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RESUMO: A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) é uma doenga infecciosa causada pelo coronavirus aviario
(virus da bronquite infecciosa — VBI) que esta amplamente disseminada entre as cria¢cBes avicolas comerciais na
maior parte do mundo. Esse virus apresenta alta capacidade de variabilidade genética, o que se traduz pelo
aparecimento de alteragdes marcantes na composi¢do, estrutura e propriedades antigénicas e bioldgicas de suas
proteinas. Diante disso, este trabalho tem por objetivo realizar uma revisdo bibliogréafica sobre os novos genétipos,
tipos antigénicos e de patotipos do VBI que foram isolados nas dltimas décadas no Brasil, abordando principalmente
a imunogenicidade dessas estirpes do VBI. Assim, essa revisdo destaca que com o aparecimento de variantes
antigénicas e biologicas entre as estirpes do VBI nos dltimos anos, ocorreu o surgimento de diferentes
gendtipos, sorotipos e patotipos deste virus o que resultou em um aumento nas falhas vacinais contra esta doenca e a
necessidade de serem desenvolvidas novas preparagdes vacinais que proporcionem tanto respostas mediadas por
anticorpos como por celulas T, especialmente no compartimento das mucosas e que resultem em um estado de
protecdo mais efetivo contra as variantes brasileiras do VBI.
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AVIAN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS: IMMUNOGENICITY PROFILES AND
NEW PATHOTYPES IN BRAZIL - LITERATURE REVIEW

SUMMARY: Infectious bronchitis of chickens (BIG) is an infectious disease caused by avian coronavirus (IBV)
that is widely disseminated among commercial poultry farms in most parts of the world. IBV has a high genetic
variability, which is reflected by the appearance of marked changes in the composition, structure and antigenic and
biological properties of its proteins. Therefore, the objective of this work is to carry out a bibliographical review on
the new genotypes, antigenic types and IBV pathotype that have been isolated in the last decades in Brazil, mainly
addressing their immunogenicity profiles. With the appearance of antigenic and biological variants among IBV
strains in the last years, different genotypes, serotypes and pathophyses of this virus occurred, which resulted in an
increase in vaccine failures against this disease and the need to develop new vaccine preparations which provide both
antibody and T cell mediated responses, especially in the mucosal compartment, and which result in a more effective
protection status against Brazilian VBI variants.
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INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem ganho destaque cada vez maior no cenédrio mundial, e em
vista de sua alta produtividade, transformou o Brasil em um dos maiores exportadores de carne
de frango do mundo. A propdsito, a producdo de carne de frango chegou a 13,5 milhdes de
toneladas em 2017, em um crescimento de 1,7% em relagdo a 2016. Com este desempenho, o
Brasil se tornou o segundo maior produtor mundial, abaixo apenas dos Estados Unidos, com
18,2 milhdes de toneladas, conforme projecdes do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (ANUALPEC, 2016).

Estes dados dimensionam a importancia da avicultura brasileira no cenario econémico do
pais. No entanto, deve-se enfatizar que as atividades desse setor em nosso pais podem ser ainda
mais rentaveis dependendo do estado sanitario das aves, especialmente no sentido de que
sejam implementadas medidas mais efetivas para o controle das enfermidades infecciosas
que acometem as aves submetidas a diferentes condi¢bes de criagdo que geram perdas
decorrentes da menor eficiéncia na producdo, bem como perdas por mortalidade. Dentre tais
enfermidades infecciosas, destaca-se por sua ampla disseminagdo e enormes prejuizos que
acarreta, a Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG). Trata-se de uma doenca infecciosa aguda
que acomete frangos de corte, matrizes e poedeiras, sendo seu agente etiolégico o virus da
bronquite infecciosa aviaria (VBI) (BANDE et al., 2016; CAVANAGH, 2007; JACKWOOD,
2012; JACKWOOD; DE WIT, 2017; MONTASSIER, 2010).

O VBI apresenta no curso de seu processo de replicacdo alta variabilidade genética, o
que se traduz pelo aparecimento de alteracbes marcantes na composicdo, estrutura e
propriedades antigénicas e bioldgicas de suas proteinas. Como consequéncia de sua alta
variabilidade genética, ha o aparecimento de variantes antigénicas e bioldgicas entre as estirpes
do VBI, acarretando a emergéncia de diferentes gendtipos, sorotipos / tipos
antigénicos, protectotipos e patotipos do VBI (BANDE et al.,, 2016; CAVANAGH, 2007;
COLVERO et al., 2015; JACKWOOD, 2012; JORDAN, 2017; MONTASSIER et al., 2010,
2012).

