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RESUMO

Os macrofagos desempenham papéis importantes na mediagdo de respostas imunes
inatas induzidas pelo Virus da Bronquite Infecciosa (IBV) e s&o protagonistas da
conexdo entre estas respostas com a imunidade adaptativa. O IBV se replica nas
células epiteliais e em macréfagos residentes nos 6rgaos respiratorios do Gallus gallus
domesticus, no entanto, os mecanismos de geragdo da resposta imune inata contra a
infeccao viral nesses tecidos, bem como, as alteragcbes morfolégicas dos macréfagos
aviarios, ndo estdo caracterizados totalmente. Este estudo possuiu como objetivo
analisar as respostas imunes inata e adaptativa humoral ao IBV por meio da deteccao
da disfungdo mitocondrial de macréfagos aviarios da linhagem HD11 infectados pela
estirpe viral Mass-41 e da investigacdo da soroprevaléncia do IBV em planteis de
hospedeiros ndo vacinados. As investigagdes foram realizadas com o uso das técnicas
de Citometria de Fluxo e ELISA, de acordo com as instrugdes técnicas dos fabricantes.
A expressdo mais pronunciada de alteragdes nas células do sistema fagocitico
mononuclear foi a de um numero elevado de células apoptéticas precoces em todos os
periodos pos-infeccdo. A infeccao viral foi associada a despolarizacdo da membrana
mitocondrial e a produgdo de espécies reativas de oxigénio. No teste soroldgico, foi
observada uma positividade para anticorpos Anti-IBV de 34% no total dos planteis
estudados. Este estudo demonstrou que a replicacao viral leva a disfungao mitocondrial
de macrofagos e, consequentemente, a imunossupressao dos hospedeiros. Além disso,
evidenciou a importancia da vacinacgao, visto que o IBV afeta diretamente a producéo e

viabilidade das aves, podendo levar a morbidade e mortalidade graves no rebanho.

Palavras-chave: Macrofagos. Apoptose. Mitocondria. Citometria de fluxo. ELISA.



ABSTRACT

The macrophages play an important role in mediating innate immune responses induced
by the Infectious Bronchitis Virus (IBV) and are protagonists in the connection between
these responses and adaptive immunity. The IBV replicates in epithelial cells and
macrophages resident in the respiratory organs of Gallus gallus domesticus; however,
the mechanisms of generation of innate immune response against viral infection in these
tissues, as well as, the morphological alterations of the avian macrophages, have not
been fully characterized. Therefore, this study aimed to analyze the innate immune and
humoral adaptive responses to IBV through the detection of mitochondrial dysfunction of
HD11 avian macrophages infected by the Mass-41 viral strain and the investigation of
IBV seroprevalence in flocks of non-vaccinated hosts. The investigations were
performed with the use of Flow Cytometry and ELISA techniques, according to the
technical instructions of the manufacturer. The most pronounced expression of changes
in mononuclear phagocytic system cells was that of a high number of early apoptotic
cells, in all postinfection periods. Viral infection was associated with mitochondrial
membrane depolarization and the production of reactive oxygen species. In the
serological test, a positivity was observed for Anti-IBV antibodies of 34% in the total of
the studied subjects. This study demonstrated that viral replication leads to
mitochondrial dysfunction of macrophages and, consequently, host immunosuppression.
In addition, it showed the importance of vaccination, since the IBV directly affects the
production and viability of the birds, which can lead to serious morbidity and mortality in
the flock.

Keywords: Macrophages. Apoptosis. Mitochondria. Flow cytometry. ELISA.
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1 INTRODUGAO

A avicultura € um importante setor da produgao animal do Brasil, contribuindo
para a economia do pais, consideravelmente. A exportagcéo brasileira de carnes vem
crescendo, substancialmente, no mercado internacional, com destaque principal para a
producdo de frango de corte. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), até 2020, estima-se que a carne de frango ocupe 48,1% das
exportagdes mundiais, o que mantera o Brasil na posi¢cdo de primeiro exportador
mundial (BRASIL, 2017).

A alta densidade, imposta pelos modelos de produgdo industrial avicola
intensiva, contribui para um decréscimo da qualidade do ar que é oferecido as aves em
confinamento; em contrapartida, esses animais apresentam caracteristicas genéticas
evolutivas para alta eficiéncia e demanda cardiorrespiratoria (WITT et al., 2011). Como
consequéncia, esse tipo de sistema de criacdo avicola predispbe a enfermidades
infecciosas que acometem o sistema respiratoério, em especial, a Bronquite Infecciosa
das Galinhas (BIG), que € comum em areas com produgdo intensiva de aves e
apresenta alta prevaléncia na avicultura (INOUE; CASTRO, 2009; KJAERUP et al.,
2014; CHHABRA et al., 2016).

A BIG é uma doenca viral, aguda, altamente contagiosa, causada por pelo Virus
da Bronquite Infecciosa (IBV, do inglés Infectious Bronchitis Virus), um
Gammacoronavirus, que afeta aves Gallus gallus domesticus de todas as idades,
resultando em processos patogénicos com taxas de mortalidade superiores a 50% em
pintinhos com menos de quatro semanas de idade e perda da producdao de ovos em
reprodutoras (KAMEKA et al., 2014; SMITH et al., 2015). As consequéncias da BIG sao
relevantes, pelo fato de que, no curso dessa enfermidade, sdo geradas lesdes
significativas nos sistemas respiratério, urinario e reprodutor de aves de todas as
idades, as quais resultam em severas perdas econdmicas a industria avicola mundial
(CAVANAGH; NAQI, 2003; CAVANAGH, 2007; DOLZ et al., 2012).

Segundo Smith et al. (2015), a resisténcia a infecgédo pelo IBV é provocada pela
resposta imunoldgica apds a entrada do virus no hospedeiro e envolve a participagao

de muitos componentes estruturais, moleculares e celulares. Em Gallus gallus



21

domesticus, as respostas imunes inata e adaptativa as infecgdes virais estao
interligadas, sendo que a imunidade inata do sistema respiratorio exercida pelos
macrofagos € essencial para a protecao, cujo desenvolvimento depende da interagao
direta do IBV com a superficie mucosa (WANG et al., 2006). Além disso, a defesa inata
local exercida pelas células do sistema fagocitico mononuclear € indispensavel para a
inducado subsequente de uma imunidade adaptativa potente, tanto a nivel local, ou seja,
nas superficies mucosas, como aos niveis sistémicos (GUO et al., 2008). Entretanto,
nao mais importante, a resposta imune adaptativa humoral ao IBV tem sido descrita
como a mais estudada pela avaliagdo de niveis de anticorpos no soro, lagrima e
traqueia (CAVANAGH, 2007; CARON, 2010; OKINO et al., 2017)

Os macrofagos atuam, normalmente, na primeira linha de defesa contra a
infeccao pelo IBV. Sdo componentes efetores da resposta imune natural do hospedeiro
e desempenham um papel fundamental na depuragdo ou remocgao precoce do virus da
traqueia. Estrategicamente, ao nivel local, as espécies aviarias disponibilizam
macrofagos nas mucosas do trato respiratério para destruir patégenos invasores. Isso
indica que os fagoécitos mononucleares de galinhas podem reagir rapidamente as
infeccbes respiratorias por virus (DE GEUS; VERVELDE, 2013). Nas mucosas, os
macrofagos exercem papéis funcionais de fagocitose, secre¢do de citocinas e
quimiocinas, além da apresentacdo de antigenos, que colaboram com o
desenvolvimento das respostas imunitarias adaptativas aos antigenos virais (TATE et
al.,, 2010). Entretanto, desde a Uultima década, os mecanismos concernentes aos
macrofagos, envolvidos na imunidade inata local da mucosa para eliminagéo do IBV,
tém sido descritos como incipientes (WANG et al., 2006; GUO et al., 2008, OKINO et
al., 2017).

Durante uma infecgdo primaria pelo IBV, as respostas imunitarias inatas sao
induzidas pela ligagdo dos antigenos virais a receptores expressos na membrana de
células fagociticas da mucosa traqueal, especialmente, os do tipo Toll (TLRs, do inglés
Toll-Like Receptors). Assim, receptores TLRs podem iniciar a resposta imune inata local
na traqueia apds o reconhecimento do IBV pelos macréfagos (GUO et al., 2008).
Estudos apontam para o risco da BIG se configurar em uma zoonose (WINTER et al.,
2008; ABD EL et al., 2009; ZHANG et al., 2012), ao sugerirem que essa ligagcédo é
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dependente de acido sialico, e que receptores homdlogos aos das mucosas de seres
humanos, como o DCSIGN ou o L-SIGN, também fazem parte do complexo de
receptores para o IBV em galinhas.

Devido a natureza altamente infecciosa do IBV e a sua disseminacdo em areas
com produgdes intensivas de aves, o manejo sanitario da industria avicola exige
medidas rigorosas de quarentena, mas as tentativas de manter os plantéis livres de IBV
nao tém sido bem-sucedidas, o0 que tem exigido o uso de vacinas para reduzir as
perdas da producdo. A BIG pode ser prevenida por vacinagao de frangos com virus
vivos atenuados ou inativados (KJAERUP et al., 2014). Evidéncias crescentes indicam
que a vacinacdo da mucosa pode induzir imunidade sistémica e da mucosa local,
enquanto que a imunizacgao sistémica, geralmente, ndo consegue provocar uma efetiva
imunidade da mucosa (VALOSKY et al., 2005; GUO et al., 2008). Isto sugere que a
imunidade local da mucosa € essencial para a prote¢ao, e que seu desenvolvimento
pode depender da interacéo direta da superficie da mucosa com o IBV (WANG et al.,
2006).

A vacinacao de galinhas e frangos criados em regides endémicas é a base do
controle da BIG (MEEUSEN et al., 2007). A resposta imune adaptativa humoral de aves
frente a vacinagao contra o IBV tem sido amplamente estudada, na maioria das vezes,
pela mensuragéo dos niveis de anticorpos no soro sanguineo, com o uso de técnicas
de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), Virusneutralizagdo ou o teste da Inibigdo da Hemaglutinagdo, cujas magnitudes,
quase sempre, apresentam pouca correlacado com o estado de protecao a infecgao pelo
IBV, a julgar pela ampla existéncia de variantes virais (CAVANAGH, 2007).

As respostas imunes inatas e adaptativas, incluindo-se ai as mediadas por
fatores humorais, induzidas apds a infeccdo ou vacinagdo com o IBV, séao
caracterizadas por sua grande complexidade e por fatores que ainda sdo pouco
conhecidos no que tange aos elementos capazes de exercer uma ou mais agdes
efetoras contra esse patdgeno amplamente variavel e que culminem na restricdo da
replicacdo do virus, seguindo-se a sua eliminagdo do organismo hospedeiro
(JORGENSEN et al., 2017). A apoptose, por exemplo, cuja via do Receptor de Morte,

que € especifica e mediada pelo sistema imunoldgico, € capaz de impedir lesdes mais
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severas e resultar na resolucdo de infecgbes virais (POONIA et al., 2009;
JORGENSEN et al., 2017).

No processo de infecgao viral, é dificil, sendo impossivel, que os virus infectem
uma célula sem ativar uma das vias do processo fisiolégico da morte celular
programada, denominada de apoptose (POONIA et al., 2009). Assim, a apoptose é um
dos mecanismos de morte celular na defesa contra infecgbes virais no hospedeiro,
onde a morte da célula previne a replicagao e disseminagao viral. Nesse processo, na
via apoptética do Receptor de Morte, especifica do sistema imunoldgico, as proteinas
virais sdo inseridas nas membranas mitocondriais, apresentando efeitos anti e/ou pro-
apoptéticos, que determinam a sobrevivéncia ou morte celular (JORGENSEN et al.,
2017). No entanto, indesejavelmente, as infecgdes virais interferem na produgao
bioenergética das mitocéndrias da célula hospedeira, por afetarem a fungao respiratéria
celular (SCOTT, 2010; WEST et al., 2011). Desse modo, a compreensdo da defesa
imune inata por apoptose decorrente da infec¢ao por IBV, bem como de seus efeitos
indesejaveis, pode apontar caminhos para promover a resolugao da doenga e beneficiar
o hospedeiro (JORGENSEN et al., 2017).

Células aviarias infectadas por virus respiratorios podem produzir milhdes de
novas particulas virais em um periodo de poucas horas, o que agrava 0 processo
patolégico e a disseminagao das infecgbes respiratdrias. Em geral, uma diversidade de
imunidade inata e adaptativa deve ser ativada para a defesa precoce do hospedeiro
contra a invasao do IBV e, ainda, € responsavel pela remogao rapida do virus do local
de infecgdo ou do sitio de replicagdo, controlando a disseminagdo do agente viral
(WANG et al., 2006). Assim, as respostas imunitarias em mucosas e sistémicas sao
determinantes para a protegcdo das aves contra doencgas clinicas e, assim, evitar a
mortalidade causada por agentes patogénicos de mucosas como, por exemplo, o IBV.
Desse modo, a imunidade ou resisténcia do hospedeiro contra infecgdes viricas
depende da atuacgao integrada da resposta imune inata e da resposta imune adaptativa,
no entanto, os seus mecanismos sdo pouco estudados (Ql et al., 2017; JORGENSEN et
al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo possuiu como objetivo geral investigar disfungdo mitocondrial
em macrofagos aviarios da Linhagem HD11 infectados pela estirpe Massachusetts 41
(M41) do Virus da Bronquite Infecciosa e, também, investigar a soroprevaléncia do virus
em granjas do noroeste paulista, que nao realizam vacinagdo compulséria, porém,

necessaria para prevenir a doenca.

2.2 Objetivos Especificos

Especificamente, este estudo teve os seguintes objetivos:

Investigar em macrofagos aviarios da linhagem HD11 infectados pela estirpe
M41 do IBV, apods 24, 48 e 72 horas:

a) inducao a infecgao, replicacao e liberacdo de novos virions;
b) efeitos citopaticos;

c) apoptose e necroptose;

d) producao de espécies reativas de oxigénio;

e) despolarizacdo de membrana mitocondrial;

f) consumo de oxigénio mitocondrial.

Em planteis de Gallus gallus domesticus com finalidade para corte, nao

vacinados e oriundos da regiao noroeste paulista:

a) realizar a sorologia para o IBV, utilizando a técnica de ELISA indireto;
b) determinar a soroprevaléncia do IBV;
c) analisar a soroprevaléncia para o IBV entre areas definidas,

comparativamente.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Virus da Bronquite Infecciosa

3.1.1 Importéncia Sanitaria e Econémica do IBV

O IBV é um membro de um extenso grupo de virus denominado coronavirus. Por
definicdo, € um virus natural de aves domésticas pertencentes a subespécie Gallus
gallus domesticus, popularmente, conhecidas como pintainhos, frangos ou galinhas, de
acordo com a sua finalidade ou ciclo de vida. Nesses hospedeiros, é descrito como o
agente etiolégico da BIG, uma sindrome aguda e altamente infecciosa, cujos efeitos
adversos a coloca como um dos mais importantes problemas sanitarios para os planteis
avicolas comerciais (CAVANAGH, 2007).

A BIG esté incluida nas listas de notificacdo de doengas da Organizagdo Mundial
de Saude Animal (World Organization for Animal Health, sucessora da Organizagao
Internacional das Epizootias — OIE) e da Organizacdo das Nagbdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagao (FAO, do inglés Food and Agriculture Organization) como
doenca transmissivel de notificagdo anual, que tem importancia socioeconémica e
implicagbes sanitarias, podendo trazer repercussbes iminentes ao comércio
internacional de produtos e animais (ITO, 2006; OIE, 2018). No Brasil, a BIG também
compde a lista de doengas que requerem notificagdo mensal ao MAPA de qualquer
caso confirmado (BRASIL, 2013). Os critérios de inclusdo nessas listas estdo
relacionados ao fato da ampla capacidade de disseminacdo do IBV, mesmo em
criacbes de aves vacinadas, e ao envolvimento de uma ampla gama de variantes virais,
ocasionando, consequentemente, enormes prejuizos diretos e indiretos. Na Inglaterra,
uma analise econbémica das perdas provocadas por esse virus estimou que a BIG é
uma das doencas respiratorias mais importantes em aves comerciais, responsavel por
perdas de, aproximadamente, 23 milhdes de libras anualmente (JONES, 2010).

As perdas econdmicas estao relacionadas ao comprometimento do estado geral
da ave, oriundo da forma respiratéria da doenca, aos impactos no trato reprodutivo e na

qualidade dos ovos. Em poedeiras, pode causar severo declinio na produgao e,
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posteriormente, diminuigdo do tamanho, da qualidade interna e da casca do ovo (LIU et
al., 2009). No Brasil, embora n&o existam dados publicados da quantificagdo econémica
das perdas ocasionadas pelo IBV, a doenga causada por esse virus € considerada um
dos problemas mais relevantes na area da sanidade em avicultura (MONTASSIER et
al., 2008). Empresas de frangos de corte ja relataram grandes prejuizos, decorrentes do
aumento de problemas respiratorios e de lesbes musculares em frangos com mais de
28 dias de idade, causando importantes perdas por condenagao total ou parcial da
carcaga no momento do abate (ASSAYAG, 2004).

Mundialmente distribuido, o IBV tem provocado efeitos devastadores sobre a
agroindustria avicola dos paises. Com alta prevaléncia e incidéncia no sistema
intensivo de produgcdo de aves comerciais, o virus € responsavel por perdas
significativas no setor econdmico avicola (CAVANAGH, 2007; MENDONCA et al.,
2009). Ha grande impacto econbémico, por causar diminuigdo na produc¢ao de ovos, bem
como queda da qualidade interna e externa dos mesmos, diminui¢do da eclodibilidade,
da eficiéncia alimentar e do ganho de peso, condenacédo de carcagas de frangos ao
abate, além dos gastos com medicamentos para debelar infeccbes bacterianas
oportunistas (CAVANAGH; NAQI, 2003; MA et al., 2012). Geralmente, a mortalidade é
baixa, cerca de 5%, no entanto, algumas estirpes virais também podem causar nefrite e,
entdo, a mortalidade pode ser superior a 50%, ou até 80% com alguns isolados
australianos (SMITH et al., 2015).

3.1.2 Histoérico do IBV

Os primeiros efeitos patogénicos do IBV foram observados no estado da Dakota
do Norte, Estados Unidos, em 1931. Na ocasido, Schalk e Hawn relataram uma doencga
respiratoria grave em aves jovens da espécie Gallus gallus, com elevada mortalidade,
que foi notificada como uma Bronquite Infecciosa de pintinhos. Apds criteriosas e
subsequentes investigacbes com modelos de infeccdo experimental, a doenca foi
identificada como Bronquite Infecciosa (1B, do inglés Infectious Bronchitis) (WITT et al.,
2011). No entanto, a comprovagao da etiologia viral da IB se fez apenas apés o cultivo

e isolamento em ovos embrionados de galinha por Beaudette e Hudson, em 1937. Essa
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primeira cepa viral foi inicialmente identificada como Beaudette 66579 e,
posteriormente, foi classificada como sorotipo Massachusetts (cepa M42), por ter sido
re-isolada no estado americano do mesmo nome, por Van Roeckel em 1941 que, na
ocasiao, foi identificada como cepa M41 (BROOKS et al., 2004).

