicionalmente, a técnica de virus neutralizacdo realizada em ovos
embrionados foi utilizada para identificar os diferentes sorotipos do VBI. No entanto,
a técnica de RT-PCR em conjunto com o sequenciamento de genes especificos
pode ser rotineiramente utilizada com o objetivo de discriminar diferentes estirpes do
VBl (KEELER et al.,, 1998; JACKWOOD et al, 1997; KWON et al., 1993;
MONTASSIER et al., 2008). Além disso, deve ser destacado que um rapido teste de
avaliacdo do polimorfismo génico que ocorre entre estirpes do VBI, pode ser feito
sobre produtos amplificados do gene S submetidos a uma digestao (clivagem) com
algumas enzimas de restricdo. Este processo gera fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos, de acordo com a presenca ou a auséncia de determinados sitios para
cada uma das enzimas utilizadas, constituindo; dentro de uma técnica conhecida
como Polimorfismo de Tamanhos de Fragmentos Gerados por Digestdo com
Enzimas de Restricdo (“Restriction Fragment Length Polymorphism”-RFLP)
(JACKWOOD et al., 1997; KWON et al., 1993).

O surgimento da PCR em tempo real trouxe a possibilidade de se usar uma
ferramenta de diagndéstico ainda mais rapido em relacdo a técnica de PCR
convencional, com um aumento no indice de sensibilidade e reprodutibilidade, além
de permitir que seja quantificado o numero de cépias virais em diferentes tecidos,
possibilitando uma interpretacdo mais completa e eficiente no que diz respeito a
patogenia ao tropismo celular. Esta técnica deu suporte as andlises histopatolégicas
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e imuno-histoquimica. Com isso, houve, também, uma reducdo no risco de
contaminacdo do ambiente por manipulacdo do produto amplificado, ja que, a PCR
em tempo real permite a simultanea amplificacdo e detec¢do da sequéncia génica
alvo amplificada, pelo uso de marcadores fluorescentes, além de evitar
manipulacdes adicionais na técnica de eletroforese e a exposicdo ao brometo de
etideo (CALLISON et al, 2006; NIESTERS, 2004; MACKAY et al, 2002;
JACKWOOD et al., 2003, BENEYEDA et al., 2010).

Com o advento destas diferentes técnicas descritas anteriormente, a
avicultura atual, principalmente no que se refere as viroses e, dentre elas a BI, pode
desfrutar de muitas opcdes de diagndstico laboratorial. Pode-se constatar entdo, se
por um lado um conjunto significativo de dados sobre genotipagem tenham sido
levantados para essas novas variantes de campo do VBI no Brasil e no mundo, por
outro lado muito pouco se conhece sobre as relacdes entre propriedades genéticas
e fenotipicas desses novos isolados brasileiros em comparacdo com as demais
estirpes do VBI, e inclusive aquelas utilizadas na producdo de vacinas. Em vista
disso, fica evidente a importancia de serem feitas investigacdes adicionais para
melhor caracterizar os imunotipos e patotipos desses virus, e avaliar os possiveis
efeitos que as mudancas causadas por mutacdes e/ou recombinacdes no gene
codificador da glicoproteina S1, ou até mesmo em outros genes desses isolados
tém, sobre os perfis de patogenicidade e também sobre o grau de protecao
conferido pelas vacinas comerciais disponiveis no mercado contra infeccdes
causadas por estirpes brasileiras do VBI (MONTASSIER et al., 2008).

2.7. Prevencgéo e controle

O controle da bronquite infecciosa aviaria € um trabalho dificil e laborioso,
sendo que nenhum dos paises que possuem industria avicola em maior escala e
mais desenvolvida, estao livres da BI.

Devido a natureza altamente infecciosa destes virus, até mesmo as mais
rigorosas medidas preventivas sdo, por vezes, insuficientes. Apenas as mais
rigorosas medidas de quarentena, como aquelas utilizadas para manter aves SPF, e

gue ndo podem ser aplicadas comercialmente, parecem ser capazes de excluir o
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VBl das criagcbes avicolas (IGNJATOVIC; SAPATS, 2000). Isto implica
circunstancialmente em uma interacéo virus-hospedeiro nos plantéis avicolas.

O Unico meio préatico de controlar a Bl é a vacinagdo, medida essa que é
aplicada rotineiramente em todas as aves industriais, principalmente em regides
endémicas, podendo as vacinas serem vivas ou inativadas. Os programas de
vacinagdo podem variar de um pais para outro, ou mesmo de uma criacdo para
outra, dentro do mesmo pais, dependendo das condi¢fes locais 0 do levantamento
das principais estirpes relatadas como circulantes.

As vacinas vivas estdo em uso generalizado. A maior parte dessas vacinas €
composta por estirpes do VBI que foram passadas em ovos embrionados, no intuito
de diminuir a viruléncia deste virus. As vacinas vivas podem ser administradas por
meio de spray aerossol ou junto a 4gua nos bebedouros, dependendo da vacina
utilizada (HOFSTAD et al., 1975). A vacina intra-ovo ou embrionéria € ainda pouco
utilizadas sendo restrita a alguns paises mais desenvolvidos.

Vacinas compostas por estirpes menos atenuadas e com maior viruléncia
residual, algumas vezes séo utilizadas para a vacinacao de reforgo por volta de sete
a dez dias de idade. Vacinas de baixa viruléncia s&o adequadas para pintainhos com
baixo nivel de imunidade materna e a vantagem destas vacinas € que elas nao
causam reacOes respiratérias, ou interferem menos na reducdo da taxa de
crescimento, que pode ocorrer com vacinas de maior viruléncia (GEILHAUSEN et
al., 1973). A desvantagem de se utilizar vacinas de baixa viruléncia € que o nivel de
imunidade previsto € baixo, e muitas vezes sao suficientes apenas para proteger o
trato respiratorio. Muitas vezes, estas vacinas nao induzem uma protecéo eficaz
para outros tecidos, tais como o rim e oviduto, contra o desafio com estirpes que sao
nefropatogénicas ou patogénicas para o trato reprodutivo (DHINAKAR; JONES,
1996).

Algumas vacinas vivas tém um grau significativo de viruléncia residual e uma
tendéncia para produzir aerosaculite, particularmente em condicdes ambientais
adversas e quando combinadas a infec¢cdo com bactérias como a Escherichia coli
(HOPKINS; YODER, 1986). Diversos tipos antigénicos de vacinas da Bl estéo
disponiveis em todo mundo, o que resulta em um grande problema para os

produtores. Porém, a escolha da vacina, pode sem duvida decidir o sucesso da
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vacinacdo, e por isso deve se levar em conta quais sdo 0s tipos antigénicos
prevalentes em determinadas regides. As vacinas utilizadas com mais frequéncia
sdo as pertencentes ao sorogrupo Massachusets, como a M41, MA5, H52 e H120.
Outras vacinas monovalentes também sdo usadas regionalmente na Europa e EUA,
tais como Connecticut 46, Arkansas 99, Florida, JMK, 4/72 e D274.

Em todos os paises com avicultura mais avangada, existe uma grande cautela
gquanto ao uso indiscriminado de vacinas vivas, de modo a nao se utilizar estirpes
vacinais de outras partes do mundo, que ndo estejam presentes em uma dada
regido ou pais, e assim evitar a disseminacéo de linhagens genéticas e fenotipicas
distintas das estirpes locais em suas criagoes.

Com relacéo as vacinas inativadas, estas sdo mais destinadas a criacées de
aves de postura, sendo mais comumente administradas por via subcuténea entre
13-18 semanas de idade, para galinhas que foram previamente imunizadas com a
vacina contendo o virus vivo atenuado. A grande vantagem das vacinas inativadas é
gue via de regra, ela é capaz de fornecer elevados niveis de anticorpos anti-VBI que
persistem por periodos mais longos que os induzidos pela vacina viva (BOX et al.,
1982). Niveis de anticorpos mais elevados s&o particularmente Uateis para
proporcionar protecdo aos demais 0rgdos que nao correspondem ao sistema
respiratorio, impedindo a propagacao viral.

Uma das maiores dificuldades encontradas na sanidade avicola, é a
identificacdo de sorotipos, patotipos e protectotipos de estipes de campo em surtos
da BI. 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. Algumas vacinas do VBI, tais como Mass, Conn, Ark ou D274 podem
ser diferenciadas por anticorpos monoclonais especificos (KOCH et al., 1986; NAQI
et al., 1993). Por isso, é de grande valia estabelecer caracteristicas patogénicas de
determinadas estirpes de campo, para que sirva de ferramenta e auxilie no
direcionamento de possiveis surtos de Bl no Brasil.

Em se tratando do Brasil, o controle da Bl é baseado principalmente no uso
de vacina viva atenuada, sendo somente permitido a utilizacdo de estirpes do
sorotipo Mass na composi¢do destas vacinas (VILLARREAL et al., 2010). As
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estirpes vacinais mais frequentemente utilizadas no Brasil sdo H120, H52 e Ma5 do
VBI. A vacina H120, devido ao seu maior nimero de passagens em OVOS
embrionados, é mais atenuada do que a H52. Vacinas de carater menos patogénico
muitas vezes podem nao conferir imunidade adequada para outros 6rgdos em
adicao ao trato respiratorio.

Ainda neste contexto, sabe-se que 0s mecanismos essenciais de protecao
contra a infeccdo do trato respiratorio pelo VBI em galinhas tém sido definidos como
a capacidade de o sistema imune conferir resisténcia a traqueia contra a infeccéo
por este virus, reduzindo a replicacéo viral e impedindo principalmente que ocorram
lesGes mais severas na traqueia e a completa ciliostase no epitélio desse mesmo
orgdo. No entanto, com o repentino crescimento da industria avicola no Brasil, a
partir da década de 1990, diversas estirpes vieram a “reboque” trazendo grandes
problemas sanitarios. Estas estirpes muitas vezes se manifestam de maneira
diferente das comumente associadas com a Bl em nosso pais. O principal desafio
para a comunidade cientifica é saber o estado de protecdo imune desencadeado
pela vacinagdo com estas estirpes preconizadas e/ou oficialmente autorizadas em
nosso pais, frente a estas novas variantes.

A despeito da existéncia de iniameros 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 vacinas frente as variantes
isoladas em todo o mundo, e cabe a n0s antevermos as caracteristicas bioldgicas
destas estirpes, bem como buscar alternativas para um correto manejo sanitario

contra estas variantes.
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3. HIPOTESE DE TRABALHO

Considerando que desde o ano 2000, um numero expressivo de variantes
genotipicas do VBI, identificadas com base em sequéncias de nucleotideos do gene
S1, tém sido isoladas de diferentes regides do Brasil (MONTASSIER et al, 2006,
2008, VILLARREAL et al., 2007%", 2010, FELIPPE et al., 2010, CHACON et al.,
2011) , e também que a caracterizagcao biolégica de patotipo e de protectotipo,, ndo
foi ainda elucidada de forma mais definitiva, foi formulada a hip6tese para o presente
estudo de que essas variantes genotipicas do gene S1 podem também se constituir
em variantes fenotipicas de patotipo e de protectotipo em relagcdo a estirpe de
referéncia do gendtipo / sorotipo Massachusetts do VBI.

4. OBJETIVOS

- Caracterizar o patotipo de um novo isolado de campo do virus da bronquite
infecciosa (VBI), identificado previamente como variante genotipica (MONTASSIER
et al., 2006, 2008), através da infeccao experimental de aves SPF, fazendo a
avaliacdo de lesBes macro e microscopicas em 6rgaos potencialmente alvos do trato
respiratorio e urogenital de aves SPF experimentalmente infectadas e relaciona-las a
presenca do VBI por meio da deteccao viral pelas técnicas de imuno-histoquimica e
de RT-PCR em tempo real.

- Avaliar a resposta imune humoral nos compartimentos sistémicos e local
induzidas pelo novo isolado de campo do VBI em aves SPF experimentalmente

infectadas.

- Caracterizar o protectotipo de um novo isolado de campo do VBI, atraves da
avaliacdo da protecdo imune cruzada induzida pela vacina comercial atenuada H120
do VBI existente no Brasil, em aves SPF vacinadas e posteriormente submetidas a

infeccdo com a nova variante isolada de campo desse virus no Brasil.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Amostras virais

Foi utilizada uma estirpe variante de campo do VBI (IBVPR-12), devidamente
isolada e caracterizada geneticamente por meio de sequenciamento de nucleotideos
do gene da glicoproteina S1, no Laboratério de Imunologia e Virologia da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinaria “Julio de Mesquita Filho” - UNESP de Jaboticabal-
SP (MONTASSIER et al.,, 2006, 2008). Foi também empregada a estirpe de
referéncia M41 obtida da Fort Dodge Animal Health. Ambas estirpes foram
propagadas por inoculacdo na cavidade cérion-alantéide de ovos embrionados SPF
e as suspensdes do liquido corion-alantéide (LCA) colhidas foram usadas para a

infeccdo experimental em aves SPF vacinadas ou nao.

5.2. Propagacao e isolamento viral

Os procedimentos de propagacao das estirpes do VBI foram realizados em
ovos embrionados SPF (specific pathogen free) com 9 dias de incubacgao provindos
da Granja de Aves SPF da Brasil Foods, localizada em Uberlandia - MG. Esta
técnica foi realizada com base na descricdio de Owen et al. (1991), com
modificagcdes. Em suma, a amostra teste foi inoculada em ovos embrionados SPF
com 9 dias de idade. A amostra foi preparada e diluida na razdo 1:100 em meio
Eagle e foi inoculada na cavidade corio-alantéide, administrando-se um volume de
200uL/ovo. Ap6s 24 horas da inoculagdo, os ovos foram avaliados, sendo que a
mortalidade que ocorreu neste periodo foi considerada inespecifica e 0 ovo
descartado. Decorridas 36 horas apés a inoculagédo, os ovos foram refrigerados a
4°C e o liquido cério-alantoide (LCA) foi colhido individualmente, sendo distribuido
em aliquotas de 1,5mL e estocado a —70°C até o seu processamento para titulacao
da infectividade viral. A mortalidade do grupo controle (ovos inoculados apenas com
meio Eagle) foi avaliada diariamente e, ao final de sete dias, os ovos foram
resfriados e o0s embribes foram avaliados quanto a presenca de lesdes

caracteristicas da infec¢éo pelo VBI, tais como “nanismo e enrolamento”.
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5.3. Determinacéo da Dose Infectante Embrionaria 50% (DIEsoy)

A infectividade das estirpes variante e M41 do VBI foram determinadas por
titulacdo viral em ovos embrionados de galinhas SPF, com 9 dias de incubacéo,
conforme o método preconizado por Gelb et al. (1991). Partindo-se de suspensdes
de LCA colhido de ovos infectados com essas estirpes virais, foram preparadas
diluicées de razdo constante igual a dez até a diluicdo final de 10°, em Meio Eagle
(Gibco BRL, EUA) contendo antibidticos (200 Ul/mL de Penicilina e 50 ug/mL de
Estreptomicina) e antifingico (50 Ul/mL de Anfoterricina B). As suspensdes foram
inoculadas na cavidade alantoide, no volume de 200 uL/ovo, sendo utilizados cinco
ovos para cada diluicdo, 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 altera¢ces embrionarias dos
sobreviventes foram analisadas. O titulo foi expresso em Doses Infectantes

Embrionarias 50% (DIEsq), calculado pelo método de Reed e Muench (1938).
5.4. Infec¢cédo Experimental

Os experimentos foram realizados no infectorio do Laboratério de Imunologia
e Virologia Veterinaria, Departamento de Patologia Animal, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal, da
Universidade Estadual Paulista — FCAV/UNESP. O protocolo obedeceu aos
Principios Eticos de Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacido (COBEA), aprovado pela Comisséo de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA) da FCAV-UNESP, conforme o protocolo n° 011467/11.

5.4.1. Infec¢cao Experimental (delineamento I)

No primeiro delineamento, as aves SPF que eclodiram foram divididas em 3
grupos de 18 aves cada um. O primeiro grupo (ANV) foi infectado por via éculo-nasal
aos 21 dias de idade com 10*°, doses Infectantes Embrionarias 50% (DIEso) da
estirpe variante IBVPR-12 do VBI/ave. O segundo grupo (BNV) foi infectado com a
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estirpe M41 pela mesma via e com 10°° DIEsg/ave, enquanto que um terceiro grupo
(Grupo C) nédo foi submetido a nenhuma infeccdo, sendo mantido como grupo
controle negativo da infeccdo (Quadro 1). Os sinais clinicos foram observados
durante 3 semanas. Trés aves foram submetidas a eutanasia aos 4, 7, 11, 14 e 21
dias pos-infec¢ao (d.p.i.), sendo colhidas amostras de traqueia, pulmao, rim, tonsila
cecal e gbnadas (testiculo ou ovario). Uma primeira parte das amostras de traqueia
foi destinada a avaliacdo da ciliostase. A outra parte das amostras da traqueia
juntamente com as de outros érgaos foram processados para a realizacdo do exame
histopatoloégico e de imuno-histoquimica. Além disso, uma terceira parte das
amostras foi submetida ao congelamento rapido em nitrogénio liquido para posterior
aplicacao de técnica de RT-PCR em tempo real, segundo OKINO (2010).

