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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imunolégica de frangos de
corte frente a uma vacina vetorial HVT-IBV com posterior desafio com a cepa
Moulthrop G603 aos 21 ou 28 dias de vida. Foram realizadas analises
macroscopicas e histologicas da bolsa cloacal e quantificacdo de células
imunoldégicas no bago (linfocitos B, T CD4+ e CD8+), bolsa cloacal (linfocitos T
CD3+) e no sangue (linfocitos B, T CD4 de mucosa e T CD8 ativados). Aos 35 dias
de idade, aves desafiadas aos 21 e 28 dias de idade, submetidas ou nao a vacina
vetorial, apresentaram maior contagem (P<0,05) de linfécitos T CD3+ na bolsa
cloacal que aves ndo desafiadas e ndo vacinadas. Aves vacinadas e desafiadas
apresentaram maior preservacao do tecido da bolsa cloacal (P<0,05) e significativa
reducdo de linfécitos CD4+ no baco quando comparadas aos demais grupos. Aves
desafiadas aos 28 dias de idade apresentaram maior populacdo de células B, T
CD4+ e T CD8+ no baco e menor concentracdo de células imunoldgicas no sangue
guando comparada a aves desafiadas aos 21 dias (P<0,05). Os resultados
demonstram que a vacina vetorial HVT-IBV modifica a dindmica imune e preserva o
tecido da bolsa cloacal.

Palavras-chave: citometria de fluxo; imunoistoquimica; doenc¢a da bolsa cloacal,
linfocitos B; linfocitos T

ABSTRACT: This study was carried out to evaluate a vector vaccine HVT-IBV in
birds challenged with the strain Moulthrop G603 at 21 and 28 days of age.
Histological analyses of the cloacal bursa and the presence of immune cells in the
spleen (B, T CD4+ and T CD8+ lymphocytes), the cloacal bursa (T CD3+
lymphocytes) and the blood (B lymphocyte, mucosa TCD4 and activated T CD8)
was evaluated. At 35 days of age, challenged birds at 21 and 28 days of age
vaccinated or not presented a significantly higher number of T CD3+ in cloacal bursa
than non-challenge and non-vaccinated birds. Challenged and vaccinated birds
presented more preserved cloacal bursa tissue (P<0.05) and significantly reduction
on T CD4+ lymphocytes in spleen when compared to the other groups. Birds
challenged at 28 days of age presents higher population of B, T CD4+ and T CD8+
in spleen and less concentration of immune cells in blood when compared to birds
challenged at 21 days of age at 7 days post-challenge (P<0.05). Based on our
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results the vector vaccine HVT-IBV change the immune cell dynamic and preserve

the cloacal bursa tissue.

Key Words: flow cytometry; immunohistochemistry; infectious bursal disease; B

lymphocytes; T lymphocytes

INTRODUCAO

O virus da doenca de Gumboro
(IBDV) pertence a familia Birnaviridae
responsavel por causar a doenca
infecciosa da Bolsa Cloacal (IBD), mais
comumente conhecida como doenca de
Gumboro. Esta é uma doenga
imunossupressora e acomete
principalmente aves jovens (Berg 2000).
Os sinais clinicos associados a doenca
aguda incluem anorexia, depresséo,
penas arrepiadas, diarreia, prostracao e
morte (Berg 2000), além de interferir nos
mecanismos normais de coagulacao
sanguinea. Dessa maneira, as lesfes
mais frequentes desta doenca incluem
atrofia da bolsa cloacal, desidratacéo,
hemorragias nos musculos da coxa, do
peito e da bolsa cloacal (Mahgoub
2012), afetando economicamente a
produgcéo comercial de frangos (Muller
et al., 2012).

A patogénese e a resposta imune
para o IBDV podem variar dependendo
da idade da ave afetada e da
maturidade do seu sistema imune
(Rautenschlein et al., 2007). O virus
pode causar mortalidade de 20% ou
mais em frangos a partir de trés

semanas de idade, e severa e
prolongada Imunossupressao em
frangos infectados  precocemente,

resultando em infec¢cdes secundarias
nos plantéis ndo protegidos (Schat e
Skinner, 2008; Balamurugan e Kataria,
2006; Lukert e Saif, 2003; Corley et al.,
2002).