Também em 1946, no estado de Connecticut, Estados Unidos, uma amostra
variante de IBV (cepa A-5968) foi isolada de tecido respiratério de galinhas e
denominada de sorotipo Connecticut, por n&o ser relacionada sorolégica e
patogenicamente ao sorotipo Mass (CAVANAGH; NAQI, 2003). Um estudo pioneiro
realizado em 1956 por Jungher e colaboradores demonstrou por meio da técnica de
soroneutralizacdo, que os virus isolados em Connecticut e em Massachusetts
causavam doencas similares, no entanto, ndo forneciam protecao cruzada. Este estudo
comprovou que o IBV ndo € homogéneo e, portanto, ha existéncia de mais de um
sorotipo para esse virus (CAVANAGH; NAQI, 2003; COOK et al., 2012).

Desde que o IBV foi descrito pela primeira vez, muitos sorotipos foram
identificados pelo mundo e novas variantes emergiram (MCKINLEY et al., 2008). Na
década de 50, a amostra M41, caracterizada como virus respirotropico, se expandiu
para a Europa, Asia e Brasil. A cepa Holland (H), considerada do tipo Massachusetts,
foi isolada na Holanda em 1955 e, por ser um virus altamente resistente a tripsina, deu
origem as vacinas H52, H120 e H90, que se tornaram amplamente utilizadas em
planteis comerciais, sendo a H120, sem duvida, a vacina mais utilizada no mundo até
hoje (BIJLENGA et al., 2004; COOK et al., 2012).

Até a década de sessenta, acreditava-se que o IBV causava enfermidade
exclusivamente respiratoria, o que foi contradito pela associacdo a um quadro clinico de
Sindrome Nefrite-Nefrose (SNN) em planteis comerciais de galinhas infectadas pelo
IBV, tanto nos Estados Unidos em 1962, quanto na Australia em 1963. A amostra viral
australiana, isolada em 1963, foi identificada como cepa T ou N1/N62 e, assim como o
virus norte-americano, possuia também, além do tropismo para o sistema respiratorio,
caracteristicas uropatogénicas, o que a tornou o prototipo das estirpes
nefropatogénicas do IBV. No inicio da década de 60, a doenga ja havia sido notificada
em quase todo o mundo (MCKINLEY et al., 2011).
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Desde 1940, inumeras estirpes de IBV tém sido isoladas nos Estados Unidos,
América Latina, Europa e na Asia (JACKWOOD, 2012; AL-SHEKAILI et al., 2015). No
Brasil, o primeiro registro do IBV deu-se em 1957, no Estado de Minas Gerais,
envolvendo pintinhos com quadro respiratério brando e sem mortalidade, cujo
isolamento viral em ovos embrionados de galinha do virus foi realizado por Osmane
Hipdlito, na Universidade Federal de Minas Gerais (HIPOLITO, 1957). Posteriormente,
em 1973, o mesmo pesquisador publicou o primeiro isolamento de duas amostras
nefropatogénicas de IBV, a partir de tecido renal de galinhas com quadro clinico de
SNN, no Estado de Sao Paulo (HIPOLITO et al., 1973).

Em 1979, devido a constatacdo da ampla disseminacdo da IB no Brasil, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, oficialmente, licenciou a
importacdo e a produgao local de vacina viva atenuada ou inativada contra o IBV,
oriunda da cepa Holland (amostras H120 e H52), para uso em todo o pais; com base
nos bons resultados obtidos com a mesma em outros paises e na maior prevaléncia
desta nos mesmos. Em 1980, as vacinas inativadas contendo a mesma amostra foram
introduzidas no pais, no entanto, os resultados nao foram tao satisfatérios, apesar de
uma reducéo significativa dos problemas associados a doenga (SILVA, 2010).

Apesar da introdugéo oficial da vacinagao contra o IBV no Brasil, em 1979, surtos
de BIG tém sido frequentes e a maioria dos isolados de campo de IBV brasileiros,
recuperados até 1989, foi classificada como sorotipo Massachusetts (ITO, 2006). No
entanto, Di Fabio et al. (2000) relataram que apenas um, entre quinze isolados de
campo de IBV, eram pertencentes ao sorotipo Mass e os outros quatorze eram
classificados dentro de grupos antigénicos distintos daqueles descritos anteriormente
em outros paises. A presenga de um gendétipo brasileiro, genétipo BR-I, foi relatado por
todo o territorio nacional, assim como, tem sido encontrado em territorios distantes,
incluindo outros paises da América Latina (CHACON et al., 2011; BALESTRIN et al.,
2014). Segundo Jackwood (2013), devido a rapida replicacéo e alta taxa de mutagao do
IBV, uma extensa diversidade genética de estirpes do virus ja foi relatada na América
Latina, assim como, estdo presentes no Brasil os sorotipos Arkansas, Massachusetts,
793B (4/91) e as trés unicas variantes brasileiras BR1, BR2 e BR3. Esse fato
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epidemiologico é considerado extremamente importante por influenciar nos desafios
relacionados a prevencio da doencga.

Distribuido mundialmente, a existéncia de centenas de sorotipos e variantes do
IBV ja foi relatada, com baixa ou nenhuma protecao cruzada entre eles (CAVANAGH,
2007, JACKWOQD et al., 2009). Muitas variantes com mudangas no genoma tém sido
identificadas, que incluem delegdes, inser¢des, mutagdes pontuais e, em alguns casos,
recombinagdes que ocorrem continuamente na natureza (CAVANAGH e NAQI, 2003).
Dentre os sorotipos existentes, os mais conhecidos sdao: Massachusetts, Connecticut,
Beaudette, Arkansas, 793B (4/91), D274, D1466, Italy-02 e QX (CAVANAGH, 2007;
DHAMA et al., 2014).

3.1.3 Classificacdo Taxonémica do IBV

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, do inglés
Committee on the Taxonomy of Virus), o vasto grupo de coronavirus pertence a ordem
Nidovirales, que abarca as familias Coronaviridae, Arteviridae, Roniviridae e
Mesoniviridae. A nomenclatura do taxon Nidovirales € originada do latim Nidus, cujo
significado & ninho, nome dado em referéncia a quantidade de acidos ribonucleicos
mensageiros (MRNA, do inglés Messenger Ribonucleic Acid) subgendmicos produzidos
durante replicacado, que confere a principal caracteristica dos nidovirus. Semelhancas
na sequéncia génica dos membros dessa ordem foram identificadas, propondo que
esses virus evoluiram de um ancestral comum (ICTV, 2015).

A espécie IBV pertence a familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae e ao
género Gammacoronavirus. A familia Coronaviridae é dividida em duas subfamilias
Torovirinae e Coronavirinae, sendo que esta ultima compreende o0s géneros
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus. Essa
divisdo se baseou na analise genética dos dominios conservados do Gene da RNA
Polimerase (RNA Pol, do inglés Polymerase Ribonucleic Acid), nos epitopos de
glicoproteinas do envelope, na reatividade sorolégica cruzada e nos hospedeiros
naturais (WOO et al., 2012; ICTV, 2015).
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Historicamente, a classificacdo taxonémica dos coronavirus tem sido um assunto
em constante revisdo ao longo dos anos. De forma sucinta, até 2009, os géneros eram
tratados como grupos com base em caracteristicas das particulas virais obtidas por
analises genotipicas e sorologicas. Até entdo, os coronavirus estavam divididos em trés
grupos, denominados I, Il e lll. Nesta classificagdo, os grupos | e Il incluiam varios
coronavirus de mamiferos, e o grupo lll era o representante exclusivo das espécies
aviarias, como o IBV e outros virus filogeneticamente relacionados, como o Coronavirus
dos perus (TCoV, do inglés Turkey Coronavirus), Coronavirus dos Faisdées (PHCoV, do
inglés Pheasant Coronavirus), Coronavirus de Gansos, Coronavirus de Marrecos,
Coronavirus de pombos e outros ainda em estudo (CAVANAGH, 2005; 2007; ARIAANS
et al., 2008; WOO et al., 2010).

Em 2009, com o advento de metodologias moleculares sensiveis a detecgao viral
e o0 aumento do interesse em estudos sobre os coronavirus, novas espécies de IBV
foram identificadas e os grupos tradicionais de taxonomia foram substituidos pelos
géneros Alfacoronavirus (Grupo 1), Betacoronavirus (Grupo |l) e Gammacoronavirus
(Grupo IlIl) (WOO et al.,, 2009). Nesta nova definicdo, os dois primeiros géneros
conservam as espeécies alocadas em seus grupos antigos respectivos, no entanto,
descobriu-se que, além de aves, os Gammacoronavirus podem infectar mamiferos. E
ainda, um quarto género, o Deltacoronavirus, que engloba isolados de aves e suinos,
foi reconhecido pelo ICTV (WOO et al., 2009; JACKWOOQOD et al., 2012; WOO et al.,
2012). Assim, gradativamente, as espécies virais estdo sendo classificadas em géneros
€ Nao mais em grupos.

Classicamente, a espécie de coronavirus natural da subespécie Gallus gallus
domesticus é conhecida como o IBV. A maioria das espécies dos coronavirus infecta,
naturalmente, apenas uma espécie de animal ou, no maximo, um numero limitado de
espécies, dependendo da espécie viral. Porém, diferentes estirpes de coronavirus,
caracterizados por uma diversidade fenotipica e genotipica, sdo capazes de infectar
uma variedade de hospedeiros como os mamiferos (humanos, camundongos, ratos,
suinos, caes, felinos, coelhos, equinos, bovinos e morcegos) e as aves (galinhas, perus
e faisdes), sendo associados a uma vasta gama de enfermidades, como respiratérias,

entéricas, neuroldgicas e hepaticas (Quadro 1). A gravidade das lesdes causadas pelos



31

virus é variavel, dependente da estirpe viral envolvida e da espécie infectada (LAl et al.,
2007; GOES et al., 2011).
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Quadro 1 — Géneros e espécies recentes de coronavirus e caracteristicas relativas aos

hospedeiros naturais, tropismo tecidual e doencas associadas.

HCoV-229E Humano
HCoV-NL63 Humanos
Suinos
TGEV domésticos e
selvagens
Felinos
FIPV domeésticos e
selvagens
PEDV Suinos
HCoV-0C43 Humanos
HCoV-HKU1 Humanos
SARS-CoV Humanos
BCoV Bovinos
IBV Galinhas
TCoV Perus
BWCoV-
Baleias
SW1
Munias
MuCoV )
(passeriforme)
Leopardos
ALC-CoV .
asiaticos

Espécies de coronavirus representadas:

Trato Respiratorio

Trato respiratério

Epitélio do trato

respiratério e entérico

Peritnio, figado e

orgaos linfoides

Epitélio do trato
entérico e respiratério
Trato respiratério
superior
Trato respiratério

superior e inferior
Trato respiratério
Trato entérico

Trato respiratério e
renal

Duodeno, jejuno e

ileo

Figado?

Infeccao respiratoéria
branda (resfriado
comum)
Infecgéo respiratéria

branda, Croup

Infecgao respiratoéria e

entérica

Peritonite Infecciosa

Felina

Infecgao respiratoria e

entérica

Infeccao respiratéria

Infecgéo respiratoria

Sindrome Respiratéria
Aguda Grave
Infecgéo entérica
Infecao respiratoria,
entérica, renal e
hepatica
Infe¢ao respiratoria e
entérica
Infe¢ao respiratoria e

hepatica?

?

HCoV-229E, Coronavirus Humano 229E; HCoV-NLG63,

Coronavirus Humano NL63; TGEV, Virus da Gastroenterite dos Suinos; FIPV, Virus da Peritonite
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Infecciosa Felina; PEDV, Virus da Diarreia Epidémica dos Suinos; HCoV-OC43, Coronavirus Humano
0C43; HCoV-HKU1, Coronavirus Humano HKU1; SARS-CoV, Coronavirus Associado ao SARS; BCoV,
Coronavirus Bovino; IBV, Virus da Bronquite Infecciosa; TCoV, Coronavirus dos Perus; BWCoV-SW1,
Coronavirus de Baleia Beluga; MunCoV, Coronavirus de Munia e ALCCoV, Coronavirus de Leopardos. ?:
ainda nao esclarecido. Fonte: Adaptado de ICTV (2015).

A grande diversidade de hospedeiros e o tropismo celular dos coronavirus
podem ser explicados pelas altas taxas de recombinagdes em consequéncia do seu
mecanismo particular de replicagcdo (LAI; CAVANAGH, 1997; WOO et al.,, 2012). A
diminuicao na fidelidade da replicagao pode acarretar um maior numero de mutacgdes e
recombinagdes, que deixam o virus menos susceptivel a atenuagdes e mais virulento.
Foi demonstrado que os coronavirus toleram um limite de falhas durante o processo de
replicagéo. Isso significa dizer que esses virus se replicam sempre com uma taxa limite
de erro. Dessa forma, os coronavirus sao mutantes estaveis, que possuem o maior
genoma entre os virus RNA, com um sistema unico de replicagao, gerando altas taxas
de recombinagdes, que podem ser responsaveis pela adaptagcdo do virus a novos
hospedeiros (SMITH; DENISON, 2012).

3.1.4 Caracterizacdo Genética e Estrutural do IBV

O IBV, primeiro coronavirus isolado, é considerado o virus protétipo da familia
Coronaviridae, pois foi o primeiro coronavirus a ter o genoma completamente
sequenciado (CAVANAGH, 2007). O genoma é formado por uma molécula unica e nao
segmentada de RNA, cujo comprimento € de aproximadamente de 27.600 nucleotideos
e, por isso, é considerado um dos maiores genomas entre os virus RNA ja relatados
(MONTASSIER et al., 2008). Como nos eucariotos, a molécula de RNA dos coronavirus
€ metilada na extremidade 5 e poliadenilada na 3’, e se caracteriza, ainda, por
apresentar polaridade positiva, ou seja, possuir a mesma orientagao ou sentido para a
leitura de um RNA mensageiro e, por isso, € considerado infectante (MCKINLEY et al.,
2008).

A organizagcdo gendmica do IBV é bastante conservada, ou seja, € semelhante
entre todos os coronavirus ja sequenciados. A sua fita de RNA esta organizada em 7 a

14 regides principais, cada uma contendo uma ou mais janelas abertas para leitura
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(ORFs, do inglés Open Reading Frames), separadas por sequéncias intergénicas, que
possuem promotores para a transcricdo de mRNA mensageiros subgenémicos
especificos. Em cada extremidade gendmica, 5 e 3’, encontra-se uma regido nao
traduzida ou codificada (UTR, do inglés Untranslated Region), 5’UTR e 3’'UTR, cada
uma composta de aproximadamente 500 nucleotideos (SAWICKI et al., 2007).

E fato que o amplo genoma do IBV compreende seis principais genes, que
codificam proteinas estruturais e nao estruturais, como mostra a Figura 1. Nesse
modelo, da extremidade 5’UTR para a 3'UTR, a ordenagdo genémica do IBV é a
seguinte: o gene complexo replicase (Rep), também conhecido como o gene da RNA
Polimerase (RNA Pol); o gene da glicoproteina da espicula S (do inglés Spike); o gene
3, formado por trés ORFs que codificam as proteinas 3a, 3b e 3¢, sendo que esta ultima
codifica a proteina E; o gene da glicoproteina M; o gene 5, constituido por duas ORFs
que codificam duas proteinas nao estruturais, 5a e 5b; e, por fim, o sexto gene, o gene
que codifica a nucleoproteina N (FEHR e PERLMAN, 2015).

Figura 1 — Representagdo esquematica da organizacdo gendémica do Virus da
Bronquite Infecciosa.

kb 5 10 15 20 25 30
T

5’ rep 1a [ rep 1b r.:ll—f.-[]_l- 3

—

Genes dos coronavirus: gene rep 1a, poliproteina replicase por¢cado 1a; rep 1b, poliproteina replicase
porgédo 1b; gene S, proteina Spike; 3a, proteina 3a; 3b, proteina 3b; E, pequena proteina de membrana;
M, proteina integral de membrana; 5a e 5b, proteinas ndo estruturais e N, nucleoproteina. Fonte: Fehr;
Perlman (2015).

Altamente conservado entre os membros do grupo 3, o gene RNA Pol faz parte
do gene do complexo replicase, que ocupa cerca de dois ter¢gos de todo o genoma viral.
O gene Rep € o unico que é traduzido diretamente do genoma viral, todos os outros séo
traduzidos a partir de RNAs sub-gendmicos (MASTERS; PERLMAN, 2013). Ele é
constituido por duas ORFs sobrepostas, ORF1a e ORF1b, que codificam uma
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poliproteina replicase 1ab, precursora da polimerase viral (Pol 1a e 1b). As
poliproteinas 1a e 1b contém uma proteinase 3c-like e uma proteinase papaina-like,
que sintetizam 15 a 16 proteinas ndo estruturais (NSP1-NSP16, do inglés Non
Structural Protein). Essas proteinas, como as proteinas helicase e a polimerase de RNA
dependente de RNA (RpRd, do inglés RNA-dependent RNA polymerase), estao
associadas a replicagdo e transcricdo do genoma viral e, assim, o gene da RNA
Polimerase é necessario e suficiente para a replicagao e transcrigdo do genoma (LAI;
CAVANAGH, 1997; CAVANAGH, 2007).

No terco final do genoma, proximo a 3'UTR, concentram-se o0s genes que
codificam proteinas estruturais e acessorias. Nessa regido, podem ser identificados
quatro genes que codificam as proteinas S, E, N e M. Nos Betacoronavirus, 10go apos o
Gene S, encontra-se o gene da hemaglutinina esterase (HE) (WEISS; NAVAS-MARTIN,
2005). As proteinas especificas e acessorias apresentam uma variagdo em suas
propriedades, numero e ordem entre os grupos dos coronavirus, mas sdo conservadas
entre esses grupos, em geral (LAI; CAVANAGH, 1997; CAVANAGH, 2007). Os
coronavirus também codificam um conjunto de proteinas acessoérias cuja funcéo é
desconhecida, no entanto, sabe-se que nao sao requisitadas para replicacéo in vitro e
que podem desempenhar papel na patogénese (CASAIS et al., 2005; YOUNT et al.,
2005).

O gene S codifica a principal proteina estrutural, a glicoproteina da espicula S,
que é constituida por diversas projecdes no envoltério externo viral (BELOUZARD et al.,
2012). O segmento génico de S1 € o mais variavel e pode apresentar mutacbes em sua
sequéncia de aminoacidos, que acarretam alteragdes na antigenicidade e no tropismo
tecidual das estirpes mutantes do IBV. Estas variagdes podem ocorrer em torno de 2 a
25% na sequéncia de aminoacidos. Em contrapartida, a porcdo génica de S2 é mais
conservada (CAVANAGH et al., 1992; CAVANAGH et al., 1997; CAVANAGH; NAQI,
2003). E importante ressaltar que a variagdo génica de algumas regiées codificadoras
da glicoproteina S, especialmente aquelas correspondentes aos sitios de neutralizacao
viral, passa a se constituir na principal estratégia do IBV para escapar dos mecanismos
de defesa do hospedeiro (CAVANAGH et al., 1997; MURPHY et al., 1999).
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Segundo Fernando (2013), diversas alteragbes podem ocorrer na composigao,
estrutura e propriedades antigénicas das proteinas do IBV em decorréncia de
fendbmenos de mutagdo e recombinacdo. Esses fendmenos afetam os genes
codificadores dessas proteinas e fazem parte do processo evolutivo do agente viral.
Esses eventos sdo responsaveis pela ampla variabilidade genética e antigénica do 1BV,
que repercute na emergéncia de diferentes tipos patogénicos com variadas formas de
patogenicidade, cuja definicdo é patotipos. Dessa forma, as alteragdes genéticas
tornam o controle da infecgao pelo IBV extremamente dificil.