Nos mesmos intervalos acima estabelecidos, foram colhidas amostras de soro
e lagrima para mensuracao de anticorpos anti-VBI dos isétipos 1gG, IgA e IgM pela
técnica de Sandwich-ELISA-Concanavalina (S-ELISA-Con A), usando-se a

metodologia descrita por Bronzoni et al. (2005).

5.4.2. Infec¢cao Experimental (delineamento II)

Em uma segunda etapa, outro conjunto de aves SPF foi separado, logo apos
a eclosdo, em 4 grupos de 18 aves cada um. Dois dos grupos (Grupo AV e BV)
foram vacinados aos 21 dias de idade com a vacina “viva” atenuada H120 do VBI
(vacina comercial atenuada, na dose preconizada pelo fabricante, ou seja 10*°
DIEso%, por via 6culo-nasal). Transcorridos 21 dias apds a vacinagao dos grupos AV
e BV, as aves foram desafiadas, nas mesmas condi¢bes dos protocolos realizados
na primeira etapa; ou com a estirpe variante do VBI (AV), ou com a estirpe M41 do
VBI (BV). Um terceiro grupo (ANVJ), contendo aves com 2 dias de idade e nao
vacinadas foi desafiado com a estirpe IBVPR-12, constituindo o grupo de aves
jovens nao vacinadas e desafiadas com a estirpe variante do VBI. As aves foram
observadas quanto aos sinais clinicos e sacrificadas para a colheita de amostras de
o6rgdos no mesmo esquema preconizado anteriormente, para as analises de
ciliostase traqueal, de histopatologia, de imuno-histoquimica e
deteccdo/quantificacéo viral pela técnica de RT-PCR em tempo real.



27

Quadro 1. Nomenclatura (abreviagdo) e especificagcbes dos grupos utilizados
neste estudo e respectivas cores demonstrativas para o auxilio visual.

ANV ANVJ AV BNV BV C
Avesadultas Avesjovens Avesadultas Avesadultas Avesadultas Controle
Naovacinado | Néaovacinado Vacinado Naovacinado Vacinado negativo

Desafiado com | Desafiado com | Desafiadas com | Desafiado com | Desafiado com Tratamentos
IBVPR-12 IBVPR-12 IBVPR-12 M41 M41 comPBS

5.5. Avaliacdo da concentracdo de anticorpos de mucosa e séricos contra o
VBI

A avaliacdo da concentracdo de anticorpos anti-VBI dos isétipos IgG, IgA e
IgM foi realizada pelo teste de Sandwich-ELISA-Concanavalina A (S-ELISA-ConA),
de acordo com o descrito por Bronzoni et al. (2005).

Em resumo, 50 pL de Concanavalina A (0,05 mg/mL diluida em PBS pH 7,4)
foram aplicados na microplaca de poliestireno (Costar). A microplaca foi incubada a
4°C “overnight” (18 horas). O excesso de Concanavalina A foi eliminado por meio de
guatro lavagens das cavidades da microplaca com tampé&o PBS acrescido de Tween
20 0,1% (PBST) pH 7,4.

Em seguida, foi realizado o blogueio das cavidades da microplaca com
tampdo PBS acrescido de leite em p6 desnatado (LPD) a 10% (100 pL por
cavidade). Apoés, incubou-se a 37°C durante 45 minutos, e em seguida, lavada por
mais quatro vezes com tampao PBST. Na fase subsequente, foram adicionados 50
ML de suspensdo antigénica viral (estirpe M41 ou IBVPR-12 do VBI em LCA) diluido
a 1:2 em PBS (pH 7,4) acrescido de 10% de LPD por cavidade, com incubacéo 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, ou de lagrima, na diluigcdo
125, em duplicata. A reacédo foi incubada durante uma hora a 37°C. As microplacas
foram lavadas quatro vezes com tampdo PBST. Acrescentou-se 50 pL dos
anticorpos conjugados com peroxidase anti-imunoglobulinas de galinha (Bethyl
Laboratories;), especificos para os isoétipos IgA (1:800), IgM (1:1000), ou IgG
(1:6250), incubando-se durante duas horas a 37°C. Seguindo quatro lavagens das

microplacas com PBST, foram acrescidos 50 uL de solu¢éo do substrato-cromédgeno
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Orto-fenileno-diamina (OPD, Dako, USA) diluido em H,O deionizada contendo
0,006% de H202, sendo a reacdo incubada por um periodo de 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Por fim, a reacdo de degradacao
enzimatica do substrato foi bloqueada pela adicdo de 50 ul/cavidade de acido
cloridrico 1 M, sendo, ao final, as densidades Opticas (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 equacao abaixo.

AP = (DO amostra teste — DO controle negativo)

(DO controle positivo — DO controle negativo)

5.6. Quantificacdo absoluta da carga viral pela técnica de RT-PCR em tempo

real

5.6.1. Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total dos 6rgaos em avaliacdo foi realizada com o kit
comercial Trizol Reagent (Invitrogen, Life Technologies), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Brevemente, entre 100-200mg das amostras foram maceradas juntamente
com 1000 uL de Trizol Reagent, com auxilio de um micropistilo e um microtubo
isento de DNAse e RNAse. A mistura foi homogeneizada por 15 segundos em vortex
e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Acrescentou-se 200 pL de
uma mistura de cloroféormio e alcool isoamilico (24:1), realizando-se agitacdo por
inversdo por no minimo 10 vezes. ApO0s um periodo de cinco minutos a TA, as
amostras foram centrifugadas a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. ApoOs a
centrifugacéo, aproximadamente 500 uL do sobrenadante foi separado e transferido
para outro microtubo de 1,5 mL livre de DNAse e RNAse. As amostras de RNA
foram precipitadas em 500 uL de isopropanol, apés incubacao por quinze minutos, a
-70°, e centrifugacao 12000 rpm, por dez minutos a 4°C. O isopropanol suspenso foi
descartado e as amostras foram lavadas em 1000 pL de etanol (75%) e secas a TA.
Em seguida, os precipitados foram ressuspensos em 12uL de agua tratada com
dietil - pirocarbonate 0,1% (DEPC).
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5.6.2. Transcricao reversa (RT)

A reagéo de transcri¢ao reversa foi efetuada em um Termociclador PTC — 200
Peltier Thermal Cycler (MJ Research). O protocolo comecou incubando-se a 65°C
durante cinco minutos: 50 ng do RNA gendmico extraido, dNTP 0,5 mM (Invitrogen,
Life Technologies), 0,5 ug de Randon Primer (Invitrogen, Life Technologies) e 3 yL
de agua DEPC. Em seguida, acrescentou-se o tampado da RT 5 x (Invitrogen), 40U
de inibidor de ribonucleases (Invitrogen, Life Technologies) e incubou-se a 42°C
durante dois minutos. Por fim, 50 U 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 reacao foi de 20 uL. O DNA complementar (cDNA) obtido
pela transcricdo reversa foi armazenado a —20°C para uso posterior na técnica de
PCR em tempo real.

5.6.3. PCR em tempo real

Apos a extracdo do RNA total e a sintese do cDNA, foi realizado o método de
PCR em tempo real utilizando-se o marcador SYBR Green |, sendo a reacéo
conduzida em um aparelho termociclador Chromo 4 - PTC — 200 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research). Foi utilizado um volume de 2,0 uL de cDNA proveniente da
RT, ao qual acrescentou-se 10,0 yL da mistura KAPA SYBR® FAST Universal 2X
gPCR Master Mix (KAPABIOSYSTEMS), 10 pmol de cada “primer”, completando-se
com agua para um volume final de 20 pul. As reagbes foram realizadas em
microtubos especiais de 0,2 mL com as tampas apropriadas para leitura Optica, o
gue é requerido pelo sistema de deteccdo e mensuracdo fotométrica desse
equipamento de PCR em tempo real.

O par de “primers” utilizado, na técnica de PCR em tempo real para a
amplificacéo do fragmento S1 do gene S do VBI foi obtido da literatura (Tabela 1), e
descrito por Wang e Tsai (1996).

O perfil térmico da PCR foi constituido por um primeiro ciclo de 95°C por trés
minutos, seguindo-se de mais 45 ciclos, compostos por desnaturacéo a 95°C por 3
segundos, anelamento por 30 segundos a 54,5°C, e extensdao a 72°C por 3
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segundos. Ao final dessa etapa, foi realizada a dissociagdo 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.

Tabela 1. Nomenclatura, nimero de acesso e procedéncia do par de “primer”
utilizado para amplificar o fragmento S1 do gene S do VBI.

Nome Numero de Acesso Referéncia Fragmento amplificado
HVR1+ AY851295 Wang e Tsai (1996) 216 - 228 pb
HVR1-

+ = “Forward”/ - = “Reverse”

5.6.4 Construcao da curva padréo para quantificacao da carga viral pela
técnica de PCR em tempo real

A curva padréo foi construida para quantificacdo absoluta do cDNA do gene
S1 do VBI para se determinar a carga viral presente em amostras de tecidos e/ou
orgdos colhidos das aves submetidas ao desafio, seguindo-se as recomendacdes de
Okino (2010). Toda a open reading frame do gene S1 da estirpe M41 do VBI, com
cerca de 1,6 Kb foi previamente clonada no vetor pGEM T Easy (Promega) (Figura
1) (Gongalves et al.,2010). O DNA plasmidial foi entdo extraido, quantificado através
da leitura em biofotdmetro (Eppendorf) e submetido a diluicbes seriadas de razao
constante igual a 10 (de 10" a 10 em &gua ultra-pura, e em seguida essas
diluicdes foram ensaiadas na técnica de PCR em tempo-real com a utilizacdo de
“primers” para amplificacdo de sequéncia parcial do gene S1 do VBI (Tabela 1).

O valor obtido da quantificacdo do DNA plasmidial extraido foi convertido em
niamero de moles utlizando-se 0 programa computacional Molbio.ru

(www.molgen.mpg.de/~soldatov/protocols/scripts/01 07.html). Os valores de CT

obtidos a partir da PCR em tempo real foram subsequentemente usados para
calcular e tracar uma linha de regressdo linear relacionando os logaritmos de
basel0 do numero de moles do “template” (DNA plasmideal contendo o gene S1)
(eixo Y) com os valores correspondentes de CT obtidos (eixo X).
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Figura 1. Representacdo esquematica do vetor pGEM T Easy (Promega), no qual foi
clonado um fragmento do gene S1 da estirpe M41 do VBI .

5.7. Imuno-histoquimica

5.7.1. Preparo do anticorpo detector primério anti-VBI

A proteina N recombinante da estirpe M41 do VBI, previamente expressa em
E. coli (Gibertoni et al., 2010) foi purificada em resina de niquel agarose e usada
para a obtencdo do antissoro em cabra, o qual foi empregado como anticorpo
primario na técnica de imuno-histoquimica para deteccdo do VBI em cortes de
tecidos de aves experimentalmente infectadas. Para a producdo desse antissoro
anti-proteina N recombinante do VBI, foi imunizada uma cabra com 7 inoculagdes de
50ug da proteina recombinante N do VBI / dose, emulsionadas em adjuvante
completo de Freund (12 imunizagéo) ou adjuvante incompleto de Freund (a partir da
22 imunizagdo em diante), sendo as doses adiministradas em intervalos de 14 dias.
A cada intervalo entre as inoculacodes, foi colhido o sangue da cabra para separacao
do soro e analise dos titulos de anticorpos anti proteina N pelo método indireto de
ELISA, segundo as recomendac¢des de Gibertoni et al. (2005), exceto que foi usado
0 conjugado imunoenzimético anti-lgG de cabra com a peroxidase (SIGMA). Apés

um intervalo de dez dias sucedidos da 72 inoculacao, o soro apresentou altos titulos
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de anticorpos especificos, e este, foi entdo utilizado na montagem e padronizacao

da técnica de imuno-histoquimica.

5.7.2. Analise imunoquimica pela técnica de “Western blotting” do

antissoro de cabra anti-proteina N recombinante do VBI

O antissoro produzido pela inoculagdo da proteina recombinante N do VBl em
cabra foi avaliado em ensaio de Western blotting para a determinacdo da
especificidade do mesmo. Para isso, 30 ug das proteinas virais da mistura
concentrada das estirpes IBVPR-05, IBVPR-12 e M41 foi adicionada a um tampéao
contendo 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 1 % SDS; 10 % de glicerol; 0,001 % de azul de
bromofenol e 1 % de 2-mercaptoetanol. A amostra assim preparada foi fervida por 2
minutos e aplicada em gel de poliacrilamida, sendo usado o gel de empilhamento na
concentracdo de 3 % e o gel de separacdo na concentracéo de 12 %. A separacao
eletroforética pela técnica de SDS-PAGE foi entdo realizada, utilizando-se um
sistema de tampdo descontinuo segundo LAEMMLI (1970). As bandas
polipeptidicas foram, ao final, detectadas em um dos géis, através da coloragdo com
“Coomassie Brilliant blue R-250". O outro gel foi usado para a eletrotransferéncia
para a membrana de nitrocelulose, seguindo-se a realizacdo da técnica de Western
blotting.

Na técnica de “Western blot”, adotou-se o protocolo de Towbin et al. (1979),
buscando-se fazer a deteccdo tanto da proteina N recombinante, quanto da
proteina do virus nativo, com anticorpo policlonal de cabra contra a proteina N
recombinante do VBI. Depois de realizada a separacgéo eletoforética das proteinas
do VBI, os polipeptideos foram transferidos para uma membrana de HPVDF (GE
Healthcare, USA), a qual foi em seguida bloqueada com leite em p6 desnatado a 5%
em tampdo PBS por 1h. Em seguida foi acrescentado sobre essa membrana a
preparacdo do anticorpo policlonal de cabra, na diluicdo de 1:2000, preparada em
PBS acrescido de 5% de LPD e 10% de extrato de lisado de E. coli (Tampao
Diluente), com incubacdo sob agitacdo por 1 h a temperatura ambiente. O
conjugado de coelho anti-lgG de cabra com a peroxidase (ZIMAX, San Francisco,
California, USA) foi utilizado na diluicdo de 1:1000 em tampao diluente, com
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incubacéo por 1h, para revelar a ligacdo antigeno-anticorpo primario. Em seguida, a
membrana foi lavada com PBS Tween por 3 vezes e 1 vez com PBS, sendo
revelada a reacdo apos a adicdo do substrato cromégeno (3,3-diaminobenzidina -
DAB) mais uréia (Sigma). Para referéncia de peso molecular foi utilizado o padréao
“kaleidoscope prestained standards” (Bio-Rad) e como controle negativo de
antigenos virais, foi usado a suspensédo de liquido alantéide de ovos embrionados
SPF.

5.7.3. Padronizagao da Técnica de Imuno-histoquimica

O procedimento geral da técnica de imuno-histoquimica iniciou-se pela
desparafinizacao dos cortes de tecidos em estufa a 60°C por 1 hora, seguido de dois
banhos em xilol (10 minutos cada banho). Em seguida, as amostras foram
hidratadas em solucdes de concentracdes decrescentes de alcool etilico. A
recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor, utilizando-se camara de presséo
(Pascal, Dako), recomendado por Pileri et al. (1997) e Bankfalvi et al., (1994). Na
sequéncia, fez-se o bloqueio da peroxidase endbégena, por meio da imersdo das
laminas em solucdo de peroxido de hidrogénio volume 30 (Dinémica) e metanol
(Sinth) em uma concentracao final de 10% por 20 minutos. O bloqueio das reacdes
com antigenos proteicos ndo especificos foi feito com produto comercial (Protein
Block, DAKO, USA) a TA por 20 minutos. Na fase seguinte, realizou-se a incubacao
com anticorpo primario anti-VBI (soro de cabra hiperimunizada com a nucleoproteina
recombinante), na diluicdo de 1:700 por 2 horas em TA, em camara umida. O
complexo secundario utilizado foi um polimero ligado a peroxidase (Kit Advance
HRP, Dako, USA) e para a visualizacdo da reacao utilizou-se o cromdégeno DAB
(Dako, USA). A contra-coloragao foi feita com Hematoxilina de Harris e a montagem
das laminas com Entellan (Merck). Entre cada um dos passos descritos fizeram-se
banhos em &gua destilada e solucdo de tampédo Tris HCL, pH 7,4. O controle
negativo da técnica foi realizado com solucao tampao Tris HCL, em substituicdo ao
anticorpo primario, e outro modelo com os tecidos das aves pertencentes ao controle
negativo da infecgdo com o VBI.

Foi utilizado microscopio Nikon Eclipse E200, com camera Moticam 2300 3.0
M Pixel USB 2.0, e auxilio do programa Motic Images Plus 2.0 ML para leitura dos
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cortes histoldgicos submetidos a técnica de imuno-histoquimica e da foto-

documentagéo.

5.8. Avaliacdo do movimento ciliar dos anéis traqueais obtidos de aves

desafiadas com as estirpes do VBI

Depois da eutanasia das aves, foram colhidas amostras de traqueia para a
avaliacdo da estase ciliar. Para tanto, foram analisados trés fragmentos de
aproximadamente 1,5 mm de cada porcdo da traqueia (cranial, medial e distal),
totalizando nove anéis tragueais de cada ave. Os anéis traqueais foram dispostos
sobre laminas e imersos em Meio Eagle (Gibco) acrescido de 10% de soro fetal
bovino; o movimento ciliar foi observado com auxilio de um microscépio invertido
(Olympus, CK2) com obj. 40 x, avaliando-se a integridade e o grau de conservacgéo
do movimento ciliar das células epiteliais, de acordo como descrito por
DARBYSHIRE e PETERS (1985).