No Brasil, pouco se tem investigado sobre as alteragdes imunes e de patogenicidade mais
relevantes que as variantes isoladas de campo do VBI tém sofrido, bem como quais 0s seus
reflexos dessas alteragdes nas relagdes com os seus hospedeiros naturais, assim como no estado
de protecédo induzido pelas vacinas comerciais disponiveis contra a BIG (BALLESTRIN et al.,
2014; FERNANDO et. al., 2013; 2015; 2017; OKINO et al., 2017).

Por isso, h& necessidade de se fazer uma caracterizacdo mais completa dos novos

isolados variantes do VBI no Brasil, em especial quanto aos seus perfis de patogenicidade
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(patotipos) e de imunogenicidade (antigeno-tipos e protectotipos). Assim, este trabalho tem por
objetivo realizar uma revisdo bibliografica sobre os novos genotipos, tipos antigénicos,
protectotipos e patotipos do VBI que surgiram nas Ultimas décadas, no Brasil, com a finalidade
de indicar as condicGes e os procedimentos mais eficazes para se alcancar um controle

imunoprofilatico mais efetivo da BIG nos plantéis avicolas nacionais.

1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Bronquite infecciosa das galinhas (BIG)

A Dbronquite infecciosa das galinhas pode ser definida como uma doenca altamente
infecciosa, de etiologia viral, de carater agudo que acomete aves domésticas (Gallus gallus), de
ambos o0s sexos e com alta prevaléncia em regides com maior densidade populacional
(JACKWOOD; DE WIT, 2017). A BIG € encontrada em praticamente todas as regides
produtoras avicolas do mundo, causando problemas em aves jovens e adultas. Assim, uma grande
diversidade de estirpes do VBI acomete frangos de corte, poedeiras, matrizes leves e pesadas,
podendo manifestar nessas aves alteracGes patoldgicas e clinicas respiratorias, renais,
reprodutivas e entéricas (COOK; JACKWOOD; JONES, 2012).

Portanto, tem sido relatado que a infeccdo pelo VBI compromete de diferentes maneiras o
estado sanitario das aves acometidas e facilita o desenvolvimento de infeccbes bacterianas
secundarias, resultando, consequentemente, em perdas consideraveis da produtividade de criacdes
comerciais de frangos de corte, galinhas de postura ou de aves reprodutoras (BANDE et al.,
2016; COLVERO et al., 2015; JORDAN, 2017).

1.2 Etiologia da BIG

O agente etioldgico da BIG é o VBI, um membro do grupo 3, classificado na ordem
Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae e pertencente ao género
Gammacoranavirus (ICVA, 2018).

Os coronavirus sdo virus envelopados, pleomdrficos, aproximadamente arredondados,
com aproximadamente 100nm a 150nm de diametro e com quatro a seis proteinas estruturais,
dependendo da espécie viral. O genoma do VBI é constituido de RNA de 27,6 kDa de fita
simples e sentido positivo que codifica quatro proteinas estruturais; a glicoproteina de espicula de
superficie (S), a glicoproteina de membrana (M), a glicoproteina pequena do envelope viral (E) e
a nucleoproteina de capsideo (N). Esta tltima (N) esta associada ao genoma viral para formar o

nucleocapsideo (NC), enquanto as outras proteinas estruturais - projecdes superficiais — espicula
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de superficie (S), proteina da membrana (M) e do envelope (E) - estdo inseridas no envelope que
circunda o nucleocapsideo. As proteinas M e E sdo necessarias a formacéo da particula viral. A
glicoproteina S contém epitopos especificos para cada um dos diferentes sorotipos do VBI e,
ainda, sitios envolvidos na adsorcdo ao receptor celular e entrada do virus na célula hospedeira,
além de induzirem anticorpos neutralizantes (CAVANAGH, 2007).