A denominagdo coronavirus foi sugerida em 1968, em alusdo a aparéncia viral
semelhante a de uma coroa solar ou real, quando observada a microscopia eletrénica.
Dessa forma, a nomenclatura viral teve origem da palavra corona, em latim, que
significa uma coroa ao redor de um astro ou rei, como ilustra a Figura 2. O aspecto
sugestivo de coroa real € conferido por proteinas virais estruturais bem demarcadas,
distribuidas e proeminentes em toda a superficie viral, que se projetam da matriz para o
exterior do seu envelope viral (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005; FEHR; PERLMAN
(2015).

Figura 2 — Microscopia eletrénica por coloragdo negativa de particulas de coronavirus

com evidéncia do aspecto de coroa solar (amplificagdo 90.000x).

Fonte: Fehr; Perliman (2015).
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As particulas do IBV s&do grandes, com diametro médio de 120 nandémetros,
predominantemente esféricas, todavia, podem apresentar pleomorfismo devido a
presenca de envelope. Estruturalmente, o IBV € composto por um envelope lipoproteico
e quatro tipos de proteinas (HOLMES, 2003), como apresentado na Figura 3. A
nucleoproteina N interage intimamente com o genoma viral para originar um
nucleocapsideo NC de simetria helicoidal. As demais proteinas, a glicoproteina de
superficie da espicula S (do inglés Spike), a pequena proteina de membrana E e a
glicoproteina integral de membrana M estdo inseridas no envelope, de onde se
projetam externamente (CAVANAGH, 2005).

Figura 3 — Representacao estrutural do Virus da Bronquite Infecciosa.

Componentes estruturais virais: S, proteina Spike; S1, subunidade 1 de Spike; S2, subunidade 2 de
Spike; M, proteina integral de membrana; E, pequena proteina de membrana; N, nucleoproteina e RNA,
acido ribonucleico. Fonte: Cavanagh (2003).

As proteinas S e N possuem importantes fung¢des bioldgicas e imunoldgicas na
constituicdo do IBV. A proteina S é determinante para o tropismo celular da estirpe
envolvida e a patogénese consequente. Considerada uma proteina de superficie, é
clivada pds-traducionalmente em duas subunidades proteicas S1 e S2, compostas por
500 e 600 aminoacidos, respectivamente (GALLAGHER; BUCHMEIERT, 2001). A
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porcdo S1 € responsavel pela infectividade viral, ou seja, pela ligacdo ao receptor
celular, sendo a principal proteina responsavel pela inducdo de resposta imune do
hospedeiro e da produgcdo de anticorpos neutralizantes; enquanto, a por¢cao S2 se
encarrega da fusdo com a membrana celular do hospedeiro (CAVANAGH, 2005;
CAVANAGH, 2007).

Essencial para a adsorcéo e fusdo a membrana da célula hospedeira, a proteina
S total € uma proteina de classe |, cuja fusdo com a célula hospedeira ocorre apos o
contato com proteases da célula em uma subunidade distal e uma subunidade
ancorada a membrana viral (BOSCH et al., 2003). Nesse sentido, pode-se afirmar que
essa glicoproteina possui um papel biologico de elevada relevancia para esse patogeno
viral e para o organismo hospedeiro das aves, ja que a glicoproteina S é a principal
indutora da resposta imune, que € protetora contra a infecgéo pelo IBV (CAVANAGH,
2007).

As principais caracteristicas ligadas a infectividade, viruléncia e variabilidade
virais estdo associadas as proteinas do envelope. O envelope viral circunda o
nucleocapsideo e, por ter origem da membrana celular do hospedeiro, € constituido por
uma dupla camada lipoproteica. Dentro do envelope esta localizado o core de
ribonucleoproteina, o qual contém o genoma de RNA e a proteina N do
nucleocapsideo. Essa proteina N € uma fosfoproteina com aproximadamente 50 a 60
kiloDaltons de peso molecular que, junto com o RNA genbmico, forma o
nucleocapsideo helicoidal (CAVANAGH, 2005).

A proteina N apresenta sequéncias conservadas, ocorrendo apenas pequenas
variagdes entre as cepas de IBV conhecidas (CAVANAGH, 2007). Essa proteina forma
uma concha protetora de 409 aminoacidos que confere protecao ao genoma viral contra
as ribonucleases e, ainda, € capaz de incitar a resposta imune celular. Além disso,
possui dominios de ligacdo do RNA a membrana e aos fosfolipideos, que promovem a
formacgao das particulas virais. A ligagao da proteina N com terminagdes 5’ e 3’ do RNA
viral sugere que esta participa na modulacdo da replicacdo do RNA viral pela
capacidade de se ligar a membrana, possibilitando a formacao de novos complexos de
transcricdes (SAIKATENDU et al., 2007).
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A proteina N do IBV se constitui na proteina principal do capsideo e em uma
infeccdo por esse virus é produzida em grande quantidade. Além disso, essa proteina
possui uma estrutura altamente conservada, aproximadamente 94% a 99% de
identidade entre as mais importantes cepas de referéncia do IBV, além de ser
altamente imunogénica. Essa proteina € capaz de induzir a produgao de anticorpos e
de linfécitos T efetores especificos, sobretudo com agao citotoxica. Dessa maneira, a
proteina N do IBV abarca um numero significativo de atributos para se constituir no
antigeno de eleicao para o desenvolvimento de ensaios soroldgicos, como o ELISA, a
serem empregados na detecgdo e mensuragao de anticorpos anti-antigenos de grupos
desse virus (CAVANAGH, 2007).

A proteina E é formada por aproximadamente 100 aminoacidos, que juntamente
com a proteina M, é necessaria para a maturacdo e formacado de particulas virais
integrais e maduras do IBV, desempenhando um papel importante na montagem viral
(CAVANAGH, 2007). Se expressa sozinha, ou em conjunto com a proteina M, a
proteina E forma particulas semelhantes as dos virus (WEIS; NAVAS-MARTIN, 2005).
No entanto, Kuo e Masters (2003) demostraram baixas infectividade e taxa de
replicagdo em um coronavirus da Hepatite Murina com delegcdo do gene da proteina E,
indicando que essa proteina pode desempenhar importante papel na producéo do virus
infeccioso.

A glicoproteina M esta intimamente relacionada com o NC interno da particula
viral. Contem cerca de 230 aminoacidos sendo que desses, somente 10% estao
exteriorizados no envelope viral (CAVANAGH, 2007). Sua funcéo primordial € compor a
montagem do involucro da particula viral, no qual interage com as proteinas de
membrana celular no local de liberagdo da nova particula viral. Esta proteina pode
assumir duas conformacgbes, uma porcdo alongada e associada a uma grande
quantidade de proteinas S e a rigidez do envelope; e outra de conformagédo compacta e
associada a flexibilidade da membrana e a uma menor quantidade de espiculas
(NEUMAN et al., 2011).

3.1.5 Replicagéo do IBV
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O ciclo replicativo do IBV ocorre no citoplasma da célula hospedeira. Apds
ligacdo da glicoproteina S1 e fusdo da glicoproteina S2 a superficie celular, ou seja, a
membrana citoplasmatica, ocorre a endocitose (Figura 4). Aparentemente, a fuséo é
dependente de pH acido, com pH étimo de 5,0. Como o IBV possui fita de RNA de
sentido positivo, ele pode diretamente produzir suas proteinas e um novo genoma no
citoplasma, onde, apds a descapsidagdao, o RNA viral é liberado, dando inicio a sua
replicagdo. Uma vez que o RNA gendmico se liga aos ribossomos para a traducgao e
sintese de 16 polipeptideos de 15.000 a 135.000 Daltons (STADLER et al., 2003; CHU
et al, 2006; BERGMANN et al., 2006).

Figura 4 — Ciclo replicativo do Virus da Bronquite Infecciosa.
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Decorridas trés a quatro horas do inicio da infeccdo, quantidades apreciaveis de
particulas virais comegcam a ser liberadas das células infectadas, sendo que muitas
particulas virais adsorvem-se a membrana citoplasmatica e, deste local, podem interagir
e estimular os diversos mediadores celulares do sistema imune. Essa caracteristica dos
coronavirus de serem liberados das células sem que ocorra a lise dessas mesmas
células, parece ser um dos fatores responsaveis pela infeccdo persistente que este
virus pode estabelecer nos organismos hospedeiros. No entanto, comprovadamente,
esse fendbmeno sé foi demonstrado para alguns isolados nefrotrépicos e enterotropicos
do IBV. Além disso, foi verificado que o nivel maximo de geragao de novas particulas
virais durante o ciclo de replicagdo dos coronavirus, geralmente, ocorre apds 12 horas
do inicio da infeccdo (CAVANAGH; NAQI, 2003).

Durante o processo de replicagdo, o gene do complexo Rep é traduzido na
proteina RdRp, responsavel pela transcricdo do RNA de sentido negativo, que servira
de molde para sintese do RNA de sentido gendmico, que sera incorporado a novas
particulas virais e também a transcricdio de RNAms sub-genémicos que serao
traduzidos nas outras proteinas necessarias para a montagem viral. Cerca de 8 desses
genes codificam para novas proteinas virais, incluindo N, M e S. A fosfoproteina
estrutural N se liga ao RNA genbémico para formar o NC, enquanto, a proteina M é
integrada dentro da membrana do reticulo endoplasmatico. A proteina S, apds se ligar a
membrana, monta o NC com a fita de RNA torcida, ligando-se dentro do lumen do
reticulo endoplasmatico e é revestida com a membrana. Em consequéncia, os virions
da progénie viral sdo transportados e montados nos aparatos de Golgi, internalizadas
em vesiculas e, finalmente, liberadas por exocitose (STADLER et al., 2003; DECARO;
BUONAVOGLIA, 2011).

3.2 Bronquite Infecciosa das Galinhas: A Doenga
A Bronquite Infecciosa das Galinhas é também conhecida, simplesmente, por

Bronquite Infecciosa, uma doencga respiratéria viral, aguda, altamente contagiosa,

caracterizada por estertores traqueais, tosse e espirros (CAVANAGH et al., 2003). O
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IBV induz quadros clinicos variados, conforme a idade das aves e o tipo viral, podendo
ou nao apresentar sinais clinicos respiratérios. A infecgao viral acomete aves de ambos
0S sexos, seja na criagao para corte ou na producdo de ovos (MONTASSIER et al.,
2008). Os pintos sao os mais suscetiveis e apresentam maior mortalidade, enquanto, as
aves adultas apresentam sintomas respiratérios 18 a 24 horas apés a infecgédo, quando
infectadas por via aerogena (CAVANAGH, 2007).

Atualmente, a BIG é endémica em todas as regides do mundo onde se exerce a
avicultura industrial sendo, juntamente com a Doenca de Newcastle e a Influenza
Aviaria, considerada como uma das doengas que mais causa prejuizos a avicultura
industrial de galinhas e frangos no Brasil e no mundo (OIE, 2013). No Brasil, a BIG é a
principal doenga respiratoria avicola e tem sido registrada com grande frequéncia na
Serra Gaucha, Oeste de Santa Catarina, Sudoeste, Oeste e Norte do Parana, além do
Sul e Norte de S&o Paulo e Triangulo Mineiro (ASSAYAG, 2004; MONTASSIER et al.,
2010). O controle dessa enfermidade & extremamente dificil devido a existéncia de
multiplos sorotipos e variantes do virus, que podem né&o responder a protegao cruzada
quando outros patdtipos estao envolvidos (CAVANAGH; NAQI, 2003; LIU et al., 2009).

Naturalmente, o virus infecta aves Gallus gallus domesticus de todas as idades.
No entanto, inumeros relatos foram feitos sobre o isolamento de coronavirus
geneticamente similares ao IBV em outras espécies de aves, galiformes ou néo
(CAVANGH et al., 2001). Galinhas eram consideradas as unicas hospedeiras naturais
do IBV até Cavanagh et al. (2002) observarem um marcado grau de semelhanga entre
as espécies virais que infectam galinhas, perus e faisdes, e assim, tornarem publico a
comunidade cientifica que o IBV também pode infectar perus e faisbes. Além da
identificacdo do IBV como agente da BIG, a deteccdo e a caracterizacdo de novos
coronavirus aviarios foram notificadas em perus com quadro clinico de enterite e
mortalidade elevada, e em faisées acometidos por doencga respiratéria e renal (GUY,
2000; CAVANGH et al., 2002).

A maior parte do conhecimento a respeito dos coronavirus das aves se baseia no
IBV. Essa espécie viral possui uma vasta variedade de estirpes virais distintas
geneticamente, cujas lesdes sao dependentes da estirpe envolvida, o que incorre em

uma predilecéo variada de tecidos alvos por esse virus (CAVANAGH, 2005). A infecgao
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pelo IBV ocorre via trato respiratorio e a traqueia € o alvo primario de replicagdo. A
transmissao do IBV ocorre pelo contato direto ou indireto entre a ave doente, ou mesmo
infectada e assintomatica, e as aves sadias, sendo o tecido epitelial do trato respiratério
superior infectado primeiramente. Aves de todas as idades sédo susceptiveis, embora a
doenca seja mais severa em aves jovens, nas quais esse virus pode causar indices de
mortalidade significativos (LIU et al., 2001; CAVANAGH e NAQI, 2003).

O IBV invade e se replica em células ciliadas e produtoras de muco do trato
respiratorio superior, onde, o titulo infectante viral atinge valores maximos nas mucosas
das narinas e da traqueia ao terceiro dia apés a infecgdo, permanecendo elevado por
mais dois ou cinco dias. Com relagdo a capacidade de infectar outros 6rgdos do
sistema respiratorio, estudos indicaram titulos virais similarmente elevados em pulmdes
e sacos aéreos (CAVANAGH, 2007). Apesar da nomenclatura do IBV sugerir tratar-se
de um patdgeno restrito ao trato respiratério, esse virus, além de se replicar e causar
sérias lesbes em tecidos e 6rgdos desse sistema, que sdo sua porta de entrada,
apresenta também, tropismo e patogenicidade para muitos outros tipos de células
epiteliais (CAVANAGH, 2005; CAVANAGH, 2007).

A BIG se manifesta sob quatro formas clinicas e anatomopatolégicas diferentes.
Geralmente, a infecgéo provoca lesdes no trato respiratorio superior, atingindo pulmdes
€ sacos aéreos, as quais se associam e sao exacerbadas por infeccdes bacterianas
secundarias (CAVANAGH, 2005; CAVANAGH, 2007). Em aves acometidas nas
primeiras semanas de vida, os sintomas respiratorios sdo mais comuns e caracterizam-
se por espirros e estertores umidos da traqueia, morbidade e mortalidade elevadas. Na
fase reprodutiva, a enfermidade ocasiona queda de postura em torno de 5% a 30% de
ovos defeituosos, sem, no entanto, observar mortalidade significativa (CAVANAGH,
2005). Nos frangos de corte, pode ocorrer sob a forma da Sindrome Nefrite-Nefrose,
havendo aumento acentuado dos rins, diarreia aquosa e morbidade e mortalidade
variaveis (5% a 20%). Ainda, em poedeiras e reprodutoras, durante a fase de recria,
pode haver manifestacao tardia de urolitiase e completa atrofia renal, com morbidade e
mortalidade variaveis (2% a 10%) (CAVANAGH; NAQI, 2003).

Em geral, o tropismo viral é por células do trato respiratorio, gastrointestinal e,
possivelmente, por células neuronais (WEVERS e VAN DER HOEK, 2009).
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Independente do tecido de origem, isolados de IBV infectam, a principio, células
ciliadas do epitélio que reveste a mucosa do aparelho respiratério, principalmente da
traqueia, que € o orgao de eleicdo para multiplicagéo viral. Em consequéncia, o virus
causa lesdes caracteristicas na traqueia e, por isso, a doenga € considerada primaria
ou tipica do aparelho respiratorio (CAVANAGH, 2007; FERNANDO et al., 2010). As
principais altera¢des e lesbes causadas pelo IBV no tecido do trato respiratorio incluem
deciliacdo do epitélio traqueal e bloqueios da produgado e da secre¢gao de muco pelas
células caliciformes locais, 0 que favorecem sobremaneira a instalacdo de infecgbes
secundarias por bactérias oportunistas, como Escherichia coli e também Mycoplasma
(WITT et al., 2010).

Em contrapartida, algumas cepas virais sdao predominantemente
nefropatogénicas, apresentando predilecdo exacerbada para os rins e aparelhos
reprodutor e digestério. Cepas, como a T ou N1/N62, afetam o trato urogenital de
frangos causando doenga renal. Adicionalmente, urolitiase, miopatia peitoral e
epididimite foram descritas em reprodutores pesadas e em galinhas de postura
imunizadas com vacina tipo Massachusetts. As vacinas com essa cepa possuem maior
tropismo por células da traqueia, pulmao, intestino e rim do que as com a cepa H120,
que tem maior afinidade por células do intestino e traqueia, porém nao protegem as
células renais e pulmonares (PEREIRA et al., 2006; WICKRAMASINGHE et al., 2011).

As infecgdes pelo IBV podem ser diagnosticadas pela detecg¢ao ou elevagao no
titulo de anticorpos anti-antigenos especificos aos virus. Geralmente e com a finalidade
de se correlacionar um problema clinico sugestivo da infec¢do com o IBV, é necessario
que amostras de soros sejam ensaiadas pareadamente, sendo que a primeira amostra
deve ser colhida na fase inicial da doencga e a segunda amostra, posteriormente, entre a
segunda e a quarta semana poés-sintomas. Um aumento de quatro vezes no titulo de
anticorpos é indicativo de soroconversao e da presenca de infecgéo pelo IBV (DE WIT,
2000).