Para classificagcdo dos escores, foi adotado a escala de zero a quatro, de
acordo com a intensidade da perda de movimento ciliar e o dano no epitélio traqueal
em cada um dos quatro quadrantes analisados por anel traqueal (ANDRADE et al.,
1982; DI FABIO et al., 2000). Considerando-se a analise de nove anéis traqueais por

ave, foi obtida a média de escore (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros de avaliacdo da ciliostase de anéis traqueais para a avaliagcao
do estado de protecéo frente ao desafio com o VBI.

Escore Integridade do epitélio traqueal
0 100%
1 75 a <100%
2 50 a <75%
3 25 a <50%
4 0 a<25%
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5.9. Exames Histopatoldgicos dos 6rgaos obtidos de aves desafiadas com as

estirpes do VBI

5.9.1. Histopatologia da Traqueia e Pulméao

Fragmentos cilindricos de aproximadamente 0,5 cm de comprimento das
por¢cBes cranial, medial e caudal da traqueia foram colhidos, logo apos a eutanasia
das aves nos intervalos pés-desafio estabelecidos nos delineamentos experimentais
de infeccdo experimental | e Il. Esses fragmentos de traqueia foram fixados em
formol tamponado a 10%, pH 7,2. Apos a fixacdo, os fragmentos foram
desidratados, diafanizados e incluidos em parafina. Apds foram obtidas seccbes
transversais de 5um de espessura e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Estas
etapas foram conduzidas no laboratorio histotecnologia do Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV - UNESP, Campus de Jaboticabal.

Foram atribuidos escores variando de zero a trés, conforme a gravidade das
lesbes para cada uma das caracteristicas das por¢des traqueais de acordo com a
avaliacdo estabelecida por Andrade et al. (1982) e Yashida et al. (1985), com
algumas modificacbes. Em suma, a auséncia de lesdes foi classificada com escore
zero, enquanto processos leves, moderados e intensos foram classificados com
escores um, dois e trés, respectivamente. As caracteristicas morfoldégicas foram
avaliadas quanto a perda de cilios e de células epiteliais, degeneracdo de glandulas
do epitélio, presenca de infiltrado inflamatério, hiperplasia epitelial e infiltrado
inflamatorio na camada adventicia. Para avaliacdo histopatologica de cada ave,
considerou-se a soma dos trés anéis traqueais por ave, com 0 escore maximo de 54,
considerando-se 0 grupo experimental.

Com relacdo aos pulmdes, foi adorado o critério de intensidade de infiltrado
inflamatorio, congestdo e dilatacdo dos para-brénquios, sendo considerado leve,

moderado e/ou acentuado.
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5.9.2. Histopatologia dos Rins e das G6nadas

Os fragmentos de rins e de gbnadas (testiculos e ovarios) foram fixados,
processados e corados com H.E. da mesma forma que os fragmentos de traqueia. A
analise histopatoldgica dos rins foi realizada de acordo com os parametros descritos
por Chen et al. (1996). Em suma, foram observadas alteracbes como: degeneracéo
epitelial, dilatagdo do ducto-tubular, infiltracdo de heterdfilos, infiltracdo linfoide e
hiperplasia. Os escores foram atribuidos de acordo com a intensidade das lesbes
observadas, variando de sem alteracdo patologica (-), alteracéo leve (+), moderada
(++) e severa (+++).

Para os oOrgaos reprodutores foram adotados critérios de intensidade
semelhante aos rins, sendo avaliada a presenca de depdésitos de calcio nos ovarios,
descamacdao das células epiteliais de mucosa e infiltracdo de células inflamatérias.
Os testiculos foram analisados quanto a intensidade de infiltrado de células
inflamatorias e a presenca ou ndo de degeneracdo e necrose das células epiteliais

cubicas dos tubulos seminiferos e células de Sertoli.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Determinagao da infectividade viral

A titulacdo dessa estirpe foi realizada a partir da inoculacdo do antigeno, no
volume de 200pL/ovo embrionado SPF com 9 dias de incubacéo, em diluicbes na
base 10 entre 10 a 10® (Tabela 3). Foram considerados no célculo de Reed e
Muench (1936) os embribes mortos até sete dias poés-inoculagdo ou que
apresentaram lesfes caracteristicas do VBI como enrolamento ou nanismo. O titulo

obtido foi igual a 1084°%°* DIEsqy, / ml.

Tabela 3. Resultados da inoculagédo da estirpe IBVPR-12 em ovos embrionados,
utilizados para calculo de Reed & Muench.

Diluicbes Mortos  Sobreviventes Resultados Acumulados
Mortos Vivos Totais % Mortos
10 1 4 1 5 6 16,66
108 4 1 5 1 6 83,33
107’ 5 0 10 0 10 100
10°® 5 0 15 0 15 100
10° 5 0 20 0 20 100
10* 5 0 25 0 25 100
1073 5 0 30 0 30 100

6.2. Sinais clinicos nas aves experimentalmente infectadas com as estirpes
variante ou M41 do VBI

Durante todo o delineamento experimental as aves foram acompanhadas em
intervalos aleatorios em todo periodo, 42 dias, para observacdo da sintomatologia
clinica apos os tratamentos.

As aves do grupo desafiado com a estirpe variante IBVPR-12, apresentaram
sintomatologia respiratoria leve, caracterizada principalmente por estertores traqueo-
bronquiolares e descarga nasal entre o quarto e sétimo dia pés-desafio, o que
corrobora com o fato que neste periodo a replicacdo viral desta estirpe havia
atingido seu maximo, o bastante para causar sintomatologia clinica da bronquite
infecciosa. O grupo vacinado (AV) néo apresentou sintomas significativos para a
doenca da bronquite infecciosa, demonstrando apenas espirros e descarga nasal

leves. As aves do grupo AV e ANV, aumentaram consideravelmente o consumo de
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agua no terceiro dpi, mantendo este consumo até o décimo quarto dia. Esta
caracteristica esta relacionada ao fato do tropismo renal desta estirpe e seu carater
patogénico ao tecido renal como demonstrado no exame histopatolégico, mesmo
gque moderado. O intenso consumo de agua também pode ter refletido na diarréia
aguosa destas aves durante todo periodo pés-infec¢cdo em conjunto com a presenca
viral nas tonsilas cecais e a possivel presenca deste virus em algumas camadas
intestinais (BENYEDA et al., 2009).

Com relacdo as aves do grupo desafiado com a estirpe M41 (BNV), estas
apresentaram sintomatologia clinica evidente, caracterizada por estertores traqueo-
bronquiolares, descarga nasal, espirros e ronqueira entre o quarto e sétimo dia pos-
desafio, o0 que também corrobora com o fato que neste periodo este virus atingiu a
maior replicacdo viral traqueal, o bastante para causar sintomatologia clinica da
bronquite infecciosa. As aves do grupo vacinado e desafiado com a estirpe M41 (BV)
nao apresentaram sintomas significativos para a doenca da bronquite infecciosa.

No que diz respeito a avaliacdo da sintomatologia clinica encontrada em
nosso estudo, podemos concluir que o estado de protecdo desenvolvido pelo
protocolo vacinal adotado, foi capaz de proteger totalmente as aves desafiadas com
a estirpe homologa M41. Porém, as aves que foram desafiadas com a estirpe
variante IBVPR-12 ainda apresentaram alguma sintomatologia como citado acima.
No entanto, devemos dar mais atengdo as analises mais objetivas como a

histopatologia e ciliostase.

6.3. Alteracdes macroscoépicas na necropsia das aves experimentalmente
infectadas com as estirpes variante ou a M41 do VBI
Durante a coleta das amostras e de orgaos foi realizada minuciosa necropsia
das aves, em todos os intervalos pés-infeccdo. Referente ao grupo desafiado com a
estirpe M41, apenas 0 grupo néo vacinado apresentou tragueia congesta e com
alguns pontos de petéquias. Nao foi observada mais nenhuma alteracdo em outros
orgdos deste grupo.
O grupo ANV e AV, nao apresentaram alteracdes macroscopicamente
significantes na traqueia. No entanto, os rins estavam aumentados de tamanho, e

alguns com discreta palidez nas aves com 7 dpi.
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6.4. Analise da estase ciliar traqueal das aves experimentalmente infectadas

com as estirpes variante ou a M41 do VBI

A Tabela 4 mostra que a avaliacdo do movimento ciliar conforme as diferentes
porcdes cranial, medial e caudal da traqueia das aves vacinadas e nao vacinadas
indicou que ndo ha diferenca de sensibilidade para os efeitos danosos da infecgcéo
pelo VBI nas diferentes porgdes da traqueia.

A anadlise da estase dos cilios traqueais nos possibilitou a avaliar o efeito da
variante IBVPR-12 e da estirpe de referéncia M41 sobre o movimento ciliar do
epitélio traqueal e na origem das lesdes traqueais observadas imediatamente apds a
coleta dos segmentos de traqueia. Também auxiliou na avaliacdo da protecao
traqueal das aves vacinadas e nao vacinadas frente ao desafio com a estirpe
variante e M41 do VBI.

De inicio, foi possivel detectar moderada paralisia dos cilios traqueais no
guarto dia pés-desafio de todos os grupos, com excec¢ao do grupo controle negativo
(Figura 2). No entanto, ficou mais evidente a diferenca entre 0os grupos vacinados e
ndo vacinados. O grupo desafiado com a variante IBVPR-12, apresentou menor
intensidade de lesGes ao epitélio traqueal quando comparado ao grupo desafiado
com a estirpe M41.

Os resultados da ciliostase traqueal revelaram que o maior dano foi causado
pela estirpe M41 do VBI, que acometeu principalmente as aves do grupo BNV no
sétimo dia pos-desafio, ocasido em que foram observados os maiores escores de
ciliostase (3,36), periodo no qual as aves se encontravam em fase aguda da doenca,
e que as lesdes puderam ser mais bem evidenciadas. Da mesma forma, 0s grupos
desafiados com a estirpe IBVPR-12 e ndo vacinados, demonstraram em suma, uma
estase ciliar mais proeminente no sétimo dia pés-desafio. Porém, vale salientar, que
a estirpe M41 desenvolveu um escore maior de estase ciliar e lesdes ao epitélio
ciliado traqueal quando comparada a estirpe variante, de forma semelhante ao
guarto dia pos-desafio.

Com relacao ao décimo primeiro dpi, a atividade ciliostatica foi inferior quando
comparada ao sétimo dpi, em razdo das aves ja terem desenvolvido respostas
imunes humorais, como demonstrado na avaliacdo do perfil sorolégico, com elevada

producao de IgA, IgG e IgM, sendo primariamente o aumento do titulo de IgM sérica
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e lacrimal. Além da resposta imune humoral, sabe-se que aves desafiadas com a
estirpe M41, com modelo experimental semelhante ao utilizado neste estudo,
também desenvolvem uma resposta imune celular, apresentando altas
concentractes de marcadores de linfocitos T CD8+ e Granzima A, que podem evitar
danos posteriores maiores na traqueia das aves vacinadas e posteriormente
desafiadas (SANTOS et al., 2012).

Tabela 4. Avaliacédo do escore de inibicdo do movimento ciliar da traqueia (de 0 a 4)
de aves do delineamento experimental | e I, nos diferentes intervalos pos-

infecgao.
Pl (-Erupu Escore P Escore M EscoreD Escore Total

Adpi A 1,37 122 1,19 126
AN 155 152 1.3 1,45
A 0,59 0a1 053 0,78
B 2 1,85 1.7 1.85
B 155 126 1,26 1,36
C ] ] 0 ]

Fdpi A 258 255 244 2B2
AN 233 255 167 2,18
A 207 196 1,56 19
B 3,37 348 322 3,36
B 266 244 2,33 2,43
C ] ] 0 ]

T1dpi A 177 z 167 71
AN 1.7 137 1,33 1,46
A 1,BE 1,44 1,33 1,48
B 2 2 1,66 1,585
B 163 15 1,55 159
C ] ] 0 ]

14dpi A 1,44 1 1 1,15
AN 1,11 1 1 1,03
A 0481 029 056 0,78
B 155 1,11 1 122
B 0,71 0B 0,71 o7
C ] ] 0 ]

21dpi A 0,44 0,44 0,11 0,33
AN O O 0 O
A 0,11 O 025 012
B 0,44 022 0 022
B 022 O 0 o007
C ] ] 0 ]

pi = intervalo pos-infeccao; d= dia; P= porcao proximal; M= por¢cdo média; D= por¢éo
distal; ANV= grupo ndo vacinado e desafiado com a estirpe IBVPR-12; ANVJ =
grupo de aves jovens nao vacinado e desafiado com a estirpe IBVPR-12; AV= grupo
vacinado e desafiado com a estirpe IBVPR-12; BNV= grupo ndo vacinado e
desafiado com a estirpe M41; BV= grupo vacinado e desafiado com a estirpe M41,
C= grupo submetido aos tratamentos com PBS (controle negativo).
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Figura 2. Comparacdo de escores totais de ciliostase na traqueia das aves dos
grupos vacinados e desafiados e apenas desafiados nos diferentes
intervalos poOs-desafio. Estdo indicadas na figura as diferencas
significativas pelo teste de Mann-Whitney entre os grupos vacinados e nao
vacinados para cada intervalo avaliado; p < 0.05*.

No quarto, sétimo e décimo primeiro dia pés-infec¢éo, os resultados indicaram
gue as aves vacinadas, tanto do grupo desafiado com a variante quanto com a
estirpe de referéncia, apresentaram um significativo grau de protecédo, com escores
menores e diferentes no quarto dpi, sétimo dpi e décimo primeiro (p<0.05) dos
grupos nao vacinados, uma vez que a menor media de escores obtidos na ciliostase
foram destes grupos (Figura 2). Estas manifestacdes estdo de acordo com o0s
resultados encontrados na histopatologia e na deteccdo do VBI na traqueia destas
aves, sugerindo que, em conjunto com os dados obtidos das respostas imunes
humorais, as aves mesmo do grupo ndo vacinado, possuem neste periodo pos-
infeccdo, uma resposta imunoldgica atuante e que parece ser capaz de conferir
protecdo mais tardia nas aves ndo vacinadas contra o VBI. A partir do décimo quarto
dpi, podemos notar uma queda drastica nos escores de ciliostase, principalmente
tratando-se dos grupos vacinados. Assim como demonstrado na analise
histopatoldgica, as traqueias das aves dos grupos AV e BV foram eficientes para
gue houvesse alguma regeneracao tecidual nestas aves, uma vez que escores de
ciliostase foram inferiores quando comparados com 0s escores dos grupos néao

vacinados. Por fim, aos vinte e um dpi, todos os grupos caminharam para escores
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proximos a zero, uma vez que estas aves estavam em fase convalescéncia da
infeccéo.

Apesar de a vacinacdo com a estirpe H120 nao ter induzido uma protecao
integral da estase ciliar, houve protecao, tanto nas aves desafiadas com a estirpe
M41 quanto desafiadas com a variante IBVPR-12. Estes resultados estdo em
concordancia com os achados de Darbyshire (1980), que aferiu que a protecdo ao
desafio estava associada a habilidade de uma estirpe vacinal de VBI em conferir
resisténcia na traqueia frente ao desafio com outra estirpe, observada pela
incapacidade de induzir uma completa ciliostase no epitélio traqueal. Ainda neste
contexto, pode-se dizer que a vacina Mass foi parcialmente efetiva na protecao do
trato respiratério das aves desafiadas com esta estirpe variante e heteréloga. Porém,
apenas a protecao traqueal ndo pode definir uma vacina como habil e eficaz frente a
outras estirpes. Lembrando que como foi demonstrado na analise histopatolégica e
da carga viral nos diferentes tecidos, esta vacina ndo conferiu total protecdo aos
rins, pulmdes e intestinos das aves vacinadas com a estirpe H120 e desafiadas com

a estirpe variante do VBI.

6.5. Histopatologia
6.5.1. Traqueia

Os resultados da histopatologia de traqueia corroboraram quase que
totalmente com aqueles obtidos na avaliacdo da ciliostase. A Figura 3 mostra que os
maiores escores de lesdes histopatoldgicas na traqueia foram alcangados no sétimo
dia pds-desafio, tanto para o grupo desafiado pela estirpe M41 quanto pela variante
IBVPR-12. Os escores foram praticamente iguais em relagdo aos grupos que foram
vacinados previamente ao desafio. As lesdes tragueais se manifestaram de forma
crescente com o decorrer dos dias apos o desafio até o décimo primeiro dpi. A partir
do décimo primeiro dpi as leses regrediram, chegando a um escore proximo a zero

no vigésimo primeiro dpi (dado ndo mostrado).



43

Figura 3. Comparacao entre os resultados de escores da histopatologia entre quarto
dia e décimo quarto dia pés-desafio. Legenda: BV — aves SPF vacinadas
com estirpe H120 no vigésimo primeiro dia de idade e desafiadas com
estirpe M41 do VBI aos 42 dias de idade; AV— aves SPF vacinadas no
vigésimo primeiro dia de idade com a estirpe H120 e desafiadas aos 42
dias de idade com estirpe variante IBVPR-12 do VBl ANV - aves SPF néao
imunizadas e desafiadas com a estirpe variante IBVPR-12 aos 21 dias de
idade; BNV -— aves SPF ndo imunizadas e desafiadas com a estirpe M41
aos 21 dias de idade; ANVJ - aves SPF n&o imunizadas e desafiadas com
a estirpe variante IBVPR-12 aos 2 dias de idade.

