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RESUMO

A doenca de Gumboro é uma das principais doengas imunossupressoras em
frangos de corte, sua presenca em plantéis avicolas € responsavel por perdas
econdmicas relacionadas a imunossupressao, baixo desempenho e mortalidade. Os
programas de vacinacao utilizados para auxilio no controle da doenca podem mudar
de regido para regido, alternando-se na utilizacdo de cepas suaves e intermediéarias,
conforme desafio de campo. As vacinas fortes que utilizam cepas muito virulentas
em geral sdo responsaveis por causar efeitos deletérios principalmente em bolsa
cloacal (BC), gerando algum grau de imunossupressao. Tecnologias atuais em
vacinas visam reduzir estes efeitos e acelerar etapas para que a resposta imune
contra a doenca seja mais rapida, dinamica e efetiva. As vacinas recombinantes e as
compostas por imuno complexos (ICs) sdo duas opc¢des utilizadas no mercado com
este objetivo. A presente dissertacdo busca comparar diferentes periodos de desafio
com uma cepa vacinal forte de IBDV (Infectious Bursal Disease Virus) na resposta
imune de frangos de corte, vacinados ou ndo com ICs. Para isso essa dissertacao
foi dividida em dois capitulos sendo o Capitulo I, uma revisédo bibliografica intitulada
“Doenca de Gumboro, Respostas Imunoldgicas e Tecnologias Atuais em Vacinas:
Uma Revisdo”, que traz informacfes relacionadas a Doenca de Gumboro e as
principais alternativas de vacinacao utilizadas na pratica de acordo com a literatura.
E o Capitulo Il, um trabalho experimental intitulado “Comparacdo da Resposta
Imunoldgica de Aves Vacinadas ou Nao com Imuno Complexos do Virus da Doenca
de Gumboro, Desafiadas aos 21 ou 28 dias de Idade com uma Cepa Forte”,
realizada com objetivo de avaliar se diferentes periodos de desafio afetam de forma
diferente a resposta imunoldgica de aves vacinadas ou ndo com ICs. Os resultados
obtidos demonstraram que aves desafiadas aos 21 dias apresentaram maior
guantidade de células T CD4 de mucosa no sangue que aves desafiadas aos 28
dias, menor quantidade de células T CD4+ no bago e menor tamanho de BC aos 35
dias de vida. Em ambos periodos de desafio, aves vacinadas apresentaram menor
infiltracdo de células T CD8+ no baco e aves vacinadas desafiadas aos 21 dias
apresentaram menor porcentagem de células T CD4 de mucosa no sangue.
Mostrando que o periodo de contato das aves com o virus pode interferir na

resposta imunologica, tanto em aves vacinadas quando ndo vacinadas com ICs.

Palavras-Chave: vacina, linfocito T, doenca de Gumboro, imuno complexos.
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ABSTRACT

The Gumboro disease is one of the main immunosuppressive diseases in broiler
chickens, its presence in poultry production is responsible for economic losses
related to immunosuppression, poor performance and mortality. The vaccination
programs used to aid in disease control may change from region to region, and can
switch on the use of mild and intermediate strains, according as the field challenge.
Hot or strong vaccines using very virulent strains samples in general are responsible
for causing harmful effects mainly in cloacal bursa, causing some degree of
immunosuppression. Current vaccine technologies aim to reduce these effects and
shorten some steps so that the immune response can act more quickly and in a
dynamic and effective way against the disease. Recombinant and immune
complexes vaccines are two options used for this purpose. This dissertation aims to
compare different periods of challenge with a strong vaccine strain of IBDV
(Infectious Bursal Disease Virus) in the immune system of broilers vaccinated or not
with immune complexes.. It is divided into two chapters, the Chapter I, a literature
review entitled "Gumboro Disease, Immune Response and Actual Vaccine
Technology: A Review," which provides information related to Gumboro Disease and
the main alternative vaccination used in practice according to literature. And Chapter
I, an experimental study entitled "Comparison of Immune Response of Birds
Vaccinated or Not with Immune Complexes of Gumboro Disease Virus, Challenged
at 21 or 28 days of age with a strong strain” performed to evaluate whether different
periods of challenge differently affect the immune response of birds vaccinated or not
with ICs. The results showed that birds challenged at 21 days showed a higher
percentage of mucosal T CD4 cells in blood than birds challenged at 28 days, fewer
T CD4+ cells in the spleen and smaller size of cloacal bursa in birds evaluated at 35
days of life. In both periods of challenge, vaccinated birds showed less infiltration of
T CD8+ cells in the spleen and birds vaccinated and challenged at 21 days showed a
lower percentage of mucosal T CD4 cells in the blood stream. These results show
that the period of contact of the birds with the virus may interfere with the immune
response, in both groups vaccinated with immune complexes and unvaccinated
birds.

Keywords : vaccine, T lymphocyte, Gumboro disease, immune complex.
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INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento do setor avicola brasileiro levou o pais a condicdo de
terceiro maior produtor e o maior exportador mundial de carne de frango (UBABEF,
2011). Para acompanhar a grande demanda pela carne de frango, a avicultura
mostrou avancgos nas areas de melhoramento genético, nutricdo, sanidade e manejo
(Fukayama et al., 2005). Segundo Castro (2010), o Brasil possui os melhores indices
de produtividade e sanidade do mundo.

Com o objetivo de manter e ampliar os mercados consumidores, € necessario
otimizar o delicado balanco entre os custos de producdo e as caracteristicas de
qualidade exigidas pelos mercados consumidores interno e externo (Morales, 2010).
A sanidade foi um dos pilares responsaveis pela base de uma avicultura estruturada
e competitiva. A presenca de doencas que diminuam a resisténcia das aves aos
desafios de campo é um fator que pode aumentar custos (Martins, 2005; Alves,
2005; Galha et al., 2008) e até mesmo interferir na seguranca alimentar dos
produtos oriundos da industria avicola.

A doenca de Gumboro ou IBD (Infectious Bursal Disease) € uma das
principais doencas imunossupressoras das aves, principalmente por atingir um dos
mais importantes sitios de maturacdo e fornecimento de linfocitos B, a bolsa cloacal.
Os linfécitos B sao células responsaveis pela resposta imune humoral, que auxiliam
na eliminacdo de patdégenos e producdo de anticorpos. A ImMuNOSSUpPressao
normalmente se apresenta em aves infectadas antes das 3 semanas de vida, ja o
contato com o IBDV a partir desse periodo pode causar mortalidade de 20% ou mais
em aves nao vacinadas ou vacinadas de forma ineficiente (Corley et al., 2002; Lukert

& Saif, 2003; Balamurugan & Kataria, 2006; Schat & Skinner, 2008).
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As principais formas de controle para a IBD estdo centralizadas nos
programas de biosseguridade e vacinacdo. Porém o conceito de biosseguridade
definido por Soncini & Scheid (2008) como, conjunto de procedimentos efetuados
para minimizar a entrada de patégenos numa granja, deixa implicito que mesmo
com essas medidas poderiam existir ainda lacunas, as quais serviriam como porta
de entrada para um agente patogénico nas granjas de produc¢éo. Além disso, o virus
da IBD (IBDV) é endémico no Brasil, e, por ser muito resistente as condi¢cdes
ambientais, é de dificil erradicagdo das areas contaminadas (Winterfield & Thacker,
1978, Kumar et al., 2000).

A vacinacdo é utilizada com o objetivo de complementar e ocupar as
possiveis lacunas deixadas por falhas nos programas de biosseguridade, entretanto
€ importante que seja realizada de forma consciente avaliando o status
imunoldgico/soroldgico e idade das aves a serem vacinadas (Bernardino, 2004;
Bernardino & Leffer, 2009) e o histérico de doencas da regido e da propriedade.
Com essas informagdes o profissional sera capaz de tomar a decisdo correta sobre
a data da vacinacdo, qual vacina utilizar e se esta sera capaz de ativar resposta
eficiente pelas aves contra o desafio de campo.

Atualmente, o mercado conta com tecnologias de vacinagcdo que podem ser
aplicadas in ovo, protegendo as aves desde a saida incubatério (Ricks et al., 1999;
Perozo, 2009; Lemiere et al., 2012) . Neste cenario se encontram as vacinas
recombinantes que se utilizam de um segmento gendmico do agente, inserido em
um organismo pouco ou ndo patogénico que é capaz de induzir resposta imune pela
ave sem que o agente esteja presente (Bublot et al., 2007, Arnold et al., 2012, Gao

et al, 2013).
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As vacinas compostas por imuno complexos (ICs) sdo outra realidade no
controle das doencas aviarias antes do primeiro dia de vida dos pintinhos. Em vérias
espécies, incluindo aves, os ICs sdo formados durante resposta imune a um
antigeno (Ag) introduzido, por uma ligacdo com anticorpos (Acs) especificos recém
formados em resposta a este (Jeurissen et al., 1998). A vacina fornece ao animal
esses ICs ja prontos acelerando etapas da resposta imunoldgica, além de nao
permitir que o virus vacinal seja inativado pelos anticorpos maternos (AMs), e
permite que a inducdo de resposta imunolégica pelas aves acabe ocorrendo
conforme o nivel dos AMs diminui (Vidal et al, 2009).

O sistema imune dos vertebrados consiste de multiplos tipos celulares
interconectados com diferentes capacidades e funcgdes, as quais interagem pelo
contato célula a célula ou pela secrecdo de uma variedade de moléculas autécrinas
e paracrinas. Enquanto alguns tipos celulares sao sésseis, outros sdo méveis e
circulam pela corrente sanguinea de maneira a detectar antigenos presentes nos
centros linféides. Esse sistema funciona como um sistema elaborado o qual
funcionalmente pode ser dividido em resposta precoce ou inata e resposta de reacéo
tardia ou adaptativa (Schijns et al., 2008).

Diferentes patdgenos requerem tipos distintos de reagBes imunes do
hospedeiro. Quando se projeta uma vacina, € importante conhecer antecipadamente
o tipo desejado de reagOes imunes adaptativas. Para certos microrganismos a
imunidade anticorpo-dependente é suficiente, enquanto para outros a imunidade
mediada por células é essencial. A combinacdo das duas respostas também pode
ser preferencial — algumas vezes em diferentes periodos apds uma infec¢ao (Schijns

et al, 2008).
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Apesar das vacinas vivas terem se mostrado muito eficazes contra uma série
de doencas aviarias, elas possuem uma consequéncia importante, a
Imunossupressdo. A imunossupressao tem sido associada com 0 uso de vacinas
para virus de Newcastle, IBDV, virus enterite hemorragica e o virus da anemia
infecciosa, tanto por que alguns agentes, como o IBDV, se replicam em células B
associadas com a resposta imunoldgica (Ezeokoli et al.,, 1990; Padilha, 2005;
Schijns et al, 2008). Esta imunossupressao pode ser maior conforme menos
atenuado for o agente viral utilizado na vacina.

Desta forma s@o cada vez mais necessarios estudos para avaliar se a idade
de contato das aves com o IBDV poderia interferir no poder de imunossupressivo
viral em aves submetidas a vacinacdo ou n&o vacinadas, auxiliando no
entendimento da atuacao destes produtos na dindmica da resposta imune das aves.

Esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos sendo o Capitulo I, uma
revisdo bibliografica sobre a doenca de Gumboro e as principais alternativas
vacinais para o controle da doenca e sua relagdo com a resposta imune das aves,
intitulada “Doenca de Gumboro, Respostas Imunoldgicas e Tecnologias Atuais em
Vacinas: Uma Revisdo”, e o Capitulo Il, um trabalho experimental intitulado
“Comparacado da Resposta Imunologica de Aves Vacinadas ou Nao com Imuno
Complexos do Virus da Doenca de Gumboro, Desafiadas aos 21 ou 28 dias de
Idade com uma Cepa Forte”, que compara a resposta imune por meio de testes de
imunoistoquimica, histologia e citometria de fluxo de aves vacinadas e nao

vacinadas com ICs, desafiadas em dois periodos com uma cepa quente de IBDV.
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Doenca de Gumboro, Respostas Imunoldgicas e Tecnolo  gias Atuais em
Vacinas: Uma Revisao
(Gumboro Disease, Immune Response and Actual Vaccine Technology: A Review)

Patrick Westphal Ferreira

RESUMO

A doenca de Gumboro € uma das principais enfermidades imunossupressoras em
aves domesticas, causada por um Birnavirus que atua principalmente nos linfocitos
B, e também pode atingir macrofagos. Normalmente a enfermidade de Gumboro é
controlada por meio da vacinacdo. Entretanto, a interferéncia de imunidade
maternal, a qual protege os pintinhos nos primeiros dias de vida, e o aparecimento
de estirpes muito virulentas de IBDV tém diminuido a eficiéncia de vacinacdo com
estirpes classicas do virus optando-se pelo uso de vacinas consideradas mais
patogénicas. Estas vacinas menos atenuadas podem causar algum efeito
imunossupressivo nas aves, piorando o desempenho produtivo e até tornando as
aves suscetiveis a outras doencas. Recentemente com o0 avanco da tecnologia,
vacinas vém sendo desenvolvidas para substituir e tentar otimizar o processo de
vacinacdo tornando os plantéis avicolas mais protegidos e causando menos reacéo
vacinal, como € o caso das vacinas complexo antigeno-anticorpo e as vacinas
recombinantes. Estas vacinas podem ser utilizadas in ovo ou desde o primeiro dia
de vida da ave, sofrendo pouco ou nado sofrendo interferéncia dos anticorpos
maternais. Assim, 0 objetivo da presente revisdo € buscar abordar o conhecimento
existente no que se refere a imunidade contra o virus da doenca de Gumboro bem
como o0s resultados com uso de vacinas com imuno complexos e recombinantes

encontrados na literatura.