O diagndstico laboratorial da BIG depende de técnicas diretas envolvendo o
isolamento e identificagdo gendmica ou fenotipica do virus. A técnica convencional para
diagnosticar o IBV consiste no Isolamento Viral em ovos embrionados livres de

patdgenos especificos (SPF, do inglés Specific Pathogen Free) ou em culturas
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celulares, seguido da identificagdo pelo teste de Soroneutralizagdo (DI FABIO et al.,
2000). Geralmente, trés ou mais passagens virais em ovos embrionados de galinha sdo
necessarias para o isolamento primario do IBV, o que torna esses procedimentos
dispendiosos e demorados. A realizagao de varias passagens permite um aumento na
concentracdo viral antes da realizagdo de métodos para detecgdo do agente,
favorecendo o processo. Assim, a série de passagens confere uma adaptacdo a
algumas amostras de IBV, que tornam a replicagao viral e o efeito citopatico mais
efetivos (DE WIT et al., 2000). O isolamento do IBV em cultura de células traqueais de
aves também é bastante sensivel, no entanto, € um método muito laborioso e
demorado. Portanto, os métodos convencionais para o diagnéstico do IBV, baseados
no isolamento viral em ovos embrionados ou em cultura de 6rgéo traqueal, seguidos da
técnica de Virusneutralizagdo, geralmente, sdo procedimentos onerosos e muito
demorados (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

Outros métodos diagnaosticos diretos incluem microscopia eletrénica, feita apos a
concentracado do virus por ultracentrifugacao, testes com anticorpos fluorescentes em
membrana corion-alantoide de ovos embrionados infectados, Imunodifusdo em Gel de
Agar e Imunofluorescéncia (DE WIT et al., 2000; DI FABIO et al, 2000). A
Imunoflurescéncia pode ser empregada na detec¢cdo de IBV em ovos embrionados,
cultura de células e anéis traqueais, utilizando soro com anticorpos policlonais ou
anticorpos monoclonais. Alternativamente, o IBV ainda pode ser detectado de forma
direta por Imunohistoquimica em tecidos de aves infectadas ou pela técnica de
Hibridizacdo In Situ, auxiliada por sondas de oligonucleotideos, que podem detectar
diretamente o IBV em tecido de aves infectadas (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

A detecgao de anticorpos especificos para o IBV, ou seja, produzidos pelos
organismos hospedeiros infectados, € feita por métodos soroldgicos ou indiretos. O
diagnostico sorolégico de infecgdes por IBV € uma alternativa mais rapida para
monitoramento de lotes comerciais e definicdo de medidas de biossegurancga
(CARDOSO et al., 2001; MUNIZ et al., 2000). Sorologicamente, a infecgdo por IBV é
detectada em aves pela demonstracéo de soroconverséo, utilizando soros pareados ou
pela presenga de Imunoglobulina M especifica (DE WIT et al., 2000). A detecgao dos

anticorpos no soro dos animais infectados € possivel a partir de uma semana apos a
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exposi¢cao ao virus, podendo se prolongar por 20 a 90 dias. Sendo assim, a ocorréncia
de resultados negativos pode ser atribuida ao fato de aves n&o apresentarem
anticorpos circulantes no momento da colheita ou nao ter tempo habil para o inicio da
resposta humoral (DI FABIO; ROSSINI, 2000; DI FABIO et al., 2000).

Os exames sorolégicos mais utilizados para a BIG sdo o ELISA indireto,
Virusneutralizagdo e Inibicdo de Hemaglutinagdo. Esses ensaios podem ser usados
para monitorar a grande variabilidade que ocorre entre as estirpes do IBV,
possibilitando a classificagdo das mesmas em diferentes sorotipos (DE WIT et al.,
2000). Indesejavelmente, podem ser observados o desenvolvimento de reacdes
inespecificas, baixa sensibilidade e subjetividade na analise dos resultados, além da
impossibilidade de discriminagdo das diferentes cepas do IBV nas reagdes
imunoenzimaticas. No caso de aves imunizadas, a realizagdo dessas técnicas apoés a
imunizagao permite a avaliagdo de programas de vacinagdo e, concomitantemente, a
elaboracgéo de estratégias de controle da doenca (MUNIZ et al., 2000; CARDOSO et al.,
2001).

Com o advento das técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) observou-se uma melhoria
significativa da sensibilidade e especificidade do diagndstico etiolégico da BIG. A PCR
auxilia estudos de caracterizagcdo e epidemiologia molecular, utilizando primers para
amplificagdo de genes que codificam, por exemplo, a proteina S. Porém, o uso de
primers voltados para regides conservadas agiliza o processo de detecgdo do agente,
quando o mesmo esta em pequena quantidade na amostra. A técnica de reacdo em
cadeia de polimerase apds a extracdo do RNA viral e transcriptase reversa tem sido
empregada na identificacdo de gendtipos de IBV, como um meio rapido, sensivel e
especifico (DI FABIO; ROSSINI, 2000; BOUROGAA et al., 2009).

As medidas que tém sido mais adotadas para o controle da BIG fundamentam-se
na combinagdo de abordagens higiénico-sanitarias, juntamente com programas
imunoprofilaticos, de acordo com as particularidades de cada regiao e tipo e idade das
aves (CAVANAGH, 2007). A doenga pode ser prevenida por vacinagao de frangos com

virus vivos atenuados administrados localmente por via intranasal ou intraocular, mas
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nao sistemicamente. O uso de IBV inativado juntamente com adjuvante proporciona
maior protegéo contra a doenga (WANG et al., 2006).

No Brasil, apesar de existirem vacinas, grandes obstaculos persistem para se
estabelecer uma condi¢cdo de controle mais efetivo da infecgao pelo IBV nos plantéis
avicolas comerciais brasileiros, o que parece ser agravado pela utilizagdo de apenas
um sorotipo viral, Massachusetts, nas vacinas vivas atenuadas (DI FABIO; ROSSINI,
2000; MONTASSIER, 2010). Deve-se salientar que as maiores dificuldades, nesse
caso, estdao mais diretamente relacionadas ao aparecimento, entre essas populagoes
de aves, de novos sorotipos ou variantes do IBV, que sdo genetica e antigenicamente
distintos das estirpes selvagens e vacinais. Em decorréncia disso, no mundo todo e,
inclusive no Brasil, tem sido crescente a identificacdo de variantes genéticas e
antigénicas do virus, tornando muito dificil o controle da infec¢ao e, consequentemente,
da enfermidade por esse virus (MONTASSIER, 2010).

3.3 Respostas Imunes do Gallus gallus domesticus ao IBV

3.3.1 O Sistema Imunolégico do Gallus gallus domesticus: Nogbes Gerais

O sistema imunolégico de organismos multicelulares possui como fungéo
fisiolégica o reconhecimento de padrées “proprios” e “nao-proprios”, defendendo os
organismos de ameacas externas ou internas (ABBAS et al., 2008). Além da existéncia
de barreiras externas, este sistema de protecéo é constituido por duas linhas de defesa:
a imunidade inata e a imunidade adaptativa. Estas duas linhas de defesa compreendem
diferentes células, sitios de origem e mecanismos efetores. No entanto, elas se
comunicam entre si por meio de moléculas e receptores, e as duas sao essenciais para
o bom funcionamento do organismo (JANEWAY, 2000).

O sistema imune das aves possui diversas semelhancas aos dos mamiferos,
porém, apresentam caracteristicas unicas. Devido ao curto periodo de criagdo e
importancia econdmica, muitas pesquisas para avaliacdo das caracteristicas

imunoldgicas em aves, utilizam como modelo a espécie Gallus gallus domesticus
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(DAVISON, 2008; BROWNLIE; ALLAN, 2011; TIZARD, 2014), embora patos também
sejam amplamente utilizados (DAVISON, 2008; BROWNLIE; ALLAN, 2011).

O sistema imune das aves é constituido por varios mecanismos de defesa contra
microrganismos, como barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, tais como a pele e a
mucosa; citocinas, peptideos antimicrobianos, o0s componentes do sistema
complemento, células (linfécitos, macréfagos, heterdfilos e células dendriticas), aléem de
tecidos e 6rgaos linfoides (ABBAS et al., 2008; ERF, 2008). Leucdcitos, trombdcitos e
eritrocitos sao produzidos na medula Ossea, onde sofrem o processo de
desenvolvimento e maturagdo e migram para a circulagéo sistémica, para os tecidos e
orgaos linfoides secundarios (MACARI et al., 2002; CAMPBELL, 2004).

A diferenca entre o sistema imune das aves e outras espécies € bem definida e
clara, devido a precocidade de formacao e maturagao das células desse sistema nas
aves, uma vez que as células da resposta adquirida sado provenientes de 6rgaos imunes
primarios, como o timo e a Bursa de Fabricius. A receptividade do timo embrionario, por
volta dos seis dias de incubacao, e da bursa, por volta dos dez, permite a formagao dos
linfocitos, que na vida embrionaria sdo morfologicamente iguais aos das aves pos-
nascimento, mas que ainda tém funcionalidade limitada (CARON, 2008). O influxo de
células-tronco na Bursa de Fabricius ocorre entre 8° e 14° dia do desenvolvimento
embrionario, a proliferagcdo dessas células se inicia ao 12° dia e continua por varias
semanas apos a eclosio, enquanto a emigracao das células maduras comecga a partir
do 18° dia do periodo embrionario (SCOTT, 2004).

Uma diferenga marcante entre os pulmdes das aves e dos mamiferos é a falta de
linfonodos e macrofagos residentes no trato respiratério das aves, o que requer um
influxo de células fagociticas para iniciar a defesa contra agentes infecciosos
(QURESHI et al., 2000; FUNG e LIU, 2014). Além disso, em galinhas, nao é conhecido
quais tipos de células sao responsaveis pela iniciagdo ou ativagao de células T virgens
e se existe uma distingdo funcional entre macrofagos e células dendriticas na
capacidade essa ativagao inicial (GEISSMANN et al., 2010).

A resposta imune das aves pode ser dividida em resposta imune inata, que
representa a primeira linha de defesa de um organismo apds o rompimento das

barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas iniciais; e a resposta imune adaptativa, passiva
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ou ativa (ERF, 2008). Os primeiros sitios de desafio antigénico nas aves sado as
mucosas, especialmente as do trato digestério e respiratorio. Esses sitios possuem
tecidos linfoides especiais associados a mucosas, denominados tecidos linfoides
associados ao intestino (GALT, do inglés Gut Associated Lymphoyd Tissues) e tecidos
linfoides associados aos bronquios (BALT, do inglés Broncchio Associated Lymphoid
Tissues), nos quais sao geradas as respostas imunes humorais e celulares para a
protecao das superficies mucosas (CARON, 2008).

Nas aves, a resposta imune inata envolve a participagao de células fagociticas,
moléculas do sistema complemento e anticorpos naturais, entre outras moléculas, além
de células nao linfoides (ERF, 2008; FUNG; LIU, 2014). Por outro lado, a resposta
imune adaptativa € o resultado da cooperagcdo entre linfocitos T e B, células
apresentadoras de antigenos e anticorpos especificos, e tem duas propriedades
basicas: a especificidade e a memadria imunolégica (QURESHI et al., 2000; ABBAS et
al., 2008). Deficiéncias imunitarias, sejam da imunidade inata (disfungdes de células
fagocitarias e deficiéncia do sistema complemento) ou da imunidade adaptativa
(deficiéncia de produgao de imunoglobulinas ou deficiéncia da fungéo de células T), séo
fortemente associadas com aumento de susceptibilidade a infecgcbes (JANEWAY,
2001).

A especificidade desse sistema é a capacidade da molécula de anticorpo e dos
receptores de membrana dos linfocitos T se ligarem ao antigeno especifico. Enquanto a
memoria imunolégica € um fendmeno relacionado a expansao clonal, ocorrendo a
diferenciacdo de células, efetoras e de memoria, a partir de um linfécito B ou T
especifico para um antigeno. As células de memoria sdo células clones que tém a
mesma especificidade do linfécito B e T do qual sédo originadas. Uma das parcelas das
células clones gerada na resposta imune primaria se diferenciam e atuam na fase de
eliminacdo do antigeno, e a segunda parcela das células clonais fica em estado de
estase, como células de memoria, sendo cruciais para a resposta a um segundo
estimulo antigénico gerado pelo antigeno especifico, sendo o principio basico da
resposta as vacinas (JANEWAY, 2000; ABBAS et al., 2008).

3.3.2 Resposta Imune Inata do Gallus gallus domesticus ao IBV
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A imunidade do hospedeiro contra infecgbes viricas depende da atuagao
integrada da resposta imune inata e da adquirida. Na fase inicial das infec¢des virais,
cuja reponsabilidade é da imunidade inata, o controle é feito pelos macréfagos,
interferons tipo | e pelas células Natural Killers (NK) (GEISSMANN et al., 2010). Os
mecanismos envolvidos na resposta imune inata atuam imediatamente ap6s o contato
do hospedeiro com os antigenos virais, ndo possuem capacidade de discriminagao
entre os virus e ndo necessitam de exposicdo prévia para serem desencadeados.
Apesar de pouco estudado, o sistema imune inato € de grande importédncia para
ativagao do sistema imune adaptativo (PALM; MEDZHITOV, 2009).

A resposta imune inata, também denominada natural ou inespecifica, € mediada
por células e moléculas (FLORES, 2012). Classicamente, essa resposta destaca-se
como a primeira linha de defesa mediante um desafio infeccioso e compreende células
e sistemas de moléculas soluveis. As principais células que fazem parte do sistema
imune inato sdo os leucocitos, apesar de que, muitos outros tipos celulares expressam
moléculas associadas a essa resposta imune. Estas células sao classificadas segundo
a sua morfologia, como, por exemplo, pelo numero de segmentos em que seu nucleo
se divide e se existe a presenca ou ndo de granulos citoplasmaticos (ABBAS et al.,
2008; GEUS; VERVELDE, 2013).

As infecgbes viricas estimulam uma intrincada rede de informagdes quimicas e
celulares que visam maximizar o mecanismo imunoldgico mais efetivo contra a maioria
dos virus. A divisdo entre a resposta imune inata e adquirida ndo € absoluta, e essas
duas formas de resposta estdo interligadas, atuando conjuntamente no combate aos
agentes agressores. Os principais protagonistas da conexao entre essas respostas séao
os macrofagos (FLORES, 2012). Essas células sdo membros do sistema mononuclear
fagocitico, que circulam pelos tecidos periféricos e sdo dotadas de uma grande
capacidade de reconhecer os mais variados tipos de microrganismos. Apos
reconhecimento e captura desses microrganismos, os macrofagos se dirigem aos
orgaos linfoides secundarios, onde estimulam as células linfoides, que sdo os principais

protagonistas da resposta imune especifica (GEUS; VERVELDE, 2013).
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Macréfagos séo fagocitos residentes em tecidos linfoides e n&o linfoides e
acredita-se que eles estejam envolvidos na homeostase dos tecidos, na remogéo de
células apoptéticas e na producdo de fatores de crescimento. Eles possuem uma
grande variedade de receptores para o reconhecimento de patégenos, o que faz dessa
célula um importante fagécito e indutor da producdo de mediadores da inflamagao
(GORDON, 2002). Os macrofagos tém a capacidade de internalizar microrganismos e
outras moléculas que, através de endossomos, um sistema de organelas de membrana
contendo proteases e baixo pH, eliminam estes microrganismos e moléculas
internalizadas. Presentes em todo corpo das aves, os macrofagos desempenham
diferentes e importantes fungbes na imunidade inata, como a fagocitose e a secregao
de citocinas e quimiocinas, que contém a infecgdo e aumentam a regulagdo imune,
respectivamente (TWIGG et al, 2004; TAYLOR et al., 2005).

As células efetoras da imunidade inata das aves sdo macréfagos, heterdfilos,
células dendriticas e células NK, sendo a fagocitose, liberacdo de mediadores
inflamatodrios, ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem como sintese de
proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas, o0s principais mecanismos na
imunidade inata (LOHARUNGSIKUL et al., 2008). Esses mecanismos sao ativados por
estimulos especificos, representados por estruturas moleculares de ocorréncia ubiqua
em microrganismos, mas que nao ocorrem na especie humana. Substéncias como
manose, lipopolissacarideo e acido teicoico sdo comumente encontradas na superficie
de microrganismos e, por isso, constituem padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns), que ativam a
resposta imune inata, por interacdo com diferentes receptores, conhecidos como
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs, do inglés Patterns Recognition
Receptors), dentre os quais esta a familia dos receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés
Toll-Like Receptors) (ABBAS, 2008; LOHARUNGSIKUL et al., 2008).

O fato de que os macrofagos expressam, em sua membrana, receptores como
TLRs, que se ligam especificamente a padrbes moleculares existentes em diversos
agentes infectantes, torna questionavel denominar inespecifica a resposta imune inata
(MACHADO et al.,, 2004). Estudos dos TLRs tém permitido grandes avangos na

compreensao dos mecanismos de defesa do hospedeiro frente a invasao por diferentes
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microrganismos (KJAERUP et al., 2014). Os TLRs se destacam pelo seu papel central
na ligagao a patdgenos e pela iniciagado da resposta inflamatéria. Esses receptores sao
expressos em uma variedade de células do sistema imune, tais como, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, células B, bem como em outros tipos celulares que nao
estdo envolvidos diretamente na defesa do hospedeiro (HALLMAN et al., 2001,
TAKEUCHI; AKIRA, 2009).

Os produtos derivados da ativagdo de macréfagos constituem proteinas
importantes na mediagao do processo inflamatério (GORDON et al., 2003). Os PRRs de
macrofagos, quando ativados pelos PAMPs, geram uma cascata de sinalizagao
intracelular com recrutamento de proteinas cinases que ativam fatores de transcricdo
nuclear. Esses fatores estimulam a expressdo génica de citocinas, proteinas
sinalizadoras que regulam mecanismos imunologicos, e também de enzimas, como a
ciclooxigenase 2 e a Oxido nitrico sintase induzida, envolvidas em processos
infecciosos e inflamatdrios (OOl et al., 2010). Apds a ligagdo dos PAMPs aos PRRs,
ocorre a estimulagdo da produgao de citocinas, proteinas e peptideos com atividade
antimicrobiana, que regulam a resposta da imunidade inata como a opsonizagao pelas
proteinas do sistema complemento e o processo de fagocitose pelos heterdfilos e
macréfagos (KAISER, 2010).

O sistema imune inato nao é tao eficiente quanto o sistema adaptativo, porém as
suas células possuem PRRs que podem ativar uma discreta resposta imunologica
(KUMAR et al., 2009). Os macrofagos reconhecem os virus baseados nos PAMPs, por
PRRs, incluindo os TLRs, CD14, receptores de lectina de tipo C e receptores do tipo
acido retindico (GEUS; VERVELDE, 2013). Os macréfagos possuem PRRs, nos quais
se ligam PAMPs, como a manose, que ativa uma série de cascatas de sinalizagao
(AKTAN, 2004). A ativagdo desses receptores pode levar ao aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias, de enzimas que irdo induzir a producao de espécies reativas
de oxigénio, 6xido nitrico ou mesmo que sintetizam eicosanoides, como a enzima COX-
2 (CUZZOCREA et al., 2000).

Outros mediadores importantes da imunidade inata em infecgbes virais sdo os
Interferons do tipo | (IFN-I), que sdo produzidos por células infectadas por virus e, ao

interagir com uma célula n&o infectada, tém a capacidade de protegé-la contra a
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infeccdo, além de colaborar com a imunidade adquirida. O IFN-gama também atua
contra as infecgdes virais mediante a ativagdo dos macréfagos com destruicdo dos
virus e também das células NK (células citotoxicas naturais), as quais, pela liberagao de
granzima e perfurina, destroem as células infectadas pelos virus. Ademais, a IL-12
possui participacédo importante na fase inicial, sendo produzida por macréfagos e outras
células apresentadoras de antigenos, estimulando as células NK a exercer
citotoxicidade e a produzir mais IFN-gama, que por sua vez aumenta o potencial
proteolitico dos macrofagos (MACHADO et al., 2004).