As alteracbes mais marcantes, em todos os grupos, foram a descamacao
ciliar e degeneragéo das células epiteliais da mucosa, infiltrado de heterdéfilos na
lamina propria caracterizada como traqueite, congestdo, edema da submucosa e
degeneracdo parcial das glandulas secretoras de muco. Houve leve infiltrado
inflamatério na camada adventicia apenas no grupo BNV e BV no quarto dpi. Ainda
gue os escores das lesdes traqueais das aves vacinadas mostraram-se menores em
relacdo aos grupos nao vacinados, ndo foi observada diferenca significativa entre

estes grupos. Assim como esperado, as aves pertencentes ao grupo controle ndo
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apresentaram alteracfes histolégicas. Os parametros avaliados e mais manifestos

estdo demonstrados na Figura 4, bem como 0s respectivos escores.

A B

Figura 4. A. Fomicrografia de traqueia de ave do grupo controle negativo (nao
vacinado e ndo desafiado) no 14° dpi, demonstrando preservacao dos
cilios e células epiteliais, isenta de células inflamatérias. B. Traqueia de
ave do grupo ANV no 4° dpi, nota-se leve infiltrado inflamatério (escore 1),
perda integral de cilios e leve congestdo. C. Traqueia de ave do grupo ANV
no 7° dpi; infitracdo de heterofilos na lamina propria de escore 3,
moderada congestdo, perda de cilios, leve descamacdo de células
epiteliais e moderada degeneracao de glandulas mucéides. D. Traqueia de
ave do grupo BNV com 7 dpi; presenca moderada de heterofilos (escore
2), congestdo, degeneracdo de glandulas mucodides de escore 2,
descamacdo de células epiteliais (escore 2), perda total de cilios e
moderada hiperplasia epitelial de escore 2. HE, obj. 20x.
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Foi também possivel observar que a estirpe M41 apresentou maior potencial
patogénico para a traqueia do que a estirpe variante IBVPR-12. Estes resultados
também estao relacionados a andlise quantitativa da carga viral neste tecido, ja que
0 maior numero de cépias do VBI foi observada entre o quarto e sétimo dpi das aves
correspondentes ao grupo BNV. Ainda neste contexto, podemos correlacionar que o
aspecto decrescente do estado deletério no tecido traqueal em relagdo ao periodo
pés-infecgdo, esta intimamente ligado a carga viral neste tecido, assim como, houve
menor presenca viral com o decorrer do tempo. Outro fator plausivel que pode ser
aplicado aqui € a maior concentragdo de anticorpos locais e sistémicos
apresentados apés o sétimo dia pés-infeccao, fato este, que pode estar associado a
neutralizacdo do agente patogénico e sua consequente eliminacao pelo hospedeiro.
Seguindo este mesmo raciocinio, nota-se que com o decorrer do periodo poés-
infeccdo, as lesbes observadas microscopicamente na traqueia voltaram ao seu
estado normal, ao mesmo tempo em que o numero de coépias virais diminuia,
sugerindo assim que as alteracdes patoldgicas traqueais estéo relacionadas com a

guantidade do virus presente neste 6rgao.

6.5.2. Pulmao

Os grupos vacinados e desafiados tanto com M4l quanto IBVPR-12,
apresentaram apenas leve infiltrado inflamatério ao redor dos parabronquios
pulmonares (Figura 5, A) no quarto e sétimo dpi (Figura 5, B).

As alteragbes pulmonares foram muito semelhantes entre os grupos nao
vacinados, porém mais acentuadas nos grupos ndo vacinados. Em geral, as maiores
alteracOes avaliadas corresponderam a leve broncopneumonia e leve infiltracdo de
heterd6filos na periferia dos parabrénquios das aves com 4 dpi, evoluindo para
moderada broncopneumonia e moderada infiltracdo de heterdfilos adjacente ao
limen parabronquial no sétimo dpi (Figura 5, C). Outra alteracéo evidente nas aves
ndo vacinadas e desafiadas com a estirpe variante no sétimo dpi foi uma acentuada
congestdo pulmonar com dilatacdo dos vasos em varias regides, caracterizando

uma broncopneumonia multifocal (Figura 5, D).
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Figura 5. Foto micrografias das alteracbes pulmonares das aves pertencentes aos
grupos desafiados com a variante IBVPR-12 e M41. A. Pulmé&o de ave
pertencente ao grupo vacinado e desafiado com a estirpe M41 no quarto
dpi, apresentando leve infiltrado de heterofilos (seta) ao redor dos
parabronquios (PA). B. Pulméo de ave correspondente ao grupo vacinado
e desafiado com a estirpe IBVPR-12 no sétimo dpi, demonstrando leve
infiltrado inflamatorio (seta). C. Moderado infiltrado inflamatério adjacente
ao lumen parabronquial no sétimo dpi de ave do grupo ndo vacinado e
desafiado com a estirpe M41. D. Congestdao multifocal em ave néo
vacinada e desafiada com estirpe IBVPR-12 sete dpi; Ve, veia de grande
calibre. HE, obj. 20x.
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6.5.3. Rim

Tem sido relatado que existem estirpes nefropatogénicas do virus da
bronquite infecciosa que, além de se replicarem e causarem lesdes de maior ou
menor intensidade, no trato respiratorio, provocam lesdes renais mais evidentes em
galinhas (PURCELL et al., 1976; ALBASSAM et al., 1986, BUTCHER et al., 1989;
KINDE et al., 1991). Estas estirpes nefropatogénicas se replicam nas células do
epitélio renal, produzindo graves lesGes nos tubulos contorcidos distais e proximais e
inflamacgéo intersticial, caracterizada como nefrite, o que resulta em insuficiéncia
renal (KING; CAVANAGH, 1991). Deve-se salientar que a distribuicdo de antigenos
do VBI, detectada pela IHQ, em diferentes segmentos dos tubulos renais e ductos
estdo intimamente relacionados com a patogénese renal causada pela infeccao.

Um outro aspecto marcante é que as aves desafiadas com a estirpe M41 nao
apresentaram lesdes renais, bem como nenhuma outra alteracao significativa neste
orgao. Por outro lado, no grupo ANV (desafiado com a estirpe IBVPR-12 e nao
vacinado), lesdes que variaram de leve a moderada foram encontradas nos rins
(Tabela 5).

Tabela 5. Média do indice de gravidade da lesdo renal de trés aves de cada grupo
desafiado com a estirpe variante IBVPR-12; ANV= ndo vacinado; AV=
vacinado. -, sem leséo; +, leve; ++, moderada.

Grupos ANV AV
Dias poés-infeccéo
Lesao renal 4 7 11 14 21 4 7 1 14 21
Degeneracéo epitelial + 4+ - - - + + - -
Dilatac&o ducto-tubular - + + - - - + - - -
Infiltrac&o de heterofilo - + + - - - + + - -
Infiltrac&o linfoide - + + - - - + - - -
Hiperplasia - - - - - - - - - -

Ademais, as aves do grupo ANV desenvolveram lesfes renais entre o quarto
e décimo primeiro dpi. As lesdes mais caracteristicas foram relacionadas a
degeneracdo das células epiteliais tubulares. Estas células apresentavam-se no
exame histopatoldgico em diferentes fases de necrose, caracterizadas por picnose,
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cariorrexe e cariolise, com a maiores intensidades no sétimo e décimo primeiro dpi
com notavel degeneracdo tubular difusa, apresentando-se com citoplasma das
células epiteliais cubicas tumefeitas e outras porcbes em fase necrotica,
denominado nefrose (Figura 6, C). As aves também demonstraram moderado
infiltrado inflamatoério focal e difuso linfoplasmocitario de heterofilos, caracterizado
como quadro de nefrite, entre o sétimo (Figura 6, D) e décimo primeiro dpi, além de
leve dilatagédo tubular. A partir do décimo quarto dpi o tecido renal apresentava-se
isento de infiltrado inflamatério e com pontos de regeneracdo epitelial. Estas
caracteristicas demonstram que a fase aguda de carater nefropatogénico
desencadeado pela estirpe variante IBVPR-12 ocorre entre o quarto e décimo
primeiro dpi, regredindo apdés isso para um estado de convalescenca e recuperacao
do tecido renal. Foi encontrada também uma lesdo severa em uma das aves
pertencente ao grupo ANV no sétimo dpi, caracterizada por intensa nefrite e
hemorragia intersticial (Figura 6, B).

Bem como demonstrado na analise histopatoldgica da traqueia, o0 maior indice
de lesdo renal acompanhou a cinética de replicacdo do VBI neste 6rgdo, que foi
alcancado entre o quarto e décimo primeiro dpi. No entanto, as lesfes regrediram e
a carga viral permaneceu constante até o vigésimo primeiro dpi. Este fato pode ser
explicado pela resposta do hospedeiro mais tardia para esta estirpe, que, no caso do
grupo vacinado, desenvolveu uma resposta imune primaria contra uma estirpe
heterdloga, que no entanto ndo foi efetiva contra esta variante, o que impossibilitou a
virus-neutralizacédo deste patdégeno.

No entanto, o grupo vacinado AV, apresentou leve degeneracao epitelial
tubular entre o quarto e sétimo dpi, com recuperacdo mais precoce em relacdo ao
grupo nao vacinado. Este grupo também desenvolveu estado de nefrite intersticial e
parenquimal leve, caracterizado por leve infiltrado de heterdfilos e linfoplasmacelular
entre o sétimo e décimo primeiro dpi, de maneira muito semelhante ao que ocorreu
com o grupo nao vacinado. Outra alteracdo evidente no grupo ndo vacinado com

sete dpi foi a dilatac&o dos tubulos renais, como demonstrado na Figura 6, A.
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Figura 6. Foto micrografias das lesOes renais das aves pertencentes aos grupos
desafiados com a variante IBVPR-12. A. Rim de ave do grupo AV com sete
dpi demonstrando leve infiltrado inflamatério ao redor dos tdbulos
contorcidos distais (*), caracteristico de nefrite difusa; (*) dilatacéo tubular
com espessamento da luz. obj. 10x. B. Rim de ave do grupo ANV
apresentando nefrite aguda com severa infiltracdo de células inflamatérias
com acentuada hemorragia intersticial, demonstrando um mescla de
células inflamatdrias e hemacias ao redor dos tubulos contorcidos. obj.
10x. C. Rim de ave do grupo ANV com sete dpi apresentando notavel
degeneracdo tubular difusa moderada. Notar citoplasma das células
epiteliais cubicas dilatados e outras por¢cdes em fase de necrose com
desaparecimento total do nucleo das células epiteliais (caridlise) - (seta)
denominado nefrose. obj. 40x. D. Fotomicrografia de rim de ave do grupo
ANV, demonstrando moderado infiltrado inflamatério na regido do
parénquima renal (/). obj. 20x. Hematoxilina e Eosina.
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Chen et al. (1996) ao testar uma estirpe de carater nefropatogénico, chamada
MA-87, encontrou as maiores lesdes renais entre 0 sexto e oitavo dia pos-infeccgéo.
No entanto, as lesdes ou altera¢des inflamatodrias se mantiveram até o vigésimo dpi.
Em parte, os nossos resultados obtidos no exame histopatolégico dos rins das aves
desafiadas com esta estirpe variante do VBI isolada de campo, corrobora com 0s
resultados obtidos por Chen et al. (1996). Devido esta estirpe caracterizada como
variante genética do gene S1 ainda néo ter sido testada em relacdo a sua patogenia
e nem relatada a sua associacdo com lesdes renais, nossos resultados se mostram
surpreendentes quanto ao carater nefropatogénico, mesmo que moderado e nao
relacionado com mortalidade, devido a esta patogenia ser pouco relatada no Brasil.

No conjunto desses nossos resultados destaca-se a inadequada protecao ao
parénquima renal desenvolvida pelas aves vacinadas com a estirpe Mass H120.
Pois como observado pela analise de ciliostase, histopatologia e carga viral em
relacdo a traqueia, a protecdo foi tdo eficiente para esta variante quanto para a
estirpe homoéloga. Esses achados podem ser justificados devido ao tropismo
predominantemente renal da estirpe variante, o que faz com que esse virus se
replique mais nas células desse 6rgdo e menos nos tecidos do trato respiratério, ou
a heterogeneidade entre as estirpes aplicadas em nosso modelo experimental, ou
ainda pela baixa viruléncia da vacina viva inativada utilizada, pois muitas vezes,
estas vacinas ndo induzem uma protecdo eficaz sistémica, isto €, para outros
tecidos, tais como o rim e oviduto, contra o desafio com estirpes que s&o
nefropatogénicas ou patogénicas para o trato reprodutivo (DHINAKAR; JONES,
1996). Outro fator que também pode estar relacionado, € que o titulo de anticorpos
desenvolvidos apdés a vacinacdo esteve em sua maior parte direcionado as
caracteristicas antigénicas da estirpe Mass, como demonstrado anteriormente. Isso
pode ter contribuido para uma insuficiente neutralizacdo viral, o que ndo impediu
apos a replicacao viral priméaria no tecido respiratorio, que este virus desenvolvesse
tropismo para outros 6rgaos, tal como o rim. Bougdaoui et al (2005), ao testar a
vacinacdo com a estirpe Mass frente a trés estirpes genéticamente distintas e
classificadas por RFLP como variantes do gene S1, também obteve resultados

insatisfatorios quanta a protecao renal.
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Alguns paises, principalmente a China, que vem continuamente se deparando
com casos de Bl associada a quadros de nefrite, propbem o desenvolvimento de
vacinas homologas a estas variantes nefropatogénicas. A justificativa provém de
testes da eficiéncia vacinal com formulacdes vacinais a partir dos virus isolados de
campo, como demonstrado por Qingmei et al. (2011) Outra abordagem de sucesso
nesse contexto foi realizada por Lee et al. (2010), ao neutralizar uma estirpe coreana
fortemente nefropatogénica, através de 170 passagens em ovos embrionados SPF,
conseguindo atenuar por restringir a estirpe denominada K2/01 a replicar quase que
somente no trato respiratorio, e mesmo assim, ao aplica-la como estirpe vacinal, ela
pode desenvolver elevado indice de neutralizacdo frente a estirpe heteréloga Mass e
nao permitiu alteracdes histoldgicas frente ao desafio com duas estirpes variantes
com patotipo de carater respiratorio.

Neste estudo ndo foi possivel dimensionar o impacto desta estirpe variante
sobre uma provavel infeccdo em massa, devido a pequena amostragem utilizada no
delineamento experimental. Contudo, os dados levantados nesse estudo sobre a
patogenicidade dessa variante do VBI, ressaltam a importancia de se investigar mais
detalhadamente a evolucdo do VBI em territério brasileiro em relacéo as alteracdes
patogénicas, assim como vem acontecendo em paises que, no periodo de 2
décadas, viram a induastria avicola dobrar sua capacidade de producédo, como

ocorreu com a China.

6.5.4. GOnadas, tonsila cecal e ceco

N&o foi notada nenhuma alteracdo patoldgica nos ovarios das aves de todos
0s grupos experimentalmente infectados. No entanto, foi observada leve infiltracdo
de heterdfilos nos testiculos das aves vacinadas e desafiadas com a estirpe IBVPR-
12. Uma moderada infiltracdo de células linfo-histiocitarias foi também encontrada no
intersticio ou no epididimo do grupo nao vacinado e desafiado com a estirpe
variante, com onze e quatorze dpi, além de acentuada degeneracao e difusa das
células dos tubulos seminiferos associado a areas multifocais de necrose do epitélio
tubular (Figura 7, A). Além disso, foi detectada na avaliagdo da carga viral, uma

maior quantidade de virus entre o quarto e décimo primeiro dpi nas aves do grupo
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ANV e com onze dpi no grupo AV, sendo que apos este intervalo houve uma
reducdo dessa carga viral. No entanto as alteracdes testiculares foram notadas em
um periodo mais tardio apos o desafio (quatorze dpi), sugerindo que a carga viral
pode ter-se mantido alta até pouco antes do décimo quarto dpi, e com isso as lesdes
e a migracdo das células inflamatorias de defesa aumentaram até este periodo.
Pode-se supor também, que as lesdes e a inflamacdo diminuiram devido a
eliminacdo do virus ap6s o décimo quarto dpi. Benyeda et al. (2009) demonstrou
leve infiltrado linfo-plamacelular intersticial nos testiculos de aves ndo vacinadas e
desafiadas com a estirpe Qx do VBI, que também estava associada com elevada
carga viral neste 6rgao reprodutor, semelhante aos nossos resultados, porém a
estirpe IBVPR-12 desencadeou moderado infiltrado inflamatério nas aves nao
vacinadas e leve nas aves previamente vainadas. No entanto, neste mesmo trabalho
foi constatado que uma estirpe QX de origem eslovaca estava relacionada com
moderado infiltrado inflamat6rio e deposicdo de célcio nos odcitos primarios do
ovario das aves desafiadas, fato este que ndo ocorreu em nosso experimento.