Palavras-chave: imunologia; imuno-complexo; vacina; vacina recombinante.
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ABSTRACT

Gumboro disease is one of the main immunosuppressive diseases in poultry caused
by a Birnavirus which acts primarily on B lymphocytes, but macrophages can also be
affected. Usually the Gumboro disease is controlled by the use of vaccination.
However, interference of maternal immunity, which protects the chicks in the first
days of life, and the occurrence of very virulent strains of IBDV have reduced the
effectiveness of vaccination with the classical virus strains, opting for the use of
vaccines considered more pathogenic. These less attenuated vaccines can cause
some immunosuppressive effect on birds, worsening the production and even
making the birds more susceptible to other diseases. Recently through the
advancement of genetic engineering, vaccines have been designed to replace or
perhaps optimize the vaccination process, making poultry flocks more protected and
causing less vaccine reaction, as can be found in the antigen-antibody complex
vaccines and recombinant vaccines. These vaccines can be used in ovo or from the
first day of the bird's life, reducing or eliminating the interference from maternal
antibodies. The goal of this review is to approach the existing knowledge regarding
immunity against Infectious Bursal Disease virus as well as the current results of

using immune-complexes and recombinant vaccines found in the literature.

Keywords: immunology; immune-complex; vaccine; recombinant vaccine.
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INTRODUCAO

O virus da doenca de Gumboro (IBDV) pertence a familia Birnaviridae
responsavel por causar a doenca infecciosa da Bolsa Cloacal (IBD), mais
comumente conhecida como doenca de Gumboro. Esta € uma doenca
imunossupressora e acomete principalmente aves jovens (Van Den Berg et al.,
2000). Esta presente nos plantéis avicolas da maioria dos paises da América Latina
atingindo o sistema imunoldgico dos frangos, predispondo-os a sofrer doencas que
normalmente passariam inadvertidas em aves com sistema imunolégico normal. A
presenca de cepas muito virulentas tem sido reportada em paises como Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Uruguai, Venezuela e Republica Dominicana (Banda & Villegas,
2004). Segundo Moraes (2004) em dados do Centro de Diagnostico em Patologia
Aviaria (CDPA), no periodo de 1999-2004 a IBD correspondia a cerca de 30% do
total de diagnosticos efetuados naquele laboratério. Vargas et al. (2007), relatou
também ocorréncia da IBD em um lote de frangos de corte no Rio Grande do Sul

com cerca de 12,5% de mortalidade.

ApoOs a identificacdo inicial de cepas muito virulentas do virus da doenca de
Gumboro (vIBDV) em Sé&o Paulo, sua ocorréncia foi relatada em todos os estados
do pais, constituindo um problema que obriga as empresas avicolas a adotarem
novas abordagens de prevencdo com relacdo a biosseguridade e programas de
vacinacao (Tessari et al.,2000; Di Fabio, 2002).

A situacdo atual da doenca de Gumboro na avicultura brasileira é pouco
relatada, porém o Brasil fechou o ano de 2012 com cerca de 3,5 bilhdes de aves
imunizadas, segundo a empresa fabricante da vacina recombinante contra IBD mais
vendida no pais (Avisite, 2012), se levarmos em conta que esse € um nuamero de

apenas um fabricante é possivel perceber que a IBD esta presente no pais e ainda é
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uma grande preocupag¢do na avicultura nacional, que continua investindo na
imunizacao de seu plantel visando a prevencgéo da doenca.

Barbosa et al. (2011) avaliou 187 amostras oriundas de paises da América
Latina em 2010 identificou por meio de exames de RT-PCR (Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction) que 45,98% eram positivas para IBDV, destas,
somente 31% eram analogos aos virus vacinais utilizados nas propriedades, o

restante era composto por cepas variantes e cepas muito virulentas.

Assim como em outros paises do mundo, o controle da IBD na América Latina
se realiza por meio do uso de vacinas tanto nas aves reprodutoras quanto nas
progénies (Van Der Berg et. al. 2000, Bublot et al., 2007). Apesar dos programas de
vacinacgao utilizados no campo, o IBDV continua causando problemas econémicos
devido a emergéncia de cepas altamente virulentas (Chen et al.,, 1998, Van Den
Berg et al.,, 2000). Além disso, muitas vezes 0s programas vacinais contra IBD
utilizados no campo ndo séo eficazes em proteger as aves nem mesmo para as
cepas classicas, portanto, a imunossupressdo induzida pelo virus continua
resultando em infec¢bes secundarias, baixo desenvolvimento e condenacdo de

carcacas no abatedouro (Van Den Berg et al., 2000).

Em geral utilizam-se para a IBD vacinas vivas atenuadas, que sédo agrupadas
conforme sua viruléncia residual, ou seja, relacionado com seu nivel de atenuacéo e
viruléncia. Quanto menos atenuadas, essas vacinas podem apresentar quadros de
imunodepressao e lesdes na bolsa cloacal (BC) das aves vacinadas (Bublot et al.,
2007). Outro problema que pode interferir na eficdcia das vacinas € a presenca de
anticorpos (Acs) maternos provenientes da imunidade passiva no momento da
vacinacdo dos pintinhos. Apesar desta prote¢cdo maternal ser essencial para

proteger as aves nos seus primeiros dias de vida contra o desafio de campo, ja esta
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comprovado que essa imunidade também age nos virus vacinais interferindo no
sucesso da vacinagao (Winterfield & Thacker 1978, Pejkovski et al., 1979; Kumar et

al., 2000; Alam et al., 2002).

Kumar et al. (2000), descreveu que progénies oriundas de matrizes bem
vacinadas devem conter titulos relativamente altos de Acs, porém se sabe que
existem variagbes no nivel de anticorpos maternos (AMs) em pintinhos recém-
eclodidos, assim como a taxa de declinio destes Acs, conforme o tipo de ave e o
programa de vacinagédo utilizado nas matrizes (De Wit, 2001). Tal fato deve ser
levado em consideracdo no desenvolvimento de um programa de vacinagdo em
frangos de corte, pois no mesmo lote existirdo aves com boa protecédo e aves
totalmente expostas. Este € um ponto muito importante, visto que na avicultura um
mesmo lote de frangos de corte pode ser formado por pintinhos de diferentes
origens que podem ter vindo de diferentes empresas, utilizando diferentes
programas de vacinagao nas reprodutoras e, se ndo bastasse, de diferentes idades

de matrizes (Bernardino, 2001).

Segundo Fernandes (2012) a utilizacdo de vacinas fortes (menos atenuadas)
introduzidas apds o aparecimento de surtos de wiIBDV, esta sendo substituida por
vacinas construidas a partir de novas tecnologias como as vacinas recombinantes
ou associadas a Acs (imuno complexos) reduzindo problemas relacionados com

leséo de BC e imunidade materna, mantendo a doenga sob controle.

Normalmente quando se trata de vacinagdo sdo avaliados os parametros
relacionados com a imunidade humoral a partir da titulagdo das matrizes e da
progénie, porém hoje ja se sabe que o virus se replica em macrofagos (Khatri et al.,
2005) e que a imunidade celular também tem um papel muito importante no controle

da doenca (Kim & Sharma, 2000). Buscando entender um pouco mais sobre a
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relacdo do IBDV e a resposta imune envolvida na IBD e na vacinagdo o objetivo
desta revisdo € abordar brevemente sobre essa doenca, sua patogenia e relacao
com a imunidade e aspectos especificos das vacinas compostas por imuno
complexos (ICs) e recombinantes utilizadas atualmente pelo mercado avicola

brasileiro (MAPA, 2013).

DOENGCA DE GUMBORO

A IBD é causada pelo IBDV (Infectious Bursal Disease Virus). Esta virose
caracteriza-se por ser aguda e altamente contagiosa, com severo efeito de
imunossupressdo que causa grandes perdas econdmicas para a industria avicola
(Sharma et al., 2000).

A IBD tem distribuicdo mundial e o primeiro relato desta doenca foi feito por
Cosgrove (1962) nos Estados Unidos e no Brasil em 1972 (Nakano et al., 1972).
Durante varios anos foi confundida com variantes de virus de “Bronquite Infecciosa”
devido as lesdes renais observadas no campo, sendo posteriormente estabelecidos
agentes etiologicos distintos (Eterradossi & Saif, 2008).

O virus da IBD pode ser dividido em sorotipo 1 e sorotipo 2 (Gardin, 2000). Os
virus do sorotipo 1 sdo patogénicos para frangos e podem ser classificados em:
estirpes virulentas classicas, estirpes avirulentas, estirpes variantes antigénicas e
estirpes muito virulentas. O virus do sorotipo 2 € pouco virulento ou avirulento, tanto
para perus como para galinhas (Bernardino & Leffer, 2009). McFerran et al. (1980)
citado por Eterradossi & Saif (2008) mostraram que estes dois sorotipos
apresentavam apenas 30% de relagéo entre eles.

O IBDV é um virus ndo envelopado, com genoma caracterizado por um RNA

fita-dupla consistindo em dois seguimentos A e B. O segmento A codifica duas
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proteinas estruturais (VP2 e VP3), uma autoprotease (VP4) e um pequeno peptideo
nao estrutural (VP5) e a qual parcialmente se sobrepbe com a camada aberta de
leitura (CAL) codificando VP234 (Lukert & Saif, 2003). Enquanto o segmento B
codifica VP1, que esta ligada ao fim dos dois segmentos gendmicos, sendo uma
RNA polimerase viral RNA-dependente com mdltiplas atividades enziméticas (Lukert
& Saif, 2003; Gao et al., 2011).

A poliproteina VP234 impede a divisdo de células B provavelmente interferindo
com o ciclo celular, pois ndo afeta a viabilidade celular (Peters et al, 2004). A
literatura relata que a proteina VP2 é o principal antigeno protetor do virus e contém
epitopos antigénicos responséaveis pela inducdo de anticorpos neutralizantes (Becht
et al., 1988, Fahey & Crooks, 1989; Bayliss et al., 1991; Le Gros et al., 2009; Zhou et
al., 2010; Gardin et al., 2011). A proteina VP2 também tem seu papel ligado a
apoptose quando expressa sozinha em RNA transfectado (Rodriguez-Lecompte et
al., 2005). VP3 é uma proteina estrutural, multifuncional envolvida no ciclo do virus e
atua como base para montagem da particula viral. VP4 é uma protease viral
responsavel pelo auto-processamento da poliproteina do IBDV (Mduller et al., 2003).
VP5 ndo é essencial para replicacao viral, mas Gao et al. (2011) cita que esta
parece estar envolvida com a liberacdo do virus. Usando genética reversa Yao et al.
(1998) mostrou que a delecdo de VP5 nédo evitou a replicacdo viral in vivo mas
preveniu o desenvolvimento de lesdes na BC sugerindo um papel para VP5 na
patogénese da IBD. Estudos in vitro sugeriram que em infec¢des precoces com VP5
ocorre um comportamento anti-apoptotico (Liu & Vakharia, 2006), mas durante
estagios tardios VP5 se acumula na membrana plasmatica e causa apoptose, por
isso € considerada envolvida na liberagédo do virus (Yao & Vakharia, 2001, Muller et

al., 2003).
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A resisténcia do IBDV no ambiente é outro fator importante que contribui para o
surgimento de potenciais surtos da doencga nas instalacdes de producao de frangos.

A auséncia do envelope (membrana biologica), que medeia a interagdo de
alguns virus com a superficie das células hospedeiras, e pelo fato de serem dotados
de um capsideo protéico resistente a intempéries (Spilki et al., 2009), confere ao
IBDV resisténcia a variagcbes de pH e calor, persistindo em instalagcoes
contaminadas por mais de 100 dias (Bernardino & Leffer, 2009). Resende et al.
(2010) avaliou o procedimento de fermentacdo de camas, amplamente utilizado nos
sistemas produtivos de frangos, sobre a infectividade de IBDV e virus da Doenca de
Newcastle (VDN) e identificou que tanto nos tratamentos utilizando cama descoberta
quanto camas submetidas ao processo de fermentacdo houve inativacdo do VDN
apOs 7 dias. Entretanto o IBDV permaneceu viavel e com capacidade de causar
doenca. Além da resisténcia ao processo de fermentacdo, o virus possui grande
resisténcia aos processos de desinfecgdo quimica e fisica. Segundo Eterradossi &
Saif (2008), certamente a natureza resistente deste virus € uma das razfes para sua
persisténcia nas instalacdes avicolas, até mesmo quando os procedimentos de

limpeza e desinfec¢ao séo seguidos.

VARIANTES DO IBDV

Do ponto de vista antigénico, Gardin et al. (2011) citou que o seqienciamento
da proteina viral (VP) 2 permite a diferenciacdo do virus em estirpes classicas e
variantes.

Cepas virulentas classicas sdo associadas a mortalidade, hemorragia e
presenca de transudato em BC, enquanto que cepas variantes produzem poucos

sinais clinicos (Cavanagh, 1992). Cepas avirulentas ndo causam doenca clinica em
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frangos e algumas sao utilizadas na producao de vacinas. As cepas muito virulentas
emergiram nos anos 80 e espalharam-se pelo mundo (Van Der Berg, 2000). Estas
cepas causam lesdes tipicas da IBD e sdo antigenicamente similares as cepas
classicas (Cao et al, 1998).