Durante uma infecgéo primaria pelo IBV, as respostas imunitarias inatas séo
induzidas pela ligagédo dos virions aos PRRs presentes nas células epiteliais da mucosa
traqueal, especialmente, os receptores TLRs (ABD EL et al., 2009). Estudos recentes
apontam que essa ligacdo € dependente de acido sialico e que receptores homodlogos
ao de seres humanos, como DCSIGN ou L-SIGN, também fazem parte do complexo de
receptores para o IBV em galinhas. Receptores TLR, especialmente, TLR3, TLR6 e
TLR7 podem iniciar a resposta imune inata da traqueia local apds o reconhecimento do
IBV (KIAERUP et al., 2014).

A infecgdo por IBV induz respostas imunitarias amplas em galinhas, mas a
extensao da resposta imunitaria varia dependendo da estirpe IBV, da via de infeccéo e
dos tecidos infectados. Uma vez que o PAMP viral, a manose, se liga ao receptor
lectina do macrofago, os eventos iniciais na resposta imune a infeccao pelo IBV sao
deflagrados, os quais envolvem a opsonizagao de virions livres, pela ativagcdo do
complemento nos locais da mucosa, ou por inibicado da entrada do virus por receptores
dependentes de acido sialico (GUO et al., 2008). Estudos apontam que a ligagao entre
o receptor lectina e a manose ocorre localmente na mucosa traqueal e esta envolvida
na regulagdo da resposta imunitaria adaptativa celular apés uma infecgao por IBV. No
entanto, nao parece influenciar a resposta imune humoral apds uma infecgao pelo virus
(KJAERUP et al., 2014).

Em hospedeiros infectados pelo IBV, as células mononucleares sao infectadas
apods as ceélulas alvo primarias, ou seja, as células epiteliais ciliadas respiratérias. Por
atuarem apds a infecgdo, os macréfagos sdo fundamentais na resposta imune do

hospedeiro ao virus e, portanto, a patogénese viral (KAUFMANN et al., 2001; XING et
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al., 2008). Estudos demonstraram que macrofagos de galinha sdo suscetiveis a
infecgdo por IBV e que as infecgcbes podem modular especificamente as respostas
imunes adaptativas de hospedeiros de espécies aviarias (XING et al., 2008).

As espécies aviarias dispdem de um mecanismo de recrutamento de uma rede
de macrofagos em seu trato respiratorio superior, estrategicamente, localizada para
captar antigenos infecciosos (DE GEUS et al., 2012). Isso sugere que os fagocitos
mononucleares de galinhas podem reagir a infec¢des respiratérias por virus, tdo logo a
sua emigracao para o local de infeccdo (VERVELDE et al., 2013). Macréfagos de aves
da linhagem celular HD11 s&o viralmente transformados. Trata-se de um virus da
mielocitomatose de aves transformado em macréfagos de galinha, que tem sido
caracterizado por expressar fortemente receptores para por¢gao Fc de imunoglobulinas,
capacidade fagocitica e antigenos de superficie celular de macrofagos (BEUG et al.,
1979). Células HD11 tém sido usadas em estudos in vitro de fungdes imunes de
macréfagos de galinha (LILLEHOJ; LI, 2004; HE et al., 2011).

Poucos estudos tém abordado a captagcdo de particulas por células do trato
respiratorio em galinhas (REEMERS et al., 2010). As principais diferengas imunoldgicas
entre mamiferos e aves sdo a auséncia de ganglios linfaticos drenantes, alvéolos e
macrofagos alveolares nos pulmdes aviarios. O trato respiratorio de galinhas contém
menos macréfagos residentes livres do que o de mamiferos. Nas espécies aviarias, no
entanto, uma ampla rede de macrofagos € mobilizada para a mucosa das vias aéreas
superiores, revestimentos de parabronquios e tecidos conjuntivos (MAINA, 2002). Em
geral, devido a falta de macréfagos livres residentes no trato respiratério nas aves,
espera-se que as aves dependam fortemente do afluxo de fagécitos na sua defesa
contra agentes infecciosos (REESE et al., 2006).

O sistema imunoldégico evoluiu, criando mecanismos que agem complementando
a imunidade inata, mas com a capacidade de se adaptar ao tipo de agente infeccioso,
ao longo da vida do hospedeiro. Os mecanismos imunolégicos especificos contra as
infecgdes viricas sdo desencadeados apds a estimulagdo direta ou indireta dos
linfocitos T e B pelos antigenos virais e possuem como caracteristicas principais:

especificidade, diversidade e memodria imunoldgica, ou seja, a capacidade de produzir
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uma resposta qualitativa e quantitativamente diferente em exposi¢cées subsequentes a
um determinado antigeno (FLORES, 2012).

3.3.3 Resposta Imune Adaptativa do Gallus gallus domesticus ao IBV

A Imunidade adaptativa €, também, conhecida como especifica ou adquirida. Os
mecanismos envolvidos na resposta imune adaptativa desenvolvem-se
sequencialmente aos inatos, porém, de forma mais lenta e sincronizada, resultando na
inducdo de células e moléculas efetoras, que irdo combater o agente, e células de
memoria, que possuem vida longa e que serdo mais rapida e efetivamente
reestimuladas em exposi¢des subsequentes ao mesmo agente (FLORES, 2012).

A imunidade adquirida resulta da ativagdo de mecanismos efetores entre
antigenos e anticorpos, incluindo células B e células T, que resulta em uma maior
ativagdo de macréfagos e producdo de células B e T de memdéria (ABBAS, 2008). Nas
aves, a diferenciagdo dos linfocitos B ocorre na Bursa de Fabricius. Os linfocitos B
podem reconhecer antigenos por meio das imunoglobulinas de membrana, semelhante
ao que ocorre em mamiferos (CHACANA et al., 2004). A imunidade adaptativa humoral
tem como principal molécula efetora o anticorpo. A resposta imune adaptativa inicia-se
com a apresentagdo de antigenos pelas células apresentadoras de antigenos que
capturam microrganismos e os apresentam aos linfécitos T, que sdo capazes de
reconhecer antigenos, por meio do complexo principal de histocompatibilidade presente
nas membranas das células apresentadoras de antigenos (ABBAS, 2008; KAISER,
2010).

A imunidade adquirida especifica contra os virus ocorre com ativagao de células
T CD8+ que vao produzir citotoxicidade pelo reconhecimento de antigenos virais via
complexo principal de histocompatibilidade de classe | nas células alvo, e consequente
liberacdo de granzima e de perfurinas com lise das células infectadas e também dos
virus. Durante o mecanismo adaptativo, também ocorre ativagdo das células T CD4+,
que vao colaborar com as células B na producdo de anticorpos. Os anticorpos tém
papel relevante no combate as infecgcbes virais. Os virus sdo microrganismos

intracelulares obrigatérios, no entanto, por ocasido da propagacgao da infecgéo, seguida
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da multiplicagédo e lise das células infectadas, ficam livres até a penetragcdo em outra
célula. Nessa fase extracelular os anticorpos podem se ligar aos virus e, por meio do
mecanismo de opsonizagao, impedir que eles propaguem a infecgdo. Em outra via, os
anticorpos podem ser adjuvantes no mecanismo de citotoxicidade celular dependente
de anticorpos, ao se ligarem as células infectadas, permitindo a agdo das células NK
(MACHADO et al., 2004).

A imunidade adaptativa humoral tem como principal molécula efetora o anticorpo.
Na resposta imune humoral, os anticorpos s&o secretados por plasmaocitos derivados de
linfécitos B, apds o contato com os antigenos. Além disso, a produgéo de anticorpos &
dependente da natureza dos antigenos (CARDOSO; TESSARI, 2015). Como resposta
ao reconhecimento do antigeno, estimula-se a proliferacdo e a ativacdo de
subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+, e dependendo do microambiente em que
estdo, os linfécitos T irdo se diferenciar em subpopulagdes denominadas T helper 1
(Th1) e 2 (Th2). Linfécitos Th1 estimulam as células T CD8+, células NK e macroéfagos,
enquanto que os linfocitos Th2 estimulam os heterdfilos e linfocitos B a atuarem sobre
os patogenos (ABBAS, 2008; KAISER, 2010).

Assim, existe uma interrelagédo entre a imunidade inata e a imunidade especifica.
Os macrofagos liberam citocinas que ativam os linfécitos T em resposta a um estimulo
inflamatdrio e, do mesmo modo, os linfocitos T sdo capazes de liberar citocinas que
ativam os macréfagos (MORGULIS, 2002). A estimulacdo dos linfécitos B pelos
linfocitos Th2, somado a um microambiente especifico, composto por citocinas diversas,
promovem a diferenciagcdo dos plasmocitos e a produgdo de imunoglobulinas
especificas. As citocinas que estimulam a resposta imune humoral sao IL-4, IL-5, IL-10
e o fator de crescimento transformador do tipo B (TGF, do inglés Transforming Growth
Factor) (SCOTT, 2004). Nas aves, a interleucina 6 (IL-6) € responsavel pela
diferenciacao das células B em plasmacitos secretores de anticorpos. As citocinas IL-5
e IL-15 foram identificadas em aves e também atuam na resposta humoral na
diferenciacao das células B nos GALTs (RATCLIFFE, 2002).

As imunoglobulinas (lg) se constituem em elementos essenciais para a protegao
especifica contra patdgenos. As imunoglobulinas das aves sao glicoproteinas

sintetizadas por células B e plasmdécitos, e sdo divididas em trés isotipos ou classes:
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IgM, IgA e IgY (CHACANA et al., 2004; ERF, 2008). As imunoglobulinas produzidas em
resposta a exposi¢cado ao IBV sao a IgM, IgA e IgY. A IgA, presente cinco dias apos
contato com o virus, esta associada a protegao local dos tecidos, principalmente na
mucosa ocular, intestino e trato respiratorio das aves. A IgM aparece apds quatro a
cinco dias depois da exposigdo ao virus e desaparece entre 10 a 12 dias. A IgG
também é detectada apos cinco dias de infecgao, atingindo o pico entre 21 e 25 dias,
com conseguinte redugao gradativa de titulagdo (CARON, 2010).

O isotipo IgA é o principal anticorpo presente nas mucosas, sendo produzido
pelos plasmdcitos presentes nas placas de Peyer e nos tecidos linfoides associados a
mucosa (MALTSs, do inglés Mucosal Lymphoid Tissues) presentes nas tonsilas cecais. A
IgM ocorre na fase aguda, ou seja, € a primeira imunoglobulina a aparecer apdés um
estimulo antigénico, sendo produzidas durante a resposta imune primaria e secretadas
em forma de pentdmero e expressas também na forma de receptores de membrana
plasmatica dos linfocitos B (KUMAR et al., 2009). As IgY s&o imunoglobulinas
sistémicas, produzidas apds a resposta imune secundaria, com fungédo de opsonizagao
e sao caracterizadas como imunoglobulinas de fase crénica, que aparecem
posteriormente. As IgY s&o mais especificas e equivalem a 75% do total das
imunoglobulinas presentes no soro sanguineo (TIZARD, 2010). Estéo
predominantemente presentes no soro e sao responsaveis pela defesa contra infeccoes
sistémicas e pelas reacdes anafilaticas em aves (MACARI et al., 2002). Isotipos IgY,
cuja nomenclatura refere-se a gema do ovo (Y, do inglés yolk), sdo funcionalmente
similares as IgGs (sé que presente no ovo) e IgE dos mamiferos, com baixa massa
molecular. Estudos mostraram diferencas na massa molecular das cadeias pesadas da
IgY, que apresenta massa molecular de aproximadamente 67.500 daltons, enquanto a
IgG dos mamiferos tem cerca de 50.000 daltons (VIERTLBOECK; GOBEL, 2008;
KUMAR et al.,, 2009). A protecdo imune passiva, via anticorpos maternos,
especialmente por IgY, transmitida pela matriz aos pintos através do ovo, garante a
resposta aos desafios externo nos estagios iniciais de vida (CARON, 2010).

A maior especificidade dos anticorpos IgY depende da interacao dos linfécitos B
com linfécitos Th CD4+, que atuam no sentido de promover a maturacdo da afinidade

desses anticorpos. A interacao entre linfécitos B e Th CD4+ é também verificada na
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producdo de anticorpos com maior especificidade do isotipo IgA. As interagcbes entre
linfécitos B e T promovem alteragbes gendmicas no linfocito B, que permitem o
surgimento da IgY ou da IgA, e também a formagao de células B de memoaria para a
producado de anticorpos mais especificos dos isotipos IgY e IgA, como resultado da
vacinagéao, por exemplo; permitindo a geragéo de respostas com maiores intensidade e
afinidade de anticorpos pelo mesmo antigeno em uma proxima exposicdo (CARON,
2008).

Vacinas vivas atenuadas sdo fundamentais para que os tecidos linfoides
associados as mucosas sejam mais efetivamente estimulados. Além disso, ha de se
considerar a maior seguranga do uso das vacinas inativadas, que conferem uma
vantagem relevante, em detrimento a sua pobre resposta mediada por células T CD8+,
ja que em algumas circunstancias pode ser mais importante garantir uma maior
transferéncia de anticorpos maternos a progénie do que estimular as respostas
mediadas por células T CD8+, ja que as vacinas inativadas tendem a gerar maiores
titulos de anticorpos do que as vacinas vivas atenuadas. Nesse sentido, € importante
destacar que, em média, uma ave produz 100 miligramas de IgA por quilo de peso ao
dia, comparada a produg¢ao de 30mg de IgY por quilo de peso ao dia, o que aponta para
a importancia da vacinagcédo via mucosa para patégenos cuja porta de entrada € por
meio desse tipo de epitélio. Nas aves, a pratica de imunizagdo com vacinas na mucosa
respiratoria local € muito comum devido a praticidade, com maior facilidade na
administracdo do que por vias parenterais, que requerem a injecdo individual das
vacinas (CARON, 2008, CARON, 2010).

A imunidade humoral do hospedeiro na traqueia apds a imunizacao intranasal de
frangos utilizando estirpe Massachusetts de IBV atenuado ou nado atenuado tem sido
objeto de estudo. Estes mostraram um aumento na expressdao de RNAm de TLR2,
TLRS3, TLR6, TLR7, IL-13 e genes envolvidos na sinalizagdo de interferons, entre varios
outros, apds a imunizacdo com IBV. Nao se sabe, porém, se as respostas do
hospedeiro sdo provocadas contra qualquer estirpe de IBV no pulmao, embora seja,
também, um 6rgao alvo do IBV (GUO et al., 2008). A natureza e a extensao da resposta
inata do hospedeiro provocada contra estirpes virulentas de IBV na traqueia e no

pulmao também ndo sdo conhecidas. Foi demonstrado que, apds imunizacdo com a
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estirpe de Mass do IBV, o numero de macréfagos no liquido de lavagem broncoalveolar
€ aumentado. Contudo, ndo se sabe se estes macrofagos s&o mobilizados a partir da
traqueia, do pulm&o ou de ambos os tecidos em resposta a infecgao por IBV (WANG et
al., 2006).

Ainda no tocante a resposta imunolégica das aves frente ao IBV, torna-se
evidente que qualquer estratégia vacinal que induza protegao contra diversas estirpes
sorologicamente distintas de IBV seria bem-vinda. As respostas imunes humorais,
avaliadas usualmente pela mensuragdo de anticorpos especificos contra epitopos do
IBV ja estdo bem conhecidas (GUO et al., 2008). A resposta imune humoral de aves
frente a vacinacao contra o IBV, comumente, € avaliada pela mensuracéo dos niveis de
anticorpos no soro sanguineo, mediante as técnicas de ELISA, Virusneutralizagao ou
Inibicdo da Hemaglutinagdo, cujas magnitudes, em geral, apresentam pouca correlagao
com o estado de protegao a infeccdo pelo IBV, devido aos inUmeros sorotipos virais
existentes. No entanto, de acordo com Cavanagh (2007), ha uma caréncia de estudos
referentes a mensuragao de anticorpos contra o IBV nas superficies mucosas, incluindo
secreg¢des lacrimais e traqueobrdonquicas, e os dados obtidos ndao permitem um
consenso sobre a relevancia ou nado desses anticorpos locais nos mecanismos de
protecao contra o IBV.

Em relacdo a prevencédo contra a infeccdo por IBV, a mesma se baseia
principalmente na imunizagdo das aves com vacinas vivas atenuadas, administradas
pela via mucosa, como a intraocular, intranasal ou aerossol. E, nesse sentido, estudos
dos mecanismos efetivos de imunidade protetora contra o IBV indicaram que tanto
anticorpos locais dos isotipos IgA e IgY, como as células T citotoxicas locais CD8+
exercem atividades relevantes ou no bloqueio da atividade infecciosa ou na eliminagao
viral, tendo sido demonstrado que essas Uultimas células atuam de forma mais
importante durante a fase inicial da infec¢ao por esse virus, ao passo que os anticorpos
locais sdo essenciais nos mecanismos de imunidade nas fases subsequentes da
infeccao (CAVANAGH, 2007; KUMAR et al., 2009).

3.4 Morte Celular Programada nas Infecgoes Virais
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A morte celular pode ser programada ou acidental. A morte celular programada
resulta em morfologia litica ou nao litica dependendo das vias de sinalizagdo
(JORGENSEN et al., 2017). A apoptose é uma forma ou tipo caracteristico de morte
celular programada, com importante papel durante o desenvolvimento e a homeostase
celular, bem como em uma variedade de doengas, como as infecgbes virais. Por
caracterizagdo, a apoptose € uma forma de morte celular nao litica, tipica e
imunologicamente silenciosa, ou seja, € um dos principais mecanismos que as ceélulas
eucarioticas usam para combater infecgdes virais. Ao induzir a morte celular, as células
infectadas e os virus contidos dentro das mesmas sdo eliminados (DE WITT, 2000;
JORGENSEN et al., 2017).

A infecgao viral se constitui num estimulo externo indutor da morte de células
portadoras de patdgenos virais, pois € um dos fatores que ativa o mecanismo de
apoptose celular, também conhecido, como um processo fisiolégico de morte celular
programada (POONIA et al., 2009). A eliminagdo das células imunes do hospedeiro
pela morte celular programada pode induzir a conclusdo de que beneficiam patégeno
infectante. No entanto, a morte celular programada é cada vez mais compreendida
como um mecanismo que traz beneficios para o hospedeiro, por exemplo, eliminando o
nicho intracelular de certos patégenos (JORGENSEN et al., 2017).

Apoptose celular € um evento altamente regulado, preciso e tipico de morte
celular programada, que ocorre nos organismos multicelulares para o descarte de
células indesejadas, como as infectadas por virus (SCOTT, 2010). A apoptose acontece
tanto em eventos fisioldgicos como em eventos patologicos. Em condigdes fisioldgicas,
tem papel importante durante todo desenvolvimento embrionario, como a remodelagéo
de orgaos durante a embriogénese, homeostase, regulacdo hormonal, involugéo de
orgaos, reacbes inflamatérias, regeneragcdo e hematopoiese. Infecgdes Vvirais,
eliminacao de células apds dano por agentes genotoxicos (radiagédo, drogas citotoxicas
anticancerosas, toxinas ou radicais livres) e atrofia patolégica de 6rgaos e tumores séo
exemplos de apoptose patolégica (POONIA et al., 2009; SCOTT, 2010).