Recentemente, uma estirpe do VBI isolada no Brasil apresentando uma
estreita relacdo genética com uma estirpe europeia, denominada D274, em conjunto
com o metapneumovirus aviario, foi associada ao desenvolvimento de lesGes no
testiculo, mais especificamente no epididimo de galos reprodutores. O interessante
€ que essas lesdes evoluiram para a formacao de célculos de célcio no epididimo
destes galos e consequente reducao da fertilidade dessas aves (VILLARREAL et al.,
2007a). Em outro estudo Gallardo et al. (2011), avaliou a replicacdo viral nos
testiculos de galos previamente inoculados com estirpes virulentas Massachusets e
Arkansas, e detectou a presencga viral em 100 e 96% respectivamente dessa
gbnada. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que houve transmisséo venérea do
VBI por meio da inseminacao artificial, tendo sido detectada a presenca do VBI na
traqueia de 50% das aves inseminadas, e por seguinte alteragdes na qualidade dos
ovos dessas mesmas galinhas.

Com tudo isso, € de suma importancia 0 monitoramento da presenca de
variantes do VBI que apresentam um amplo espectro de tropismo tecidual, mesmo
em aves previamente vacinadas, no intuito de reduzir possiveis infeccbes venéreas

e a perda na qualidade de ovos na industria avicola brasileira. Mais uma vez, fica
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evidente a importancia da presenca e circulacdo dessa variante do VBI nos plantéis
avicolas brasileiros e a relevancia de se desenvolver vacinas com estirpes
homdlogas e capazes de impedir a replicacdo desse virus em outros tecidos além
daqueles que compdem o trato respiratorio, tais como, os do sistema urogenital ou
reprodutor, a fim de reduzir potencial agravo ao hospedeiro e consequente perda
econdmica a producéo avicola de nosso pais.

Quanto a tonsila cecal, ndo ha relatos mais detalhados de les6es ocasionadas
neste compartimento linféide associadas a infec¢do pelo VBI. No entanto, sabe-se
gque algumas estirpes do VBI realizam replicacdo em células semelhantes a
histiocitos e células linféides presentes nas tonsilas cecais (OWEN et al., 1991). Foi
também demonstrado por imunofluorescéncia a presenca do VBI em células
epiteliais apicais das vilosidades no ileo e reto (AMBALI & JONES, 1990;
DHINAKAR & JONES, 1996a). Em nossa avaliacdo foi encontrada alguma
hiperplasia dos nédulos linfaticos de tonsilas cecais de duas aves com quatorze dpi
(Figura 7 B). Estas lesdes podem ser justificadas pelo aumento carga viral
observada na tonsila destas aves nesse mesmo periodo, que corresponde ao sétimo
dpi (Figura 15 E). A hiperplasia observada aqui, da mesma maneira que foi relatada
para o tecido traqueal, na maioria das vezes pode ser devido a injurias causadas por
determinados patdgenos ou corpos estranhos em um ambiente celular. No nosso
caso, pode-se associar a moderada carga viral presente nos nédulos linfoides com o
desenvolvimento de uma resposta imunomediada frente ao virus neste 6rgdo. A
propésito, mais recentemente, algumas estirpes QX do VBI isoladas na Franca,
China, Grécia e Hungria demonstraram titulos consideraveis nas tonsilas cecais até
pelo menos o vigésimo oitavo dia pés-infeccdo (BENYEDA et al., 2009). No entanto,
esses titulos infectantes ndo foram correlacionados com alteracdes patolégicas nas
tonsilas cecais. Neste sentido, verifica-se que maiores esclarecimentos sé&o
necessarios sobre as alteracdes linfoides desencadeadas pelas estirpes variantes
do VBI, especialmente nas tonsilas cecais.

Além disso, foi observado que os tecidos das tonsilas cecais possuiam boa
parte de sua vilosidades com moderada concentracdo de células inflamatdérias, bem
como descamacgdo das ceélulas mucosas de uma das aves, no sétimo dpi. Como foi

descrito acima, sabe-se que o VBI algumas vezes pode-se replicar em células
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apicais das vilosidades no ileo e reto (Ambali; Jones, 1990). No entanto, ndo foi
detectada, nesse estudo, carga viral no ceco pela técnica de PCR em tempo real.
Em suma, pode-se considerar que essa variante do VBI estd se replicando em
algumas regides do sistema digestorio, ja que foi detectada a presenca deste virus
nas tonsilas cecais, que € um orgéao linféide, que se encontra adjacente ao ceco.
Deve ser lembrado que as aves desafiadas com a variante apresentaram quadros
de diarreia na andlise clinica, o que nos leva a considerar em adicdo ao tropismo

renal e testicular, um possivel o carater enterotropico desta variante do VBI.

Figura 7. A. Testiculo de ave pertencente ao grupo nédo vacinado e desafiado com a
estirpe variante IBVPR-12 com onze dpi; nota-se acentuada degeneracao
difusa dos tubulos seminiferos associado a areas multifocais de necrose do
epitélio tubular (seta). Observa-se a presenca de infiltrado inflamatoério
difuso em grau moderado no parénquima. obj. 20x. B. Tonsila cecal de ave
nao vacinada e desafiada com a estirpe IBVPR-12, demonstrado nodulo
linfatico de tamanho normal (*) e leve hiperplasia nodular (#). obj. 10x.

Uma estirpe variante do VBI ja citada acima e isolada no Marrocos, a estirpe
G, foi classificada como enterotrépica e com capacidade de persistir durante
periodos mais prolongadados no intestino das aves hospedeiras, em comparacao
com a traqueia (El HOUADFI et al., 1986). Quase uma década depois da descri¢ao
da estirpe G, verificou-se que uma variante do VBI causadora de surtos de Bl de

caracteristica respiratoria, denominada 793/B foi associada com diarréia em frangos
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de corte (DHINAKAR; JONES, 1996a). No entanto € necessario que sejam
caracterizadas essas novas variantes quanto aos possiveis tecidos alvo de
replicagdo, em conjunto com o estudo da evolugdo fenotipica que essas estirpes
vém sofrendo, tal como foi investigado no presente estudo. Benyeda et al. (2009)
relataram que uma estirpe QX isolada na China estd associada com o
desenvolvmento leve de sinais respiratorios e moderada diarréia aguosa em aves
infectadas experimentalmente, além de ter sido demonstrado sua capacidade de
promover infiltracdo de células mononucleares no ileo das aves desafiadas. Ao
mesmo tempo foi verificado que essas aves continham altos titulos virais nas

amostras de ileo.

6.6. Avaliacdo da resposta imune humoral local e sistémica contra o VBI

6.6.1. Perfil cinético dos anticorpos Anti-VBI M41 dos is6tipos IgM e IgG

Sséricos

As amostras pertencentes as aves do grupo controle, que foram colhidas em
todos os intervalos do delineamento experimental, ndo apresentaram positividade
para nenhum dos is6tipos de anticorpos anti-VBI testados no soro sanguineo.
Também néo foi detectado nenhum aumento significativo da imunoglobulina A no
soro dos animais de todos os grupos. Este resultado pode ter ocorrido pelo fato
desta classe de imunoglobulina apresentar-se em maiores concentragcdes e suas
principais atividades funcionais nas secre¢des mucosas (SNOECK et al., 2006)

Em relacdo aos grupos vacinados com a estirpe H120 do VBI, a primeira
imunoglobulina a apresentar aumento nos niveis de anticorpos anti-VBI foi a IgM
com pico no décimo dpv, seguindo-se uma redugcdo dos niveis de IgM apés o
décimo quinto, chegando ao nivel basal no vigésimo dpv, muto semelhante a um
estudo realizado por Thompson et al. (1997). Em seguida, observou-se o aumento
sérico de IgG, que atingiu a maior concentracao no décimo quinto dpv, sendo que 0s
niveis desse iso6tipo de anticorpos mantiveram-se em niveis semelhantes até um dia
antes do desafio, no vigésimo dpv (Figura 8, Linhas azuis e amarelas). Toro et al.
(1996) também evidenciaram o incremento de IgG sérica mais tardio em relacdo a

IgA no compartimento de mucosa, onde as aves vacinadas com doses de 10°
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demonstraram pico de IgG no trigésimo dpv, enquanto que o0s niveis de IgA

atingiram as mesmas proporcdes logo no quinto dpv. Nossos resultados foram em

parte semelhante ao descrito por Mocket e Darbyshire, 1981, que verificou que a

cinética das respostas imunes humorais induzidas ap6s a vacinagao contra o VBI,

atinge as maximas intensidades dos anticorpos antivirais especificos do isotipo 1gG

no soro sanguineo de aves vacinadas por volta dos 21 dias apés a vacinacao.
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Figura 8. Perfil cinético (médias) da producdo de anticorpos do isétipo IgG anti-VBI

M41 detectados pelo SELISA- Con A nas amostras de soro das aves nos
diferentes dias pés-vacinacao (dpv) ou pos-infeccao (dpi). Legenda: BV —
aves SPF vacinadas com estirpe H120 no vigésimo primeiro dia de idade e
desafiadas com estirpe M41 do VBI aos 42 dias de idade; AV— aves SPF
vacinadas no vigésimo primeiro dia de idade com a estirpe H120 e
desafiadas aos 42 dias de idade com estirpe variante IBVPR-12 do VBI
ANV — aves SPF ndo imunizadas e desafiadas com a estirpe variante
IBVPR-12 aos 21 dias de idade; BNV -— aves SPF n&o imunizadas e
desafiadas com a estirpe M41 aos 21 dias de idade; ANVJ - aves SPF néo
imunizadas e desafiadas com a estirpe variante IBVPR-12 aos 2 dias de
idade; C- aves SPF tradas com PBS (Controle negativo da infec¢ao).

Com relacdo ao grupo vacinado e posteriormente desafiado com a estirpe

M41, verifica-se que foi marcante o aumento de IgM, ja no quarto dpi, chegando a

atingir a maxima concentragao sérica no sétimo dpi. Esse perfil cinético de resposta

para os anticorpos IgM é de certa forma um fendmeno esperado, em razao de que
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as imunoglobulinas IgM sédo de producdo mais precoce, estando via de regra
presentes em maiores teores em infeccbes recentes. Semelhante ao grupo
vacinado, as aves apenas desafiadas seguiram a mesma cinética, no entanto é
notavel que o nivel de IgM presente foi menos que a metade no quarto dpi das aves
previamente vacinadas, e ainda mantiveram titulos inferiores durante todos os
intervalos pés-infecgéo.

No grupo desafiado com a variante brasileira do VBI, a concentragéo atingida
de IgM atingiu seu pico no sétimo dpi tanto para o grupo vacinado quanto para 0 ndo
vacinado, porém como demonstrado na Figura 9, houve uma grande discrepancia
em relagdo aos grupos submetidos a infecgcdo com a estirpe M41. Apesar de o grupo
AV apresentar maior nivel de IgM quando comparado ao grupo ANV e ANVJ, estes
niveis estiveram distantes daqueles atingidos pelas aves desafiadas com a estirpe
M41. A IgG também manteve uma menor concentragdo no grupo AV quando
comparado ao grupo BV. O maior titulo foi atingido no vigésimo primeiro dpi com
titulo crescente a partir do décimo quarto dia. Além disso, verifica-se que 0 pico da
concentragdo de anticorpos anti-VBI do isétipo 1gG foi alcangado no vigésimo
primeiro dia do grupo AV, o que é bastante semelhante ao que ocorreu com 0 grupo
BNV no mesmo periodo.

Apesar de existirem diversos estudos sobre as respostas imunes induzidas
em aves vacinadas e/ou desafiadas com VBI, principalmente no que diz respeito as
estirpes de referéncia como M41 e H120, pouco se sabe sobre as respostas
humorais em aves desafiadas com as variantes emergentes em diferentes partes do
mundo, inclusive no Brasil. Dentro desse contexto, tem sido demonstrado que, na
maioria das vezes, a infeccdo ou a vacinagdo com o VBI estimulam a producéo de
anticorpos dos isétipos IgG, IgM e IgA, tanto no compartimento sanguineo, como no
compartimento das mucosas dos tratos respiratorio e urogenital (CAVANAGH,
2007). A vacinagdo quando elaborada, permite & ave desenvolver uma imunidade
primaria, criando células de memoéria produtoras de anticorpos especificos, o0s
plasmacitos, desencadeando assim uma imunidade mais efetiva, rapida e especifica

em uma eventual infeccdo posterior ao agente de interesse.
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Figura 9. Perfil cinético (médias) da producao de anticorpos do isé6tipo IgM anti-VBI
M41 detectados pelo SELISA- Con A nas amostras de soro das aves nos
diferentes dias pos-vacinacédo (dpv) ou pés-infeccédo (dpi). Legenda: BV —
aves SPF vacinadas com estirpe H120 no vigésimo primeiro dia de idade e
desafiadas com estirpe M41 do VBI aos 42 dias de idade; AV— aves SPF
vacinadas no vigésimo primeiro dia de idade com a estirpe H120 e
desafiadas aos 42 dias de idade com estirpe variante IBVPR-12 do VBI
ANV — aves SPF nado imunizadas e desafiadas com a estirpe variante
IBVPR-12 aos 21 dias de idade; BNV -— aves SPF n&o imunizadas e
desafiadas com a estirpe M41 aos 21 dias de idade; ANVJ - aves SPF néo
imunizadas e desafiadas com a estirpe variante IBVPR-12 aos 2 dias de
idade; C- aves SPF tradas com PBS (Controle negativo da infec¢ao).

Em nosso estudo, foi possivel verificar que a imunidade humoral ao nivel de
anticorpos IgM e 1gG no compartimento sanguineo desenvolvida pela vacinagdo com
a estirpe Mass H120, foi satisfatéria frente ao desafio com uma estirpe homologa
(M41), no qual os animais vacinados demonstraram boa capacidade de resposta
secundaria apos o desafio com esta estirpe. No entanto, as aves do grupo vacinado
e desafiado com a estirpe IBVPR-12, apesar de terem alcancado titulos superiores
as aves apenas desafiadas com esta variante, ndo apresentaram uma concentracao
muito elevada, sendo menores do que aquelas observadas nas aves infectadas ou
vacinadas e infectadas com a estirpe M41 do VBI destes isétipos na corrente
sanguinea. Isto pode ser justificado pelo fato desta estirpe possuir antigenicidade
distinta da estirpe vacinal, fazendo em parte, uma insuficiente resposta imune

secundaria.
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No caso descrito acima, ha de se considerar ainda, com base nos efeitos
biol6gicos apresentados por esta estirpe, que muito provavelmente se trata de um
sorotipo distinto da estirpe Mass, e que a imunizagcdo de aves com essa estirpe de
referéncia ndo foi capaz de induzir niveis mais elevados de anticorpos como
ocorreria para uma estirpe homologa, isto é, pertencente ao mesmo sorotipo, como
€ 0 caso do que ocorreu com as respostas imunes humorais das aves vacinadas
com a estirpe H120 do VBI e desafiadas com a estirpe M41. Cabe, ainda, nesse
caso, se considerar que a estirpe IBVPR-12 é uma variante genética da
glicoproteina da espicula S1 e que tal componente estrutural € um dos principais
responsaveis pela antigenicidade e imunogenicidade do VBI, ou seja, ela se
constitui no principal componente antigénico e estrutural desse virus, uma vez que
interage com receptores de células alvo e apresenta 0s sitios virus-neutralizantes
mais relevantes do VBI. Foram encontrados, na subunidade S1, sitios antigénicos
indutores de anticorpos virus-neutralizantes (VN) e inibidores da hemaglutinacéo
(HI), levando a associacdo desta proteina como a principal estrutura antigénica
responsavel pela inducdo de respostas protetoras nas aves imunizadas, apos
convalescenca de infeccdo ou vacinagdo, ou ainda pela caracterizagdo dos
diferentes sorotipos do VBI (KOCH et al., 1990; IGNJATOVIC; GALLI, 1994; GELB et
al., 1997; LAI; CAVANAGH, 1997; WANG et al., 2002). Com isso, o fato de ter
havido uma fraca resposta humoral das aves vacinadas frente ao desafio com a
estirpe IBVPR-12, pode em tese, estar intimamente relacionado com a diferenca

genética da glicoprotéina S1.

6.6.2. Perfil cinético dos anticorpos Anti-VBI M41 dos isotipos IgA, IgM e
IgG na secrecéo lacrimal

Foi possivel determinar também o perfil cinético da producdo de anticorpos do
isétipo IgA contido na secrecao lacrimal nos diferentes intervalos observados neste
experimento. A Figura 10, ilustra que as aves que receberam uma dose vacinal em
seu 21° dia de idade, apresentaram o maior incremento nos niveis de IgA na
secrecdo lacrimal no décimo quinto dia pos-vacinacdo, tendo demonstrado um
declinio deste isétipo até o vigésimo dpv. De forma ja esperada, as aves vacinadas e

desafiadas com a estirpe M41 apresentaram um aumento de aproximadamente 1/3
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na concentracdo desta imunoglobulina frente ao periodo pdés-vacinacdo logo no
sétimo dpi, e com aumento crescente no decorrer dos intervalos, até atingir nivel
méaximo no décimo quarto dpi. No entanto o grupo nao vacinado e desafiado com a
estirpe M41, apesar do pico na concentracdo de anticorpos IgA ter sido alcancado
no décimo quarto dpi e de ter sido maior que o grupo vacinado, nota-se que o
incremento de anticorpos foi mais tardio e menor no periodo compreendido entre o
sétimo e décimo primeiro dpi. O fato de o grupo BV apresentar uma resposta mais
rapida e com menor pico de IgA em relacdo ao grupo BNV, pode ser devido a
resposta imune de memoria desenvolvida ap0s a vacinagdo, a qual cria no
hospedeiro um repertério de células de memoria capazes de identificar o agente de
forma mais rapida e especifica, com consequente sintese de anticorpos mais
precoce do que o grupo que nédo foi vacinado e ndo possui este aparato imune.
Estas vacinas induzem a sintese de anticorpos e a diferenciacdo para células T
efetoras, assim como os linfocitos B de memdéria, nos tecidos infectados por este
virus (Cavanagh, 2007). Estes anticorpos locais anti-VBI, particularmente anticorpos
do isotipo IgA e células T citotdxicas, foram demonstrados em estudos separados
COmo componentes cruciais para restringir ou eliminar o VBI do hospedeiro (Gillette
1981, Toro & Fernandez, 199; Collison et al., 2000, Mondal & Nagi, 2001).