Esta bem estabelecido que em
aves com mais de duas semanas de
idade, a infeccdo com IBDV induz um
acumulo de linfocitos T na Bolsa Cloacal
(BC), o alvo principal do virus,

coincidindo com a replicacdo Vviral
(Rautenschlein et al., 2007), com funcéo
de realizar o clearance viral e,
consequentemente a recuperagdo do
tecido bursal (Carballeda et al., 2011;
Willians e Davison, 2005; Sharma et al.,
2000).

O virus da IBD é altamente
infeccioso e bastante resistente a
inativacao. O controle desta

enfermidade é realizado principalmente
por meio de programas de
biosseguridade e vacinacdo em
matrizes e frangos de corte. Porém
mesmo a vacinacdo com virus atenuado
pode levar a imunossupressao (Sahar et
al., 2004), principalmente relacionado a
deplecdo de BC. Além disso, a
vacinacdo de frangos de corte pode
sofrer efeito de anticorpos maternais
(AMs), impedindo ou reduzindo seu
potencial de gerar uma resposta imune
efetiva.

Com intuito de auxiliar na
prevencdo da IBD de forma mais
efetiva, novas tecnologias e vacinas de

segunda geracao tém sido
desenvolvidas e introduzidas no
mercado (Meeusen et al., 2007).

Atualmente utilizam-se vacinas vetoriais
ou recombinantes, disponiveis
comercialmente utilizando um Herpes
Virus de Peru (HVT) como vetor, um
virus muito estavel e seguro utilizado
mundialmente para prevencdo da
doenca de Marek (Zhou et al., 2010). A
proteina VP2 é extraida de um IBDV
doador e é inserida no genoma do HVT,
este ao se replicar expressa a proteina
do IBDV e induz protecdo ao animal
vacinado. O HVT utilizado na vacina é
nao patogénico e tem como hospedeiro
natural espécies aviarias (Zhou et al.,
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2010). Quando se administra a vacina
vetorial, o vetor segue o0 curso normal
da patogénese e atua nos mesmos
locais de replicacdo da ave. Ao fazé-lo,
0 proprio vetor e a proteina inserida séo
apresentados ao sistema imunologico e
estes estimulam a protecdo necessaria
contra as enfermidades desejadas (Le
Gros et al., 2009).

O objetivo do presente estudo foi
avaliar a dindmica das células
imunologicas, no baco, sangue e bolsa
cloacal em frangos desafiados aos 21 e
28 dias de vida com cepa forte de IBDV,
vacinadas ou ndao com vacina vetorial
HVT-IBD contra doenca de Gumboro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido com
a aprovacao do Comité de Etica Animal

do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana.
Protocolo n° 020/2011.

As aves foram pesadas

individualmente no primeiro dia para
distribuicdo proporcional em relagédo ao
peso corporal entre os tratamentos,
permitindo parcelas iguais entre o0s
mesmos. Cada tratamento foi alojado
em salas isoladores idénticas com
pressdo negativa e com temperatura
controlada de acordo com a fase de
desenvolvimento das aves. Todas as
salas passaram por processo de
limpeza e desinfec¢édo prévia e a cama
de maravalha utilizada foi previamente
esteriizada em autoclave 121°/15
minutos. A &gua e o alimento foram
fornecidos ad libitum e consistiu em
dieta balanceada a base de milho e soja
formulada conforme recomendado pelo
NRC (1994).

Foram alojados 100 frangos de
corte, machos da linhagem Cobb®, do
1° ao 35° dia de idade, divididas em um
experimento fatorial 2 (com e sem
vacina) X 2 (desafio aos 21 ou 28 dias),
composto por quatro tratamentos com 5

repeticbes contendo inicialmente 5 aves
em cada de acordo com Tabela 1.