Ademais, a glicoproteina S é pdés-translacionalmente clivada em duas subunidades, a
subunidade amino-terminal S1 de 92kDa e a subunidade S2 de 84 kDa, compreendendo cerca de
500 e 600 aminoacidos, respectivamente. Na verdade, a glicoproteina S pode ser dividida em trés
dominios estruturais, sendo um dominio externo (dividido em dois subdominios S1 e S2), um
dominio transmembrana e um dominio curto carboxi-terminal. O gene codificador da
glicoproteina S1 é o mais variavel e pode apresentar varias mutagcdes que resultam em mudancas
correspondentes nas sequéncias de aminoacidos da proteina S1, podendo acarretar alteracdes na
antigenicidade e no tropismo tecidual das estirpes variantes do VBI. Estas variacbes podem
ocorrer em torno de 2% a 25% na sequéncia de aminoacidos. Por outro lado, a subunidade S2 é
mais conservada (CAVANAGH, 2007; MCKINLEY et al., 2008).

Ainda, conforme descrito acima, deve-se salientar que a glicoproteina S1 é responsavel
pela infectividade viral, por possuir sitios que se combinam com os receptores de células alvo da
infeccdo pelo VBI. Dessa forma, em regides proximas a esses sitios estdo presentes os principais
determinantes antigénicos que induzem a formacdo de anticorpos neutralizantes. Um aspecto
interessante € que a variacdo génica de algumas regides codificadoras da glicoproteina S,
especialmente aquelas correspondentes aos sitios de virus-neutralizacdo, passa a se constituir na
principal estratégia do VBI para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro (CAVANAGH
etal., 2007; FERNANDO et al., 2017; JORDAN, 2017; MONTASSIER et al, 2006; 2012).

Por isso, pode-se afirmar que a glicoproteina S1 possui um papel bioldgico de elevada
relevancia para as interacdes do VBI com o organismo hospedeiro das aves. Ainda, nesse mesmo
contexto, sabe-se que a glicoproteina S1 € a principal indutora da resposta imune protetora contra
a infecgdo por esse virus, sendo entdo de fundamental importancia na identificagdo mais acurada
de quais estirpes desse virus, que sofreram variagdo génica e, que portanto podem ter sofrido
alteracbes nas suas antigenicidade e patogenicidade, a fim de estabelecer relagdes melhor
fundamentadas com a estirpe vacinal de referéncia do VBI, que é usada em um determinado pais
para o controle imunoprofilatico da BIG. (JACKWOOD et. al., 2012).

As mudancas ativas e constantes da populacdo do VBI permitem a selecdo da
subpopulagdo de VBI melhor adaptada ao hospedeiro, garantindo a sua sobrevivéncia por
periodos relativamente longos desse virus nas células, no organismo e na populacao hospedeira, o

que pode resultar em mudancas na patogenicidade e, consequentemente, na emergéncia de novos
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patotipos desse virus (CAVANAGH, 2007; JACKWOOD; DE WIT, 2017; MONTASSIER,
2010).

1.3 Transmissao, periodo de incubacéo e patogenia do VBI

O VBI se dissemina entre as aves susceptiveis principalmente pela via aerossol
rapidamente por contato direto ou indireto. Dentro desse contexto, tem sido também sugerida a
transmissdo vertical do virus, mas ainda ndo existem fatos comprovados sobre isto. O local
primario de replicagdo do VBI é o trato respiratorio superior, independentemente da estirpe ou do
patotipo desse virus (CAVANAGH, 2003).

Dessa forma, é reconhecido que o VBI afeta primariamente o trato respiratério (TR) das
aves, sendo esse o principal sitio de replicacdo viral, embora existam estirpes desse virus que
infectam e causam lesdes nos trato respiratorio, reprodutivo, urinario e digestivo, tanto em
poedeiras, como em reprodutoras e frangos de corte. Varios estudos evidenciaram que esse virus
é epiteliotropico, replicando-se nas células epiteliais do revestimento das mucosas do trato
respiratorio, nas células caliciformes secretoras de muco e nas células epiteliais dos pulmdes e
dos sacos aéreos. Ademais, durante a replicacdo, o VBI causa estase dos cilios traqueais, tanto in
vivo, quanto in vitro, e esse parametro tem sido usado para inferir sobre a severidade da infeccéo
no TR. Ainda, a replicacdo desse virus nos tecidos do TR causa necrose de células epiteliais e
alteracdes inflamatorias proeminentes na mucosa e submucosa do TR que resultam em sinais
clinicos caracteristicos, como dificuldades para respirar, tosse e descarga nasal (CAVANAGH et
al., 2007; JACKWOOD; DE WIT, 2017).