Assim como foi encontrado nos resultados de ciliostase, histopatologia e
carga viral da traqueia, no décimo quarto dpi os animais do grupo BV ja estavam em
fase de recuperacéo, voltando ao seu estado normal e com baixa carga viral, com
isso, podemos explicar o fato do pico de IgA nao ter alcancado um nivel tdo alto
quanto ao do grupo BNV, isto &, pelo simples fato de haver maior concentracdo mais
precoce devida a existéncia de células produtoras de anticorpos (células de
memoria), capaz de socorrer o hospedeiro na eliminacdo do antigeno de maneira

mais rapida e especifica por uma sintese semelhante a sintese “de novo”.
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Figura 10. Perfil cinético (médias) da producéo de anticorpos do isétipo IgA anti-VBI

M41 detectados pelo SELISA- Con A nas amostras de lagrima das aves
nos diferentes dias pés-vacinacao (dpv) ou pés-infeccdo (dpi). Legenda:
BV — aves SPF vacinadas com estirpe H120 no vigésimo primeiro dia de
idade e desafiadas com estirpe M41 do VBI aos 42 dias de idade; AV—
aves SPF vacinadas no vigésimo primeiro dia de idade com a estirpe
H120 e desafiadas aos 42 dias de idade com estirpe variante IBVPR-12
do VBI ANV - aves SPF ndo imunizadas e desafiadas com a estirpe
variante IBVPR-12 aos 21 dias de idade; BNV -— aves SPF néo
imunizadas e desafiadas com a estirpe M41 aos 21 dias de idade; ANVJ -
aves SPF nado imunizadas e desafiadas com a estirpe variante IBVPR-12
aos 2 dias de idade; C- aves SPF tradas com PBS (Controle negativo da
infeccéo).

Com relagéo aos grupos desafiados com a variante IBVPR-12, os resultados

obtidos demonstram que, tanto o grupo ANV quanto o ANVJ, ndo apresentaram uma

boa concentragédo de anticorpos anti-VBI do is6tipo IgA. Vale lembrar, que a analise

feita por ELISA, utilizou como antigeno a estirpe M41, que pode explicar o baixo

titulo de IgA nestes grupo. Porém, o perfil cinético foi semelhante ao grupo BNV,

apresentando uma maxima concentragdo no décimo quarto dpi. JA& 0 grupo

vacinado,

0 grupo

apresentou um nivel de anticorpos IgA mais elevado, porém menor do que

BV. Apesar de estes ensaios sugerirem que a estirpe IBVPR-12

possivelmente é um sorotipo distinto da estirpe Massachusetts (M41), o pefrfil

cinético das aves vacinadas e desafiadas, apontam para uma resposta humoral

parcial, com respeito a producdo de IgA, apds a vacinacdo com 0 sorotipo

Massachusetts H120, semelhante ao que ocorreu com o isétipo IgG sérico.
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A respeito da resposta de anticorpos IgM na secrec¢ao lacrimal, os resultados
se mostraram muito semelhantes aos encontrados nas amostras de soro. As
maiores concentragcfes foram obtidas no sétimo dpi em todos os grupos (Figura 11).
Os grupos vacinados e desafiados apresentaram maior concentracdo deste isotipo
em todos os intervalos em relacdo aos grupos néo vacinados. Da mesma forma que
ocorreu com as amostras de soro, as aves do grupo AV néo desenvolveram um
aumento significativo de IgM na secrecéo lacrimal apés o desafio, no entanto o perfil
cinético apresentado foi o0 mesmo do grupo desafiado com a estirpe M41l. A
imunoglobulina IgM foi a primeira a apresentar uma resposta apos o desafio,
atingindo seu pico no décimo dpv e sétimo dpi, e diminuiu antes que houvesse um
aumento dos isétipos IgA e IgG, que foram maiores no décimo quarto e vigésimo
primeiro dpi respectivamente. Estes resultados foram semelhantes aos descritos por
Mockett et al. (1986) e Martins et al. (1991).
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Figura 11. Perfil cinético (médias) da producao de anticorpos do isotipo IgM anti-VBI
M41 detectados pelo SELISA- Con A nas amostras de lagrima das aves
nos diferentes dias pds-vacinacao (dpv) ou poés-infeccdo (dpi). Legenda:
BV — aves SPF vacinadas com estirpe H120 no vigésimo primeiro dia de
idade e desafiadas com estirpe M41 do VBI aos 42 dias de idade; AV—
aves SPF vacinadas no vigésimo primeiro dia de idade com a estirpe
H120 e desafiadas aos 42 dias de idade com estirpe variante IBVPR-12
do VBI ANV - aves SPF nédo imunizadas e desafiadas com a estirpe
variante IBVPR-12 aos 21 dias de idade; BNV -— aves SPF nao
imunizadas e desafiadas com a estirpe M41 aos 21 dias de idade; C- aves
SPF tradas com PBS (Controle negativo da infeccao).
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Os anticorpos anti-VBI do is6tipo 1gG foi o ultimo a apresentar o maior pico de
concentracdo, tanto nas amostras de soro quanto de lagrima. Como pode ser
observado na Figura 12, todos os grupos demonstraram o maior nivel desses
anticorpos no vigésimo primeiro dia, sendo que o grupo BV foi o que atingiu a maior
concentracdo em relacdo aos demais grupos experimentais. Além disso, foi notorio o
aumento deste isétipo no vigésimo dpv dos grupos vacinados, e apesar destes
grupos manterem uma consideravel concentragdo desta imunoglobulina até um dia
antes do desafio, o nivel desses anticorpos apresentou um aumento gradativo,
influenciado pelo tempo pos-infecgdo. Estes resultados mais uma vez corroboram
com os descritos por Martins et al. (1991) ao testar em amostras de soro de galinhas
desafiadas com a estirpe Massachusetts M41 e uma estirpe heterdloga denominada
IBV-9, demonstrou um aumento de concentracdo de IgG mais tardiamente em
relacdo a IgM, onde a IgG apresentou a maior concentracdo no décimo quarto dpi e
a IgM no nono dpi. Ainda neste contexto, vimos que a IgG teve um aumento ja no
décimo quarto dia tanto pés-vacinacdo quanto pos-infec¢do, aparecendo de forma
mais abundante assim que a concentracao de IgM voltava aos niveis basais.

Neste estudo, apesar de todos os isétipos testados nas aves desafiadas com
a variante IBVPR-12 demonstrarem baixa reatividade com a estirpe M41, devido ao
fato desta estirpe ser muito provavelmente heterdloga sob o ponto de vista
antigénico, ainda assim podemos detectar um aumento da concentracdo destes
isétipos em todos os periodos de maior concentracdo correspondente as aves
desafiadas com a estirpe M41. A propdosito, um estudo feito por De Wit et al. (1998),
apos avaliar a concentracdo de IgM em 168 soros de campo provenientes de
frangos de corte coletados durante a fase aguda de uma infec¢do por VBI, no qual
utilizou a estirpe M41 como antigeno de captura no ELISA, foi capaz de detectar as
respostas de IgM para os sorotipos de VBI que ndo estavam relacionados com a
estirpe Massachusetts. Nesse mesmo estudo referido acima, a especificidade do
teste (ELISA-IgM alBV) foi de 99% e a sensibilidade variou de 83 a 100%,
dependendo do dia pds-vacinacdo. Comparando com nosso modelo experimental,
pode-se dizer que a deteccdo pelo método de ELISA-Com A de IgM e IgG como
ferramenta de diagnostico de infec¢Bes por VBI pode ser utilizada para a estirpe
variante IBVPR-12, de modo a considerar um limiar de deteccdo ou titulos mais
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resposta de IgM foi mais rapida e transiente e, portanto, indicativa da

ocorréncia de infec¢des agudas causadas pelo VBI.
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Figura 12. Perfil cinético (médias) da producédo de anticorpos do isétipo 1gG anti-VBI

M41 detectados pelo SELISA- Con A nas amostras de lagrima das aves
nos diferentes dias pés-vacinacao (dpv) ou poés-infeccdo (dpi). Legenda:
BV — aves SPF vacinadas com estirpe H120 no vigésimo primeiro dia de
idade e desafiadas com estirpe M41 do VBI aos 42 dias de idade; AV—
aves SPF vacinadas no vigésimo primeiro dia de idade com a estirpe
H120 e desafiadas aos 42 dias de idade com estirpe variante IBVPR-12
do VBI ANV — aves SPF néo imunizadas e desafiadas com a estirpe
variante IBVPR-12 aos 21 dias de idade; BNV - aves SPF n&o imunizadas
e desafiadas com a estirpe M41 aos 21 dias de idade; ANVJ - aves SPF
nao imunizadas e desafiadas com a estirpe variante IBVPR-12 aos 2 dias
de idade; C- aves SPF tradas com PBS (Controle negativo da infec¢édo).

Ainda, no tocante as respostas imunes apos o desafio com VBI, sabe-se que

anticorpos locais contra esse virus sdo indispensaveis para conferir protecdo a

galinhas submetidas a re-infec¢fes. Estes anticorpos em conjunto com os linfocitos

T citoliticos ou citotoxicos, foram bem demonstrados como uma “maquinaria

imunitaria” crucial na restricdo e na eliminacdo do VBI pelas aves infectadas (COOK
et al.,, 1992; GUO et al., 2008; MONDAL; NAQI, 2001; RAJ; JONES, 1997; TORO;

FERNANDEZ, 1994). Sendo assim, nossos resultados corroboram com esses

achados anteriores no que diz respeito a estes anticorpos locais, tendo em vista que

as aves vacinadas e que eram portadoras de maiores niveis de anticorpos e também

de células imunes de memoaria, foram capazes de restringir um maior dano tecidual,
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bem como a replicacéo destes virus, como demonstrado na analise histopatolégica e

de carga viral nas amostras de tecidos e 6rgdos que foram analisadas.

6.6.3. Perfil cinético dos anticorpos Anti-VBI IBVPR-12 do is6tipos IgG no

sSoro sanguineo

Para se avaliar o perfil cinético da resposta imune cruzada frente a variante
IBVPR-12, foi utilizada esta estirpe variante como antigeno na reacdo de S-ELISA-
Con A. Quanto a avaliacao cinética, nossos resultados, mais uma vez verifica-se que
foram semelhantes aos descritos por Mocket e Darbyshire, 1981, no sentido de que
a cinética das respostas imunes humorais induzidas apés a vacinacao contra o VBI,
atinge as maximas intensidades dos anticorpos antivirais especificos do isotipo 1gG
no soro sanguineo de aves vacinadas com aproximadamente 21 dias apos a
vacinacao.

No entanto, € possivel observar na Figura 13, que a concentracdo de
anticorpos anti-VBI do iso6tipo 1gG presente no soro sanguineo foi maior para a
estirpe homologa (IBVPR-12) do que para a estirpe heteréloga (M41) nos grupos
desafiados com a variante IBVPR-12, enquanto que os grupos desafiados com a
estirpe M41 apresentaram um menor nivel de anticorpos do isétipo 1gG para a
estirpe IBVPR-12.

0,6
0,5
AV
0,4
—=—BV
o —a— ANV
< 03 /
—=—BNV
02 /s
/ // ANV]J
o /‘///{ -
0 4./'"_—_/ _

5dpv  10dpv 15dpv 20dpv 4dpi  7dpi 11dpi 1l4dpi 21dpi

Figura 13. Perfil cinético (médias) da producédo de anticorpos do isotipo 1gG anti-VBI
IBVPR-12 detectados pelo SELISA- Con A nas amostras de soro das
aves nos diferentes dias pos-vacinacao (dpv) ou pos-infeccao (dpi).
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Estes resultados reafirmam que o nivel de protecao cruzada tende a diminuir
a medida que a identidade de aminoacidos entre as glicoproteinas da espicula
diminuem entre diferentes estirpes do VBI (Gelb et al., 2005). Com isso, podemos
concluir que o direcionamento da sintese de anticorpos s&do primordialmente
baseados nos antigenos de superficie (S) do VBI, perfazendo uma menor

reatividade contra antigenos heterdlogos, mesmo apos a vacinacao.

6.7. Quantificacédo absoluta da replicagéo viral

6.7.1. Construcao da curva padréo para quantificacao absoluta da

replicacao viral

A equacdo gerada a partir da andlise de regresséo linear feita com os dados
obtidos a partir da técnica de RT-PCR quantitativa em tempo real com diferentes
concentracdes do gene S1 inserido no DNA plasmidial foi y = -0,3191 x + 10,98 com
correlacéo (r) = 0,992 (Figura 14). Foi verificado, nessa analise, que a linearidade foi
mantida por, no minimo, seis ordens de magnitude e, usando-se o coeficiente
angular da equacéo linear, a eficiéncia do teste foi estimada em 108,49%. O desvio
padrdo dos valores de C(T) obtidos para cada reacdo a partir de nove corridas
independentes variou de 0, 11 a 1,40 ciclos.
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Figura 14. Curva padrao gerada com uso dos valores de C(T) vs. Logio das diluices
seriadas de razdo 10 (10* a 10™) do DNA plasmidial correspondente ao
gene S1 do VBI. A eficiéncia da reacao foi de 108,49%, estimada com
base no coeficiente angular da reta como indicado pela formula.
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6.7.2. Quantificacdo absoluta da replicacdo viral em diferentes 6rgaos

Com respeito a avaliacdo da replicacdo viral em diferentes oOrgaos e
correspondentes a cada um dos intervalos apos a infeccédo, ou mais especificamente
a carga viral contida nos 6rgdos analisados, constata-se que a maior carga viral
apresentada foi na traqueia das aves do grupo nao vacinado desafiado com a
estirpe M41, no quarto dpi (Figura 15 A). Este resultado confirma o tropismo
respiratorio mais acentuado desta estirpe do VBI. Ainda neste contexto, pode-se
observar que no mesmo periodo pés-infec¢do deste grupo, as amostras de pulmdes
destas aves também demonstraram maior quantidade deste virus em relacdo as
amostras obtidas de qualquer dos outros grupos analisados (Figura 15 B). Com
relacdo a deteccéo viral nos rins das aves desafiadas com a estirpe M41, apenas foi
aferida a presenca do virus em uma ave no sétimo dpi e uma ave no décimo
primeiro dpi, ambas n&o vacinadas. Porém a carga viral presente nestes animais
ndo ultrapassou 1 logio (Figura 15 C). Tal dado reafirma a minima tendéncia de
tropismo para o tecido renal desta estirpe, bem como a incapacidade lesiva a este
orgao.

Ainda, com respeito ao grupo desafiado com a estirpe M41, nota-se uma
diferenca marcante no niumero de copias virais presentes na traquéia dos grupos
vacinados e ndo vacinados no quarto dpi. As aves vacinadas demonstraram ainda
capacidade de eliminar o virus mais precocemente no vigésimo primeiro dpi,
enquanto que as aves nao vacinadas persistiam com cargas virais mais elevadas
nesse mesmo intervalo pos-desafio. Esses resultados permitem inferir que a vacina
H120 foi eficiente na estimulacédo e desenvolvimento de células de memoria contra
uma estirpe virulenta (M41) de sorotipo homologo Massachusetts. Ja o grupo
desafiado com a estirpe IBVPR-12, apresentaram nas amostras da traqueia colhidas
no 4°dpi, quantidades do VBI, mensurada como numero de coOpias de DNA
plasmideal contendo o inserto do gene S1, muito semelhantes as quantidades
detectadas no grupo vacinado nesse mesmo intervalo pés-desafio. Além disso,
ambos os grupos desafiados com a IBVPR-12 eliminarem o VBI ho mesmo periodo
(Figura 15 A). Ha de se levar em conta que a carga viral contida nas traquéias do

grupo BNV foi maior que a do grupo ANV, indicando que mesmo com a menor carga
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viral na traqueia desenvolvida pela variante, a imunidade desencadeada pela vacina
nao foi eficiente para impedir alta replicacdo viral na traqueia destas aves, como
demonstrado na Figura 15 A. A carga viral contida na tragueia das aves dos grupos
ANV e AV sao muito semelhantes até a eliminacdo do virus no vigésimo primeiro
dpi.