Tabela 1- Delineamento experimental e tratamentos.
Desafio’
21 dias 28 dias
N&o Vacinado (N/V) T1 T3
Vacinado (V)? T2 T4
1Desafio com dose dupla de vacina comercial Bursa-Vac® contra Doenga de
Gumboro composta pela cepa Moulthrop G603 (cepa forte), via ocular.

Tratamentos

2 Grupo Vacinado: vacinadas com Vaxxitek® HTV + IBD (Merial S.A.S., Lyon,
Franga), na dose recomendada pelo fabricante e aplicada via subcutanea. O
genoma da vacina apresenta o gene VP2 (proteina viral 2) da estirpe 52/70
Faragher do virus da doenga infecciosa da bolsa cloacal

Foram utilizadas como grupo
controle negativo (CN) para analise de
bolsa coaclal 10 aves de mesma origem
e linhagem que nédo receberam desafio
nem vacinagao, criadas sob as mesmas
condicbes do  experimento. Os
resultados da avaliagcdo dos tecidos
dessas aves estavam de acordo com 0s
padrdes normais descritos na literatura
para histologia de bolsa cloacal (Bacha
Jr. e Bacha, 2003; Aughey e Frye,
2001).

Ao primeiro dia foram coletados
soros de 20 aves para avaliacdo
sorolégica para Doenca de Gumboro,
visando avaliar a imunidade materna
transferida aos pintinhos.

Aos 21 e 28 dias de idade as
aves, de acordo com os tratamentos
apresentados na Tabela 1, foram
desafiadas com dose dupla de vacina
comercial Bursa-Vac® Intervet®, contra
Doenca de Gumboro composta pela
cepa forte Moulthrop G603, via ocular.
Cada ave recebeu por dose um titulo
médio de  2x10'°DIOEso  (dose
Infectante 50% em ovos embrionados),
conforme descricdo do fabricante.

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

Aos 35 dias, todas as aves foram
eutanasiadas por deslocamento cervical
para analise macroscopica dos 0Orgaos
(lesbes em sacos aéreos, traqueia,
figado, musculatura e rins). Também foi
realizada a afericdo de bolsa cloacal
com auxilio de um paquimetro e
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coletado amostras de baco e bolsa
cloacal para analises histoldgicas.

As observacdes macroscoépicas
foram avaliadas levando em conta
lesBes tipicas da doenca de Gumboro
previamente descritas por Eterradossi e
Saif (2008), onde o grau de severidade
das lesbes (GSDG) recebeu maior
classificacao quanto mais
patognomonicas fossem em relacdo a
essa doenca. As lesdes avaliadas a
necropsia receberam escores entre 0 e
3, conforme a intensidade apresentada.
Os valores de escores foram
multiplicados pelo GSDG estabelecendo
um valor maximo para cada tipo de
lesdo conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2- Classificagdo do grau de severidade das lesGes
macroscopicas avaliadas
Alteragéo Patolégica GSDG' Escore Maximo
Hemorragia Muscular 2 6
Alteragdes Renais
Alteragdes Hepaticas
Aerossaculite
Alteragdes na Traqueia 3
Escore final 21
1GSDG - Grau de severidade relacionado a doenca de Gumboro. O
escore para cada les&o foi obtido pela multiplicagdo do GSDG pelo
escore de lesdes observadas a necropsia (0=auséncia, 1=presente em
pequena quantidade, 2=presente em quantidade intermediaria e
3=presente em grande quantidade/difusa). O escore final para os sinais
macroscopicos foram obtidos por meio da soma dos resultados
determinados pelos escores individuais, podendo atingir o maximo de
21 pontos.

6
3
3

N )

Durante a necropsia foram
coletadas bolsas cloacais de 10 aves
por grupo que foram acondicionadas em
formol tamponado 10% para analise
histologica com coloracéo de
Hematoxilina-eosina (HE). Foram
avaliados quatro campos por fragmento
de bolsa cloacal em aumento de 10X
em microscopio  6ptico  (Olympus
America INC., NY, USA), totalizando 40
avaliacbes por tratamento. Avaliou-se
perda de arquitetura tecidual, presenca
de vacuolizagéo e substituicdo de tecido
normal por tecido conjuntivo.