A morbidade da infeccdo pelo VBI € alta, podendo chegar a 100%, enquanto a
mortalidade, via de regra, ndo é tdo elevada, mas, no caso de aves jovens serem acometidas pela
infeccdo por estirpes nefropatogénicas, a mortalidade pode alcangar 25%. Alem disso, a infeccdo
pelo VBI e frequentemente associada com o desenvolvimento de infecgbes bacterianas
secundarias, especialmente no TR, as quais exacerbam as lesbes em tecidos do TR
(CAVANAGH et al., 2007; JACKWOOD; DE WIT, 2017).

Estirpes nefropatogénicas do VBI infectam e provocam lesdes no sistema urinario
manifestada principalmente por lesdes como nefrite intersticial, necrose de celulas epiteliais
tubulares e aparecimento de sinais clinicos como diarréia moderada a severa e urolitiase
(FERNANDO et. al., 2013; JACKWOOD; DE WIT, 2017). Em poedeiras, podem ser ainda
observados as mesmas lesdes macro e microscopicas, bem como os sinais clinicos acima
relatados, mas também alteragcdes patoldgicas e clinicas no sistema reprodutivo, caracterizadas

por producdo de ovos deformados e com casca fina e porosa, queda na producdo de ovos e
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alteracdes na qualidade do albumen e, eventualmente, alguns patotipos do VBI provocam em
aves mais jovens lesdes nos ovidutos com acumulo de grande quantidade de fluido,
caracterizando o quadro patoldgico e clinico conhecido como “false layers” (CHOUSALKAR,;
ROBERTS, 2007; COOK, 2001; DI FABIO et al., 2000; JACKWOOD; DE WIT, 2017).

A despeito do que foi descrito acima, ndo existem lesdes macroscépicas patognomonicas
na infeccdo pelo VBI, nem so observados corpusculos de inclusdo caracteristicos nas celulas
infectadas pelo VBI. O exame histoldgico pode ser um recurso para avaliar a viruléncia, a
patogenicidade de estirpes isoladas de campo do VBI e ainda para avaliar as respostas de imune-
protecdo induzidas por vacinas contra tais estirpes.

Ao nivel do trato respiratorio, seja em situacdes de desafio de campo ou experimental com
0 VBI, os principais achados histopatoldgicos sdo diminuicdo do revestimento de cilios nas
células do epitélio traqueal, descamacdo do epitélio traqueal, presenca de infiltrado de células
inflamatdrias de polimorfo e mononucleares e de edema na mucosa e submucosa, sendo
observado ainda, congestdo vascular nesses tecidos. Na submucosa, s&o encontrados
vacuolizacdo das células glandulares (&cinos secretores) e hemorragia e, o limen traqueal pode
conter exsudato seromucoso, que pode ou ndo conter células inflamatérias (COOK;
JACKWOOD; JONES, 2012).

A perda de cilios e a descamacao no epitélio traqueal ocorrem nos primeiros dois dias de
infeccdo, seja qual for a idade em que esteja ocorrendo a infeccdo pelo VBI. Em aves jovens o
edema de submucosa da traqueia é proeminente, com presenca de discreto infiltrado inflamatério.
Em aves mais velhas, esse infiltrado ja se apresenta mais intenso, talvez pelo fato de a resposta
imune dessas aves ser mais eficiente. Ademais, esse infiltrado celular, bem como a presenca de
edema, também tem relacdo com a estirpe e o patotipo do VBI, pelo fato de esta poder ter maior
ou menor viruléncia. Infeccbes secundarias por bactérias apds a infeccdo pelo VBI também
podem interferir na presenca e na composicdo do infiltrado de células inflamatorias na
submucosa do trato respiratorio (CAVANAGH, 2003).

Apesar de a infeccdo pelo VBI inicialmente ocorrer no trato respiratério, ha algumas
estirpes desse virus que podem apresentar tropismo e patogenicidade por outras células epiteliais,
como as dos rins e gbnadas, e outros tipos celulares do trato gastro-intestinal (CAVANAGH,
2005, 2007; , JACKWOOD; DE WIT, 2017).