Apesar dos resultados observados na avaliagdo da carga viral na traqueia, a
variante IBVPR-12 desenvolveu elevada replicagao viral nos pulmdes das aves nao
vacinadas e manteve sua presenca neste 6rgao até o periodo final do experimento
no vigésimo primeiro dpi (Figura 15 B). Ao se analisar a quantidade da variante do
VBI nas amostras de rins provenientes dos grupos ANV e AV, verifica-se que nao
houve diferenca significativa entre eles. Esses resultados reforcam as indicacfes da
ineficiéncia da vacina formulada com a estirpe H120 do sorotipo Massachusetts em
conferir protecdo dos tecidos que ndo compdem o sitema respiratério contra uma
variante do VBI como a IBVPR-12. Em uma observacdo mais aprofundada, nota-se
gue a maior carga viral nos rins ocorreu no décimo primeiro dpi, que € um intervalo
imediatamente apds a deteccdo da maior concentracdo dessa variante do VBI que
foi detectada nos pulmdes das aves apenas desafiadas. Assim como observado na
figura 15 A, B e C, o comportamento de replicacdo dessa variante do VBI parece
indicar que os 6rgéos do sistema respiratorio servem apenas como porta de entrada
e para uma fase inicial de replicacao viral, devido ao fato de que depois do sétimo
dpi a presenca do virus neste sistema regrediu linearmente, enquanto a replicacao
nos rins ascendeu de forma a manter altas concentracdes até o vigésimo primeiro
dpi.

Todos esses achados podem ser explicados ao menos em parte pela
variabilidade da glicoproteina S desta variante do VBI. Assim como demonstrado por
Casais et al. (2003), ao gerar um virus recombinante da bronquite infecciosa
(BeaudetteR-M41-S), no qual a regido de ectodominio do gene S do VBI M41-CK
substituiu a regido correspondente do genoma do VBI BeaudetteR-M41-S, este virus
recombinante adquiriu a capacidade de tropismo para as mesmas células que o VBI
M41-CK tem em sua forma natural, demonstrando que a glicoproteina S € um dos
determinantes do tropismo celular. O que em partes, pode suportar a teoria da
variabilidade das caracteristicas fenotipicas da variante IBVPR-12, no que diz
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respeito ao tropismo, em funcéo das aleracdes genéticas dentro do gene codificador
da glicoproteina de superficie S, grande responsavel pela replicagcdo e
tropismotecidual do VBI (Casais et al. 2003).

Apesar de nem sempre altos titulos virais do VBI em determinados tecidos
nao demonstrarem quadros de patogenicidade, assim como demonstrado por
Ambali et al. (1990), a estirpe aqui estudada além de apresentar elevada carga viral
em outros oOrgdos em adicdo aqueles do sistema respiratorio, também foram
capazes de desenvolver lesdes nesses mesmos Orgdos, como sera melhor
explanado nas analises histopatoldgicas feitas nos topicos subsequentes.

Embora o numero de coépias virais nas tonsilas cecais terem-se apresentados
em magnitudes inferiores aquelas encontradas nos demais érgdos testados, foram
observados resultados interessantes, pois poucos estudos tém-se detido em analisar
mais pormenorizadamente a quantificacdo viral neste 6rgdo. O pico de carga viral
nas tonsilas foi alcancado pelo grupo ANV com sete dpi e a carga viral se manteve
alta até o décimo quarto dpi, regredindo a niveis proximos de zero, no vigésimo
primeiro dpi (Figura 15 D). Ja o grupo AV, iniciou com cargas virais menores até o
sétimo dpi, as quais se elevaram até o décimo primeiro dia, até que por fim
regrediram até niveis proximos a zero, indicando a eliminagéo do virus de desafio. A
presenca do VBI na tonsila pode estar associada ao estado de laténcia no
hospedeiro, devido a eliminacdo do patdégeno durante longos periodos apls a
infeccdo. Owen et al, 1991, demonstraram a replicagao viral nos tecidos da parte
inferior do tubo digestivo em células semelhantes a histiocitos e células linfoides nas
tonsilas cecais. Até o momento, ndo se sabe sobre a persisténcia viral na tonsila
cecal ou no intestino de aves infectadas com variantes do VBI, o que torna intrigante
o conhecimento da acéo e estado de eliminagcéo dessas estirpes variantes do VBI do

organismo hospedeiro.
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Figura 15. Numero de copias do gene S1 do VBI (Logi) detectados nas traqueias
(A), pulmdes (B), rins (C), gbnadas (D), tonsilas cecais (E) e suabes
cloacais (F) das aves dos grupos ANV, ANVJ, AV, BNV e BV nos
diferentes intervalos pos-desafio.
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Os resultados mais interessantes observados referem-se, entretanto, a carga
viral detectada nas gbnadas das aves desafiadas com a estirpe variante IBVPR-12,
tanto o grupo vacinado quanto o ndo vacinado. Pode-se notar na Figura 15, E, que
no quarto dpi, os testiculos e ovarios atingiram uma elevada replicacéo viral, a qual
se assemelhou a carga viral encontrada nas traqueias das aves desafiadas com a
estirpe M41 neste mesmo intervalo. Essa replicacéo viral atingiu ainda uma maior
carga viral no décimo primeiro dpi, e caiu pela metade no décimo quarto dpi. Ainda
mais interessante foi que a carga viral nas gbnadas se mantiveram elevada, entre 2
logio € 3 l0g1p até o final do experimento, mesmo no grupo previamente vacinado e
desafiado com a estirpe IBVPR-12.

Com relacdo ao grupo néo vacinado e desafiado com a estirpe M41, uma ave
demonstrou baixa carga do virus apenas no décimo primeiro e décimo quarto dpi,
sendo que néo foi detectada presenca viral nas gbnadas do grupo vacinado.

Desde a primeira vez que a forma respiratéria da bronquite infecciosa foi
relatada na década de 1930 (FABRICANT, 1998), estirpes nefropatogénicas,
enterotropicas e estirpes que possuem afinidade para o sistema reprodutor tém sido
descritos (ALBASSAM et al., 1986; AMBALI; JONES, 1990; CAVANAGH; NAQI,
2003). No entanto, ao contrario de estudos anteriores onde foi encontrado dano
renal grave (BUTCHER et al., 1990; CHEN et al., 1996) ou de alteracdes no sistema
reprodutor (CRINION & HOFSTAD, 1971), foram relatadas apés infeccao por M41;
em nosso estudo foi detectada apenas uma presenca minima da estirpe M41 em
outros 0rgaos que nédo a traqueia e o pulméao, bem como nao houve lesdes notaveis
nestes outros 6rgaos.

Nossos resultados indicam que a variante brasileira do VBI ora investigada
apresenta uma abrangéncia de comportamento e predilecéo de infec¢do para outros
tipos celulares, tais como os que compdem o0s rins e as gonadas. A alta carga viral
nestes tecidos ndo se baseia apenas na alteracao de patogenicidade, mas também
pela selecdo de células mais vulneraveis a infeccdo por essa variante do VBI,
devido, muito provavelmente a um mecanismo de escape desenvolvido pelo
IBVPR12. O VBI infecta primeiramente as células epiteliais da traqueia, que serve de
porta de entrada e replicacdo primaria. Estes virus encontram ambientes variados no

hospedeiro e entdo podem entrar em um processo de tropismo e resisténcia nas
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células epiteliais renais e do sistema reprodutor. Toro et al. (2010), apds infectar
galinhas com a estirpe Ark, isolou populagdes geneticamente diferentes da estirpe
Ark do organismo de uma mesma ave infectada experimentalmente, indicando que
este virus passa por um processo de ajuste fenotipico, no curso de sua replicacéo
dentro do hospedeiro, 0 que acarreta a diferenciacdo no tropismo celular e a
possivel manutencdo da carga viral nestas células, a ponto de a populacdo
conhecida ser menor do que as novas populagdes que surgiram dentro hospedeiro.
Esta descoberta indicou que uma subpopulacédo distinta de virus foi rapidamente
selecionada positivamente pelo trato respiratorio superior de galinha. A propdésito e
para reforcar essa hip6tese, 0s virus que possuem seu genoma composto por RNA,
tal como os coronavirus, podem alterar seus antigenos por mutacdes pontuais ou
por rearranjo dos genomas; devido a pressdao de selecdo encontrada no
microambiente (DOMINGO, 2006). Estes virus podem ser alvos de anticorpos ou
células T, e devido a alteracao antigénica, podem se tornar resistentes a imunidade
gerada na populacéo por infeccdes prévias.

Outro fator que ajuda a explicar a capacidade do VBI se replicar no sistema
respiratério, intestinal e outras células epiteliais pertencentes a estrutura de
diferentes o6rgdos do hospedeiro, € que o VBI seja dependente do acido N-
acetilneuraminico (acido sialico) presente na superficie da célula. Estudos de
hemaglutinacdo por VBI demonstraram o papel do acido neuraminico no processo
de ligacdo. Além disso, o VBI é ligado preferencialmente quando a ligacdo do acido
neuraminico as membranas celulares (SCHULTZE et al., 1992). Estudos mais
recentes confirmaram que a2,3 - ligado ao acido N-acetilneuraminico é também
preferencialmente utilizado pelo VBI para fixacdo as células hospedeiras nas quais o
virus possui tropismo (WINTER et al., 2006). Neste mesmo estudo, foi demonstrado
gue o numero de células infectadas foi bastante reduzido quando as células nao
foram tratadas com neuraminidase de Vibrio cholerae. Em segundo lugar, foi
demonstrado que os tipos de células que eram suscetiveis a estirpe do VBI
Beaudette possuiam acido a2,3-N-acetilneuraminico ligada as células. Ao contréario
disso, as a linhagens celulares néo tratadas com a neuraminidase n&o apresentaram
susceptibilidade a infeccdo pelo VBI. Embora a afinidade para a2,3-N

acetilneuraminico ajude a explicar tropismo tecidual do VBI no hospedeiro, este fator
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nao parece ser o0 Unico determinante de susceptibilidade, pois esta substancia esta
presente em células que ndo estéo infectadas pelo VBI.

Trazendo para 0 nosso contexto, pode-se imaginar que as alteracdes genéticas nas
variantes do VBI estéo relacionadas ao aumento da afinidade para certos receptores
celulares de superficie. No caso da variante IBVPR-12 por ser uma variante do gene
S1, pode ter ocorrido variagdes pontuais que aumentaram a predilecdo e afinidade
para as células renais e do sistema reprodutor. Isso tudo poderia ser melhor
avaliado se houvesse uma descricdo dos receptores celulares presentes nestas
células, e ai entdo poderiam ser correlacionados estes fatores de forma
independente.

Em vista de todo o exposto, é possivel questionar a origem da variante
IBVPR-12, podendo esta ter sua populacdo ancestral semelhante as estirpes
vacinais utilizadas no Brasil, as quais sofreram alteragdes genéticas ocasionadas
pela selecdo natural no hospedeiro para dar origem a essa variante do VBI. Sendo
assim, € muito dificil controlar o surgimento de variantes genéticas do VBI, bem
como O prever as caracteristicas de tropismo e patogenia desenvolvida por essas
novas variantes virais. No entanto, o presente estudo pode contribuir de maneira
impar na compreensao de propriedades biolégicas desse virus no Brasil, além de
poder oferecer novos conhecimentos para o futuro desenvolvimento de vacinas
formuladas com as estirpes variantes mais predominantes no Brasil e avaliar de
forma mais acurada a eficiéncia dessas vacinas contra as estirpes do VBI mais

prevalentes nas criagdes avicolas do Brasil.

6.7.3. Avaliacéo da persisténcia da estirpe IBVPR-12 através da detecc¢éo
viral em amostras de suabe cloacal

Para avaliar a persisténcia da variante IBVPR-12 nas aves desafiadas (n&o
vacinadas), foi realizada a coleta de swabs cloacais durante 62 dias ap6s o desafio,
sendo coletados nos intervalos de 24, 27, 32, 36, 40, 43, 47, 52, 54, 58, 62 dpi.

Assim como demonstrado na Figura 20, foi possivel detectar a presenca viral
entre o 32° e 52° dpi. Ainda que a eliminacao viral apds a fase aguda parece ser
intermitente, pois foi constatado que no 24° e 27° dpi as aves apresentaram
auséncia viral nos suabes cloacais. Isto pode ter ocorrido devido a auséncia da
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eliminacao viral pelas fezes durante estes intervalos, uma vez que neste periodo as
aves apresentaram a maior concentracdo seérica de 1gG, o que sugere a
neutralizagdo do virus e auséncia de excrecgdo fecal desse agente. Ha de se notar
também que a completa auséncia viral veio a acontecer no 54° dpi, uma vez que
esse virus nao foi mais detectado até o 62° dpi, revelando uma provavel eliminacéo

desse virus pelo hospedeiro.

A presenca do VBI pode ser detectada em periodos de 4 a 7 semanas ap0s o
desafio. A deteccao de VBI no periodo de até 4 semanas apos o desafio pode estar
relacionada a excrecdo e circulacdo dos virus, conforme demonstrado em relatos
anteriores, obtidos do monitoramento da excrecdo do virus vacinal em lotes
comerciais (MATTHIJS et al., 2003).

Um estudo anterior destaca que resultados positivos na deteccéo do VBI que
forem encontrados apos 4 semanas da vacinacdo devem ser relacionados a
presenca de variantes ou ainda a uma nova circulacdo do virus vacinal nos plantéis
(TORO, 2010). No entanto as aves utilizadas em nosso estudo para avaliacdo da
persisténcia ndo foram vacinadas, indicando que este virus possui uma persisténcia
por um tempo relativamente prolongado no hospedeiro, sugerindo que estas
caracteristicas podem ter sido adquiridas por alteracdes genotipicas que tenham
ocorrido nessa variante do VBI e que podem estar conferindo uma maior capacidade
de persisténcia a esse virus.

Ademais, um estudo anterior demonstrou que galinhas SPF, mantidas em
isoladores, quando desafiadas com a estirpe virulenta M41 do VBI, podem
apresentar excrecao viral por até 63 dpi, a qual foi detectada em amostras de suabe
cloacal e traqueal (NAQI et al.,, 2003). Ainda, esses autores relataram que essas
aves podem manter esse virus no bacgo, génadas, rins, pulmdes, tonsila cecal e
bursa de Fabricius por até até 163 dpi (NAQI et al., 2003).

Outro fato interessante reportado por Nagi et al. (2003) é que aves dotadas de
anticorpos contra a estirpe M41 do VBI previamente ao desafio com essa mesma
estirpe, apresentaram eliminacao viral por via traqueal e cloacal até 77 dpi, porém o
virus foi detectado em apenas uma das aves desafiadas nas amostras de pulméo e
rim até o 175° dpi. Esses mesmos autores, em razao desses achados, sugerem que
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a presenca de anticorpos durante a infeccéo protege os 6rgéos internos de infecgcéo
pelo VBI.

Em vista disso tudo, verifica-se que 0s nossos resultados demonstrando a
presenca do isolado IBVPR-12 em suabes cloacais até 54 dpi em aves SPF
experimentalmente infectadas, apresentam similaridade com os obtidos no estudo
de Nagqi et al. (2003) com a estirpe M41, com a diferenca de que nao foi avaliada em
nosso estudo a persisténcia e a eliminacdo viral nos 06rgdo internos, nem o

comportamento desses parametros em aves previamente vacinadas.

6.8. Imuno-histoquimica

6.8.1. Andlise imuno-quimica pela técnica de “Western blotting” do
antissoro de cabra anti-proteina N recombinante do VBI

A analise pela técnica de “Western blotting” da especificidade do antissoro de
cabra anti-proteina N recombinante do VBI foi testada contra as preparacdes
antigénicas concentradas das estirpes M41, IBVPR-05 e IBVPR-12 concentradas
com PEG. Os resultados revelaram a reatividade desse antissoro, apenas com as
bandas correspondentes as da proteina N com peso molecular de cerca de 54 kDa,

de todas as trés estirpes do VBI testadas (vide setas Figura 16).

Figura 16. Membrana de western blotting com soro policlonal de cabra anti Nr/ VBI,
demonstrando a reatividade do antissoro produzido contra a proteina N do VBI
frente a uma estirpe de referéncia vacinal e mais dois diferentes isolados de
campo desse mesmo virus. Todas as amostras foram concentradas com PEG.
Na canaleta 1,7 pl do marcador de peso molecular de proteina (Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific); na canaleta 2, a
estipe de referéncia vacinal M41; na canaleta 3, o isolado de campo do VBI
IBVPR-05; e na canaleta 4 o isolado de campo IBVPR-12.
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Em vista desses resultados da técnica de “Western blotting” (Figura 16), foi
evidenciado que a proteina recombinante N do VBI clonada a partir do gene N da
estirpe M41 do VBI e expressa por Gibertoni et al. (2010) em E. coli apresenta
elevado grau de homologia antigénica com relacdo as proteinas N derivadas de
preparacdes concentradas das estirpes homologa (M41) e heterélogas (IBVPR-05
IBVPR-12) do VBI, ja que o soro policlonal de cabra hiperimunizada com a proteina
N recombinante do VBI reagiu com a fracdo da proteina N desses diferentes
isolados do VBI e também com a N recombinante. Dessa forma, pode-se considerar
gue o soro policlonal produzido em cabra com proteina N recombinante do VBI, aqui
produzido, tem atributos satisfatérios para ser aplicado em técnicas de
imunodiagndstico para o VBI, e em nosso caso por imuno-histoquimica. Essa
reatividade cruzada era de certa forma esperada para anticorpos poli ou
monoclonais contra a proteina N do VBI, uma vez que o gene codificador dessa
proteina é bastante conservado entre varias estirpes desse virus e essa proteina &
bastante imunogénica, além de ser produzida em grande quantidade nos processos
infecciosos causados por esse virus (NDIFUNA et al., 1998). Nesse sentido,
verifica-se também na literatura que predominam publica¢cdes sobre a deteccdo do
VBI por técnicas imuno-histoquimicas, usando anticorpos monoclonais contra a

proteina N desse virus (revisado por DE WIT, 2000).