A classificacdo dos escores de
lesédo na bolsa cloacal, foram tomadas
levando em conta 0 método
anteriormente publicado por Kolf-Clauw
et al. (2009) adaptado para o tecido da
bolsa cloacal. As lesdes previamente
descritas na literatura receberam

escores conforme grau de intensidade
de 0-3, multiplicado pelo grau de
severidade relacionado a doenca de
Gumboro (GSDG), conforme Tabela 3.

Tabela 3- Classificagdo dos escores de lesdo versus grau de
severidade das lesbes avaliadas em Bolsa Cloacal na Histopatologia.
Escore

Alteragao Patolégica GSDG! .
Maximo
Vacuolizagdo celular, nlcleos
picnéticos e perda de estrutura dos 3 9
foliculos
Substituigdo de tecido integro por 3 9
tecido conjuntivo
Escore final 18

1 GSDG - Grau de Severidade em relagdo a Doenca de Gumboro. O
escore para cada lesdo foi obtido pela multiplicagdo do GSDG pelo
escore de lesdes observadas a necropsia (0=auséncia, 1=presente
em pequena quantidade, 2=presente em quantidade intermediaria e
3=presente em grande quantidade/difusa). O escore final para os
sinais tipicos de IBD no tecido da bolsa cloacal, foram obtidos por meio
da soma dos escores individuais, podendo atingir um maximo de 18
pontos.

Para as andlises de linfocitos T
CD3+, as amostras foram incluidas em
parafina, seccionadas com 5 um de
espessura e fixadas em laminas
carregadas positivamente. As secoes
foram desparafinadas em xilol a 60°C
por 20 minutos e re-hidratadas em agua
e alcool. A recuperacdo antigénica foi
realizada com Tampao Citrato pH 6,0
em banho-maria a 100°C por 10 minutos
e o0 blogueio da peroxidase endbgena
com peréxido de hidrogénio 3% e
proteina bloqueadora por 8 minutos. O
anticorpo priméario utilizado foi Anti-CD3
(CD3 Dako® 1:750), incubado em
refrigerador overnight. Para detecc¢éo da
reacao foi utilizado anticorpos
secundarios anti-camundongo e anti-
coelho combinados num  mesmo
sistema de amplificacéo, kit
ADVANCE®, por 30 minutos. Para
revelacdo da reacdo  utilizou-se
cromogeno, kit DAB®, por 30 segundos.
As laminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Meyer, lavadas em
agua com posterior desidratacdo e
montagem das mesmas.

A mensuracdo das células CD3+
na bolsa cloacal foi realizada por meio
de contagem do numero de células
coradas em campo microscopico de
100X. Foram analisadas contagens de
20 campos/grupo.
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Para as andlises de linfécitos B, T
CD4+ e CD8+, amostras de baco foram
incluidas em gel Tissue-Tek O. C. T.
(Miles, Elkhart IN, US), congeladas em
nitrogénio liquido, seccionadas com 5
MM de espessura em criostato e fixadas
em laminas carregadas positivamente
em acetona 100%. Em seguida foi
realizada a re-hidratagdo com PBS 0,1M
pH 7,6, blogueio da peroxidase
enddégena com peroxido de hidrogénio
3% por 5 minutos e proteina
blogueadora por 8 minutos. Os
anticorpos primarios utilizados foram
Anti-CD4 (CT-4 Southern Biotech®
1:200) e Ant-CD8 (CT-8 Southern
Biotech® 1:200), Anti-Linfécito B (Bul
Southern Biotech® 1:100) incubados por
90 minutos a 37°C. Para deteccédo da
reacao foi utilizado anticorpos
secundarios anti-camundongo e anti-
coelho combinados num  mesmo
sistema de amplificagéo, kit
ADVANCE®, por 30 minutos. Para
revelagdo da reagdo  utilizou-se
cromoégeno, kit DAB®, por 30 segundos.
As laminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Meyer, lavadas em
agua com posterior desidratacdo e
montagem das mesmas.