Gelb Jr. et al. (2012) em estudo conduzido em 2007 na regido de Delmarva nos
EUA, recuperou 10 isolados de campo em plantéis que apresentavam histérico de
baixo desempenho. A andlise da proteina viral VP2 destes isolados demonstrou que
todos eram semelhantes a variante Delaware. Cinco destes 10 isolados, os quais
representavam diferentes clades moleculares da variante Delaware, foram
selecionados para estudos em aves SPF, e produziram lesdes compativeis com
essa variante. Porém quando se testou a acdo de Acs monoclonais, que
normalmente reconhecem as estirpes STC, Del E, GLS, RS593 e AL2, um dos
isolados se mostrou nao reativo. Seus estudos mostraram que essa variante, apesar
das caracteristicas virais de VP2 e potencial patogénico semelhantes a variante
Delaware, era antigenicamente diferente da estirpe original, ndo sofrendo efeito da
resposta vacinal utilizada contra aquela cepa.

Snyder (1990) descreveu que estirpes variantes a partir de isolados de surtos
em frangos na mesma regido, provocavam atrofia muito rapida da BC comparada as
cepas classicas vacinais. Na andlise de Acs monoclonais da estirpe viral isolada
nestes casos, este autor, revelou diferencas entre esta e as variantes descritas até
aquele momento, e as classificou como estirpes GLS (Snyder, 1990). O autor
sugeriu que, embora ndo provado, o aumento do uso de vacinas teve papel na
emergéncia de cepas variantes.

Os resultados de seus estudos mostraram ainda que, na Peninsula de

Delmarva, os isolados de IBDV classico foram 4% do total, o restante se dividiu
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entre cepas variantes Delaware e GLS, enquanto que nos estados do oeste e
noroeste a situacao foi inversa, onde 94% consistiam de isolados com cepa classica.
Essas evidéncias epidemiolégicas apoiam a visdo que existe diferenca entre
variantes em diferentes regides geograficas.

Banda & Villegas (2004) avaliando isolados de wvIBDVs de campo
provenientes do Brasil, Republica Dominicana e Venezuela identificaram, que as
estirpes oriundas da Venezuela eram mais similares as estirpes encontradas na
Europa e Asia que as estirpes oriundas do Brasil e Republica Dominicana. Estes
autores sugeriram que estas diferencas podem ser relacionadas com diferentes
praticas de manejo e condicdes ambientais de cada regido geogréafica.

Recentemente Silva et al. (2013) avaliou amostras oriundas das principais
regides produtoras de frangos do Brasil e, por meio de técnicas de RT-PCR,
identificou que os isolados de IBDV foram introduzidos no Brasil principalmente da
Holanda, no caso de estirpes muito virulentas (vwIBDV) e dos Estados Unidos, no
caso das as variantes classicas (cviIBDV) e variantes antigénicas (aviBDV),

provavelmente oriundos de importacdo de animais portadores sub-clinicos de IBD.

PATOGENIA

IBDV infecta os frangos por via oral e inicialmente se replica nas células dos
tecidos linféides associados ao trato gastrintestinal (GALT) (Vervelde & Davison,
1997). A proteina VP2 do virus classico da IBDV inicialmente € mais prevalente na
BC, seguida por baco e timo (Vervelde & Davison, 1997). Willians & Davison (2005)
identificaram inicialmente o antigeno VP2 no limite cortico-medular da BC, o que
segundo estes autores deve corresponder ao local de entrada do virus. Estes

autores ainda relataram que o virus provavelmente é carreado para a BC por células
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migratérias como, por exemplo, os macrofagos provenientes do local de replicacéo
priméria (intestino) e uma vez na medula da BC sdo capazes de colonizar foliculos
individuais.

Os sinais clinicos associados a doenca aguda incluem anorexia, depresséao,
penas arrepiadas, diarréia, prostracdo e morte (Sharma et al., 2000). As lesbes
incluem atrofia e hemorragia da BC, desidratacdo e escurecimento dos musculos
peitorais e hemorragias nos musculos da coxa e peito (Sharma et al.,, 2000,
Eterradossi & Saif, 2008), pois o IBDV parece interferir nos mecanismos normais de
coagulacado. Zeryehum et al. (2012) avaliou a contagem de trombdcitos e testes de
coagulacdo em aves néo inoculadas e inoculadas com uma estirpe de wIBDV e
observou que as aves infectadas tiveram alteracbes na coagulacdo sanguinea
apresentando aos 3 e 4 dias pos-infeccédo trombocitopenia e aumento no tempo de
tromboplastina, protrombina e no tempo de recalcificacdo do sangue total.

As lesBes microscoépicas de IBD ocorrem inicialmente nos tecidos linfoides.
Porém as mudangas mais severas ocorrem na BC, a partir do dia 1 de infeccdo ha
degeneracdo e necrose dos linfocitos da regido medular dos foliculos bursais. Os
linfocitos sdo substituidos por heterofilos, debris picndticos e células hiperplasicas de
tecido reticuloendotelial, e pode haver presenca de hemorragia. O aumento da BC &
causado por severo edema, hiperemia e acumulo de heteréfilos (Eterradossi & Saif,
2008)

Esta virose conduz a intensa imunossupressdo causando grandes perdas
econbmicas para a industria avicola (Kibenge et al, 1988; Sharma et al., 2000), pode
aumentar a prevaléncia de infec¢Bes respiratérias virais e mortalidade devido
aerossaculite e colisseptissemia secundaria entre a 6° e 8° semanas. Desde a

década de 70 ja foi demonstrado por Hirai et al (1974) que o IBDV também pode
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causar decréscimo na resposta humoral de anticorpos para vacinas de outras
doencas, indicando que falhas vacinais também podem ocorrer.

Como a IBD é uma doenca de aves jovens, a vacinagéo e a infecgdo podem
estar muito proximas num momento que as aves, muitas vezes, ndo tém
imunocompeténcia para responder de forma mais intensa a estas agressdes
antigénicas, sendo entdo a producdo de Acs muito pobre neste curto periodo pos-
infeccdo. Com esta dificuldade, a avaliagdo sorolégica deve ser feita com critérios
bem definidos (Di Fabio, 2001).

O principal alvo da replicacao viral sdo os linfécitos B em divisdo presentes na
BC de aves (Rodenberg et al., 1994). Entre trés e seis semanas ap0s 0 nascimento
quando a bolsa alcanca o maximo desenvolvimento, os frangos sdo altamente
susceptiveis ao virus. Okoye & Uzoukwu (1990) utilizando pintinhos
bursectomizados, mostraram que a BC ndo era elemento essencial para o
estabelecimento do IBDV, mas era necessaria para a presenca dos sinais clinicos.

Células T séo resistentes a infeccdo com IBDV, entretanto o timo sofre
marcada atrofia e extensiva apoptose dos timocitos durante a fase aguda de
infeccdo viral, porém ndo ha evidencia que o virus realmente se replique em células
do timo (Sharma et al., 1989). O que se sabe é que os macréfagos por meio da
producdo de moléculas como o Oxido nitrico, podem ter papel na destruicdo de
células autdlogas e células T (Bohlke, 1999). Um dos comuns efeitos
imunossupressivos descritos para infecgdes por virus de Marek, Reovirus, IBDV e 0
virus da Reticuloendoteliose € a geracao de macrofagos “supressores”, estas células
suprimem a blastogénese de linfécitos T e sdo freqientemente detectadas entre os

trés e 15 dias pés-infecgdo (Schat & Skinner, 2008).



32

Uma vez que o0 virus esteja presente nas instalacbes avicolas, o que pode
ocorrer principalmente devido a alta resisténcia do IBDV ao ambiente o contato com
0 agente pode raramente ser evitado, sendo a vacinacdo a unica forma de prevenir
as consequéncias negativas relacionadas com a doencga (Gardin et al., 2011). O
virus ndo acomete seres humanos e néo tem importancia na saude publica (Lukert &

Saif, 1991).

O IBDV E RESPOSTA IMUNOLOGICA

A base molecular para supressdo da resposta imunoldgica pelo IBDV é
resultado de um conjunto complexo de interacdes entre as diferentes proteinas virais
e as células B infectadas.

As células B sdo maturadas inicialmente na BC e predominam na maior parte
dos ¢6rgéos linféides de superficie como a glandula de Harder (80%) e tonsilas
cecais (>50%) (Albini & Wick, 1974). Desde 1970 se sabe que a infeccdo por IBDV
em frangos de até trés semanas de idade causa dano severo na BC com deplecdo
de linfocitos B expressando na superficie IgM, assim como no bago e no sangue
periférico, afetando na maior parte as respostas primarias de Acs, mas ndo afetando
células T CD4+ e CD8+ circulantes (Rodemberg et al., 1994; Schat & Skinner,
2008).

O dano na BC é transitorio, os foliculos séo recolonizados com linfocitos e a
arquitetura do tecido € restaurada, mas as respostas primarias de Acs permanecem
deprimidas até cerca de sete semanas pos-infeccdo, mas também se recuperam. A
duracéo do processo de recuperagado depende da idade da infeccédo e da viruléncia

da estirpe viral (Kim et al., 1999).
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A supressédo da imunidade humoral parece ser associada a lise dos linfécitos B
(Sharma et al., 1989). A resposta imune humoral contra o virus desafio ou vacinal da
IBD é uma das bases de todo o processo de vacinacdo (Howie & Thorsen, 1981;
Winterfield et al., 1980; Rautenschlein et al., 2003). Com o conhecimento da curva
de titulos de Acs do lote de aves € possivel determinar um programa vacinal de
campo.

A concentracdo de titulos de AMs passados aos pintinhos pelas matrizes
vacinadas, declina variavelmente ao longo do tempo entre tipos de aves devido a
fatores relacionados ao metabolismo e taxa de crescimento. O titulo de AMs
normalmente permanece o0 mesmo durante os primeiros 4 dias de vida; pois a
absorcdo da gema compensa o decréscimo do titulo pelo metabolismo e
crescimento; a partir dos 4 dias o titulo reduz 1 log2 por periodo de meia vida. Em
geral utiliza-se como via de regra um tempo de meia vida para os Acs de IBDV para
frangos de corte de 3 a 3,5 dias, 4,5 dias para matrizes e 5,5 dias para poedeiras
(De Wit, 2011).

Os Acs, mais especialmente os Acs neutralizantes, gerados na resposta imune
humoral podem neutralizar o virus diretamente (Van Den Berg et al., 2000). Gao et
al., (2011) sugere a importancia da vacinagdo como base para essa resposta.

Aves infectadas com IBDV mostram tanto imunossupressdo humoral como
celular. A imunidade celular tem papel importante no controle do agente, segundo
Kim & Sharma (2000), aves infectadas com IBDV tratadas experimentalmente com
ciclosporina A tiveram reducdo da infiltracdo intrabursal de células T, promovendo
replicagdo viral na BC, mostrando que essas células tém papel importante na
regulacdo da replicagdo viral nas aves. Porém, Rautenschlein et al. (2003) em seus

resultados sugerem que somente a acdo das células T na BC ndo pode ser
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considerado um indicativo de resposta imune rapida e protetora, assim como, altos
titulos de Acs neutralizantes sozinhos mostraram ndo ser suficientes na protecéo
contra a replicagdo dos virus de IBDV utilizados, o que pode indicar associacdo da
resposta humoral e celular no controle efetivo da doenca.

As células T sdo maturadas no timo, mas podem estar presentes em outros
orgaos normalmente como a BC. No sangue periférico, células T constituem cerca
de 60-70% do total de linfécitos sendo o restante composto por células B e grandes
linfécitos granulares sem marcadores de superficie ou proteinas associadas a
membrana (null cells) (Albini & Wick, 1974). No baco, células T constituem cerca de
55% dos linfécitos e sdo predominantes no tecido linféide periarteriolar, na polpa
vermelha e nos sinos (Boyd & Ward, 1978).

Embora células T ndo sejam suscetiveis a infeccao por IBDV, estas células sédo
importantes componentes na imunopatogénese global do IBDV. H& um influxo de
células CD4+ e CD8+ na BC entre um a 10 dias pés-infecgéo, possivelmente devido
a apropriados sinais através de citocinas (Sharma et al., 2000; Willians & Davison,
2005; Carballeda et al., 2011). Essa presenca de células T sugere que a imunidade
celular pode ter importante papel na recuperacdo de uma infeccdo com IBDV.

Além do papel conhecido das células CD8+ na lise de células infectadas,
contribuindo com o clearance viral, as células CD8+ e CD4+ da BC podem também
contribuir na producgéo de oxido nitrico sintase Il (NOS Il) através da sintese de IFN-
y ou outros fatores soluveis estimulantes na transcricdo de NOS Il nos macrofagos e
subsequente producdo de oOxido nitrico (NO). O NO pode contribuir no
desenvolvimento de lesdo inflamatéria, mas também pode estar envolvido na infra-
regulacdo nas respostas mitogénicas de células T do baco, a qual € associada com

a fase aguda de infec¢ao por IBDV (Kim & Sharma, 2000). A secrecao de NO pelos
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macrofagos supressores talvez seja sua base de funcionamento, pois este inibe a
ribonucleotideo redutase da célula-alvo, no caso dos linfécitos impedindo sua
proliferacao (Bohlke, 1999).

Além da replicacdo em células B, IBDV pode também infectar e se replicar nos
macréfagos. Khatri et al. (2005) encontrou RNA viral e proteinas utilizando técnicas
de transcriptase reversa (RT-PCR) e imunoistoquimica respectivamente, nos
macréfagos da BC entre um a sete dias poés-infeccdo. O numero absoluto de
macréfagos na BC diminuiu significantemente aos trés e cinco dias pos-infec¢do. O
impacto atual na resposta imune nesta observacdo ainda néo € claro.