6.8.2. Deteccdo do VBI em tecidos por Imuno-histoquimica

A utilizagdo do anticorpo policlonal produzido em cabra imunizada com a
proteina N recombinante do VBI se mostrou sensivel e especifica, para deteccdo do
VBl em amostras de tecidos colhidos de aves experimentalmente infectadas,
proporcionando a exploracdo dessa técnica em um formato de aplicacdo diferente
daquele mais frequentemente usado e descrito na literatura, € no qual sdo
empregados diferentes preparacdes de anticorpos monoclonais contra o VBI que
requerem o uso de cortes histologicos obtidos por congelamento, ndo permitindo a
utiizacdo de cortes teciduais incluidos em parafina. Isso representa, por
conseguinte, uma limitacdo de tais tipos de anticorpos monoclonais, além do custo

elevado de algumas poucas preparacdes comerciais que se encontram disponiveis,
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devida a laboriosa tarefa de se manter culturas de celulares compostas por
hibridomas monoespecificos para sintese destes anticorpos.

A analise dos resultados da técnica imuno-histoquimica revela que nas
células que apresentaram a presenca de antigenos do VBI, o citoplasma celular foi
marcado com a cor marrom, devido ao cromégeno DAB. N&o foi evidenciada a
presenca de antigenos do VBI no citoplasma das células traqueais e renais dos
tecidos das aves mantidas como controle negativo. Porém, houve uma leve
marcacao inespecifica demonstrada como “fagulhas” amarronzadas na cartilagem
das traqueias das aves do controle negativo, o que, entretanto, ndo trouxe nenhuma
confusdo maior quanto a analise da especificidade, pois a marcacdo foi meramente
inconstante e ndo marcou o citoplasma celular.

Todas as tragueias dos grupos desafiados e/ou e vacinados e desafiados com
o VBI demonstraram a presenca do VBI no citoplasma das células epiteliais da
mucosa, variando somente em relacdo a intensidade e ao numero de células
marcadas para a presenca antigénica. As traqueias que apresentaram maior
intensidade de marcacao foram as pertencentes ao grupo desafiado com a estirpe
M41 com quatro dpi, 0 que concorda com os resultados obtidos pela quantificacéo
absoluta da replicacdo viral neste 6rgdo. No entanto, ndo foi estabelecida uma
contagem de células positivas em relacdo aos grupos e aos diferentes intervalos,
sendo estes resultados meramente subjetivos. Ha de se salientar que o objetivo da
aplicacdo da IHQ neste trabalho foi a sua padronizagéo e a identificacdo topogréfica
do VBI em cada 6rgéo avaliado. A Figura 17 A representa a traqueia de ave incluida
no grupo ANV com sete dpi, onde ha marcacao das células epiteliais de mucosa e
células em processo de hiperplasia. Um fator que demonstra o sucesso desta
técnica como alternativa de diagnostico, foi que a deteccdo do VBI na traqueia se
deu até o décimo quarto dpi, periodo este em que o numero de cépias detectadas
por PCR quantitativa estava chegando ao fim, chegando a pouco mais de 1 em
log1o0.

Com relacdo ao pulmao, as células apresentando marcacao para o VBI foram
detectadas até o sétimo dpi em todos os grupos. De modo geral, as marcacdes
foram restritas as células que revestem os parabronquios (pneumdcitos). A Figura
17, B mostra um corte histologico de pulmédo de ave do grupo ANV com sete dpi,



78

resultados semelhantes aos obtidos por Kapczynski et al. (2002). Podemos observar
gue ha presenca de infiltrado inflamatério ao redor dos pneumdcitos infectados com
o VBI, sugerindo com isso, que a migracdo das células de defesa segue um
gradiente quimiotaxico ao local especifico onde esta o sitio de infeccdo bem como a
maior concentracdo de mediadores quimiotaticos para células inflamatorias. Miura et
al. (2007), utilizando como modelo experimental um coronavirus de rato, destacou
gue células alveolares infectadas induzem uma maior produgédo de CINC-2, CINC-3
e LIX, mediadores quimiotaxicos para neutrofilos, e ao mesmo tempo, induzem de
maneira paracrina as celulas alveolares a produzirem fatores quimiotaxicos. Este
evento, embora ndo devidamente avaliado no estudo em apreco, pode estar
relacionado com a quantidade de células de defesa presentes ao redor do sitio
infectado.

Assim como os resultados obtidos pela técnica de PCR em tempo real, ndo foi
detectada a presenca viral nos rins das aves desafiadas com a estirpe M41. Porém,
todas as amostras testadas dos grupos ANV e AV demonstraram a presenca de
antigenos do VBI em suas células tubulares, principalmente no intersticio (Figura 17,
C. Sabe-se que o VBI infecta principalmente os néfrons e as células do ducto
coletor, e ainda podem ser encontrados nos tubulos contorcidos distais e a alca de
Henle (CHEN et al.,, 1996). A estirpe variante testada neste estudo foi capaz de
infectar de maneira difusa o tecido renal, principalmente as células constituintes dos
tubulos contorcidos distais e proximais. No entanto, ndo foi evidenciada a infeccéo
das células epiteliais da alca de Henle. Como foi demonstrado anteriormente, a
carga viral nos rins seguiu um perfil constante de nimero de cépias até o vigésimo
primeiro dia, 0 que parece explicar a razdao de nao ter havido diferenca na
intensidade de células infectadas demonstradas por IHQ. Algumas estirpes isoladas
e caracterizadas podem possuir elevados titulos virais em determinados 6rgdos e
mesmo assim ndo desenvolvem lesbes evidentes (AMBALI & JONES, 1990). Essa
situacdo, porém, ndo foi encontrada em nosso estudo, pois esta estirpe variante
demonstrou alta capacidade de replicacdo nos rins, bem como desenvolveu lesdes
moderadas e estimulou a infiltracdo de células inflamatoérias. A técnica de IHQ
confirma essa atividade patogénica dessa variante do VBI, sobretudo no que se
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refere ao comportamento invasivo e de infeccdo apresentado por essa nova variante

isolada de campo.

A B

Figura 17. A. Fotomicrografia de traqueia de ave do grupo ANV com sete dpi; células
epiteliais da mucosa demonstrando presenca da variante IBVPR-12 no
citoplasma (obj. 20x). B. Pulmao de ave do grupo ANV com sete dpi; nota-
se marcacdo antigénica (seta) dos pneumdcitos na periferia de um
parabronquio (PA) com leve infiltrado linfoplasmacelular ao redor (obj.
10x). C. Rim de ave correspondente ao grupo ANV com sete dpi; em
marrom — células epiteliais tubulares com citoplasma marcado (obj. 20x).
D. Testiculo de ave do grupo AV com onze dpi, demonstrando presenca
do VBI no citoplasma das células tubulares dos tubulos seminiferos. E
possivel observar um tubulo isento de marcac¢do, demonstrando grande
especificidade da técnica (obj. 40x). Polimero ligado a peroxidase.
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Até o0 momento ndo ha relatos sobre a deteccédo do VBI por IHQ em testiculo
de galos. Nosso trabalho faz uma contribuicdo relevante no estudo da patogenia de
uma variante do VBl ao demonstrar a detec¢do deste patdgeno no testiculo das
aves vacinadas e desafiadas e também de aves apenas desafiadas com a variante
IBVPR-12. Em ambos 0s grupos, a presenca viral se restringiu as células epiteliais
cubicas, que sao componentes do epitélio simples tubular dos tibulos seminiferos. A
Figura 17 D retrata um fragmento de testiculo de ave do grupo AV no décimo
primeiro dia pos-infeccdo. Similarmente ao que ocorreu nos demais 0rgaos
analisados, foi possivel observar o infiltrado inflamatério ao redor dos tubulos
seminiferos infectados pelo VBI. Pode-se também inferir que a vacinacdo com a
estirpe Mass H120 ndo impediu o tropismo desta estirpe variante para os 6rgaos
reprodutores das aves experimentalmente infectadas.

Ainda, com respeito a técnica de IHQ, ficou evidente a sua sensibilidade na
deteccdo do VBI nesse 6rgdo, sendo que mesmo com uma menor taxa de
replicacdo viral no testiculo das aves vacinadas foi possivel detectar a presenca
desse virus, o que indica que a vacina formulada com a estirpe H120 nao induziu
protecdo efetiva contra a infec¢@o por essa estirpe nesse 6rgao.

Com relacdo aos métodos convencionais para diagnéstico da Bl, sabe-se que
eles incluem o isolamento viral através da inoculacdo em ovos embrionados e
titulacdo de anticorpos contra o VBI (LUKERT, 1980). Apesar de essas técnicas
serem recomendadas como 0s principais métodos de diagndstico laboratorial da B,
eles exigem intenso dominio da técnica e levam maior tempo, além de usualmente
nao fornecerem informacdes sobre a quantidade de virus presente e sobre o
tropismo viral para diferentes tecidos.

A técnica de IHQ traz entdo grandes beneficios para o diagnostico da Bl, ja
que permite a deteccdo de antigenos do VBI presentes em diferentes tecidos e em
diferentes fases de infeccdo, e ainda reduz o trabalho laborioso e tempo para o
diagnéstico quando comparado ao isolamento viral (NAQI, 1990; BENYEDA et al.,
2009).

A IHQ é uma ferramenta comumente utilizada com o uso de anticorpos
monoclonais para marcagdo de antigenos do VBl em membrana corio-alantoide e

em diferentes tecidos de embrides fixados em parafina. Esta técnica foi padronizada
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primeiramente para deteccdo do VBI em ovos previamente infectados com o
sorotipo Massachusets (M41) (NAQI, 1990). Estes métodos sugerem uma maior
sensibilidade para deteccao do VBI utilizando anticorpo monoclonal em relacédo ao
antissoro policlonal, sugerindo ainda que a detec¢édo do VBI por IHQ utilizando mAc,
pode ser feita com uma menor dose infectante inoculada em ovos embrionados
(ABDEL-MONEIN et al., 2009). Devido a escassez de estudos utilizando a aplicacéo
da IHQ com anticorpos policlonais para o diagnostico da Bl e em aves adultas, este
trabalho pode demonstrar a aplicacdo desta ferramenta para deteccado da estirpe
M41 e de uma variante de campo. O método utilizado nesse trabalho com aplicacéo
de anticorpo policlonal, foi capaz de detectar sitios antigénicos do VBI na traqueia,
pulmédo, tonsila cecal, ceco, testiculo e rim, demonstrando ainda grande
sensibilidade e especificidade antigénica. Como ja era esperada, devido a
capacidade de conservacao e elevada imunogenicidade da nucleoproteina N do VBI,
a aplicacao deste anticorpo policlonal permitiu a deteccéo viral tanto para a estirpe
de referéncia M41 quanto para a variante de campo. As diferencas encontradas
guanto a presenca do antigeno viral detectada pela técnia IHQ em diferentes 6rgaos
colhidos de aves experimentalmente infectadas com cada uma dessas estirpes do
VBI, possivelmente se deve as diferencas de patogenicidade entre elas, o que leva
predilecdo e tropismo para diferentes 6rgdos e que nos incita, ainda mais, a
investigar as caracteristicas patogénicas desta estirpe variante do VBI isolada no
Brasil.

Outro aspecto que vale salientar, € que quando comparada a técnica de IHQ
para deteccdo do VBI com método de PCR em tempo real neste trabalho, os
resultados demonstraram uma boa correlagdo entre essas técnicas, assim como foi
demonstrado em uma correlacdo com a aplicacdo da IHQ com a técnica de PCR
convencional (HANDBERG et al., 1999).

Sendo assim, pode-se concluir que o método de IHQ desenvolvido nesse
estudo com o uso de anticorpos policlonais de cabra contra a proteina N
recombinante do VBI néo pode distinguir diferentes sorotipos, mas demonstrou alta
sensibilidade e especificidade para deteccdo do VBI em aves infectadas

experimentalmente. A técnica demonstrou ainda, facil aplicagdo, menor tempo em
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comparacdo aos metodos convencionais e baixo custo em comparacdo com a

utilizacdo de anticorpos monoclonais contra antigenos do VBI.

6.9. Analise de patotipo e protectotipo do isolado IBVPR-12

As aves correspondentes ao grupo vacinado com a estirpe H120 viva
atenuada e posteriormente desafiada com a variante isolada de campo no Brasil do
VBI, reportada como importante diferencial na variabilidade na replica¢ao e tropismo
pelo VBI, ndo atingiram uma imunidade satisfatoria frente ao desafio com a estirpe
variante IBVPR-12. Haja visto que, o virus variante desenvolveu alto indice de
replicacdo no sistema respiratério compreendido pela traqueia e pulméao (Figura 14,
A e B, respectivamente) principalmente entre o quarto e décimo primeiro dpi. Estes
dados conduzem a uma interpretacdo mais objetiva da habilidade desta estirpe em
evadir-se da imunidade previamente adquirida pelas aves, pois possivelmente, a
imunidade induzida pela vacinacdo com a estirpe H120 ndo desenvolveu reatividade
cruzada suficiente com o0s principais antigenos dessa nova variante do VBI,
especialmente a (glicoproteina S1. Essa resposta imune menos efetiva,
possivelmente permitiu que essa variante do VBI realizasse uma maior replicacéo,
atingindo consequentemente altas cargas virais nos 6rgaos geniturinarios, tais como
gbnadas e rins (Figura 15, D e C).

Além da habilidade de replicacdo e tropismo em o6rgdos distintos do trato
respiratorio, o isolado de campo IBVPR-12, ainda induziu grau leve a moderado de
lesGes para os rins (Figura 6 A) e para os testiculos (Figura 7 A) respectivamente,
das aves vacinadas. No conjunto, estes resultados levam-nos a considerar que essa
estirpe variante € um patotitpo e um protectotipo distinto do sorotipo Massachusetts,
pois ao avaliar a efetividade da vacinagao formulada com a estirpe H120 contra os
desafios feitos, ou com a estirpe homoéloga Mass M41, ou com a estirpe variante
brasileira, verifica-se que a imunidade induzida pela vacinacao foi suficiente para
conferir uma protecdo completa para impedir a patogenia pelo virus homologo
(M41), mas ndo para a estirpe variante. Sendo assim, o presente estudo permitiu a
caracterizacdo de um novo protectotipo brasileiro muito provavelmente gerado pelas
alteracdes genéticas no gene S1, que haviam sido identificadas (MONTASSIER et
al., 2006, 2008).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A estirpe IBVPR-12, previamente caracterizada como um genotipo variante
brasileiro do VBl (MONTASSIER et al., 2006, 2008), apds ter sido investigada em
protocolos de infeccdo experimental em aves SPF vacinadas ou ndo, demonstrou
amplo tropismo tecidual, tendo sido detectada por técnicas moleculares ou por IHQ
em 6rgaos como traqueia, pulmao, rins, testiculos, ovarios e tonsila cecal, embora
as quantidades mensuradas pela carga viral pela técnica de RT-PCR em tempo real,
diferissem em cada um desses oOrgaos, tendo sido maior nos rins e nas gbnadas,
bem como as alteracdes patologicas tenham sido também de intensidades diversas
em cada um desses 6rgéaos, tendo sido menores na traqueia, tanto no que concerne
a ciliostase, como a histopatologia desse 6rgao. Além disso, essa estirpe variante do
VBI nédo pode ser classificada no mesmo protectotipo das estirpes do sorotipo
Massachusetts (H120 e M41), pois foi parcial a protecdo induzida pela vacina
atenuada H120 contra essa variante viral. O conjunto desses resultados caracterizou
um novo patotipo e um novo protectotipo do VBI, ressaltando a importancia de que
novos estudos sejam futuramente realizados com essa e com outras variantes do

VBI que tenham sido isoladas de campo no Brasil.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos com esta pesquisa e em consonancia

com o0s objetivos propostos, foi concluido que:

- A estirpe variante isolada de campo no Brasil do VBI (IBVPR-12) é um patotipo
diferente daquele apresentado pela estirpe M41 do VBI, revelando-se uma estirpe
nefropatogénica e patogénica para o trato reprodutor e com um menor tropismo para

o trato respiratorio.

- A estirpe variante isolada de campo no Brasil do VBI (IBVPR-12) induz anticorpos
sistémicos e locais nas aves infectadas experimentalmente, os quais apresentam
maior reatividade com a estirpe variante homéloga do que com a estirpe M41

heterdloga.

- A estirpe variante isolada de campo no Brasil do VBI (IBVPR-12) € um protectotipo
diferente daquele em que é classificada a estirpe Massachusetts (estirpe vacinal
H120 do VBI), pois as aves vacinadas com essa Uultima estirpe vacinal revelam
protecdo parcial, em termos de escores de ciliostase traqueal e de histopatologia
traqueal e renal, bem como de cargas virais, quando desafiadas com a estirpe
variante IBVPR-12 e, portanto as vacinas formuladas com estirpes Massachusetts

nao induzem protecédo efetiva contra essa variante do VBI.
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