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INTRODUCAO

O virus da bronquite infecciosa (IBV) € um coronavirus aviario que causa uma doencga altamente
infecciosa caracterizada por sinais respiratorios, reprodutivos e renais, dependendo do tropismo viral e
resulta em um impacto econdmico significativo para a industria de aves em todo o mundo (1). O IBV
possui altas taxas de recombinacdo e mutacdo, podendo levar a formacéo de virus identificados como
variantes, cujas diferencas podem nao serem reconhecidas pelos anticorpos induzidos pela cepa vacinal
(2). O IBV replica principalmente nas células epiteliais do trato respiratério superior das galinhas,
induzindo alteragBes morfolégicas e imunoldgicas. No entanto, a associagao entre a resposta imune local
induzida pelo IBV e os mecanismos de evaséo imune viral ainda ndo foram completamente elucidados.

O controle da bronquite infecciosa aviaria se faz através da imunizacéo das aves, bem como através de
uma segura avaliagdo das propriedades antigénicas dos virus circulantes (3,4). Mesmo assim, falhas de
prote¢do da vacina no campo podem estar relacionadas com protec¢éo cruzada incompleta entre a estirpe
de vacina e as cepas variantes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por citometria de fluxo,
marcadores relacionados a resposta imune celular, no sangue periférico de aves desafiadas com uma
amostra variante de IBV.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro grupos de 30 pintainhos SPF (Specific Pathogen Free) cada um, da linhagem
White Leghorn. As aves foram alojadas em isoladores de presséo positiva. Os grupos foram classificados
em grupo controle ndo desafiado (CN), grupo desafiado com estirpe respiratoria ndo patogénica (NP),
grupo desafiado com estirpe suspeita de ser nefrogénica (NF) e grupo desafiado com estirpe respiratoria
patogénica (RP), sendo que todos os grupos receberam dose completa (104,3DIE50, tal como
recomendado pelo fabricante) de vacina atenuada estirpe H120 de IBV no primeiro dia de idade, por via
ocular-nasal. Aos 28 dias de idade, os grupos NP, NF e RP foram infectados experimentalmente por via
intra-ocular e intranasal, tais como: NP) amostra vacinal de referéncia — estirpe respiratoria nao
patogénica (genotipicamente semelhante a M41, porém atenuada); NF) amostra de campo — suspeita de
ser nefropatogénica (IBV-Variante 448/1998); e RP) amostra respiratoria patogénica de referéncia para Bl
— M41 um isolado de campo Brasileiro de IBV (estirpe F3735). O grupo CN, controle negativo, foi
simulado infectado com liquido alantéico SPF e mantido sob as mesmas condi¢des dos outros grupos. As
estirpes M41 e a vacinal foram titulados em ovos de galinha embrionados de acordo com procedimentos
padrio (5), e a dose infecciosa de 50% do embrido (EID50) foi de 10**° a 10*°.