Mais recentemente Khatri & Sharma (2009) demonstraram in vitro que uma
estirpe classica e uma variante-E de IBDV mostraram capacidade de se replicar em
células tronco mesenquimais de frangos induzindo efeitos citopaticos. Tal fato
poderia contribuir direta ou indiretamente para o acesso do virus a outros de seus
alvos conhecidos, favorecendo ocorréncia da doenca. Estes autores indicam que in
vivo poderia haver transmisséo do virus na medula éssea a partir das células tronco
mesenquimais para linfocitos B e macréfagos em diferentes estagios de
diferenciacdo. Outro fato importante € que a acédo dos virus nas células tronco
mesenquimais poderia levar a deplecdo das células que sdo responsaveis pela
renovacao celular e diferenciagdo em células especializadas e tecidos.

As citocinas sdo moléculas efetoras essenciais na imunidade inata e adquirida
que iniciam e coordenam a resposta celular e humoral na erradicacdo de patdgenos
(Swaggerty et al., 2004). Durante a infecgdo por IBDV as citocinas proé-inflamatérias
como interleucina IL-6, IL-1p e IL-8 s&o aumentadas em nivel transcricional na BC e
no baco, enquanto fatores de crescimento e transformagcdo das citocinas anti-

inflamatoérias (TGF)-B4 estdo diminuidas (Kim et al., 1998; Khatri et al., 2005). As
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alteracbes na transcricdo de citocinas sdo compativeis com a inflamacdo na BC
durante a infeccdo aguda. Entretanto, ndo esta claro como essas mudangas tem
papel na imunossupressao associada ao IBDV.

O baco das aves é um oOrgdo linfoide secundario que fornece um
microambiente essencial para interagdo entre células linféides e ndo linféides. A
contribuicdo do bago nas aves para o sistema imune como um todo pode ser mais
importante que nos mamiferos devido ao seu sistema de nodulos e vasos linfaticos

serem pouco desenvolvidos (Olah & Vervelde, 2008).

VACINAS

O virus da IBD é altamente infeccioso e bastante resistente a inativacao. Por
isso, apesar de medidas higiénicas estritas, a vacinacao € inevitavel em condi¢cbes
de alta presséo de infeccdo sendo obrigatoria para a protecdo do frango, durante as
primeiras semanas apos o nascimento (Muller et al., 2003).

Os principais objetivos da vacinagdo contra IBD sdo a reducdo dos sinais
clinicos, lesdes e consequéncias econdmicas associadas a infeccdo. Apesar da
imunidade humoral ser considerada por alguns autores como um importante fator
para neutralizar o IBDV e proteger os frangos (Gao et al., 2011; Gardin et al., 2011),
a imunidade celular gerada pela vacinacdo também pode ter importante papel na
resposta a IBD. Degen et al. (2005) utilizando técnicas de RT-PCR, as quais
permitem uma avaliacdo mais precisa da resposta imune induzida por vacinas vivas,
demonstraram que um virus de Newcastle foi capaz de induzir resposta Thl (células
T CD4+) em galinhas. Schijns et al., (2008) sugeriu que vacinas vivas que se
repliqguem intracelularmente também poderiam induzir esse tipo de resposta, como é

0 caso dos virus de Newcastle, IBD, Marek, além dos coccidios e das salmonelas.



37

Nao obstante a uma boa correlacdo entre os Acs neutralizantes de virus e a
protecdo, vacinas vivas contra o IBDV também induzem uma resposta com células T
CD8 que podem modular a patogénese do IBDV (Rautenschlein et al., 2002).

As vacinas disponiveis hoje para prevencdo da IBD s&o as vacinas inativadas,
as vacinas vivas atenuadas, as vacinas compostas por imuno complexos (ICs) e as
vacinas recombinantes.

As vacinas inativadas sao feitas a partir do virus inteiro produzido em ovos
embrionados ou cultura de células, os virus sdo inativados e colocados em
suspensdao em emulsdo oleosa como adjuvante, utilizadas normalmente para
estimular a producao de Acs em matrizes para protecao passiva das progénies.

As vacinas vivas atenuadas contém o virus vivo artificialmente atenuado
disseminado em ovos ou culturas de células. Ha diferentes tipos de vacinas
atenuadas para IBD e podem variar de acordo com o titulo do virus por dose e a
natureza ou grau de atenuacao da estirpe de IBDV selecionada. Conforme o grau de
atenuacao essas vacinas podem ser classificadas em suaves; que de acordo com
Gardin et al. (2011) sdo pouco utilizadas hoje em dia devido ao seu alto grau de
atenuacao; intermediarias, intermediarias plus ou quentes, que sao as mais
préximas aos virus de campo (OIE, 2011a).

Essas vacinas se apresentam sob forma liofilizada congelada e devem ser
administradas via agua de bebida, a via ocular, intra-nasal, spray e intramuscular. As
vacinas suaves ou intermediérias sdo suscetiveis ao efeito dos AMs desta forma
devem ser administradas somente quando estes AMs tenham diminuido (OIE,
2011a).

Vacinas intermediarias foram introduzidas em alguns paises para controlar a

wIBDV, com elevado grau de sucesso. Estas vacinas podem ser utilizadas antes



38

das vacinas altamente atenuadas, assim fornecendo imunidade ativa precoce e
reduzindo a janela de oportunidade das cepas de wIBDV (Cavanagh, 1992).

As vacinas intermediarias ou intermediarias plus sdo utilizadas para proteger os
frangos de corte e poedeiras. Algumas dessas vacinas sdo também utilizadas em
matrizes se estas tiverem um alto risco de infec¢gdo natural com IBDV virulento.
Contudo vacinas intermediarias também s&o suscetiveis a presenga de AMs. Elas
podem ser administradas ao primeiro dia de idade, sob forma de spray ou
subcuténea, para proteger quaisquer aves no plantel. Seu uso ao primeiro dia é
opcional pois algumas empresas preferem utilizar esse tipo de vacina somente no
campo, embora seu uso no primeiro dia possa proteger aves que porventura nasgam
com baixos titulos de AMs, prevenindo a doenca em caso de desafios precoces
(Bernardino, 2004). Isto também estabelece um reservatério de virus vacinal no
plantel que permite transmissdo horizontal para outras aves quando os AMs
declinam.

A segunda e terceira aplicagcdo sdo normalmente administradas especialmente
quando ha alto risco de exposicdo as formas virulentas da doenca ou quando as
aves vacinadas exibirem taxas de AMs desiguais. Como um guia, a segunda dose é
normalmente dada entre 10 e 14 dias de idade quando cerca de 10% do lote é
suscetivel ao IBD, e a terceira dose entre sete e 10 dias apds a segunda vacinacao.
Normalmente essas doses de reforco sdo feitas sob forma de spray ou agua de
bebida e mais raramente por via ocular e via intramuscular (OIE, 2011a).

A vacinacao com virus vivo atenuado é usada mundialmente para controlar a
IBD nos plantéis comerciais de aves. Um dos maiores problemas deste tipo de
vacinacdo € a sensibilidade do agente vacinal aos AMs que normalmente estédo

presentes no momento da vacinagao (Le Gros et al., 2009) e sua capacidade de
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produzir imunossupressao. Por isso constantemente buscam-se novas formas de
Imunizacao das aves contra IBDV.

Entretanto quando se trata de vacinas vivas, um dos métodos que mais se
adapta a realidade de cada empresa, consiste na utilizacdo de formulas
matematicas para identificar o periodo de regressédo do titulo de Acs de um lote de
aves, estabelecendo assim o melhor periodo de vacinagéo reduzindo a possibilidade
de interferéncia dos AMs com a vacina, como € o caso dos modelos propostos por
Kouwenhoven (1995) e De Wit (2001).

As vacinas vivas do tipo imuno complexo, sdo produzidas por mixagem em
proporcdes bem definidas, de uma suspensédo de um IBDV atenuado produzido em
ovos embrionados com Acs especificos produzidos em aves SPF inoculadas com
IBDV. Este complexo € congelado, liofilizado e apresentado sob forma injetavel,
sendo reconstituido com diluente antes da injecao feita in ovo ou em aves de um dia
(Gardin et al., 2011).

Mais recentemente estdo sendo utilizadas vacinas recombinantes de IBDV,
disponiveis comercialmente no Brasil utilizando um Herpes Virus de Peru (HVT)
como vetor, que € um virus muito estavel e seguro utilizado mundialmente para
prevencdo da doencga de Marek. A proteina VP2 € extraida de um IBDV doador e é
inserida no genoma do HVT, este ao se replicar expressa a proteina do IBDV e
induz protecdo do animal vacinado. O HVT utilizado na vacina é apatogénico e tem
como hospedeiro natural as espécies aviarias (Zhou et al., 2010). Este virus nao é
sensivel aos AMs sensibilizados para IBD, principalmente por ndo existir o IBDV e
também devido ao HVT utilizado como vacina permanecer em geral intracelular.

Outras vacinas recombinantes também tém sido descritas. Uma seqiéncia

complementar de DNA (cDNA) codificando VP2 foi inserida no genoma de um
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fowlpox virus o qual foi utilizado para vacinar frangos (Bayliss et al., 1991).
Utilizando o fowlpox virus como vetor, a expressdo de VP2 protegeu as aves da
mortalidade, mas ndo de danos em BC quando desafiadas com uma cepa virulenta
de IBDV (CS89). A VP2 também foi expressa em células de levedura (Jagadish et
al., 1991), o produto foi capaz de induzir producdo de Acs neutralizantes anti-VP2
guando injetados em poedeiras (Macreadie et al., 1990). As aves inoculadas com
vacina a base de levedura expressando VP2 foram capazes de passar Acs para
suas progénies, possivelmente implicando em prote¢éo contra a estirpe de IBDV
utilizada. Estes resultados confirmam a importancia do papel de VP2 na inducéo de
respostas imunes protetoras e sdo promissoras no desenvolvimento de vacinas

modificadas geneticamente.

VACINAS COMPOSTAS POR IMUNO COMPLEXOS

Em varias espécies, incluindo frangos, os ICs sdo formados durante resposta
imune a um Ag introduzido por uma ligacdo com Acs especificos recém formados
em resposta a esse Ag. Uma pequena propor¢cao dos ICs ficam aprisionados nos
foliculos primarios e secundarios do tecido linféide, ou zonas de células B (Jeurissen
et al., 1998).

As células dendriticas foliculares (CDFs) fazem parte deste microambiente,
estas células ndo hematopoéticas sdo diferentes das células dendriticas
convencionais associadas com células T. S&o derivadas das células-tronco
mesenquimais e sao negativas para o MHC Il, e ndo processam ou apresentam Ag
como as células dendriticas convencionais. Ao invés disso, CDFs possuem
receptores Fc e C3B que fixam o Ag na forma de ICs em suas superficies por longos

periodos para reconhecimento pelas células B. Acredita-se que o Ag preservado
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desta forma tenha papel importante na geracao de resposta imune humoral ao longo
do tempo (Olah & Vervelde, 2008).

De acordo com Jeurissen et al. (1998), ICs pré-formados in vitro mostraram-se
100 vezes mais eficientes na inducao de resposta humoral in vivo que as proteinas
nativas. Este potencial especifico dos ICs levou a idéia de utiliza-lo como vacina.

Durante os Ultimos anos tém sido desenvolvidas vacinas contendo estes
complexos (ICs) que sao aplicados in ovo ou ao primeiro dia de idade, sendo
capazes de proteger o virus vacinal da acao dos AMs (Corley et al., 2002), mas nao
impedem a progressiva replicacdo viral (Vidal et al., 2009, Gardin, 2007). Segundo
Gardin et al. (2011), devido a ligacdo natural com Acs especificos o IBDV vivo nédo é
reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro e também néo é neutralizado pelos
AMs. Depois de cerca de 3 semanas de vida quando a maioria dos AMs
desapareceu, o virus vacinal é liberado do complexo anticorpo-virus e inicia sua
replicacdo, a qual leva a indugdo de imunidade ativa. Este autor ressalta que a
replicagdo do virus vacinal pode iniciar precoce ou tardiamente, dependendo do
nivel inicial de AMs, a protecdo por este tipo de vacina € similar ao obtido com
vacinas vivas atenuadas do tipo intermediaria plus administradas no periodo 6timo
de vacinacéo, resultando em uma imunidade mais homogénea do plantel.

Vidal et al. (2009) avaliando duas vacinas comerciais compostas por ICs
comparadas a um grupo nao vacinado e um grupo vacinado com a cepa
intermediaria, em que todas as aves foram desafiadas aos 35 dias com a cepa
padrdo F52/70, encontrou, em todos os tratamentos, presenca de sinais clinicos
como diarréia, depressdo e edema em BC, que foram menos evidentes nas aves

vacinadas com ICs. Estatisticamente todos os tratamentos tiveram resultados iguais,
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indicando que os resultados de vacinacdo com ICs foi semelhante ao da vacina

intermediaria e ao grupo de aves somente desafiado.

VACINAS RECOMBINANTES

Outra tecnologia de vacina que também pretende atuar diminuindo o efeito dos
AMs é a utilizacdo de vacinas recombinantes que utilizam um vetor (que pode ser
composto por uma cepa viral ndo causadora de doencas) expressando genes
responsaveis pela resposta imune efetiva contra o virus desejado (Hsieh et al., 2010;
Gardin et al., 2011).