Em casos de estirpes nefropatogénicas do VBI sdo observados alteracbes macro e
microscopicas como rins inchados e com manchas esbranquigadas (depositos de uratos), presenca
de tubulos distendidos e ureteres contendo cristais de urato, sendo que nesse caso, a mortalidade
pode chegar a 25% das aves. Alteragdes citopaticas no epitélio tubular sdo também observadas,

como consequéncia, inflamacdo intersticial e infiltrado de leucdcitos polimorfonucleares séo
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vistos na regido medular e cortical dos rins. Além disso, degradacao tubular extensiva e necrose
podem ser observadas entre 5 a 10 dias pos-infeccdo com estirpes desse patotipo do VBI
(BANDE et al., 2016; CONG et al., 2013; IGNJATOVIC; SAPATS, 2000).

No trato reprodutivo pode-se desenvolver, por acéo da infeccdo pelo VBI, degeneracdo do
ovario e aumento de tamanho dos ovidutos nas fémeas e infertilidade nos machos. Reducges das
células epiteliais acompanhada da redugdo ou perda total dos cilios também podem ser
observadas no oviduto (BANDE et al, 2016; CHOUSALKAR; ROBERTS, 2007;
IGNJATOVIC; SAPATS, 2000).

Ademais, a persisténcia do VBI em 06rgdos de aves infectadas ainda ndo estd bem
elucidada, porém, a deteccdo desse virus em tonsila cecal e fezes até 20 semanas p6s-infeccéo,
demonstra a possibilidade de persisténcia e potencial de transmissdo desse virus, trazendo
dificuldades adicionais para o controle da infeccdo pelo VBI (ALEXANDER; GOUGH, 1977,
BANDE et al., 2016).

1.4 Imunidade contra o VBI

Sabe-se que a infecgdo pelo VBI é capaz de induzir uma grande diversidade de mecanismos
imunes efetores, tanto aqueles vinculados as respostas imunes inatas, como as respostas imunes
adaptativas, sendo que esses mecanismos se desenvolvem sistemicamente e junto as mucosas do
trato respiratorio, durante o estagio inicial da infeccdo por esse virus, ou em aves ndo imunes, ou
naquelas que tiverem sido previamente vacinadas. Foi constatado também que esses mecanismos
imunes sdo diretamente responsaveis por parte da remogéo (“clearence”) desse virus ao nivel da
traquéia (porta de entrada) e de outros tecidos que vierem a ser infectadas com esse mesmo virus
(CHHABRA et al., 2015; GUO et al., 2008; OKINO et al., 2013, 2017; WANG et al., 2006).

As infecgdes pelo VBI induzem respostas imunes inatas de intensidades elevadas e que se
caracterizam por uma répida producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL1J e IL6 e 0s
interferons do tipo I (IFN a/B), sendo que esses ultimos exercem atividade inibitoria sobre a
replicacdo viral. Esta resposta anti-viral inata se inicia através do reconhecimento de moléculas
de padrbes de reconhecimento molecular de patdégenos (PAMPs) que compdem as particulas
virais, principalmente os RNAs dos genomas virais de dupla cadeia (dSRNA) ou os de cadeia
simples (SRNA), por meio de receptores reconhecedores de padrées moleculares de patdgenos
(PRRs); como o0 TLR-3, TLR-7, MDA, LGP2 e NLRC5 (okinoCHABRA et al., 2015; GUO et
al., 2008, KAMEKA et al., 2014; OKINO et al., 2013, 2017).

A expressdo de citocinas pro-inflamatorias esta diretamente envolvida com o

recrutamento de leucocitos polimorfonucleares e mononucleares para o sitio primario da infeccao
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pelo VBI. Entretanto, a producdo de algumas citocinas pro-inflamatorias varia dependendo da
estirpe viral do VBI e da linhagem de aves infectadas (ASIF et al., 2007; FERNANDO et al.,
2015, OKINO et al., 2017). Por conta disso, a superproducdo de algumas citocinas, como IL6,
IL1B e IFNy, podem resultar em graves lesdes patologicas locais, além de ndo ter efeito no
sentido de reduzir a carga viral (ASIF et al., 2007, FERNANDO et al., 2015; KAMEKA et al.,
2014, OKINO et al., 2017).