As amostras de sangue foram coletadas um dia pés-infec¢do (pi) e processadas no mesmo dia para
analise por citometria. As células mononucleares (CMN) do sangue foram isoladas através do gradiente
de densidade Ficoll-Hypaque (Amershan Biosciences). Em seguida, as amostras foram incubadas com os
seguintes anticorpos: camundongo anti-galinha CD45 (clone LT40, IgG1, conjugado APC); camundongo
anti-galinha CD4 (clone CT-4, 1gG1, conjugado a FITC); camundongo anti-galinha CD8a (clone CT-8,
IgG1, conjugado a R-PE); camundongo anti-galinha MHC classe Il (clone 2G11, IgG1, conjugado a FITC);
camundongo anti-galinha TCRaB/VB1 (clone TCR-2, IgG1, conjugado a RPE); camundongo anti-galinha
CD28 (clone AV7, IgGl, conjugado a FITC); e camundongo anti-galinha Kul-01 (clone KULO1, IgG1,
conjugado a R-PE). A citometria de fluxo foi realizada em um citbmetro de fluxo Accuri® (Becton
Dickinson) e as fluorescéncias dos anticorpos foram detectadas nos canais FL1 (nm 530/30) para FITC,
FL2 (nm 585/42) para PE, e FL3 (nm 661/16) para APC. Foram analisados 50.000 eventos da selecéo
(gate) de linfécitos (com base na disperséo frontal e lateral -FSC e SSC). Os dados foram analisados com
o software Accuri C6 plus (Becton Dickinson). Foi realizada analise e verificagdo de normalidade dos
dados pelo teste de Kolmogorov e Smirnov. Os resultados dos diferentes grupos foram comparados entre
si por ANOVA one-way, seguido de um Post Hoc de Tukey, com nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A populacdo de leucdcitos circulantes ndo apresentou diferengas em nenhum grupo desafiado com
relacdo ao grupo controle no tempo analisado (1 pi). A quantidade de mondcitos fagociticos no grupo
controle (38,7 + 19,1) apresentou maior quantidade de células circulantes que nos grupos desafiados (NP:
23,5 + 9,7, p<0,05; NF: 16,7 + 7,6, p<0,01; e RP: 7,9 + 6,9, p<0,001, Tabela 1). O grupo NP apresentou
uma quantidade de mondcitos fagociticos significantemente maior que o grupo RP (p<0,05). Entretanto, a
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1 pi o grupo desafiado NP apresentou uma tendéncia de maior quantidade de células apresentadoras de
antigenos nao monociticas (APC) comparada ao grupo controle, mas os grupos NF e RP apresentaram
maior quantidade de APC (p<0,001) do que o grupo controle. No tempo pré-determinado observamos
uma quantidade significantemente maior de linfocitos T ndo ativados circulantes nos grupos desafiados
gue no grupo controle. De fato, para T CD4 ndo ativado observamos uma quantidade menor nos grupos
desafiados NP (p<0,05), NF (p<0,001) e RP (p<0,001); ja para T CD8 nao ativado observamos uma
quantidade reduzida nos grupos desafiados NP (p<0,001), NF (p<0,001) e RP (p<0,001) quando
comparados com o grupo controle (CN). No entanto, ndo houve diferenca significante entre os grupos na
quantidade de células TCD4 ativadas e TC8 ativadas circulantes.

A resposta precoce, ja ao 1 pi, chama a atencéo, em todas os desafios, pelo aumento da circulagédo de
linfécitos T CD4 nédo ativados - devido ao pouco tempo de desafio, provavelmente trata-se de linfécitos T
CD4 virgens. O aumento destas células na circulagdo sugere que, muito precocemente, o animal
desafiado apresentou uma maior capacidade de resposta inata mediada por APC e também de elementos
participantes da resposta adaptativa como linfécitos T CD4 (CD4" TCRVB1). Conforme esperado, 0s
grupos desafiados apresentaram menores quantidades circulantes de linfécitos T CD8 néo ativados, bem
como mondcitos. Por se tratar de uma fase aguda do desafio viral a reducdo do nimero absoluto de
linfocitos deva-se principalmente ao fendmeno denominado homing em que ha a saida dos linfécitos
virgens (naive) (caracterizados pelo fenétipo CD8a"CD28") da circulagéio, e a sua entrada nos tecidos
linféides, onde serdo ativados. Também ha reducdo absoluta de linfécitos T citotoxicos efetores
(marcados pelo fenétipo CD8a'CD28’), mas em propor¢io menor.

CONCLUSOES
A complementariedade de respostas, ou seja, diferentes tipos celulares respondendo aos desafios com
estirpes distintas foi observada neste estudo. Indicando que o desafio com distintas estirpes apresentaram
padrBes de resposta imune inata e adaptativa semelhantes em um dia pés-infec¢édo, demonstrando que o
sistema imunoldgico, como um todo, acaba sendo afetado visto que as células de defesa se comunicam e
se influenciam mutuamente.
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Tabela 1. Resultados da avaliagdo imunolégica por citometria de fluxo das aves infectadas pelo IBV. Dados mostrados
como média + SD.

GRUPO CD45"  Kull'MHCII"  KullMHCII® CD4'TCRVB1" CD4'TCRVB1L  CD8a'CD28" CD8a'CD28
CN 80,3+6,4 38,7+19,1 58,5+19,7 38,3+19,5 24,7+14,5 63,9+18,7 11,445,9
NP 73,9+13,0  23,5%9,7° 73,7+11,2 25,6+15,7 43,3+18,4° 31,6+15,7° 25,1+14,8
NF 70,1+18,3  16,7+7,6" 82,9+7,7° 34,4+12,8 56,6+12,3° 25,4+7,7° 17,748,3
RP 73,6+1,3 7,8+6,9%¢ 89,0+6,1° 24,6+12,5 67,8+14,2°¢ 15,646,5° 15,8+8,4

%P < 0,05 versus CN
P < 0,01 versus CN
°P < 0,001 versus CN
P < 0,05 versus NP
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