Avancos na biologia molecular e genética nos anos 70 iniciaram o
desenvolvimento de tecnologia DNA recombinante. Desde entdo, o impacto desta
tecnologia € tal que ela desempenha um papel vital na investigacao cientifica, bem
como no diagnostico e tratamento de doencas (OIE, 2011b). Os objetivos da
tecnologia DNA recombinante inclui identificar, isolar, modificar e re-expressar genes
em outros hospedeiros ou organismos.

Chang et al. (2003) utilizaram essa proteina amplificada, utilizando como vetor
um plasmideo eucaridtico (pCR3.1) sob forma de vacina, inoculadas em pintos de 1
dia. Aos 21 dias estes animais foram submetidos a desafio com IBDV padréo, onde
se verificou que as aves vacinadas nao apresentaram sinais clinicos de IBD
(mortalidade e atrofia de BC) demonstrando protecdo contra a acdo do virus.

A via de aplicacdo do IBDV também pode ocasionar interferéncia na resposta
protetora contra o patdgeno. Sheppard et al. (1998) usando também um adenovirus
(FAV 10) expressando VP2 do IBDV inoculou este virus em aves utilizando como via
de acesso 0 saco conjuntival e ndo detectou anticorpos contra VP2 nestas aves.

Porém este autor utilizando vacinagao por via sistémica (intravenosa, intraperitonial,
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subcutéanea ou intramuscular) dessa mesma vacina experimental conseguiu altos
titulos de Acs neutralizantes e protegeu as aves contra o desafio viral. Segundo esse
autor a vacinacdo de frangos via saco conjuntival € essencialmente um tipo de
vacinagdo oral, pois o fluido é drenado para a cavidade naso-faringea sendo
engolido pela ave, e neste caso a ineficiéncia do FAV-10 em cruzar o trato
gastrintestinal ocorreu provavelmente devido a diferencas nas regides de ligacéo
dos receptores celulares presentes na mucosa intestinal. Entretanto na vacinacao
sistémica o FAV-10 conseguiu se ligar e infectar as células de outros érgdos e
subsequentemente replicar.

Como ainda ndo esta muito claro a acdo destas diferentes tecnologias de
vacinas contra a IBD é importante que mais estudos sejam realizados para se
conhecer melhor os efeitos do uso destas tecnologias sob situagdes reais de campo,
como por exemplo, o periodo de contato da ave com o agente viral relacionado a

resposta imune das aves principalmente.

CONSIDERACOES FINAIS

A IBD é uma das mais importantes doencas imunossupressoras de aves de
producdo. Conforme as pesquisas se intensificam mais 0s mecanismos de
invasividade do virus e ativacdo da resposta imune vao sendo conhecidos.

A vacinacdo ainda € o método de escolha para protecdo dos plantéis contra a
IBD, principalmente no que tange a reducdo dos efeitos imunossupressores e
perdas econdmicas da industria. E importante que se busque informacdes
consistentes sobre a heterogeneidade das estirpes de IBDV presentes em uma
determinada regido, pois ainda existem vacinas que nao sao capazes de gerar

protecdo contra algumas cepas variantes de campo.
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Na avaliacdo da efetividade de um programa vacinal normalmente leva-se em
conta a imunidade humoral (titulo de Acs) que conhecidamente tem papel
fundamental na protecdo das aves contra o IBDV, mas j& se sabe que a imunidade
celular também pode ter papel importante na eliminacédo e controle do IBDV durante
infeccdes de campo. Assim se faz necessario identificar e comparar as alteragdes na
resposta imune celular levando em conta os principais tipos de vacinas atualmente
utilizados a campo, podendo assim identificar outras rotas de protecao ativadas pela
vacinacdo. O periodo de contato das aves com o IBDV também pode determinar
diferentes formas de apresentacdo da doenca, desta forma é de grande importancia
avaliar se aves vacinadas e nao vacinadas podem apresentar essas diferengas tanto

na resposta imune humoral quanto celular.
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CAPITULO 2

COMPARACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE AVES
VACINADAS OU NAO COM IMUNO COMPLEXOS DO VIiRUS
DA DOENCA DE GUMBORO DESAFIADAS AOS 21 OU 28
DIAS DE IDADE COM UMA CEPA FORTE
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Comparacédo da Resposta Imunolégica de Aves Vacinada s ou Nao com Imuno
Complexos do Virus da Doenca de Gumboro, Desafiadas aos 21 ou 28 dias de
Idade com uma Cepa Forte

(Comparison of Immune Response of Birds Vaccinated or Not with Immune Complexes of
Gumboro Disease Virus Challenged at 21 or 28 days of age with a strong strain)

Patrick Westphal Ferreira

RESUMO

A imunossupressao causada pela Doenca de Gumboro continua sendo uma
constante causa de perdas para a avicultura moderna. Novas tecnologias em
vacinas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de reduzir essas perdas e proteger
o plantel avicola. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imune-patolégica de
aves vacinadas ou ndo com imuno complexos (ICs) do virus de Gumboro desafiadas
com uma cepa vacinal forte Moulthrop G603 em diferentes periodos (21 ou 28 dias
de vida). Foram realizadas analises macroscopicas e histolégicas da bolsa cloacal
(BC) e avaliagcédo da presenca de células imunoldgicas com uso de imunoistoquimica
no baco (linfocitos B, T CD4+ e CD8+) e BC (linfocitos T CD3+) e de citometria de
fluxo no sangue (linfécitos B, T CD4 de mucosa e T CD8 ativados). As analises
realizadas aos 35 dias de vida mostraram que aves desafiadas aos 28 dias
apresentaram maior area de BC, maior area de linfécitos T CD4+ e relacdo
CD4:CD8 em baco, porém menor concentracdo de linfécitos T CD4+ de mucosa e
Linfocitos B circulantes comparadas a aves desafiadas aos 21 dias (P<0,05). Aves
vacinadas mostraram menor area de BC e menor concentracdo de linfocitos T CD8+

em baco comparadas a aves nao vacinadas.

Palavras-Chave: IBDV, linfécito T, bolsa cloacal, imuno complexos.
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ABSTRACT

Immunosuppression induced by Gumboro Disease remains a constant cause of
losses for the modern poultry. New technologies in vaccine design have been
developed in order to reduce these losses and protect the poultry flock. The aim of
this study was to evaluate the immune-pathological response of birds vaccinated or
not with immune complexes (ICs) of Gumboro Disease virus challenged with a strong
vaccine strain Moulthrop G603 in different periods (21 or 28 days). Were performed
macroscopic and histological analyzes of the cloacal bursa (BC) and to evaluate the
presence of immune cells; immunohistochemical analyzes in the spleen tissue (B
lymphocytes, T CD4+ and T CD8+ lymphocytes) and BC (T CD3+ lymphocytes) and
flow cytometry to evaluate the blood imune cell subpopulations (B lymphocytes,
mucosal T CD4+ and activated T CD8+ lymphocytes). The analyzes performed at 35
days showed that birds challenged at 28 days had a larger area of BC, the largest
area of T CD4+ lymphocytes and CD4:CD8 ratio in the spleen, but lower
concentrations of mucosal T CD4+ cells and B lymphocytes circulating compared to
birds challenged at 21 days (P <0,05). Vaccinated birds showed lower BC area and

lower concentration of T CD8+ cells in spleen compared to unvaccinated birds.

Keywords: IBDV, T lymphocyte, clocal bursal, immune complex.
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INTRODUCAO

As doencas imunossupressoras ainda sdo constante causa de perdas
econdmicas para a avicultura moderna. Dentre estas, a Doenca Infecciosa da Bolsa
Cloacal (IBD) ou Doenca de Gumboro, é uma das mais importantes doencas virais
em frangos (Gardin et al., 2011). O agente IBDV (Infectious Bursal Disease Virus) é
muito resistente no ambiente sendo uma das razGes para sua persisténcia nas
instalacdes avicolas (Eterradossi & Saif, 2008).

A IBD é uma das doencas economicamente mais importantes que afetam a
producdo comercial de frangos ao redor do mundo (Muller et al., 2012). O impacto
econdbmico relacionado com essa doenca inclui perdas devido a morbidade e
mortalidade, assim como, a imunossupressdo que predispde as aves a outros
patogenos e falhas vacinais. As perdas também s&o influenciadas pela
patogenicidade da estirpe viral e a suscetibilidade do plantel avicola ao agente, além
do ambiente e das praticas de manejo (Khatri et al., 2005; Ashraf, 2005).

Além disso, a patogénese e a resposta imune para o IBDV pode variar
dependendo da idade da ave afetada e da maturidade do seu sistema imune
(Rautenschlein et al., 2007). O virus pode causar mortalidade de 20% ou mais em
frangos a partir de trés semanas de idade, e mais importante, pode causar uma
severa e prolongada imunossupressdao em frangos infectados precocemente,
resultando em infec¢cdes secundarias nos plantéis nao protegidos (Corley et al.,
2002; Lukert & Saif, 2003; Balamurugan & Kataria, 2006; Schat & Skinner, 2008).
Estudos com foco na patogénese comparando diferentes grupos de idade sobre
condigbes experimentais sdo limitados (Nakamura et al.,, 1992; Rautenschlein &
Haase, 2005). Estd bem estabelecido que em aves com mais de duas semanas de

idade, a infeccdo com IBDV induz um acumulo de linfocitos T na Bolsa Cloacal (BC),
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o alvo principal do virus, coincidindo com a replicacdo viral (Rautenschlein et al.,
2007). Estas sao células T intrabursais ativadas e com papel possivelmente
relacionado ao clearance viral e, consequentemente na recuperacao bursal (Sharma
et al., 2000; Willians & Davison, 2005; Carballeda et al., 2011).

Rautenschlein & Haase (2005) em seus estudos mostraram que a atividade
das células T pode variar em grupos por idade. Aves vacinadas in ovo com uma
cepa intermediaria de IBDV ndo mostraram ou atrasaram o acumulo de células T na
bolsa cloacal em comparacdo com aves vacinadas aos 14 dias pdés-inoculacao.
Além disso, aves vacinadas in ovo se recuperaram mais rapidamente das lesdes
induzidas pelo IBDV na bolsa cloacal que aves vacinadas p6s-nascimento.

O controle desta enfermidade é realizado principalmente por meio de
programas de biosseguridade e vacinagdo em matrizes e frangos de corte, deixando
o0 sistema imune das aves preparado para um possivel contato com o agente viral de
campo. Porém mesmo a vacinacdo com virus atenuado pode levar a
imunossupressao (Sahar et al., 2004), principalmente relacionado a deplecéo de BC.
Tal imunossupressao, pode se refletir em perdas econdémicas no final da cadeia
produtiva. Além disso, a vacinagdo de frangos de corte pode sofrer efeito de
anticorpos maternais (AMs), impedindo ou diminuindo seu potencial de gerar uma
resposta imune efetiva.

A interferéncia dos AMs com a inoculagdo da vacina ainda permanece como
maior problema na vacinagédo contra IBD com vacinas vivas (Block et al., 2007),
embora sua fungédo na protegcdo dos pintinhos nas primeiras semanas de vida seja
muito importante. Com intuito de auxiliar na prevencéo da IBD de forma mais efetiva,
novas tecnologias e vacinas de segunda geracdo tém sido desenvolvidas e

introduzidas no mercado (Meeusen et al., 2007), como vacinas recombinantes ou o
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virus associado a Acs (imuno complexos) podendo reduzir problemas relacionados
com lesao de bolsa cloacal e imunidade materna, mantendo a doenga sob controle
(Fernandes, 2012).

Estudos tém sido conduzidos avaliando a resposta imunolégica de aves
desafiadas com a doenca de Gumboro, indicando que a patogénese do IBDV
poderia variar dependendo da idade da ave infectada, as razdes para essa diferenca
ainda ndo sao claras e existem poucos estudos comparando diferentes periodos de
desafio, e se existem ou n&o interferéncia da vacinagéo na agéo do IBDV.

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de comparar a dinamica de
células imunoldgicas, no sangue e tecidos, de aves desafiadas em diferentes
periodos de vida com uma estirpe forte de IBDV, submetidas ou ndo a vacinagao

com imuno complexos (ICs) do virus vivo da doenca de Gumboro.

MATERIAL E METODOS

Animais e Ambiente

Foram alojados 100 pintinhos, machos provenientes de matrizes linhagem
fémeas (Cobb®), do 1° ao 35° dia de idade, divididas em um experimento fatorial
2X2, composto por dois tratamentos (aves vacinadas com ICs ou nao) e dois

periodos de desafio (21 ou 28 dias) de acordo com a tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo do delineamento experimental e tratamentos.

Desafio*
Tratamentos 21 dias 28 dias
N&o Vacinado (N/V) Bl B3
Vacinado (V)** B2 B4

*Desafio com dose dupla de vacina comercial Bursa-Vac® contra doenca de Gumboro composta pela
cepa Moulthrop G603 (cepa forte), via ocular.

*Grupo Vacinado: CEVAC® Transmune IBD é composta pela cepa Winterfield 2512 G-61, da
Doenca Infecciosa Bursal, virus vivo no complexo de anticorpos IBD, sobre férmula liofilizada.
Utilizando dose recomendada pelo fabricante por via subcuténea ao 1° dia de vida.

A agua e o alimento foram fornecidos ad libitum e consistiu de dieta
balanceada a base de milho e soja formulada conforme recomendado pelo NRC
(1994).