Em sintese, a ativacdo das vias intra-celulares sinalizadoras para a producdo de citocinas
pro-inflamatorias, como a IL-1B, IL-6, os IFNs do tipo | o/f e também as citocinas anti-
inflamatérias como a IL-10, pode ser de fundamental importancia para que haja continuidade
entre as respostas imunes inatas e as adaptativas contra o VBI, que ocorrem ao nivel das
mucosas, através da modulacdo do micro-ambiente local, ou inversamente para que haja uma
situacdo de perda da regulacdo do processo inflamatorio que, nesse ultimo caso, ndo evolui para a
imunidade adaptativa, mas sim para um quadro de lesbes mais severas (GUO et al., 2008,
KAMEKA et al., 2014, OKINO et al., 2017). Ainda, dentro do contexto da imunidade inata,
deve-se considerar o papel importante exercido pelas Células NK (natural killer) contra agentes
infecciosos virais, que atuam em processos de destruicdo das células infectadas por virus, e,
também, produzindo IFNs do tipo I, os quais se constituem em importantes mecanismos de
imunidade contra patégenos virais como o VBI no inicio do processo infeccioso e antes do
desenvolvimento da resposta imune adaptativa (CHABRA et al., 2015; OKINO et al., 2017).

Os primeiros sitios de desafio na infeccdo pelo VBI nas aves sdo as mucosas,
principalmente as do trato respiratério, digestorio e uro-genital. Estes sitios, possuem colec¢Ges de
tecidos linféides especiais associados a essas mucosas, como 0 HALT (tecido linféide associado
a cabeca — head associated limphoyd tissue), 0 GALT (tecido linféide associado aos intestinos -
gut associated lymphoyd tissues) e o0 BALT (tecido linféide associado aos brénquios - Broncchio
associated lymphoid tissues), nos quais estdo distribuidos as células apresentadoras de antigenos;
como as celulas dendriticas e os macrdfagos, os linfocitos B e T que séo os responsaveis diretos
apos o reconhecimento dos antigenos pela geracdo de respostas imunes adaptativas humorais e
celulares para atuarem na protecdo das superficies mucosas contra 0s agentes infecciosos em
geral e particularmente contra o VBI, por meio da producdo de anticorpos do isotipo IgA e IgG
ou na geracdo de células Tc CD8+ efetoras (CHHABRA et al, 2015; GUO et al., 2008; OKINO
etal., 2013; 2017; WANG et al., 2006).

Ademais, é reconhecido também que a maioria dos anticorpos anti-VBI dos isotipos IgA,
IgG e IgM, presentes nas secre¢Bes mucosas do trato respiratorio e anexos, cOmo a mucosa
ocular, é produzida pelos tecidos linfoides traqueo-bronquiais e principalmente pela glandula de

Harder (6rgdo linfoide especializado das aves que esta localizado na cavidade orbital), em
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resposta a inoculacdo de suspensdes virulentas ou atenuadas (vacinas “vivas) do VBI
(CHHABRA et al, 2015; LANCELLOTTI et al., 2014, OKINO et al., 2013). Para os anticorpos
do soro sanguineo foram detectadas atividades virus-neutralizantes contra o VBI, bem como foi
verificado que a presenca de altos titulos de anticorpos séricos estdo associadas com a auséncia
de re-isolamento do VBI nos rins e no trato reprodutor das aves infectadas experimentalmente
com esse virus. No entanto, a maior parte dos artigos da literatura destaca que os titulos de
anticorpos anti-VBI no soro sanguineo, ao contrario dos anticorpos presentes na secrecdes
mucosas, nao apresentam boa correlacdo com o estado de protecdo ao desafio com estirpe
virulenta do VBI, especialmente quando o estado de protecdo € avaliado na traqueia; através da
mensuracdo da integridade do movimento ciliar, do grau de lesdes histologicas e do re-
isolamento ou carga viral nesse mesmo 6rgao (CHHABRA et al, 2015; LANCELLOTTI et al.,
2014, OKINO et al., 2013, 2017).

Foi verificado também que a resposta mediada por células T CD8" citotoxicas (CTLs)
também é de crucial importancia na fase inicial da infecgdo pelo VBI e esta envolvida com a
inibicdo da replicacdo viral e com eliminacdo de células infectadas com esse patdgeno. As
respostas mediadas por CTLs durante a infec¢do pelo VBI apresentam correlacdo negativa com
as alteracOes patoldgicas em tecidos e 6rgdos alvo da infeccdo por esse virus, além da atividade
citotoxica requerer a compatibilidade de moléculas do Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC) de classe | da célula alvo do processo de citélise com o das células responséveis
por esta atividade, no caso, as células T citotoxicas - CD8+ ( CHHABRA et al., 2015; OKINO et
al., 2013; 2017).