Aparentemente, as células apoptoticas podem estar muito bem e, de fato, nao
apresentarem nenhum tipo de dano em um processo caracteristico de apoptose. Ao

sofrer apoptose, a célula apresenta inUmeras alteragbes morfoldgicas e bioquimicas
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tipicas. Em geral e de forma padronizada, esse processo envolve apenas uma unica
célula, sem afetar as células adjacentes. Inicialmente, a célula apoptotica perde as
microvilosidades e as proteinas de adesao, com redugao de volume, por encolhimento
do citoplasma, e da motilidade citoplasmatica. A assimetria da membrana plasmatica &
descaracterizada, de modo que a fosfatidilserina, um lipideo normalmente localizado na
face interna da membrana, passa a localizar-se também na face externa. No nucleo,
ocorre hipercondensagao da cromatina, que se colapsa contra o envelope nuclear, o
que culmina com a desintegracédo do nucleo e a formagao de fragmentos envoltos pela
membrana nuclear. Diz-se que o nucleo esta picnético ou em picnose. Finalmente, a
célula se desmembra em corpos apoptéticos, que sao vesiculas contendo os restos de
citoplasma e organelas da célula que entrou em apoptose (POLLARD et al, 2006;
SCOTT, 2010)

Ao longo de todo o processo, a membrana plasmatica ndo é rompida, mas
envolve os corpos apoptéticos, conhecidos também como apoptossomas, de modo que
o conteudo da célula morta ndo extravasa para o meio extracelular e ndo desencadeia
uma resposta inflamatéria. Esses corpos apoptoticos sao rapidamente fagocitados e
eliminados por macrofagos migratorios e, como resultado, a célula desaparece sem
nenhum fendémeno inflamatoério decorrente, pois os corpos apoptéticos apresentam a
fosfatidilserina exposta externamente a membrana, que inibem a ativacdo de
macrofagos residentes que os fagocitam, evitando assim o desencadeamento de uma
resposta inflamatoéria (POLLARD et al, 2006; LIAO et al., 2010; KRZYZOWSKA et al.,
2011).

Os cadaveres celulares ou corpos apoptoticos resultantes da morte celular
programada coordenam uma resposta imune inata apropriada para promover a
resolucao de uma infeccao viral. No entanto, uma vez que a compreensao das defesas
imunes inatas se baseia, principalmente, no trabalho dos agentes patogénicos para
evadirem dessas defesas, muitas vezes é dificil reconhecer como as fungdes de morte
celular sdo programadas em resposta as infecgdes. De fato, muitas descobertas de
funcdes de morte celular baseiam-se em experimentos com agentes patogénicos que
foram geneticamente modificados para remover suas estratégias normais de evasao do
hospedeiro (JORGENSEN et al., 2017).
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As vias de sinalizacdo que desencadeiam o processo apoptético sdo complexas.
A apoptose pode ser desencadeada de duas maneiras: pelas vias intrinseca e
extrinseca. A ativagdo da via extrinseca depende de uma variedade de fatores
externos, como citocinas, toxinas ou ligagao ao receptor de morte na superficie celular.
A via de apoptose intrinseca € desencadeada pelo estresse celular, como proteinas
virais, dano do DNA, ou estresse oxidativo, levando a ativacdo de moléculas na
membrana mitocondrial. O processo apoptético € estritamente regulado e controlado
pelas células e pelo ambiente externo. As enzimas responsaveis pela ativagao das vias
de apoptose sdo denominadas caspases que, no interior das células, normalmente,
estdo inativas, de modo que nenhum componente externo, ou mesmo interno na célula,
vai ativar as caspases desencadeando a apoptose (DE WITT, 2000).

Ap6s a ativagcdo das caspases, ocorre uma série de alteragbes celulares.
Inicialmente, a célula se desprende da matriz extracelular e inicia um processo de
encolhimento, visto que as caspases degradam o citoesqueleto. Dessa forma, com a
perda do esqueleto celular, inicia-se a retracdo celular, ocorrendo perda de volume,
condensagao do citoplasma e a compactaciao de organelas. Em sequéncia, ocorre a
ativagdo de diversas enzimas DNAses, responsaveis por degradar o 4acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés Deoxyribonucleic Acid) nuclear em fragmentos
caracteristicos de 180 pares de bases, denominados de nucleossomos, tipicos do
processo apoptoético. Essa € uma das maneiras de diferenciar a apoptose de outros
tipos de morte celular como, por exemplo, a necrose (PAROLIN; REASON, 2001).

Outra caracteristica celular interna é a condensagdo da cromatina.
Posteriormente, a cromatina se organiza, perifericamente, na membrana celular e o
nucleo comeca a se fragmentar em corpos apoptéticos, que sao rapidamente
reconhecidos e fagocitados por macrofagos. Para entender esse reconhecimento, faz-
se necessario entender a organizagdo da membrana em bicamada lipidica. As células
normais ou saudaveis tém em sua membrana um tipo especial de fosfolipidio, a
fosfatidilserina, que fica organizada no folheto interno da membrana lipidica. Quando a
célula entra em apoptose, a fosfatidilserina sofre translocacao para o folheto externo da
membrana celular e fica exposta ao meio externo, entdo, os macréfagos a reconhecem

como um sinal para fagocitar os corpos apoptéticos, sendo esse, o principal mecanismo
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de reconhecimento dos nucleossomos pelos macrofagos (LIAO et al.,, 2010;
KRZYZOWSKA et al., 2011).

Assim, na morte celular por apoptose, nao ha extravasamento do conteudo
celular para o meio extracelular e, por isso, ndo ha processo inflamatdrio,
diferentemente, do que ocorre em outros tipos de morte celular. A ativacdo de caspases
€ o0 evento fundamental para que ocorra a apoptose. No meio intracelular, ha um
equilibrio fino entre proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptéticas, onde a perda desse
equilibrio determina o destino da célula, ou seja, se vai entrar em apoptose ou nao.
Duas vias distintas convergem para ativagdo de caspases, como a via mitocondrial (via
intrinseca) e a via do receptor de morte (via extrinseca) (KAPLOWITZ, 2000; ROBBINS;
COTRAN, 2006), conforme ilustra a Figura 5.

Figura 5 — Inducdo da apoptose pelas vias do Receptor de Morte e Mitocondrial.
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FNT = fator de necrose tumoral; faa-1 = fator ativador da apoptose 1. Fonte: Kaplowitz (2000).
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A via mitocondrial, mais especificamente, € a responsavel pela maior parte das
apoptoses. Os mecanismos capazes de ativar essa via envolvem a privagao de sinais
de sobrevivéncia, lesbes no genoma nuclear e numeros inaceitaveis de proteinas mal
dobradas no interior da célula. Dentro das mitocondrias, ha enzimas pré-apoptéticas,
que sao responsaveis por inibir as proteinas inibidoras de apoptose, presentes no
citoplasma, e a citocromo C, responsavel por ativar a caspase 9. Desse modo, o que
determina se a célula vai entrar em apoptose ou néo € a permeabilidade da membrana
da mitocdndria, ja que, uma vez alterada, as proteinas extravasam para o citoplasma e
a célula entra em apoptose (POONIA et al., 2009; LIAO et al., 2010; XU, 2012).

A regulacdo da permeabilidade da mitocdndria € determinada por cerca de vinte
tipos de proteinas da familia BCL2, que sao pro-apoptéticas, como por exemplo, a BAX
e a BAK. Em situagdes de injurias, essas proteinas alteram a permeabilidade da
membrana, abrindo canais na membrana mitocondrial. Ocorre, entdo, o extravasamento
de enzimas como a citocromo C e outras enzimas pré-apoptoéticas para o citoplasma
que culmina na ativagao da caspase 9, que ativa as caspases efetoras, fazendo que a
célula entre em apoptose (KRZYZOWSKA et al., 2006; KRZYZOWSKA et al., 2011).

Na via do receptor de morte, muitas células exibem, na sua superficie, moléculas
receptoras chamadas de receptores de morte, que sao da familia do Fator de Necrose
Tumoral (FNT) (CHANG et al., 2007). Existem dois tipos de receptores de morte, o
receptor tipo 1 de FNT (FNT-R1) e a molécula CD95, também conhecida como FAS.
Quando esses receptores de morte se ligam aos seus ligantes, como por exemplo, o
FAS ao FAS-ligante, eles desencadeiam uma cascata de ativacdo intracelular de morte
celular programada. Os receptores de morte possuem um dominio intracelular que se
acopla a uma proteina adaptadora FAAD, que por sua vez se acopla a pré-caspase 8,
provocando a sua ativagdo em caspase 8, que causa a ativagao de caspases efetoras,
que desencadeiam o mecanismo de apoptose (KRZYZOWSKA et al., 2006;
KRZYZOWSKA et al.,, 2011). Em sintese, a via mitocondrial ativa a caspase 9,
enquanto a via do receptor de morte ativa a caspase 8 e 10. Essas s&o caspases
desencadeadoras, que ativam as caspases efetoras 3, 6 e 7, que participam o processo

de apoptose em ambas as vias (CHANG et al., 2007).
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Outra via de morte celular que atua na defesa imune inata contra infecgdes
virais € a necroptose. Trata-se de uma forma de morte programada de células liticas,
que pode ser desencadeada por uma variedade de caminhos intrincados, onde, a via
mais simples, talvez seja pela proteina 1 (ZBP1), que se liga ao Z-DNA. A ZBP1 se liga
tanto a Z-DNA quanto ao Z-RNA por dominios de ligagdo de dois DNA de Z, dessa
forma, podendo responder a um virus de DNA ou um virus de RNA. Uma vez ativados,
os dominios de ligacdo homotipica da proteina RIP, que interage com o receptor
(RHIM), se liga a RHIM da RIP quinase 3 (RIPK3). Esta interacao estimula a atividade
de quinase RIPK3, ou seja, a sua autofosforilacdo e oligomerizagéo, e dessa forma, a
RIPK3 fosforila a quinase efetora de necroptose. Apdés a fosforilagdo da RIPKS3, a
pseudoquinase MLKL sofre uma interrupgdo conformacional e interage com o folheto
interno da membrana plasmatica, onde se oligomeriza para formar os poros
necroptoticos. Etapas adicionais também podem regular a MLKL. Apds a formagao dos
poros, a pressao osmotica do influxo de ions e agua resulta em ruptura da membrana
plasmatica (KRZYZOWSKA et al., 2011; JORGENSEN et al., 2017).

Em suma, as diversas interagdes, que envolvem diferentes caminhos de morte
celular programada, criam redes de sinalizagdo complexas que se interagem
mutuamente na defesa do hospedeiro contra os patdogenos. As multiplas vias de morte
celular programada, apoptose e necroptose, se cruzam no tridngulo de caspase 8-
RIPK1-RIPK3 para a defesa imune inata. Parece provavel que a intrincada fiagao
cruzada dessas vias desempenhe um papel importante na prevencao de patdgenos
virais, inibindo a funcdo de receptores do tipo Toll, como o TLR3, TLR4 e o TNF-R1
(KRZYZOWSKA et al., 2006; JORGENSEN et al., 2017).

3.5 Citometria de Fluxo: Nogoes Basicas

Os ensaios mais classicos utilizados para avaliacdo de apoptose em células
infectadas por virus incluem a deteccdo das mudangas morfoldgicas celulares por
citometria de fluxo (NAKAGE et al., 2005). Esse ensaio € um recurso emergente na
medicina veterinaria que permite uma analise rapida, objetiva e quantitativa de células

em suspensdo. A citometria de fluxo é uma técnica relativamente recente, que serve
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para separar, contar, examinar e classificar particulas microscopicas (FALDYNA et al.,
2001). Como principal vantagem, ela permite estudar varias caracteristicas de uma
célula por varios parametros, por isso, € chamada de multiparamétrica, pois permite a
analise individual de milhares de células em um curto espago de tempo, o que a torna
uma técnica consistente e bastante confiavel para deteccdo de parametros
morfoldgicos, bioquimicos e fisiologicos de células individuais (BROWN et al., 2015).

O desenvolvimento de novas tecnologias, como a citometria de fluxo, permitiu
nao apenas identificar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas de células
individuais como, também, avaliar eventos celulares como, por exemplo, apoptose e
estresse oxidativo mitocondrial (TELFORD, 2015; DU et al., 2015). A necessidade cada
vez maior de se obter informagdes sobre os processos bioldgicos tem conduzido ao
desenvolvimento de equipamentos e técnicas cada vez mais modernas, que sao
empregados em diversas areas de interesse da biologia. Assim, por ser empregada em
estudos de células em fluxo e por possuir amplas aplicagdes, a citometria de fluxo,
também, pode ser denominada como citometria de fluxo multiparamétrica (TEVA et al.,
2009).

A citometria de fluxo € uma técnica quantitativa de analise celular e, atualmente,
€ o modelo tecnolégico mais indicado e aplicado para estudar as varias caracteristicas
de uma célula (BROWN et al., 2015). A técnica comegou a ser desenvolvida em 1934
por Andrew Moldaven, que elaborou um sistema em que células coradas, dentro de um
tubo capilar sob a luz do microscépio 6ptico, passavam por um detector fotoelétrico e se
submetiam a contagem e analise do tamanho celular conforme a incidéncia da luz.
Desde entdo, a citometria de fluxo vem sendo aperfeicoada e inuUmeras versdes
aprimoradas, cuja versao mais moderna, chamada de separador celular ativado por
fluorescéncia (FACS, do inglés Fluorescence Activated Cell Sorter), é resultante do
aprimoramento tecnoldgico, o qual se utiliza da automagdo das analises e faz a
diferenciacado celular pelo emprego prévio de anticorpos fluorescentes (LORENZI,
2003). Comercialmente, os citdbmetros de fluxo foram introduzidos no final dos anos 70
e alguns aparelhos sao capazes de separar fisicamente as células, de acordo com as
caracteristicas citométricas (O'DONNELL et al., 2013; BROWN et al., 2015).
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A citometria de fluxo mensura parametros em células em suspensao, que fluem
através de um sistema de analise. A técnica de citometria de fluxo € realizada por um
aparelho composto por trés principais sistemas de operagao: o sistema de corrente
liquida, responsavel por transportar as células individuais em fluxo laminar até o ponto
de interceptacao pelo laser; o sistema Optico, formado por um feixe de /asers incidente
monocromatico e filtros que direcionam os sinais luminosos para sensores apropriados
de mensuragao; e o sistema eletrdbnico que, proporcionalmente, converte os sinais
luminosos em sinais eletrénicos, designados pulsos de voltagem, que sao armazenados
e, posteriormente, processados pelo computador (BECTON, 2000).

O principio basico de funcionamento da citometria de fluxo utiliza feixe de laser e
um identificador de luz para a contagem individual das células integras que se
encontram em suspensao. As células da amostra em suspensao sdo marcadas com
anticorpos monoclonais especificos ligados a fluorocromos, que permitem a
identificacdo e a quantificagdo de células pelo tamanho, granulosidade e intensidade de
fluorescéncia (ROITT et al., 1999). As medicdes das propriedades fisicas e/ou quimicas
da célula ocorrem por captacdo que emprega um sistema optico e eletrénico, que
aponta o modo como a célula ou particula faz a dispersdo da luz do laser refletido,
irradiando a fluorescéncia. Assim, as propriedades celulares mais analisadas dentro do
sistema de separador celular ativado por fluorescéncia compreendem o complexo
mecanismo interno das microparticulas, o tamanho, granulosidade e a intensidade da
fluorescéncia (TEVA et al., 2009).

As células em suspensdo da amostra sdo marcadas com reagentes
fluorescentes especificos (anticorpos monoclonais) para detecgdo de moléculas de
superficie e, em seguida, sdo introduzidas em uma cdmara de fluxo vibratéria. A
suspensao celular é injetada no centro da camara de fluxo, que se encontra preenchida
por uma solucdo salina, chamada de fluxo de revestimento, que apresenta pressao
inferior a pressao da suspensao celular. Por focalizagcdo hidrodindmica, as células sao
forcadas a passar individualmente, em fluxo laminar, pelo centro da camara de fluxo,
onde s&o interceptadas por um laser, que incide perpendicularmente sobre elas. A
diferenga de pressao entre os dois fluidos faz com o que o fluxo seja laminar. A pressao

da amostra é superior a pressao da solugao tampéao de revestimento e ajustavel, assim,
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€ possivel aumentar ou diminuir o fluxo da amostra ao alterar a pressdo da amostra e
fazer com mais células sejam interceptadas pelo /laser no mesmo periodo, resultando
em informacdes que serdo analisadas (ROITT et al., 1999; BECTON, 2000)

A solucédo tampao, que envolve o fluxo de células, atravessa a camara levando
cerca de 500 a 4000 células ou particulas, que passam em fila simples por segundo por
meio do sensor eletronico. O fluxo € iluminado por laser de argbnio (coloragao azul),
que tem uma energia de luz incidente de 488 nan6metros. Cada célula é avaliada com
relacdo ao tamanho e granulosidade e para intensidade de fluorescéncia para detecg¢ao
de antigenos de superficie diferentes. A vibrag&o do fluxo celular provoca o rompimento
em goticulas que podem ser carregadas eletricamente e, a partir dai, sdo dirigidas por
placas de deflexao eletromagnética para serem coletadas em diferentes populagbes
celulares de acordo com os parametros medidos, sob controle de um computador
(ROITT et al., 1999).

Os parametros medidos podem ser detectados em canais 6pticos ou em canais
de fluorescéncia. Os canais Opticos determinam caracteristicas morfolégicas das
células, como tamanho e complexidade interna, utilizando a dispersao da luz observada
durante a interacgao fisica do laser com a célula. Ao interceptar a célula, o feixe de luz é
desviado em todas as direcbes e a luz desviada, frontal e lateralmente, fornece
informagdes morfolégicas importantes sobre a célula, e a luz difratada, € entéo,
coletada por lentes e direcionada para um detector de fotodiodo, que capta a
intensidade da luz e dispersa frontalmente, fornecendo informagdes sobre o tamanho
da célula (RILEY, 2005). A luz refratada e refletida € coletada por lentes localizadas
perpendicularmente a fonte luminosa e transmite o sinal para um tipo de detector muito
sensivel, chamado de tubos fotomultiplicadores (CORTE-REAL et al., 2002) que captam
a intensidade da luz dispersa lateralmente, em um &angulo de 90° fornecendo
informacdes sobre a complexidade e granulosidade interna da célula. E necessario
utilizar um detector muito sensivel para a dispersao lateral, porque essa dispersao
corresponde a cerca de 10% do sinal de luz emitida. A intensidade da luz dispersa
frontal e lateralmente é proporcional ao tamanho e complexidade interna das células, o
que permite a identificacdo de diferentes tipos celulares em uma populacéo
heterogénea (PERES; CURI, 2005).
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Além dos parametros morfolégicos, o laser também € capaz de excitar
fluorocromos ou compostos celulares com fluorescéncia intrinseca. Os fluorocromos,
uma vez excitados pelo laser, absorvem energia e reemitem-na como fluorescéncia
pela emissdao de fétons com maior comprimento de onda e menor energia (GREEN;
WACHSMANN-HOGIU, 2015). Essa fluorescéncia, assim como a dispersao lateral da
luz, & detectada por tubos fotomultiplicadores, sendo que a intensidade da fluorescéncia
€ proporcional a quantidade de marcadores presentes na célula. Entdo, a fluorescéncia
€ direcionada para os tubos fotomultiplicadores por filtros 6pticos altamente especificos,
que captam e convertem os sinais luminosos em pulsos elétricos, que serao
amplificados, digitalizados, armazenados em computador e, posteriormente, serdo
analisados por programas especificos (MURMANN, 2007; TEVA et al., 2009).