As aves foram pesadas individualmente no primeiro dia para que ocorresse a
distribuicdo proporcional em relacdo ao peso corporal entre os tratamentos,
permitindo parcelas iguais entre os mesmos. Cada tratamento foi alojado em salas
idénticas com pressao negativa e com temperatura controlada de acordo com a fase
de desenvolvimento das aves. Todas as salas passaram por processo de limpeza e
desinfeccdo prévia e a cama de maravalha utilizada foi previamente esterilizada em
autoclave 121°/15 minutos. Esse experimento foi conduzido com a aprovacao do
Comité de Etica Animal do Setor de Ciéncias Agrarias da UFPR, Protocolo n°
020/2011.

Ao primeiro dia foram coletados soros de 20 aves para avaliagcdo de anticorpos
contra Doenca de Gumboro, visando identificar a imunidade materna transferida aos
pintinhos.

Vacinacédo e Desafio

No alojamento, as aves dos grupos B2 e B4 foram vacinadas com CEVAC®

Transmune IBD partida: 902/10, na dose recomendada pelo fabricante e aplicada
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sob via subcutadnea com auxilio de uma seringa de 1mL, conforme descrito na tabela
1. Essa dose refere-se a 0,1mL de vacina com titulo minimo de prote¢do de 65PDgy
(dose de vacina que protege 90% dos animais desafiados).

As aves foram desafiadas com dose dupla de vacina comercial Bursa-Vac®
Intervet® partida: 363/11, contra doenca de Gumboro composta com a cepa
Moulthrop G603 — cepa forte, via ocular, aos 21 ou 28 dias de idade conforme
tratamentos apresentados na Tabela 1. Cada ave recebeu por dose um titulo médio
minimo de 2 x 10*°DIOEs, (dose Infectante 50% em ovos embrionados), conforme

descri¢céo do fabricante.

Avaliacao Clinica e Macroscopica

Ao longo de todo o periodo experimental as aves foram avaliadas diariamente
para presenca de sinais clinicos e mortalidade.

Aos 35 dias, todas as aves foram eutanasiadas por deslocamento cervical para
analise macroscopica dos o6rgdos (lesbes em sacos aeéreos, traquéia, figado,
musculatura e rins) também sendo realizada a medi¢do de bolsa cloacal com auxilio
de um paquimetro.

As observacdes macroscopicas foram avaliadas levando em conta lesGes
tipicas da doenca de Gumboro previamente descritas por Eterradossi & Saif, 2008,
onde o grau de severidade das lesbes (GSDG) recebeu maior classificagdo quanto
mais patognomonicas fossem em relacdo a essa doenca. As lesGes avaliadas a
necropsia receberam escores entre 0 e 3, conforme a intensidade apresentada. Os
valores de escores foram multiplicados pelo GSDG estabelecendo um valor maximo

para cada tipo de lesdo conforme descrito na tabela 2.
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Tabela 2. Classificacdo do grau de severidade das lesGes macroscopicas avaliadas.

Alteracéo Patoldgica GSDG* Escore Maximo
Hemorragia Muscular 2 6
Alteragdes Renais 2 6
Alteracdes Hepéticas 1 3
Aerossaculite 1 3
Alteracbes na Traqueia 1 3
Escore final 21

* GSDG - Grau de severidade relacionado a doenca de Gumboro.

- Descrigdo: O escore para cada leséo foi obtido pela multiplicagdo do GSDG pelo escore de
lesbes observadas a necropsia (0 = auséncia de lesédo, 1 = lesédo leve, 2 = lesdo moderada e 3 =
leséo severa).

- O escore final para as lesGes macroscopicas foi obtido por meio da soma dos resultados
determinados pelos escores individuais, podendo atingir um maximo de 21 pontos.

Histologia

Durante a necropsia foram coletadas bolsas cloacais de 10 aves por tratamento
que foram acondicionadas em formol tamponado 10% para analise histoldégica em
coloracdo de HE de acordo com Luna et al. (1968). Foram avaliados quatro campos
por fragmento de bolsa em aumento de 10X em microscopio oOptico (Olympus
America INC., NY, USA), totalizando 40 avalia¢cGes por tratamento. Foram avaliadas
levando em conta principalmente, perda de arquitetura tecidual, presenca de

vacuolizacdo e substituicdo de tecido normal por tecido conjuntivo (figura 1).

Como todas as aves foram desafiadas, para a analise das alteracdes
histolégicas na bolsa cloacal e presenca de células CD3+, foi utilizado um grupo

controle negativo (B0O) ndo desafiado para comparacao.

Controle Negativo (BO)
As aves do controle negativo (BO) eram da mesma origem e linhagem
conforme descrito acima, e foram criadas sob as mesmas condi¢cbes, porém nao

receberam desafio nem vacinacdo. O processamento histolégico foi o mesmo
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realizado nas aves desafiadas, sendo que os resultados da avaliacdo dos tecidos
dessas aves estavam de acordo com os padroes normais descritos na literatura para

histologia de bolsa cloacal (Aughey & Frye, 2001; Bacha Jr. & Bacha, 2003).

Figura 1. Avaliacdo de escore de foliculo de bolsa cloacal considerando
regibes com vacuolizacdo celular (seta preta) e substituicdo de tecido integro
por tecido conjuntivo (seta vermelha). Galinha, bolsa cloacal, HE, aumento de
10x.

A metodologia para avaliacdo histologica da BC foi realizada de acordo com
método anteriormente publicado por Kolf-Clauw et al., (2009), adaptado para o
tecido da bolsa cloacal. Onde as lesGes bursais previamente descritas em literatura
receberam escores conforme grau de intensidade de 0-3, multiplicado pelo grau de
severidade relacionado a doenca de Gumboro (GSDG), estabelecendo-se assim

uma pontuacao lesional por animal que poderia variar de 0-18, conforme tabela 3.
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Tabela 3. Classificacdo dos escores de lesdo versus grau de severidade das lesdes
avaliadas em Bolsa Cloacal na Histopatologia.

Alteracdo Patologica GSDG* Es,cc.Jre
Maximo
Vacuolizacéo celular, nacleos
picnoticos e perda de estrutura dos 3 9
foliculos
Substituicdo de tecido integro por
tecido conjuntivo 3 ?
Escore final 18

* GSDG - Grau de Severidade em relagéo a Doenca de Gumboro

- Descri¢do: O escore para cada leséo foi obtido pela multiplicagdo do GSDG pelo escore de
lesbes observadas a necropsia (0 = auséncia de lesédo, 1 = lesédo leve, 2 = lesdo moderada e 3 =
leséo severa).

- O escore final para os sinais tipicos de IBD no tecido da BC foi obtido por meio da soma dos
escores individuais, podendo atingir um maximo de 18 pontos.

Imunoistoquimica

Para as analises de linfocitos T CD3+, as amostras foram incluidas em
parafina, seccionadas com 5um de espessura e fixadas em laminas carregadas
positivamente. As secOes foram desparafinadas em xilol a 60°C por 20 minutos e re-
hidratadas em &gua e alcool. A recuperacdo antigénica foi realizada com Tampéao
Citrato pH 6,0 em banho-maria a 100°C por 10 minutos e o bloqueio da peroxidase
enddégena com perdxido de hidrogénio 3% e proteina blogueadora por 8 minutos. O
anticorpo primério utilizado foi Anti-CD3 (CD3 Dako® 1:750), incubado em
refrigerador “overnight”. Para deteccdo da reacdo foram utilizados anticorpos
secundérios anti-camundongo e anti-coelho combinados num mesmo sistema de
amplificagcéo, kit ADVANCE®, por 30 minutos. Para revelagéo da reacao utilizou-se
cromogeno, kit DAB®, por 30 segundos. As laminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Meyer, lavadas em agua com posterior desidratacdo e montagem

das mesmas.
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Para as andlises de linfocitos B, T CD4+ e CD8+, as amostras foram incluidas
em gel Tissue-Tek O. C. T. (Miles, Elkhart IN, US), congeladas em nitrogénio liquido,
seccionadas com 5um de espessura em um aparelho criostato e fixadas em laminas
carregadas positivamente em acetona 100%. Em seguida foi realizada a re-
hidratacdo com PBS 0,1M pH 7,6, blogueio da peroxidase enddégena com peroxido
de hidrogénio 3% por 5 minutos e proteina bloqueadora por 8 minutos. Os
anticorpos primarios utilizados foram Anti-CD4 (CT-4 Southern Biotech® 1:200),
Anti-CD8 (CT-8 Southern Biotech® 1:200) e Anti-Linfocito B (Bul Southern Biotech®
1:100) incubados por 90 minutos a 37°C. Para deteccdo da reacao foi utilizado
anticorpos secundarios anti-camundongo e anti-coelho combinados num mesmo
sistema de amplificagéo, kit ADVANCE®, por 30 minutos. Para revelacao da reagéo
utilizou-se cromogeno, kit DAB®, por 30 segundos. As laminas foram contra-coradas
com Hematoxilina de Meyer, lavadas em &gua com posterior desidratacdo e

montagem das mesmas.

Para a mensuracdo das quantidades de linfécitos B, células T CD4+ e CD8+,
foram analisados 15 campos microscOpicos por tratamento em aumento de 40x,
onde as subareas ocupadas pelas células marcadas em marrom recebiam valores
por meio de software analisador de imagens (Motic Image Plus 2.0 — Motic China
Group Co. 2006), ao final estas subareas eram somadas obtendo-se a area? total
ocupada por linfécitos num campo microscépico com area? total de 24.100umz,

conforme demonstrado na figura 2.

A mensuracdo das células CD3+ em BC foi realizada por meio de contagem do
namero de células coradas em campo microscopico de 100x. Foram analisadas

contagens de 20 campos/grupo.
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Figura 2. Exemplo de mensuracdo de area? de linfécitos T CD8+ em baco. Foram
avaliados 15 campos microscépicos e as subareas calculadas pelo software foram
somadas para obtencdo da area total de linfocitos ocupada em um campo 24.100um?2.
Galinha, baco, Imunoistoquimica, aumento de 40x.

Citometria de Fluxo

Foram coletadas amostras de para analise de citometria de fluxo conforme
metodologia previamente descrita por Beiréo et al. (2012). Sendo realizada coleta de
sangue de seis aves por grupo experimental, no 1° dia de vida, aos 3 dias antes do
desafio (3d AD) e 7 dias pos desafio (7d PD) para avaliar a presenca dos linfocitos
B, CD4 de mucosa e CD8 ativados circulantes.

As amostras foram analisadas utilizando os anticorpos CD4+TCRVb1+ (CD4
de mucosa), CD8+CD28- (CD8 ativado) e Bul (Linfdcitos B). Os resultados foram
transformados como porcentagem de células positivas em relacao ao total de células

leucocitarias de cada animal.

Analise Estatistica

Todos os dados coletados foram analisados pelo programa estatistico Statistix
9.0 for Windows Copyright© 2008. Os resultados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Somente os resultados de citometria apresentaram

distribuicdo normal e foram analisados como fatorial 2 (vacinados com ICs ou n&o
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vacinados) X 2 (desafiados aos 21 ou aos 28 dias de vida) X 2 (coleta 3d AD ou 7d
PD), utilizando ANOVA e em seguida comparados pelo teste de Tukey (P<0,05). Os
demais parametros analisados nao apresentaram distribuicAo normal, sendo
submetidos ao teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis (P<0,05), analisando-se os
animais desafiados aos 21 dias versus desafiados aos 28 dias e animais vacinados

versus nao vacinados.

RESULTADOS

Durante todo o periodo do experimento ndo houve sinais clinicos e
mortalidades relacionadas a doenca de Gumboro, conforme descrito por Eterradossi
& Saif, (2008).

As aves apresentaram ao primeiro dia de idade no exame sorolégico um titulo
meédio de 1.617,21 para doenca de Gumboro. Os titulos avaliados foram submetidos
a féormula de Deventer de acordo com De Wit (2001), e mostraram uma boa
uniformidade de titulos com cerca de cinco dias de diferenca entre a vacinacao da
ave com menor titulo para a ave com maior titulo, a férmula também mostrou que a
data ideal para vacinacdo com resposta de 75% das aves, com uma vacina do tipo
intermediaria plus seria aos 13 dias de idade, coincidindo com a queda dos

anticorpos maternais a niveis que néo interferissem com o virus vacinal.

Escores de Lesé&o Histologica e Infiltracdo de Linfé6  citos T CD3+ em BC

Na tabela 4 encontram-se os resultados das médias referentes ao escore de
lesdo histologica e quantidade de células T CD3+/campo microscopico (100x) em
BC, separados por tratamento, avaliados aos 35 dias de idade das aves. As

avaliacbes de escore foram realizadas de acordo com os padrdes definidos e
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classificados na tabela 3, onde BO constitui-se de um controle negativo seguindo os

padrdes descritos na literatura.

Tabela 4. Média e Desvio Padrdo dos escores de lesdo em Bolsa Cloacal
analisadas na histopatologia multiplicado por grau de severidade (GSDG)
comparando o desafio aos 21 dias com o desafio aos 28 dias, entre aves vacinadas

e nao vacinadas, avaliados aos 35 dias de idade das aves.

Células
Tratamento Escore
CD3+/Campo
Aves nao vacinadas e nao desafiadas 8,10+2,81 0,75+1,16

g Aves nao vacinadas desafiadas 10,35+2,87 38,35+47,37
21 dias

8 Aves vacinadas desafiadas 11,62+2,27 22.90+20,00

]

o Aves nao vacinadas desafiadas 11,02+2,66 32,00+£19,54
a 28 dias

Aves vacinadas desafiadas 11,32+3,29 40,85+31,93

O BO apresentou visualmente menor grau de lesfes degenerativas, assim

como uma menor infiltracao de linfécitos T CD3+ em BC, comparado com os demais

tratamentos, conforme demonstrado nas figuras 3 e 4.