Dessa forma, foi constatado que a resposta imune celular, especialmente quando mediada
por células T citotdxicas (Tc), é bastante eficaz para controlar a infec¢do pelo VBI, uma vez que
ela apresenta correlagdo negativa significativa com a carga viral e correlagdo positiva com uma
melhora clinica e patolégica do animal. Ainda, dentro desse contexto, sabe-se que a atividade das
células T pode ser avaliada através dos niveis de expressdo génica ou de producao de IFNy, assim
como a atividade das celulas T citotoxicas, pode ser avaliada pelos niveis de expressdo génica ou
de producéo de Granzima A e Perforina (OKINO et al., 2013; 2017).

Em sintese, fica evidente que, tanto os elementos efetores da imunidade adaptativa
humoral, como da imunidade cito-mediada que séo induzidos no compartimento das mucosas do
trato respiratério superior apds a administracdo de vacina viva atenuada contra o VBI em
pintinhos com 1 dia de idade, exercem papeis relevantes na protecdo contra esse virus
(CHHABRA et al., 2015; OKINO et al., 2013). E, dentre os principais marcadores da imunidade
pos-vacinal contra o VBI, ou imuno-correlatos de protecdo, destacam-se 0s niveis de anticorpos

anti-VBI do isotipo 1gG e IgA na secrecdo lacrimal e também os niveis de expressdao do gene
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codificador do homologo da Granzima A na traqueia, 0s quais se elevaram mais precocemente
apo6s o desafio (1 a 3 dias pds-desafio) e foram os pardmetros que apresentaram correlacdes
negativas mais elevadas com todos os indicadores de protecdo do trato respiratorio e
especificamente da mucosa traqueal (ciliostase, histopatologia e replicacédo viral), quando as aves
previamente vacinadas foram desafiadas com a estirpe virulenta M41 do VBI. Em adicdo a esses
dois grupos de parametros , verificou-se também, nesses mesmos estudos, que a expressdo dos
genes codificadores de CD8+ e IFN-y (RNAm) também apresentaram eleva¢des mais precoces
pos-desafio e correlagbes substanciais com um ou dois dos parametros de protecdo traqueal
avaliados. Isso indica que a vacinacdo de pintinhos com 1 dia de idade com a vacina atenuada
contra 0 VBI induziu respostas imunes humorais e celulares de memdria no compartimento de
mucosas do trato respiratorio superior, tanto no que concerne a producdo de anticorpos como de
células T citotoxicas, que proporcionaram o desenvolvimento de mecanismos de protecdo mais
rapidos e capazes de restringir a replicacdo viral e reduzir as alteracfes patoldgicas na traqueia
das aves desafiadas com estirpe virulenta do VBI (CHHABRA et al., 2015; OKINO et al., 2013).

1.5 Variantes do VBI no mundo e no Brasil

De maneira semelhante a maioria dos virus RNA, os Coronavirus apresentam uma alta
frequéncia de mutacdo a qual decorre principalmente dos mecanismos de falhas de correcédo
(“proof-reading”) da enzima RNA-polimerase desse virus, bem como pelo fato de a transcricéo
do RNA gendmico ser descontinua nos coronavirus e se processar em “saltos”. Assim, a evolucéo
de estirpes variantes do VBI é um fendmeno relativamente frequente, em virtude da alta
capacidade de variabilidade genética desse virus, o que se traduz pelo aparecimento de alteracdes
genéticas marcantes especialmente nos genes codificadores das proteinas estruturais S e N e, em
menor escala, das proteinas ndo estruturais ou até mesmo em regides ndo codificadoras. Essas
alteracbes genéticas acarretam mudancas relevantes nas caracteristicas fenotipicas, como por
exemplo, nas propriedades antigénicas e naquelas associadas a viruléncia e/ou a patogenicidade
desse mesmo agente infeccioso. Para ilustrar melhor as consequencias da grande variabilidade
que ocorre entre as estirpes do VBI, ja foram descritos, em diversas partes do mundo, mais do
que 20 sorotipos desse virus (CHACON et al., 2011; JACKWOOD et al., 2012; JACKWOOD;
DE WIT, 2017; MONTASSIER et al., 2006; MONTASSIER, 2010; VILLARREAL et al., 2010).