Para a mensuracdo  das
guantidades de linfocitos B, linfécitos T
CD4+ e CD8+, foram analisados 15
campos microscopicos por tratamento
em aumento de 40X, onde as subareas
ocupadas pelas células marcadas em
marrom recebiam valores por meio de
software analisador de imagens (Motic
Image Plus 2.0 — Motic China Group Co.
2006), ao final estas subareas eram
somadas obtendo-se a area? total
ocupada por linfécitos num campo
microscopico com area? total de
24100umz2.

Para andlise de citometria de
fluxo, foi coletado sangue de 6 aves por
tratamento, sendo os grupos Tl e T2
avaliadas aos 18° e 28° dias e aves dos
grupos T3 e T4 avaliadas aos 25° e 35°
dias, ou seja, 3 dias antes do desafio

(AD) e 7 dias p6s do desafio (PD) com a
cepa forte  Moulthrop, conforme
metodologia previamente descrita por
(Beirdo et al. 2012). Brevemente, as
células mononucleares foram separadas
do sangue total através de gradiente de
densidade usando Histopaque-1077
(Sigma-Aldrich). O sangue foi diluido 1:1
com solucao de PBS para volume total
de 2 mL. Esta diluicdo foi mergulhada
em 3 mL de Histopaque-1077 em tubo
de 15 mL. As amostras foram
centrifugadas em 400 g, por 30 minutos
em temperatura ambiente. O buffy coat
resultantes de células brancas acima
dos eritrocitos foi entdo coletado e
transferido para outro tubo de 15 mL. As
células foram lavadas duas vezes com 4
mL de PBS e centrifugado a 400 g por 7
minutos. O sedimento final foi
ressuspenso em 1 mL de solugdo de
paraformaldeido em PBS 1% para a
fixacdo das células. Trinta minutos apoés
a ressuspensdo, as ceélulas foram
centrifugadas a 400 g por 7 minutos, 0
sobrenadante foi descartado, as células
foram lavadas duas vezes com PBS e
centrifugado a mesma velocidade e
tempo e sedimento final foi ressuspenso
em PBS com BSA 1%. As células foram
contadas utilizando uma céamara de
contagem de Neubauer. Coloracéo
Unica foi realizada para todos os
anticorpos, usando 2 pL do anticorpo
primério diluido em 20 mL de PBS (pH
7,4). Esta diluicdo foi misturada com 106
células mononucleares e mantido a
temperatura ambiente no escuro por 20
minutos. Ap6s este periodo de
incubacdo, as células foram lavadas
com 2 mL de PBS, centrifugado a 400 g
por 7 minutos. O sobrenadante foi
descartado. As células receberam o
anticorpo secundario (5 pL diluigdo de
1:200) ou Estreptavidina FITC (diluidos
1 mL: 10uL de PBS), de acordo com a
exigéncia. As células foram mantidas
por 20 minutos em temperatura
ambiente no escuro, e em seguida
lavado com 2 mL de PBS e
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centrifugado. O sedimento final foi
ressuspenso em 250 pL de PBS com
BSA 1%. Todas as amostras passaram
por citometria de 2 horas de coloracao.
A citometria de fluxo foi realizada em um
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson). Flurescéncia verde
(fluorescéncia de FITC) foi detectada no
canal FL1 (nm 530/30), e fluorescéncia
laranja foi detectada no canal FL2 (nm
585/42). As células foram analisadas em
até 10.000 eventos no gate de linfocitos
(com base na frente e disperséo lateral),
inclusive contaminando trombdcitos. Os
dados foram analisados com o software
FlowJo.

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

Todos os dados coletados foram
analisados pelo programa estatistico
Statistix for Windows Copyright© 2008.
Os resultados foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Como o0s resultados apresentaram
distribuicdo normal, estes dados foram
avaliados por meio de ANOVA e em
seguida comparados pelo teste de
Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo do
experimento ndo foi  observado
mortalidade relacionada a doenca de
Gumboro. Prévios estudos reportaram
gque aves desafiadas e nao vacinadas
apresentam mortalidade, que
dependendo da estirpe viral pode
chegar a 100% (Scanavini Neto et al.
2004). Porém, outros estudos (Haddad
et al., 1997, Sharma et al., 2000)
também n&o observaram mortalidade
em aves desafiadas com cepas
classicas e virulentas do virus da

doenca de Gumboro em condi¢des
experimentais.