Figura 3. Avaliacdo dos Escores de bolsa cloacal da Histopatologia. BO: Aves n&o
vacinadas e ndo desafiadas — sem alteracbes no tecido bursal, foliculos integros
sem sinal de degeneracédo celular; B1: sem vacinagcédo e desafio aos 21 dias; B2:
vacinacdo CEVAC® Transmune IBD (SC) e desafio aos 21 dias; B3: sem vacinacéo
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e desafio aos 28 dias e B4: vacinagcdo CEVAC® Transmune IBD (SC) e desafio aos
28 dias — tecido bursal apresentando diversos graus de atrofia de foliculos,
vacuolizacdo, degeneracdo folicular e substituicAo de tecido integro por tecido
conjuntivo. Galinha, bolsa cloacal, HE, aumento de 4x.

Figura 4. Distribuicdo de Linfocitos T CD3+ em bolsa cloacal aos 35 dias nos
diferentes tratamentos. BO — Aves ndo vacinadas e nado desafiadas — pouca
infiltracdo de células T CD3+ em BC; B1: sem vacinacao e desafio aos 21 dias; B2:
vacinacdo CEVAC® Transmune IBD (SC) e desafio aos 21 dias; B3: sem vacinagao
e desafio aos 28 dias e B4: vacinacdo CEVAC® Transmune IBD (SC) e desafio aos
28 dias — tecido bursal apresentando maior infiltracédo de linfécitos T CD3+ tanto na
regido dos foliculos (FL) como na regido perifolicular (RPF). Galinha, bolsa cloacal,
Imunoistoquimica, aumento de 40x.

Desafio 21 dias X 28 dias

Na tabela 5 estédo representados os resultados comparando os dois diferentes
periodos de desafio (21 e 28 dias), referentes a analise macroscopica do estado
geral das aves a necropsia, avaliadas e classificadas de acordo com o descrito na
tabela 2 e o tamanho em cm? de area de BC. Estdao também representados os
resultados da avaliacdo histolégica, classificados conforme exemplificado na tabela
3, e quantidade de células T CD3+ em BC, assim como a area (um2)/campo
microscoépico ocupada por linfocitos B, T CD4+ e T CD8+ em baco. Os resultados de

escore estao representados sob forma de mediana, os demais resultados sob forma
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de média + desvio padrdao. Todos os dados apresentados foram comparados pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Estes resultados indicam que as aves desafiadas aos 28 dias apresentaram
maior tamanho de BC, e maior concentragdo de linfocitos T CD4+ em baco e relacéo
CD4/CD8 em comparacédo com aves desafiadas aos 21 dias. Os demais parametros

avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica.

Tabela 5. Comparagéo entre aves desafiadas aos 21 ou 28 dias para resultados de
necropsia, area e histologia de bolsa cloacal, contagem de linfocitos T CD3+ na
bolsa e linfécitos B, CD4+ e CD8+ no baco.

Parametro Avaliado Desafio Valor de
21 dias 28 dias P
Escore de Necropsia** 4,00 3,00 0,0807
Area? (cm2) 1,67+0,37 2,01+0,55 0,0028*
CIT(?;SCZI Escore de Alteracdes Histologicas** 12,00 12,00 0,9039
Linfocitos T CD3+/campo 30,63+36,73 36,42+26,51 0,0603
Area Linfocito B (um?) 4965,50+3243,00 5642,80+3515,10 0,4247
Baco é\rea Linfécito T CD4+ (um?) 1506,90+2207,70 2836,30+£1371,50 0,0000*
Area Linfocito T CD8+ (um?) 4284,90+3050,30 4384,10+2539,60 0,7614
Relagdo CD4/CD8 0,30 0,78 0,0027*

* Valores diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis (P <0,05).
** Escores representados sob forma de mediana.

N&o Vacinados X Vacinados

Na tabela 6 estdo apresentados os parametros comparando aves nao

vacinadas versus aves vacinadas com ICs. Os resultados de escore de necropsia e
de lesbGes histologicas estdo representados sob forma de mediana, os demais
resultados sob forma de média + desvio padrdo. Todos os dados apresentados
foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0,05).

As aves vacinadas com ICs, avaliadas aos 35 dias, apresentaram tamanho de

BC e area ocupada por linfécitos T CD8+ em baco significativamente menor em
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comparagao com as aves néo vacinadas. Os demais parametros avaliados mesmo

numericamente diferentes ndo apresentaram diferenca estatistica.

Tabela 6. Comparacéo entre aves desafiadas ndo vacinadas versus vacinadas com
ICs para resultados de necropsia, area e histologia de bolsa cloacal, contagem de
linfécitos T CD3+ na bolsa e linfécitos B, CD4+ e CD8+ no baco.

_ Vacinagéo Valor de
Parametro Avaliado
N&o Sim P
Escore de Necropsia** 4,00 3,00 0,2528
Bol Area? (cm2) 1,95+0,53 1,69+0,42 0,0217*
olsa
Escore de Histologia** 10,50 12,00 0,0685
Cloacal o
Linfocitos T CD3+/campo 35,17+35,91 31,87+27,82 0,9962
Area Linfocito B (um?) 4983,50+3612,50 5624,90+3138,10 0,3912
B Area Linfocito T CD4+ (um?) 1886,90+1782,50 2377,70+2122,40 0,3975
aco :
¢ Area Linfécito T CD8+ (um?2) 5214,50+2768,40 3479,60+£2590,10 0,0106*
Relacdo CD4/CD8 0,36 0,78 0,0641

* Valores diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis (P <0,05).
** Escores representados sob forma de mediana.
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Figura 5. Porcentagem de &rea de baco ocupada pelas células T CD4+, CD8+ e
Linfécitos B, levando em conta os dois periodos de desafio e aves néo vacinadas
(N/V) e vacinadas (V) com imuno complexos (ICs). As letras A e B dentro das
colunas referem-se a diferenca estatistica pelo teste do Kruskal-Wallis (P<0,05)
entre grupos avaliados.
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A figura 5 ilustra as diferencas na porcentagem de linfocitos B, T CD4+ e CD8+
por campo de baco. Em geral a concentragdo de linfocitos se manteve em média
proximo aos 50% da area total do baco, sendo que dessa quantidade a maioria era
composta por linfécitos T. Aves desafiadas aos 28 dias apresentaram maior area de
linfécitos T CD4+ que aves desafiadas aos 21 dias. E aves ndo vacinadas
apresentaram maior concentracdo de linfocitos T CD8+ em baco do que aves

vacinadas com ICs.

Citometria de Fluxo

O resultado da porcentagem de células sanguineas avaliadas por citometria de
fluxo no primeiro dia de vida das aves mostraram semelhanca estatistica entre os
tratamentos indicando igualdade entre os grupos de animais analisados.

A tabela 7 representa os resultados da citometria de fluxo nas diferentes
coletas, comparando os dois diferentes periodos de desafio (21 ou 28 dias),
vacinacdo com ICs ou nao e as coletas realizadas 3 dias antes do desafio (AD) ou 7
dias pos-desafio (PD) e interacdo entre estes parametros.

Pode-se observar que aves desafiadas aos 21 dias apresentaram maior
porcentagem de linfocitos B e T CD4 de mucosa comparados com aves desafiadas
aos 28 dias (P<0,05), havendo uma relagdo inversa entre células T CD8 ativadas
gue mostram maior concentracdo no sangue de aves desafiadas aos 28 dias.

Aves vacinadas com ICs apresentaram menor quantidade de linfocitos B e T
CD4 de mucosa (P<0,05) quando comparadas com aves nao vacinadas. Ha um
aumento nas porcentagens de células T CD4 de mucosa e T CD8 ativadas apés o
desafio (7d PD) quando comparadas com porcentagens circulantes apresentadas

antes do desafio (3d AD).
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Tabela 7. Médias e desvio padrao das porcentagens celulares identificadas no soro
das aves nas diferentes coletas (1° dia de vida,3 dias antes do desafio e 7 dias pos
desafio) analisadas na citometria de fluxo.

Células
Tratamento T CD4 (mucosa) T CD8 (ativado) Linfocito B
] 21 dias 32,6845,93 4,92+3,20 10,18+3,30
Desafio
28 dias 16,63+4,06 6,57+5,25 2,55+1,25
) Nao Vacinado 25,62+10,65 6,42+4 52 7,22+5 14
Vacinagao _
Vacinado 22,5248,34 5,07+4,23 5,51+3,86
Colet 3 dias AD 22,4848,33 2,68+1,73 6,30+4,83
oleta
7 dias PD 25,38+10,49 8,80+4,09 6,44+4,42
21d*3d AD 30,67 3,46 10,40
_ 21d*7d PD 36,20 6,382 9,97
Desafio*Coleta c
28d*3d AD 16,23 1,92 2,19
28d*7d PD 17,03 11,23% 2,91
21d*N/V 37,19 5,40 11,60
] , 21d*V 29,68 4,44 8,77
Desafio*Vacina
28d*N/V 17,91 7,44 2,85
28d*V 15,36 5,70 2,25
Probabilidades
Desafio 0,0000 0,0324 0,0000
Vacina 0,0002 0,0788 0,0176
Coleta 0,0143 0,0000 0,8391
Desafio*Coleta 0,0621 0,0001 0,4119
Desafio*Vacina 0,0516 0,6064 0,1152
Coleta*Vacina 0,5496 0,3182 0,8578
Desafio*Coleta*Vacina 0,8678 0,6695 0,6418

- Valores seguidos das letras “*“ na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05).

- Legenda: AD - antes do desafio; PD — pés-desafio; N/V — ndo vacinado e V — vacinado.

Houve interacdo entre as datas de desafio versus as datas de coleta para
linfécitos T CD4 de mucosa (P=0,06) e T CD8 ativados (P<0,05), onde se verifica

gue aves desafiadas aos 21 dias apresentaram maior quantidade de células T CD4+
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mucosa no sangue tanto 3d AD quanto 7d PD quando comparadas as aves
desafiadas aos 28 dias nos mesmos periodos. Enquanto que para células CD8+
tanto aves desafiadas aos 21 ou 28 dias apresentam aumento destas células 7d PD
guando comparada as coletas realizadas 3d AD, sendo este aumento mais evidente

nas aves desafias aos 28 dias, conforme demonstrado na figura 6.

Linfécitos T CD4 de mucosa Linfécitos T CD8§ ativados

40 12 1
A A

35 - ’,/ 10
30 - B

25 -
20 - 6 - B ——21d
15 - C © / 28d

4_
10 - c 7

3d AD 7dPD 3d AD 7dPD

Figura 6. Comportamento dos linfocitos T CD4 de mucosa e T CD8 ativados circulantes de aves
desafiadas aos 21 ou aos 28 dias, ao longo das coletas realizadas 3 dias antes do desafio (3d AD) e 7
dias pés-desafio (7d PD).

DISCUSSAO

Brandt et al., (2001) cita que amostras classicas de VDIB isoladas nos EUA nos
primordios de 1960, tais como as de Edgar 2512 e as de Irwin Moulthrop induzem
lesbes hemorragicas acompanhadas por deplecao total das células B dos foliculos e
determinam mortalidades entre 30 e 60% em aves jovens. Padilha, (2005) avaliando
a patogenicidade de vacinas comercializadas no Brasil, em aves SPF (specific
pathogen free), identificou que vacinas intermediarias plus e vacinas fortes sao
capazes de promover severos danos a BC, promovendo alta deplecdo linfocitaria
préoxima aos 90%. Estas vacinas também séo capazes de causar lesdes histoldgicas

similares as causadas pelos virus patogénicos de campo, sendo assim compativeis
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com a doenca. Durante o periodo do experimento, apesar do desafio com o uso de
cepa forte vacinal do IBDV, ndo houve mortalidade, além disso, & necropsia foram
encontradas poucas alteragdes macroscopicas sugestivas da doenca como
gelatinizacdo e hemorragia da BC. Estes resultados concordam com trabalhos
anteriores onde também nao se observou mortalidade quando se utilizou estirpes
virais vacinais classicas ou de alta-viruléncia, sob condicbes experimentais (Haddad
et al., 1997; Sharma et al., 2000; Rautenschlein et al., 2003; Vidal et al., 2009). Por
outro lado, as aves desafiadas com a cepa forte vacinal, vacinadas ou ndo com ICs,
apresentaram menor tamanho de BC e lesdes histoldégicas compativeis com a
deplecédo linféide causada pelo IBDV quando comparadas ao grupo BO (nao
vacinado e ndo desafiado). A medicdo do tamanho ou peso da BC € um protocolo
comum para afericdo do estado imunoldgico de aves (Heckert et al., 2002, Bolis et
al., 2003).

Desafio 21 dias X 28 dias

As aves desafiadas aos 28 dias mostraram maior area de BC (P<0,05) em
comparacao com as aves desafiadas aos 21 dias, porém essa alteracdo no tamanho
nao pbde ser relacionada com os escores de lesdo de BC na histologia, pois ambos
os periodos de desafio apresentaram graus de lesdes semelhantes. Tanto aos 21
qguanto aos 28 dias de desafio as aves mostraram em média 67% de deplecdo do
tecido linféide de BC. Enquanto que as aves do grupo ndo vacinado e nao desafiado
(B0O), apresentaram escores de lesdo de BC em média 20% menores e com menor
infiltracdo de células T CD3+ que aves dos demais grupos (aproximadamente 50
vezes menos linfocitos T presentes na BC).