O sistema o6ptico desempenha as principais fungdes, excitagdo e detecgdo. Os
componentes de excitacdo sao /lasers, prismas e lentes, enquanto que os componentes
de deteccao sao lentes, cabos de fibra dptica, espelhos, filtros e detectores. Quando o
laser intercepta a célula, a luz dispersa e emitida € coletada por lentes apropriadas que
conduzem, por meio de cabos de fibra oOptica, a fluorescéncia emitida até filtros e
detectores especificos. Os sinais luminosos gerados pelo /laser azul sao captados por
octégono de detectores em série, enquanto que os sinais gerados pelo laser vermelho
sdo captados por um trigono. Filtros estdo localizados em frente a cada um dos
detectores para refletir e transmitir comprimentos de onda especificos (PERES; CURI,
2005). Dessa forma, a citometria de fluxo € uma poderosa e bem estabelecida
ferramenta pela utilizacdo de laser 6ptico, que possibilita realizar a separacéo, a
contagem, o exame e a classificagdo individual de células, ou seja, a medida
simultanea de multiplas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de células ou
particulas suspensas em meio liquido, orientadas em um fluxo laminar e interceptadas
uma a uma por um feixe de luz incidente (RILEY, 2005; TEVA et al., 2009).

Apesar do alto custo e da necessidade de técnicos especializados para
realizacdo da avaliagao citofluorométrica, no Brasil, essa técnica tem sido aplicada em
diversos projetos cientificos relacionados a medicina veterinaria. A citometria de fluxo
tem uma ampla aplicagdo na hematologia veterinaria, incluindo a identificacdo de

células-tronco hematopoiéticas, contagens celulares diferenciais da medula 6ssea,
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quantificacdo de reticulécitos, pesquisa de eritroparasitas, detecgao de anticorpos anti-
eritrocitarios, contagem diferencial de leucdcitos, imunofenotipagem de linfocitos e

contagem de plaquetas reticuladas (NAKAGE et al., 2005).

3.6 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay — ELISA

A quantificagdo de anticorpos € muito importante para monitoramento sorolégico
em granjas e pode ser associada a protegao contra o IBV (RAUW et al., 2009). No que
concerne as ferramentas de imunodiagnostico ou monitoramento de imunidade humoral
disponiveis para a BIG, os ensaios imunoenzimaticos conseguem gerar indicadores
bastante acurados dos niveis de anticorpos produzidos por aves infectadas ou
imunizadas com o IBV, facilitando, dessa forma, a avaliacdo do estado imune em
granjas onde esta sendo criado um numero muito grande de aves. A aplicagéo de
meétodos rapidos para o diagndstico, juntamente com a utilizagdo de técnicas para a
determinacédo do estado imune apds a administragdo de vacinas contra essa doenca
infecciosa, é de grande relevancia para se conseguir um controle mais efetivo de surtos
da infeccao pelo virus (CAVANAGH, 2007).

O ELISA, do inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, € um método
sorologico e de imunodiagnostico, frequentemente, usado para monitorar a resposta
imune adaptativa humoral das aves (RAUW, et al., 2009). A sorologia de aves é uma
ferramenta amplamente utilizada para diagndstico, identificacdo de infecgées agudas no
campo, monitoramento de anticorpos maternais, estabelecimento de curvas de
tendéncias para doencgas aviarias, adequagéao do programa de vacinagado e avaliagéao
do desempenho de vacinas. Em planteis avicolas, o uso da sorologia compde as
medidas de biosseguranca adotadas, pois se destaca como um método de analise
laboratorial fundamentado em auxiliar o sanitarista da granja a visualizar, de maneira
rapida e objetiva, a situagéo sanitaria do lote comercial (HOLT, et al., 2010).

No caso da BIG, a técnica de ELISA é aplicada para deteccdo de anticorpos
contra o IBV em amostras de soro de aves comerciais. Por apresentar grande
sensibilidade e especificidade, é considerada como um dos métodos imunolégicos mais

utilizados para quantificar a concentragcdo de antigenos e anticorpos em planteis
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avicolas. Dessa forma, o ensaio se constitui em um indicador de imunidade humoral,
que permite uma analise da resposta pods-vacinal e de infeccdo em aves adultas
vacinadas, sendo capaz de detectar imunoglobulinas IgM e IgY ainda na primeira
semana apos infeccao ou vacinagao (CAVANAGH; NAQI, 2003).

As medidas de controle da BIG sdo baseadas no teste de ELISA, que fornece um
diagnostico rapido da infecgao pelo virus e determinagédo da resposta imunologica em
plantéis de aves de criagdes industriais (GIBERTONI; MONTASSIER, 2005). Os testes
ELISA apresentam ainda inumeras vantagens sobre outros testes de diagndstico, se
destacando como uma prova rapida, de facil aplicacdo, além de permitir um melhor
custo-beneficio com otimizagcdo do tempo de processamento. Trata-se de um método
eficiente, com alto limiar de deteccao, pois permite detectar quantidades de proteina da
ordem de nanogramas. Possui vantagem comparavel aos ensaios radioimunizantes,
que possuem ainda limitagdes relacionadas ao uso de radioatividade (VIDAL; RAZIA,
2006). Outras vantagens relacionadas ao teste sdo estabilidade e pequeno volume de
reagentes, resultados de natureza quantitativa, baixo nivel de perigo biologico, e ainda,
permite a analise de amostras em larga escala, sendo também usada para estudo
epidemiologico (ALMEIDA; LIMA, 2001).

O ensaio de ELISA pode ser realizado com kits comerciais padronizados e se
baseia em reagdes enzimaticas. Nesse método, uma enzima é covalentemente ligada a
um anticorpo especifico que reconhece um antigeno alvo. A peroxidase € a enzima
mais comumente utilizada, por catalisar a reagcao de desdobramento da agua oxigenada
em agua e oxigénio. Caso ocorra o reconhecimento do antigeno pelo anticorpo, a
enzima ira reagir com um substrato incolor que produzira coloragdo. Desse modo, se 0
antigeno estiver presente, o complexo anticorpo-enzima ira ligar-se a ele e a enzima
catalisara a reagdo. Assim, a presenca de coloracédo indica a presenga de antigeno
(ALMEIDA; LIMA, 2001). A ligacdo do antigeno ao anticorpo ocorre geralmente em
microplacas, onde sao depositados os reagentes. Apds a reagao colorimétrica, a placa
é lida em um leitor de microplacas (MURPHY, 2014).

Entre os diversos tipos de ELISA, destaca-se o ELISA indireto, que € um ensaio
amplamente utilizado para a deteccéo e/ou quantificagado de anticorpos em amostras de

soro, com destaque em estudos soroepidemioldgicos. A especificidade dessa prova &
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garantida principalmente pela qualidade do antigeno adsorvido a placa (MADRUGA et
al., 2001). Nesse método, utilizam-se duas IgGs, uma para reconhecer o antigeno e
outra (anti-lgG) produzida em diferentes espécies de animal que reconhece a primeira
IgG, com a qual se ligara. O antigeno fica aderido aos pogos da microplaca, e em
seguida, € colocado ao soro um anticorpo marcado com uma enzima que reage com 0
substrato, fazendo com que o cromdégeno mude de cor. A presenga de cor nos pogos
indica a presencga do anticorpo, enquanto que nos pogos que nado mudaram de cor, €
indicada a auséncia do anticorpo em questao ou de interesse (MURPHY, 2014).

Enfim, resultados obtidos pela técnica de ELISA indireto podem se constituir em
uma importante ferramenta para aplicagcdo em estudos soroepidemiolégicos e de
eficiéncia vacinal, permitindo identificar areas e respectivas populagbes expostas ao

risco de infeccao por agentes infecciosos, como o IBV (MONTASSIER, 2010).
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Abstract

To establish an association between mitochondrial dysfunction and apoptosis following infectious bronchitis virus (IBV)
infection, HD11 avian macrophage cells were infected with the Massachusetts 41 (M41) strain. Our results show that the
M41 strain of IBV induced cytopathic effects followed by the release of new viral particles. Elevated numbers of apoptotic
cells were observed at 24, 48 and 72 h post-infection (p.i.). Viral infection was associated with mitochondrial membrane
depolarization and reactive oxygen species (ROS) production at all of the examined timepoints p.i. In summary, IBV M41
replication in infected HD11 macrophages seems to induce mitochondrial bioenergy failure, acting as a respiratory chain

uncoupler, without compromising viral replication.

Infectious bronchitis virus (IBV) is taxonomically classified
within the order Nidovirales, subfamily Coronavirinae and
genus Gammacoronavirus and is associated with respiratory
disorders in poultry [2, 5, 8-10, 15]. Macrophages are mem-
bers of the mononuclear phagocyte system and represent
the first line of adaptive immune response by destroying
invading pathogens [6, 13]. An important difference between
mammalian and avian lungs is the lack of lymph nodes and
resident macrophages in the avian respiratory tract, thus
requiring an influx of phagocytic cells to initiate the defense
against infectious agents [12, 21].

Apoptosis is one of the primary mechanisms that ani-
mals use to combat viral infections [11]. By inducing cell
death, infected cells and viruses contained within the are
eliminated [7, 14]. Apoptosis can be triggered in two ways:
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intrinsic and extrinsic pathways [11]. Extrinsic pathway
activation depends on a variety of external factors, such as
cytokines, toxins, or ligands binding to death receptors on
the cell surface. The intrinsic apoptosis pathway is triggered
by cell stress, and is induced by viral proteins, DNA damage,
or oxidative stress, leading to the activation of molecules on
the mitochondrial membrane [16-18, 22, 23].

Mitochondria are implicated directly in several host and
viral responses [20]. These organelles participate in major
early anti-viral immune responses through changes in their
metabolism [19]. Viral infection may interfere with mito-
chondria bioenergetics by affecting cellular respiratory
function. Moreover, viral proteins inserted in mitochondrial
membranes present anti- and/or pro- apoptotic effects, affect-
ing cell survival/death pathways [22, 23, 25].

The aim of this study was to investigate whether IBV M41
strain-infected avian macrophages (HD11 cell line) show
mitochondrial dysfunction at 24, 48 and 72 h post-infection.
For this purpose, apoptosis, reactive oxygen species, and
mitochondrial membrane depolarization were investigated
in these infected cells.

Chemicals were obtained from Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), Invitrogen (Life Technolo-
gies, Carlsbad, CA, USA) and Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA). All culture dishes and flasks were pur-
chased from BD Falcon (BD Falcon, Bedford, MA, USA)
unless otherwise specified. This study used the IBV M41
strain kindly supplied by the Veterinary College of FCAV]J,
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UNESP, Jaboticabal, SP, Brazil. IBV M41 was propagated in
allantoic fluid from chicken-specific, pathogen-free embryos
according to rules established for animal care at the Veteri-
nary College, FMVA, UNESP, Aracatuba, SP, Brazil (pro-
tocol number 2016/3456). Viral suspensions were titrated by
serial 2-fold dilutions and expressed as embryo infectious
dose 50% (EIDs) [6]. The HD11 cells, an avian macrophage
cell line, were purchased from Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), Brazil. The susceptibility of HD11 cells to
IBV M41 infection was verified by morphological changes
(cytopathic effect), cell proliferation assays, virus recovery
after CEK (chicken embryo kidney cell) infection and indi-
rect immunofluorescence assays (IFA) at 24, 48 and 72 h p.i.

For IBV M41 infection, HD11 cells were initially co-
cultured with CEK cells, prepared according to a standard
protocol as described previously [6], and maintained in Dul-
becco’s Modified Eagle Media (DMEM; Sigma-Aldrich)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), antibi-
otics (100 U penicillin and 100 mg streptomycin/ml), and
1.5 mM L-glutamine [11, 14]. IBV M41 strain infection was
performed at a multiplicity of infection (MOI) of 1.0 in cell
culture medium, and cells were incubated at 41 °C, 5% CO,,
and 95% humidity at a density of 1 x 10° cells/cm? for HD11
cells and 2 x 10* cells/cm? for CEK cells. After 6 h, HD11
cells were removed along with the culture supernatant,
placed into 6-well plates, and cultured as unique macrophage
cultures. Triplicate wells were used for virus or mock infec-
tions at 24, 48, and 72 h post-infection (p.i.). Infected and
control HD11 cells were visualized under phase-contrast
using an Olympus IX 70 microscope (Olympus, Tokyo,
Japan) and at least 10 fields were analyzed for each condi-
tion. Photographs were taken at 40 x magnification using
cell Sens software (Olympus). The numbers of HD11 cells
per slide (n = 5) were assessed using an Axiolmager® A.1
light microscope connected to an AxioCam®MRc (Carl
Zeiss®, Oberkochen, Germany). The images were processed
using AxioVision® 4.8 software (Carl Zeiss®).

TCIDs, titrations were applied to infected and control
(mock-infected cells supplemented with culture medium)
HDI11 cells to measure infective viral particle recovery, as
described previously at all p.i. [14]. Cell proliferation analy-
sis was performed using an in vitro Toxicology Assay Kit,
an MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide)-based assay, following the manufacturer’s
instructions. IBV M41 infected cells and control cells were
prepared for virus immunostaining as described previously
[4]. After being fixed with 4% paraformaldehyde, the cells
were hydrated for 15 min followed by incubation overnight
at 4 °C with the primary antibody, a monoclonal anti-IBV
nucleoprotein antibody (no. nAB90926, Abcam, Cambridge,
UK) diluted at 1:50. After three washes, antibody binding
was visualized by incubating cells with protein A conju-
gated to FITC (fluorescein isothiocyanate; Sigma-Aldrich),
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and nuclear staining was performed by incubating cells with
1 mg/ml of DAPI (4'-6-diamino-2-phenylindole; Sigma-
Aldrich®) diluted in Fluormount aqueous medium. Images
were collected using an Axiolmager A.1 light and an ultra-
violet (UV) microscope connected to an AxioCamMRc
camera (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) and at least 10
fields from each slide (corresponding to p.i. periods) were
analyzed. The results for IBV-reactive cells were expressed
as percentage IFA positive cells at each time-point p.i.

To evaluate apoptosis and ROS production, the same
HD11 culture conditions were used. Flow cytometric
analysis of apoptosis/necroptosis and ROS production
was performed using an Attune acoustic focusing cytom-
eter system at 24, 48, and 72 h after IBV M41 infection
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Apoptosis/
necroptosis was measured using a double staining method
with the Vybrant Apoptosis Assay Kit (Molecular Probes,
Life Technologies) and the APO-BrdU TUNEL Assay Kit
(Molecular Probes, Life Technologies) according to the
manufacturer’s instructions. The differentiation of early
apoptotic, secondary necrotic, necroptotic, and viable cells
was made according to their phenotype: BrdU +/PI— cells
were considered early apoptotic, BrdU—/PI+ were consid-
ered necroptotic, BrdU+/PI+ were considered secondary
necrotic, and BrdU—/PI— were considered viable cells. The
results are expressed as A % of each cell phenotype. The
ROS production was measured using a Fluorometric Intra-
cellular ROS kit (MAK142, Sigma-Aldrich) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, 1 x 10° cells/ml, were
centrifuged and the resulting pellet was mixed in 40 ul of
ROS detection reagent solution. In parallel, HD11 cells were
treated with 1.5 uM of staurosporine (Sigma-Aldrich) for 6
h to induce apoptosis as a positive control. After treatment,
IBV was inoculated into cell cultures and monitored at all
indicated times p.i. The ROS positive control used was cells
exposed to 5% CO, for 30 min.

To perform the mitochondrial membrane potential
assay, 2 x 10% infected or mock infected cells were incu-
bated with 10 pg/ml of JC-1 (5,5,6,6"-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetrathylbenzimidazolyl-carbocyamine iodide; Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) for 10 min at 37 °C and ana-
lyzed by acoustic flow cytometry performed in the dark as
described in a previous study [4]. The HD11 cells were also
fixed in 4% of paraformaldehyde and documented to visu-
alize JC-1 probe staining. Cell mitochondria were isolated
by a modified procedure based on a previously described
method [24]. Next, 500 pl each from a HD11 cell suspen-
sion of IBV M41 infected or mock infected cells at each
indicated time p.i. were placed into 1 ml of isolation buffer
containing 0.21 M mannitol, 70 mM sucrose, | mM EGTA,
1 mg/ml BSA, and 5 mM HEPES-KOH, pH 7.4 and homog-
enized gently three times for 15 s at 1-min intervals. The
homogenate was then centrifuged at 3,000 x g for 2 min.
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Fig.1 A) Cytopathic effects in IBV M41 HDI11 infected cells at 24,
48, and 72 h p.i. assessed by phase-contrast microscopy. Uninfected
HD11 cells were used as controls. IBV M41 cytopathic effects were
characterized as lysis and rounding or darkening of cells. Micropho-
tographs are representative of three replicates of each experiment
(bars 40-um). B) Cell proliferation, examined using an MTT assay,
indicates progressive decreases, in comparison to uninfected cells
(control). C) Analysis of IBV M41 antigen detection (green-arrows)
in HD11 cells followed by DAPI counterstaining (blue) by immuno-

cytochemistry at all indicated times p.i. Uninfected HD11 cells (con-
trol; bars 40-um). Microphotographs are representative of three rep-
licates of each experiment. D) IBV M41 titers were calculated to be
higher at 72 h p.i. (*p < 0.005) and are expressed as CEK TCIDs,.
Nascent virus particles were recovered from infected HDI11 cells.
These data were obtained from three different experiments. E) Fre-
quency of detection of IBV antigen by IFA at 24, 48 and 72 h p.i.
The mean value was statistically significant (*p < 0.005) (color figure
online)
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The resulting supernatant was subsequently centrifuged at
12,000 x g for 20 min. The resulting pellet was suspended
in 500 pl of isolation buffer with 0.02% digitonin added and
was centrifuged again at 12,000 x g for 10 min. This pel-
let was then suspended in 1 ml of second buffer containing
0.21 M mannitol, 70 mM sucrose and 5 mM HEPES-KOH,
pH 7.4, and centrifuged at 12,000 x g for 10 min. The final
pellet was suspended in 250 pl of the second buffer and
was used for the respiratory assay. Mitochondria respira-
tion was monitored using a Clark-type oxygen electrode
(Strathkelvin Instruments Ltd, Glasgow, Scotland, UK). A
total of 1 pg of mitochondrial protein was added to 100 pl
of respiration buffer containing 100 mM KCl, 75 mM man-
nitol, 25 mM sucrose, 5 mM Na,HPO,, 0.05 mM EGTA, and
10 mM TRIS-HCI, pH 7.4 at 30 °C. Oxygen consumption
was measured using 5 mM succinate (+ 5 nM rotenone) as
a respiratory substrate in the absence (state-4 respiration)
or presence (state-3 respiration) of 400 nmol ADP. CCCP
(m-chlorophenyldrazone) was used at 1 pM as an uncoupler
and positive control.

Statistical analysis was performed using GraphPad Instat
6.00 for Windows (GraphPad Software, LaJolla, CA, USA).
Three replicates for each experiment were performed, and
the results are reported as the mean + s.d. One-way ANOVA
was used for multiple comparisons. Values of p < 0.05 were
considered to be significant.