As aves apresentaram no exame
sorologico um titulo médio de 1617,21
para doenca de Gumboro. Os titulos
avaliados apresentaram boa
uniformidade de acordo com a férmula
de Deventer (De Wit 2001) e mostraram
uma boa uniformidade de titulos com
cerca de cinco dias de diferenca entre a
vacinacdo da ave com menor titulo para
a ave com maior titulo. A formula
também mostrou que a data ideal para
vacinacdo com resposta de 75% das
aves, com vacina do tipo intermediaria
plus seria aos 13 dias de idade,
coincidindo com a queda dos anticorpos
maternais a niveis que nao interferissem
com o virus vacinal. A imunidade
passiva, transferida pela matriz a
progénie € de suma importancia para
prevencdo da doenca de Gumboro
(Michell et al., 2009), porém ela pode
interferir com a imunidade vacinal.
Dessa forma a avaliacdo soroldgica da
progénie é importante para O
estabelecimento da idade correta de
vacinacao.

Para os resultados de analise de
bolsa cloacal ndo houve interacdo entre
os fatores vacina e periodo de desafio.
Durante avaliacdo macroscoOpica das
aves aos 35 dias de idade, ndo foram
observadas  diferencas entre  0s
tratamentos para lesdes macroscoépicas
de bolsa cloacal, porém aves vacinadas
e desafiadas apresentaram menor
escore de lesdes histolégicas e maior
area de bolsa cloacal quando
comparada a aves nao vacinadas e
desafiadas (Tabela 4). A semelhanca
deste resultado, Perozo et al. (2009)
observaram que aves SPF desafiadas
com a cepa E do virus da Doencga de
Gumboro e vacinadas com vacina
vetorial no primeiro dia de vida
apresentaram lesdes menos severas em
bolsa cloacal quando comparadas com
aves nao vacinadas, indicando protecéo
conferida pela vacina. No presente
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estudo o escore de leséo histoldgica de
aves vacinadas e desafiadas foi
semelhante & de aves ndo vacinadas e
nao desafiadas (Tabela 4), indicando
gque a vacina vetorial ndo promove
lesdes significativas histoldgicas
passiveis de serem observadas em
aves de 35 dias de vida e ainda protege
das lesGes provocadas pelo desafio com
a cepa forte vacinal Moulthrop.

A replicagéo viral na bolsa cloacal
estimula a resposta imunoldgica, sendo
possivel observar maior quantidade de
linfocitos T CD3+/campo nha bolsa
cloacal de aves desafiadas, vacinadas
ou nao, quando comparada ao grupo
controle ndo vacinado e nédo desafiado
(Tabela 4). Em estudos prévios, a
populacdo de linfécitos CD3+, CD4+ e
CD8a+p+ em bolsa cloacal de aves
desafiadas com IBDV foi avaliada por
meio de citometria de fluxo e observou-
se aumento dessas células aos 5 dias
apos infeccdo quando comparado ao
grupo nao desafiado, poréem aos 28 dias
ap6s o desafio jA ndo foi possivel
observar diferencas na populacéo
celular entre aves desafiadas ou néo
(Carballeda et al. 2014).

e de linfocitos T CD8+ que os demais
tratamentos e ainda apresentou menor
area de linfécitos T CD4+ que aves nao
vacinadas e desafias aos 28 dias.
Jeurissen et al. (1998) indica que pode
ocorrer migracao de células
imunoldgicas para outros 6rgdos como
bolsa cloacal e baco como resultado da
replicagdo viral, cinco dias apos
infeccdo com o virus da doenca de
Gumboro. Estes resultados sugerem
gue é possivel que aves vacinadas e
desafiadas aos 21 dias de idade tiveram
diminuicdo desta replicacdo viral no
baco, o que resultou em menor area de
células imunologicas no baco, 14 dias
apos o desafio comparada ao grupo ndo
vacinado e desafiado no mesmo
periodo. Quando as aves foram
desafiadas aos 28 dias, essa mesma
relacdo ndo pode ser observada, pelo
curto periodo de tempo entre o desafio e
momento de avaliacdo (7 dias apds o
desafio), sendo necessario estudos
mais longos para melhor avaliar esse
processo.