Tais valores estdo de acordo com a literatura, que indica esse aumento no

influxo de células T na BC de aves desafiadas ou vacinadas contra IBDV desde o
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primeiro dia PD, sendo que estes valores podem se manter até cerca de 12
semanas (Sharma et al., 2000; Corley et al., 2002; Pawelec et al., 2004; Willians &
Davison, 2005; Carballeda et al., 2011).

Kim et al. (2004) identificou atrofia de BC, por meio de indice bursal em aves
inoculadas com uma estirpe altamente virulenta de IBDV SH/92 comparadas com
aves nao desafiadas (P<0,05), estes resultados puderam ser relacionados com as
lesbes encontradas na histologia onde o grupo controle sem contato com o virus
vacinal ou desafio mostrou BC com maior indice bursal e menores graus de leséo
guando comparados a aves inoculadas com a estirpe altamente virulenta.

Vervelde & Davison (1997) detectaram em aves desafiadas aos 21 dias com
uma estirpe wIBDV, rapida deplecao de linfécitos B e influxo de células T CD4+ e
CD8+ na BC aos 4 dias p6s desafio, sendo que aos 8 dias PD, estes autores
identificaram inicio de recuperacdo do tecido bursal. Em nossos resultados essa
recuperacdo ndo se mostrou evidente levando em conta que os dois tratamentos
avaliados ndo mostraram diferenca estatistica na avaliacdo histoldgica,
apresentando ambos escore 12,00 para les6es histoldgicas em BC.

Outro fato observado foi que aves desafiadas aos 28 dias apresentaram maior
infiltrac@o de células T CD4+ em bago, que se mostraram quase duas vezes maiores
nestas aves que em aves desafiadas aos 21 dias. O aumento de células T CD4+ no
baco também foi responsavel pela alta relacdo CD4:CD8 em baco das aves
desafiadas aos 28 dias. Ashraf (2005) reporta que a BC e o baco tem
substancialmente a mais alta concentragcdo de IBDV comparados com qualquer

outro tecido.
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Por outro lado, aves desafiadas aos 28 dias apresentaram menor quantidade
de células T CD4 de mucosa e maior quantidade de células T CD8 ativadas 7d PD
no sangue quando comparadas as aves desafiadas aos 21 dias.

Jeurissen et al. (1998) comparando a estirpe viral V877 complexada ou néo,
aplicada in ovo aos 18 dias de incubacao, identificou que aves vacinadas com o
virus complexado aos 7 dias pds-vacinacdo, apresentaram presenca moderada do
virus tanto em BC quanto em baco. Aos 10 dias poOs-vacinacdo o pico de
multiplicacdo do virus vacinal foi correlacionado com o grau de deplecéo linféide
observado na BC. Aos 14 dias PD a quantidade de particulas virais observadas
comecou a diminuir tanto em bolsa, quanto em baco e timo. Abdel-Alim & Saif (2001)
avaliaram a persisténcia do IBDV por meio de técnica de RT-PCR em aves SPF,
estes autores identificaram em aves inoculadas aos 14 ou 21 dias, a presenca do
virus em BC por duas semanas pés-inoculacdo e a presenca de RNA viral na
terceira semana. Considerando esses fatos de literatura, nossos resultados
histologicos de baco mostram que as aves desafiadas aos 28 dias foram avaliadas
aos 7 dias PD, onde poderia estar ocorrendo o grau maximo de multiplicagéo viral
na BC e bago, com simultdineo aumento dos linfécitos T, enquanto que aves
desafiadas aos 21 dias, foram avaliadas aos 14 dias PD, e poderiam estar
mostrando sinais de recuperacéo relacionada a diminui¢cdo das particulas virais.

Entretanto, quando se avalia o efeito da interacdo (P=0,06) entre o periodo de
desafio e as coletas de sangue para a citometria, verifica-se que aves desafiadas
aos 21 dias apresentaram maior quantidade de células T CD4+ mucosa no sangue
tanto 3d AD quanto 7d PD quando comparadas as aves desafiadas aos 28 dias nos
mesmos periodos. Bessay et al. (1996) sugere que durante desafios infecciosos

ocorre uma reducdo dos linfocitos circulantes indicando migracdo destes para os
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tecidos linfoides e locais de infeccdo. Realmente nas aves desafiadas aos 28 dias,
verifica-se maior quantidade de células CD4+ no baco comparado com aves
desafiadas aos 21 dias, quando foram avaliados os tecidos das aves aos 35 dias de
vida. Porém como essa diminuicdo de células CD4 de mucosa circulantes séo
observadas mesmo antes do desafio, sdo necesséarios mais estudos que expliquem
esse fato.

Para células CD8+ ativadas circulantes tanto aves desafiadas aos 21 ou 28
dias apresentam aumento 7d PD quando comparada as coletas realizadas 3d AD,
entretanto as aves desafiadas aos 28 dias apresentam aumento 10X maior dessas
células no sangue aos 7d PD quando comparada aos valores 3d AD e aves
desafiadas aos 21 dias apresentam um aumento de somente 2X em relagdo ao
existente aos 3d AD. De acordo com Beirdo et al. (2012) a quantidade de linfocitos
T ativados tende a seguir padréo oposto ao de linfécitos T de mucosas durante uma
infeccdo aguda. Nessas situacdes, em infecgbes por IBDV, ha tipicamente forte
aumento na porcentagem e contagem total de células circulantes ativadas. Esse
resultado pode indicar que no desafio aos 28 dias, ocorreu uma resposta aguda

mais pronunciada do que a verificada nas aves desafiadas aos 21 dias.

N&o Vacinados X Vacinados

As aves vacinadas apresentaram o tamanho de bolsa cloacal menor (P<0,05),
comparadas com aves nao vacinadas, porém nao houve diferenca quanto ao escore
de leséo histolégica entre os tratamentos. Padilha (2005) avaliando lesdes bursais
promovidas por oito vacinas comerciais, a partir dos seus resultados da andlise de
escores histopatolégicos de lesédo bursal e de diametro de bolsa, observou que nao

existiu nenhuma correlacdo entre os dois parametros quando as vacinas foram
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analisadas separadamente. Segundo este autor a bursometria € um exame menos
sensivel para avaliagcdo vacinal do que o exame histopatoldgico.

Ledn et al., 2012 obtiveram maior escore de lesdo na avaliacao histologica de
BC em aves nao vacinadas, enquanto nossos resultados mostraram que aves
vacinadas ou nao apresentaram escores de lesfes histoldgicas estatisticamente
iguais. Vidal et al. (2009) identificaram que aves vacinadas somente com ICs sem
desafio apresentaram maior atrofia bursal e lesdes de BC histologicas quando
comparados ao um grupo controle negativo e um grupo que recebeu um programa
de vacinacao convencional duplo composto por uma estirpe viral suave e outra
intermediaria.

Kelemen et al. (2000) cita que estirpes virais altamente imunogénicas
associadas aos ICs tem efeitos imunossupressores muito inferiores quando
comparados com amostras de virus sozinhas. Nossos resultados demonstraram que
aves somente desafiadas com uma estirpe viral forte (Moulthrop G603), nédo
importando o periodo do desafio, apresentaram semelhanca estatistica quanto a
deplecdo do tecido bursal comparados a aves vacinadas e desafiadas, indicando
gue a vacina nao foi capaz de prevenir lesdes em BC.

No presente estudo, aves, vacinadas ou n&o, desafiadas mostraram
quantidade estatisticamente igual de células B e T CD4+ em bac¢o ndo havendo
diferenca na presenca deste tipo celular neste 6rgéo linféide secundario. Porém,
aves ndo vacinadas apresentaram presenca de células T CD8+ maior no tecido do
baco (P<0,05) quando comparadas com aves vacinadas com ICs e desafiadas.

As células T CD8+ poderiam ser as responsaveis pela rapida eliminacédo do
virus e recuperacdo das aves (Doherty et al., 1992) e podem migrar para os tecidos

linféides e sitios de infeccdo apos desafio (Bessay et al, 1996). O aumento de
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células T CD8+ no baco de aves somente desafiadas pode estar associado a maior
guantidade de virus presente neste tecido, levando em conta que essas aves ainda
poderiam néo ter desenvolvido resposta especifica para o desafio, ao contrario das
aves vacinadas.

Em adicao, foi verificada uma interacdo (P=0,05) entre o periodo de desafio e a
vacinacdo ou ndo com ICs para células T CD4+ (mucosa), onde aves desafiadas
aos 21 dias ndo vacinadas apresentaram maior concentracdo destas células no
sangue em comparacdo com aves vacinadas, ja aves desafiadas aos 28 dias néo
apresentam diferencas entre aves vacinadas com ICs e ndo vacinadas na
concentracéo destas células.

Também é importante levar em conta a razdo CD4:CD8, que é descrita na
literatura como sendo associada a imunocompeténcia (Bridle et al., 2006), que se
mostrou numericamente maior (P=0,064) em aves vacinadas com ICs comparadas a
aves somente desafiadas, essa relacdo tende a ser reduzida em aves infectadas
(Beirao et al, 2012).

As aves ndo vacinadas apresentaram maior concentracdo de células de
linfécitos B no sangue do que aves vacinadas (P<0,05). A literatura cita (Sharma et
al., 1989; Rodenberg et al., 1994; Corley et al., 2002; Schat & Skinner, 2008; Hussan
et al., 2009) que o numero de linfocitos B pode reduzir durante a infec¢éo por IBDV,
pois estas células sdo o alvo desse virus, e nesse estudo, apesar de ser verificada
essa diferenca no sangue nao foi observada diferenca no tecido do bago. Sendo

assim necessarios maiores estudos para esclarecer este fato.
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CONCLUSAO

O desafio ndo foi capaz de reproduzir nas aves sinais clinicos tipicos da
doenca de Gumboro entre os diferentes grupos avaliados, porém foi capaz de
induzir imunossupressao representada pela deplecéo do tecido bursal.

Aves desafiadas aos 21 dias apresentaram maior quantidade de células CD4+
de mucosa no sangue que aves desafiadas aos 28 dias antes e depois do desafio,
menor quantidade de células CD4+ no baco e menor tamanho de bolsa cloacal nas
aves aos 35 dias de vida.

Apesar de, neste estudo, ndo ser possivel evidenciar a capacidade protetora
clinica da vacina ao IBDV, € possivel verificar que a vacina ndo preveniu a
ocorréncia de lesdes microscépicas na BC das aves desafiadas aos 21 e aos 28
dias, e que estas aves vacinadas apresentaram menor infiltracdo de células CD8+
no baco em aves desafiadas aos 21 ou 28 dias e menor quantidade de células CD4
de mucosa no sangue de aves desafiadas aos 21 dias.

Pode-se concluir que diferentes periodos de contato das aves com o0 virus
desafio foi capaz de estimular diferentes tipos de resposta imune celular e atrofia em
bolsa cloacal, além disso a vacinacdo com ICs determinou uma menor concentracao
de alguns tipos de células imunes ndo importando a data em que as aves foram
desafiadas.

As vacinas compostas por imuno complexos sdo uma alternativa de controle
para a doenca de Gumboro, porém sédo necessarios mais estudos com o objetivo de
avaliar a efetividade de sua resposta frente a desafios de campo avaliados em

diferentes periodos de infecgéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Doencas imunossupressoras como a Doenca de Gumboro ainda constituem
uma grande preocupacdo na avicultura brasileira. A vacinacdo continua sendo a
melhor forma de controle dessa enfermidade. O advento de novas tecnologias em
vacinacdo € mais uma alternativa para aperfeicoar o processo de controle destas
doencas.

Porém o grande desafio dos novos conceitos de vacinacdo € reduzir a
imunossupressao causada pelas estirpes virais utilizadas nas vacinas. Virus menos
patogénicos para o tecido bursal podem implicar em respostas imunes menos
intensas, fazendo com que o contato da ave vacinada com uma estirpe de campo
altamente virulenta possa induzir a enfermidade.

Desta forma o ideal seria achar um equilibrio entre a imunossupressao
causada pelas vacinas comerciais e a producao satisfatoria de resposta imunoldgica
contra desafios de campo, reduzindo desta forma as perdas econémicas com essa
doenca.

Vacinas compostas por imuno complexos vém sendo utilizadas como
alternativas no controle da doenca e com resultados interessantes, porém o virus
complexado também tem possibilidade de causar imunossupressao.

O periodo de contato da ave com o virus também pode interferir na resposta
imunologica, o periodo de janela imunoldgica entre a queda de anticorpos maternais
e a producdo de seus préprios anticorpos € muito importante, pois € nesse espaco
de tempo que o virus de campo se utiliza para causar a doenca. Hoje é cada vez
mais comum a busca de uma vacina cada vez mais precoce realizada de maneira

mais controlada e uniforme.
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Este experimento mostrou que a vacinagdo com imuno complexos pode causar
deplecéo linféide na bolsa, porém é capaz de diminuir a mobilizacdo de células
ativadas para o baco e células CD4 de mucosa na corrente circulatoria. Foi
observado também que aves desafiadas aos 28 dias mobilizaram maior quantidade
de células CD4+ para o baco e maior quantidade de células CD8 ativadas no
sangue.

S0 necessarios mais estudos para melhor entender esse efeito da vacina e do
desafio mais tardio sobre protecdo clinica e parametros zootécnicos das aves, para

justificar o beneficio econémico dessa tecnologia.