The first experiment was conducted to both characterize
the replication of the IBV M41 strain in the HD11 cell line
and the induced cytopathic effects and release of nascent
virus. In this study, a co-culture system of CEK and HD11
cells 6 h after IBV M41 infection was performed to enhance
virus replication. The IBV M41 infection was visualized and
showed cell lysis and fusiform, ‘dark cell’ shapes (Fig. 1A).
Cell proliferation during IBV M41 replication was evaluated
by MTT assay and a progressive loss of cell viability could
be detected (Fig 1B). IBV antigen was detected by immuno-
cytochemistry, as indicated by a representative photomicro-
graph of HD11 cells infected by the IBV M41 strain at 24,
48, and 72 h p.i. (Fig 1C). Thus, a peak viral titer at 72 h p.i.,
obtained in CEK cells, demonstrated infective IBV particles
had been recovered from infected HD11 cells (Fig. 1D). IBV
antigens were detected in between 70 and 80% of infected

HDI1 cells at all time-points p.i. (Fig. 1E). A significant
correlation was detected (r = 0.978) between virus titer and
immunostaining (p < 0.005). Interaction of avian viruses
and macrophages in culture can be visualized by examin-
ing virus-induced cytopathic effects, the presence of viral
antigens, and the recovery of new viral particles [21]. While
differences in the susceptibility of macrophages to viruses
are clearly shown to be dependent upon the source of the
macrophages in question, not all avian viruses are able to
propagate in macrophage cultures [1, 3, 13, 14]. For exam-
ple, the HD11 macrophage cell lineage has been shown to
be resistant to Marek’s disease virus (MDV) and some IBV
strains [21]; however, MDV can replicate in macrophages
obtained directly from avian organs [3] and Beaudette IBV
strain can replicate in HD11 cells [14] whilst IBV M41 can
infect the MQ-NCSU culture, as shown recently [1].

To investigate whether apoptosis was occurring during
IBV-induced macrophage death, the TUNEL assay was
applied at 24, 48, and 72 h p.i. Analysis of IBV-infected
HD11 cells revealed early apoptosis which reached the
same levels, approximately 65% to 70%, at all timepoints
p.i. (Table 1). Similarly, no differences in early apoptosis/
necroptosis rates were observed (Table 1). In summary,
these results show that IBV M41 strain replication directly
affects HD11 viability during an early apoptotic phase. The
mitochondrial (intrinsic) pathway is finely regulated, up-
stream of the organelles themselves, by the concerted action
of many molecules, including a family of Bcl-2 proteins,
which consists of both pro-apoptotic (BH3-only proteins
and multidomain proteins) and anti-apoptotic (Bcl-2-like
proteins) members [21]. Several reports describe apoptotic
in vitro mechanisms related to IBV infection, including both
extrinsic and intrinsic pathways [6, 12, 14, 16—18].

IBV M41 infection leads to mitochondria membrane
depolarization and ROS production in HD11 cells (Fig. 2
and 3). Moreover, JC-1 probe emission and staining was
analyzed (Fig. 2A and B), revealing that the IBV M41 strain
produced mitochondrial membrane depolarization at 48 h
p.i., which increased at 72 h p.i. (Fig. 2A and B). This find-
ing was confirmed by photomicrographic analysis of JC-1
complexes inside HD11-infected cell cytoplasms (Fig. 2B).
Replication of the IBV M41 strain in HD11 cells was able

Table 1 Proportion of BrdU/
PI labeled DH11 cells after 24,

Dead (% + sd)

Secondary necrotic ~ Early apoptotic (% Viable (% =+ sd)

A A (BrdU-/P1+) (% =+ sd) + sd) (BrdU-/PI-)

48 an('i 72 h of IBV M41 strain (BrdU+/PI+) (BrdU+-+/PI-)

infection
24 h 12.7 +£3.8 9+1.0 67.6 £6.0 10.7+£1.3
48 h 10+ 1.5 11.3+29 65.8 £4.7 129 £ 3.6
72 h 16.8 +4.9 9+09 704 +3.9 38+79
Control 56+12 0.5+0.1 50x0.6 889+7.38
Staurosporine 70 £9.7 16 £2.3 10.7 £2.7 33+1.7
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to activate the oxidative stress pathway to varying degrees
(Fig. 3A). Mitochondrial oxygen consumption was moni-
tored during IBV M41 infection and in mock infected cells
(control). The parameters assessed were state-3 respira-
tion (consumption of oxygen in the presence of respiratory
substrate and ADP) and state-4 respiration (consumption

of oxygen after ADP has been exhausted). After IBV M41
infection HD11 cells failed to undergo both state-3 and -4
respiration, when compared to mock infected cells (Fig. 3C).
These results indicate that the IBV M41 strain acts as an
uncoupler in the respiratory chain. One class of uncoupler
is the protonophores, such as CCCP, which are weak acids
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«Fig.3 A) Detection of ROS production in HD11 cells infected with
the IBV M41 strain, and respective controls, by flow cytometry
analysis. These data are illustrated by density dot plot graphs where
the x-axis corresponds to linear amplified ROS fluorescence and the
y-axis indicates logarithmic ROS fluorescence. The fluorescence
emission was acquired using a BL3A filter with auto-fluorescence
being excluded using a global compensation tool (> 10%), in a con-
tinuous line, using an Attune acoustic focusing cytometer. B) Effects
of IBV M41 infection on mitochondrial membrane depolarization at
24, 48, and 72 h p.i. The presented microphotographs are representa-
tive images of three experiments. The arrows indicate the addition of
compounds: C: control (macrophages without infection) or CCCP (1
uM of m-chlorophenyldrazone) acting as an uncoupler. C) Effects of
IBV M41 infection on mitochondrial respiration at 24, 48 and 72 h
p.i., showing a decrease in oxygen consumption

that increase the proton conductance of the inner mitochon-
drial membrane [19, 24]. IBV M41-infected macrophages
demonstrated the capacity to induce ROS production at all
examined times p.i., supporting the hypothesis that viral
replication has a protonophoric activity in this study. Dur-
ing viral infection, macrophage functions may be directly
compromised, affecting the immune system [22, 25]. This
finding is of particular importance in poultry production,
since an immunosuppressive state may lead to severe flock
morbidity and mortality.

Taken together, our results indicate that IBV M41 infec-
tion acts as an uncoupler of oxidative phosphorylation,
transforming the mitochondria from their normal role as
an essential powerhouse in macrophage cells, and leading
infected cells to undergo early apoptosis.
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ABSTRACT

The production of both eggs and meat is indicative of their protein and dietary
importance. To guarantee food safety, several techniques have been used to improve
the production of poultry and to decrease their susceptibility to infectious diseases,
especially viruses. Infectious Bronchitis (IB) is caused by a virus that affects the
respiratory system of poultry and wild birds, causing large economic losses to the poultry
industry around the world. This study aimed to evaluate the seroprevalence of the virus
in flocks from northwestern Sdo Paulo, where no vaccination protocol is applied, by
collecting 1000 serum samples from two regions (R1 considered industry-derived flocks;
and R2 considered no-industry derived flocks). To investigate the presence of antibodies
against the Infectious Bronchitis Virus (IBV), the indirect ELISA® serological test was
used. Samples with at least one sample at OD (optical density) = 0.2 were considered
positive. Positivity for anti-IBV antibodies was observed in 34% of the samples, with the
highest values being in R1 (41.51%) and R2 (52.63%). This study demonstrated the risk
of no-IBV vaccination, since the Infectious Bronchitis Virus directly affects the production

and viability of birds.

Keywords: Poultry. ELISA. Serology. IBV. Vaccination.
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INTRODUCTION

Brazilian meat exports, mainly poultry, have been expanding internationally. According
to the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply, by 2020, poultry is expected to
make up 48.1% of world’s meat exports, placing Brazil in the position of being the
world’s leading exporter of poultry (MAPA, 2017). On poultry farms, the high density of
individuals may decrease environmental quality, decreasing poultry health (Wit et al.,
2011). Consequently, susceptibility to certain diseases, such as diseases affecting the
respiratory system, may increase (Inoue & Castro, 2009; Wit et al., 2011).

Listed on the International Organization of Epizootics (OIE), the Infectious Bronchitis
Virus (IBV) causes Infectious Bronchitis in chickens and has potential detrimental effects
on poultry production (Bagust, 2013). Along with IBV, there are several other diseases
that can also generate economic losses, such as Newcastle’s disease, avian influenza,
infectious laryngotracheitis, and swollen head syndrome. To avoid problems associated
with morbidity, overweight, and decreases in egg production and mortality, IBV and
other vaccines should be routinely administered, following properly prescribed protocols
(Liu et al., 2009).

IBV infection can attack an entire flock, and it is dependent on serotype virulence and
poultry age, as well as either maternal or active immunity (Landman et al., 2006; Yan et
al., 2016). Immunizations for infectious bronchitis are not well understood due to the
variations in virulence and the number of serotypes of IBV (Cavanagh & Gelb, 2008).
The aim of the present study was to measure the risk of unvaccinated flocks through

seropositivity identification in the state of Sdo Paulo, Brazil.
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MATERIAL AND METHODS

Study design and sites description

The study was carried out on broiler chicken slaughterhouse unit in the Northwestern
region of Sdo Paulo, where there is no IBV vaccination protocol. A hundred broiler
chickens that were at the final third of the production chain were selected, and 10 serum
samples were collected from each aviary corresponding to 1000 samples. The birds
were from the following commercial origin: Cobb 500, CobbSlow, Ross Ap 96 and
Hubbard Flex. The birds were randomly housed that had three different pressure
conditions: positive, negative and dark house. The farms were compared by their
seroprevalence characteristics, and the effect of the distances between the flocks was
analyzed. A 15 km distance was established as a boundary; all flocks that were within
this radius were considered part of a single group, and a comparison was made among
the groups with different radius distances. The sites were then divided into two groups
based on the following characteristics: Region 1 (R1 industry-derived flocks), this group
included 47 flocks that historically had fewer viral challenges. Most flocks were dark
house or negative pressure aviaries, though a few had positive pressure, generally
those that had been established for more than 25 years. This R1 was characterized by
flocks with a higher degree of modernity. Region 2 (R2 no industry derived flocks), this
region included 53 flocks were considered less modern, and most had been in operation
for more than 25 years.

Data collection and analysis

Blood samples were collected by venipuncture (1.0 mL / bird) of the brachial vein by

using a 3- mL syringe. The samples were left at room temperature for approximately 24
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hours for serum precipitation, and they were then separated and stored at -20 °C. The
serological analysis was performed by the BIOVET laboratory using the ELISA®
immunoenzymatic technique through the BIOCHEK commercial kit following the
manufacturer's recommendations. The test measured the number of antibodies to IBV in
the serum of the flocks. The microplate bottoms were sensitized with the inactivated viral
antigen for IBV. The samples were diluted and added to the bottom of the microplates to
assess the presence of the anti-IBV antibody. An EIx800 reader with a 405-nm filter
(BIOTEK™) was used to read the titration microplates. Positive serum were those that
had at least one sampled seroreagent with an optical density (OD) =20.2.

Statistical analysis

Data were analyzed in the Statistical Analysis System (SAS, 2016) software by using a

chi-square (X?) with a statistical significance of 10% (p<0.1).

RESULTS

When comparing the seropositivity for IBV antibodies between R1 and R2, in the R1
region, 25.53% of the samples were positive, and in the R2 region, 41.51% of the
samples were seropositive; thus, R2 had more seropositive samples than R1 (p = 0.092;

Table 1).
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Table 1 - Total housing seroprevalence and comparison of seroprevalence of anti-
IBV antibodies regarding two different collection sites, R1 and R2 regions, using

ELISA. The seropositivity was 34% from the total sample of housing.

Seroprevalence housing of anti-IBV antibodies

Total housing Sites
R1* R2*
ELISA N % N % N %
Positive 34 34 12 25.53 22 41.51
Negative 66 66 35 74.47 31 58.49
Total 100 100 47 100 53 100

*p=0.092

The seropositivity was 34% (34/100) from the total sample, having 81% (81/100) of the
samples coming from integrated aviaries and 19% (19/100) from nuclei ones (Figure 1).

When we analyzed the relationship between bird housing and seropositivity, there was a
statistically significant difference (p = 0.05) between the R1 and R2, with 29.63% and
52.63% of samples testing positive in R1 and R2, respectively (Table 2). When we
investigated the seroreagent aviaries and their proximity to other farms, no significant

difference was observed (p = 0.69).
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Table 2 - Comparison of seroprevalence of anti-IBV antibodies regarding the farm

poultry types Integrated or Nuclei. There was difference between the R1 and R2,

with 29.63% and 52.63% of samples testing positive in R1 and R2, respectively.

Farm type
Integrated* Nuclei*

ELISA N % N %
Positive 24 29.63 10 52.63
Negative 57 70.37 9 47.37

Total 81 100 19 100

*p=0.05
DISCUSSION

The presence of a brazilian genotype BR-I genotype has been reported throughout the

territory of Brazil, as well as in other Latin American countries (Chacon et al., 2011;

Balestrin et al., 2014). For this reason, this study investigated the presence of IBV in the

northwestern region of Sdo Paulo (p <0.1). Extensive genetic diversity in IB viruses is

found due to their fast replication and high mutation rates (Jackwood, 2013). Such

considerations are extremely important for the prevention of the associated disease.

Both R1 and R2 exhibited antibodies to the virus, meaning that birds from both regions,

regardless of their phenotypic differences, faced the virus at some point. Pohjola et al.

(2014) studied IBV and showed that both D274 and 4/91 genotypes of the virus were

found in Finland, where no vaccination protocol has been implemented. They suggested
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that these genotypes may have arrived in the country from vaccinated animals
elsewhere, considering that bird migration is an important factor when studying IBV, as
indicated by Pohjola et al. (2014). IBV in R2 could be associated with the different types
of management protocols and vaccinations used in other integrated farms located in the
surrounding areas. Positivity in R1, on the other hand, may have a relationship with
either the presence of backyards or wild birds located in neighboring properties, since
contact between wild birds and poultry producing areas has been associated with the
spread and maintenance of infectious diseases (Wang et al., 2013; Pohjola, 2014).
There was not an association between seroprevalence and the distances between the
regions. This result may be related to regulation 56, introduced by the MAPA, which
states that poultry establishments may not impose adverse conditions that could
interfere with the health and well-being of the poultry and that they maintain a minimum
distance of 3 km apart (MAPA, 2007). Disease can be introduced through human transit,
through animal/genetic material/biological product imports, or via transmission by
migratory birds (MAPA, 2013). This information reinforces that care needs to be taken
with sanitary control on farms, as it is an essential part of the poultry production chain
(Ribeira et al., 2010). Dixon (2015) studied Egypt's agrifood industry and showed that
biosafety was crucial to the control of diseases. We believe that there must be a cause
and effect relationship, indicating that the presence of sanitary measures may have
decreased the exposure to viruses.

The low seropositivity for anti-IBV antibodies, representing 34% of the flocks in total,
suggests the need for studies on the prevention of infectious diseases in poultry
production. Both health and vaccination measures can influence the immunological

protection of poultry lots. Vaccine serotypes that were recently developed may be
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favored by selection, mutation or recombination pressure, which needs to be
considering when developing a vaccine control protocol for emergencies (Bande et al.,
2015).

Negative flocks are potential sources of concern, due to their probable susceptibility to
the virus. Kouakou et al. (2015) studied the Newcastle Disease virus (VDN) and VBI and
found that pathogenic agents were endemic to the country they studied, even though
vaccination protocols were reported. Although commercialization of live-attenuated and
inactivated vaccines for IBV is available, vaccination protocols must be carried out with
caution (De Witt et al., 2011). At the same time, the absence or delay in developing
specific vaccines for an emergency is important to avoiding errors in the protocol
(Jackwood, 2012). Thus, vaccinations and sanitary management are necessary

mechanisms to ensure the quality of animals and their products.

CONCLUSION

IBV antibodies were observed in the Northwestern region of Sdo Paulo, with higher
positivity in the R2 region, which represented traditional poultry production flocks.
Vaccination is an important mechanism in preventing IBV, along with adequate sanitary
management, since the coronavirus is present in this region but there is no compulsory

vaccination.
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Figure 1 — Map of the seroprevalence for the Infectious Bronchitis Virus at both R1
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CONSIDERAGOES FINAIS

As analises de macrofagos aviarios da linhagem HD11, infectados com a cepa
Massachusetts-41 do Virus da Bronquite Infecciosa (IBV) e avaliados por citometria de
fluxo, mostraram que as células infectadas sofrem apoptose precoce que, também, foi
sugerida pela evidéncia dos efeitos morfocitopaticos em cultivo celular. Apesar de
fisiolégica, a apoptose, quando ocorre de forma precoce, pode comprometer a fungéao
dos macréfagos na resposta imune inata, visto que atua como uma primeira linha de
defesa do Gallus gallus domesticus contra o IBV. Dentro do contexto da producéo de
aves comerciais, essa constatagao € de singular importancia, uma vez que um estado
de imunossupressao da ave hospedeira pode levar a morbidade e mortalidade graves
do plantel.

Além da apoptose precoce nas células do sistema fagocitico mononuclear, a
replicagcao viral levou a despolarizagdo de membrana mitocondrial e a produgao de
especies reativas de oxigénio, atuando como um desacoplador da cadeia respiratoria
mitocondrial, que parece induzir uma falha na producéo bioenergética da célula. No
entanto, como observado nos testes de imunomarcacéo e titulagao viral, essa depleg¢ao
da producdo de energia mitocondrial ndo comprometeu a replicagdo viral e isso,
certamente, pode favorecer a disseminacao do IBV dentro de um sistema de producéao
avicola.

Os resultados deste estudo permitem desdobramentos no futuro, semelhantes
aos realizados por Qi et al. (2017). E instigante conhecer o efeito de lipopolissacarideos
de Escherichia coli sobre macréfagos aviarios da linhagem HD11 infectados com a
estirpe Mass-41 do IBV, com foco na comparagao dos processos de apoptose
induzidos pelo IBV e a co-estimulagcédo bacteriana. Estudos adicionais da expressao de
genes pro-inflamatorios e anti-IBV também sao necessarios, e permitirdo investigar a
modulagao da resposta imune inata dos macrofagos ao IBV.

Em relagdo a investigagdo da imunidade adaptativa humoral ao IBV, o teste de
ELISA indireto apontou para o risco da ndo vacinagao contra esse agente viral, ao
detectar anticorpos contra IBV em aves criadas em sistemas de produgdo com algum

grau de modernidade e que nao praticam vacinagdo contra a Bronquite Infecciosa. A
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vacinagao, juntamente com um manejo sanitario adequado, € um mecanismo simples,
eficaz e necessario na prevencado do IBV, uma vez que o virus esta presente em
regides com alta densidade avicola e sem vacinagao compulsoria.

Como perspectivas e desdobramentos da segunda investigacdo, podemos
sugerir estudos que envolvam o isolamento e anadlise da diversidade genética de
estirpes circulantes na regido investigada e analisar macrofagos infectados in vivo.
Ainda, seria interessante e relevante executar um projeto extensionista, com o objetivo
de promover acgdes de sensibilizagdo para a importancia da vacinagédo contra o IBV em
areas de alta densidade avicola, de forma integrada entre o servigo veterinario oficial,

empresas avicolas e criadores de aves de fundo de quintal.
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