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

Area Linfocito B Area Linfocito T

Desafio  Vacina Area Linfocito T

(um?) CD4+ (um?) CD8+ (um?)
21 Na 4502,30+ 43 1 +444,023° 185,10£681,932
Tabela 4 - Média e Desvio Padrdo dos escores de lesdo em Bolsa Cloacal d a0 502,30:86,0 306,60£444,0 5185,10:651,83
analisadas na histopatologia multiplicado por grau de severidade (GSDG) 21d Sim 288,10+49,38° 528,70+40,20° 231,50+82,84°
comparando o desafio aos 21 dias com o desafio aos 28 dias, entre aves . .
vacinadas e no vacinadas, avaliados aos 35 dias de idade das aves. 28d Sim  6294,0077,44% 1643,50+164,73° 6294,00+1258,607
Desafio Tratamento Escore Celulas 28d  Nio 5464,60:62,13°  2556,50:463,47°  3384,70:839,10°
CD3+/Campo
Aves_néo vacinadas e 8,10£2,81° 0,75+1,16 ® Valor de P 0,012 0,050 0,001
o deeafiades *Valores dif ignificati I de Tukey (P<0,05)
3 i alores diferem significativamente pelo teste de Tuke: <0, .
21 dias Aves ndo vacinadas 10,35£2,87 38,35447,37 @ 9 P Yy
desafiadas 2
AV::s";ica'zzgas 8,10+2,97° 22,90+20,00 *
Aves ndo vacinadas 11022285 35 opero 4« A Tabela 6 apresenta o0s
i desafiadas f 2 % H =~ 4
28 dias 3
Auesvaciades s 4ge 40 gsian e _resultac}og da avaliacdo das celulas
. w00t <000t imunoldgicas no sangue por meio de

“*Valores diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <0,05).

Quando se avalia os resultados
de area de linfocitos B, T CD4+ e T
CD8+ em baco de aves desafiadas com
cepa forte Moulthrop G603 aos 21 ou 28
dias de idade € possivel verificar que
houve interacdo entre os fatores
vacinacdo e periodo de desafio para
todos estes parametros (Tabela 5). Aves
vacinadas e desafiadas aos 21 dias
apresentara menor area de Linfécitos B

citometria de fluxo em aves desafiadas
aos 21 ou 28 dias de idades, vacinadas
ou ndo com vacina vetorial. As analises
foram realizadas aos 3 dias antes do
desafio e 7 dias apés o desafio. E
possivel observar que aves desafiadas
aos 21 dias de idade apresentaram
guantidade significativamente maior de
linfécitos B, T CD4 de mucosa e T CD8
ativado quando comparadas com aves
desafiadas aos 28 dias de idade. Aves
desafiadas aos 28 dias de idade
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apresentaram menor concentracdo de
células imunolégicas no sangue e
aumento de células B, CD4+ e CD8+ no
baco, indicando migracdo das células
imunoloégicas da circulagdo sanguinea
para um dos 6rgdos alvo do IBDV. E
observado na literatura que infeccdes
virais podem ocasionar reducdo de
células imunologicas no  sangue
periférico e aumento dessas nos tecidos
alvo (Williams e Davison 2005, Beirao et
al., 2012).

N&o foi observada diferenca
significativa entre aves vacinadas ou
ndo com vacina vetorial para células T
CDS8 (ativado) e Linfocitos B circulantes,
mas aves vacinadas apresentaram
menor quantidade de células T CD4 de
mucosa quando comparado a aves nao
vacinadas. A literatura aponta
resultados controversos com relagdo a
populacao de células CD4 no sangue de
aves vacinadas. Jakka et al. 2014,
observaram que aves vacinadas com
cepa intermediaria e intermediaria plus
apresentaram aumento de células T
CD4 no sangue. Porém outros autores
reportaram reducao ou ndo alteracédo na
populacdo destas células no sangue de
aves (Rodenberg et al., 1994). Jakka et
al. (2014) relatou aumento de células
CD8+ no sangue de aves vacinados
contra IBDV, porém no presente estudo
esta diferenca ndo foi observada entre
0S grupos vacinados ou nao.

Aos 3 dias antes do desafio aves
apresentaram quantidade
significativamente menor de linfocitos T
CD8 ativados quando comparados a
aves 7 dias apo6s desafio com cepa forte
Moulthrop G603, mas esses valores de
células CD8+ foram maiores aos 7 dias
em aves desafiadas aos 28 dias que
aves desafiadas aos 21 dias.

CONCLUSAO
O desafio ndo foi capaz de

reproduzir nas aves sinais clinicos
tipicos da doenca de Gumboro entre os

Tabela 6 - Média e erro padréo da porcentagem de células T CD4 de mucosa,
T CD8 ativados e linfocitos B no sangue de aves desafiadas ou ndo com cepa
forte Moulthrop G603, vacinadas ou néo com vacina vetorial acs 3 dias antes
do desafio e aos 7 dias apds o desafio.

Células
T CD8
(ativado)
3,45t0,52 10,40+0,98 *
1,9140,37 5 2,90+0,16 ©
2,98+0,49 7,09+1,61
Vacinado 21,30+¢2,02°5  2,3940,51 5,504+1,16
3 dias AD 22,47+1,77 2,68+0,352®  6,29+0,98
7 dias PD 25,38+2,23  8,80+0,83°  6,441+0,90

21d*3d AD 30,67 3,46¢ 10,40

21d*7d PD 36,20 6,388 9,97

28 d*3d AD 16,23 1,92¢ 2,19

28d*7d PD 17,03 11,234 2,91

Probabilidades
0,0264*
0,3684

T CD4
(mucosa)
29,97+1,50 2
16,2341,31°
23,88+3,12 2

Tratamento Linfécito B

21 dias
28 dias
Nao Vacinado

Desafio

Vacinagédo

Coleta

Desafio*Coleta

Desafio
Vacina

0,0000*
0,0276*
0,3149*
0,1143
0,1505

0,0000*
0,1041
09160
0,4361
0,1386

Coleta
Desafio*Coleta
Desafio*Vacina

Coleta*Vacina 0,8564 0,4050 0,9262
Desafio*Coleta*

Vacina 0,8678 0,6695 0,6418

*Valores seguidos das letras 8 na mesma coluna diferem significativamente
pelo Teste de Tukey (P<0,05) pelo Teste de Tukey (P<0,05). Legenda: AD —
antes do desafio; PD — pos-desafio; N/V — ndo vacinado e V — vacinado.

0,0000*
0,0001*
0,2836

diferentes grupos avaliados, porém foi
capaz de induzir lesBes tipicas da
doenca representada pela deplecéo
linfoide do tecido da bolsa cloacal. Aves
desafiadas com cepa forte Moultrop
G603 aos 21 e 28 dias de idade,
submetidas ou n&o a vacina vetorial,
apresentaram maior populacdo de
linfécitos T CD3+ na bolsa cloacal que
aves nao desafiadas e nao vacinadas.
Aves submetidas vacina vetorial e
desafiadas com cepa forte Moultrop
G603 apresentaram lesBes histoldgicas
menos severas em bolsa cloacal e
reducdo de linfocitos CD4+, CD8+ e
linfécitos B no baco, quando desafiadas
aos 21 dias comparado a aves
desafiadas ndo vacinadas aos 21 dias
sugerindo protecdo contra a replicacéo
viral nestes Orgdos 14 dias apos o
desafio. Aves desafiadas aos 28 dias de
idade apresentaram menor populacao
de células B, CD4+ e CD8+ circulantes
no sangue comparado com aves
desafiadas aos 21 dias, indicando que a
migracdo dessas ceélulas para 0Orgéos
como o0 bago diminui aos 7 dias apos
desafio.
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