Devido a alta taxa de variabilidade genética durante a transcri¢cdo génica, o VBI pode ser
considerado como uma “quasiespecies”, que se define como agrupamentos contendo um conjunto
de variantes genotipicas e fenotipicas de uma progénie desse virus, que tem como fundamentacéo

a divisdo genémica interespecifica causada por influéncias internas e/ou externas, tais como o
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ambiente, 0s mecanismos de escape desencadeados pelo virus, variabilidade e suscetibilidade ao
hospedeiro (FERNANDO et. al., 2017). Na verdade, o fendbmeno da geragéo de quasispecies nas
progénies virais tem sido relatado entre os coronavirus, incluindo o VBI e considera-se que é
importante para a evolucdo e persisténcia destes virus dentro do organismo hospedeiro, porque
pode favorecer o surgimento de novas variantes desse virus no campo e pode contribuir com 0s
mecanismos de escape do virus as respostas imunes do hospedeiro (MONTASSIER, 2010).

As primeiras variantes do VBI foram isoladas no inicio dos anos 1950 nos Estados
Unidos, tendo sido nessa ocasido isolada a estirpe Connecticut (Conn), a qual ndo apresentava
reacdo de neutralizacdo e nem protecdo vacinal quando utilizada a vacina da estirpe
Massachusetts, isolada no inicio dos anos 1940. Desde entdo muitos relatos de outras variantes do
VBI foram descritos em todo o mundo. Este fato levou a uma maior atengdo para a busca e a
identificacdo e estirpes variantes e o conhecimento de que muitos paises possuem suas proprias
estirpes, denominadas indigenas (CAVANAGH, 2007; JACKWOOD et. al., 2012).

Ao se considerar a ocorréncia de estirpes do VBI na América Latina, verifica-se que a
presenca desse virus foi relatada pela primeira vez no final da década de 1950 apds o isolamento
de uma estirpe do sorotipo Mass no Brasil (HIPOLITO, 1979). As estirpes desse sorotipo
parecem ter predominado no Brasil até meados da década de 80, quando foi reportado o
isolamento da primeira variante no Brasil (BRANDEN; DA SILVA, 1986).

Em outro estudo realizado em meados de 1990, foram isolados pelo menos cinco tipos
antigenicamente diferentes de VBI em todo Brasil, principalmente nos grandes polos avicolas,
com maior concentracdo de produtores, na regido sul do pais (DI FABIO et al., 2000;
MONTASSIER, 2010). Além disso, a partir de 2000 e com base na analise das sequéncias de
nucleotideos do gene S1 de isolados de campo do VBI foram identificados, no Brasil, gen6tipos
diferentes daqueles em que sdo classificadas as estirpes americanas, europeias, asiaticas e
australianas do VBI (Figura 1) (BALESTRIN et al., 2014; CHACON et al., 2011; FELIPPE et
al., 2010; FRAGA et al., 2013; MONTASSIER et al., 2006, 2012; VILLARREAL et al., 2007,
2010). Além disso, foram também identificadas estirpes variantes brasileiras do VBI com relagéo
a sequéncia de nucleotideos do gene da nucleoproteina (N) (ABREU et al., 2006).

Os estudos de protecdo vacinal contra estirpes do VBI isoladas na década de 1990 no
Brasil mostraram que o sorotipo Mass, forneceu protecdo inadequada contra a maior parte dessas
novas variantes brasileiras do VBI (COOK et al., 1999; DI FABIO et al., 2000). Consta também,
na literatura, que essas estirpes foram isoladas de surtos de BIG, apresentando diversas
manifestacdes clinicas e patoldgicas, tais como traqueobronquites e aerossaculites, lesdes renais e
problemas reprodutivos em fémeas e em machos. Esses achados clinico-patolégicos

caracterizaram, assim, o potencial de um amplo espectro de patotipos dentre esses isolados do
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VBI no Brasil (BALESTRIN et al., 2014; CHACON et al., 2011; 2014; FELIPPE et al., 2010,
FRAGA et al., 2013; MONTASSIER et al., 2006, 2012; VILLARREAL et al., 2007, 2010).

Figura 1. Diferentes genotipos do VBI encontrados no Brasil e no mundo
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Fonte: Montassier et al., 2012.

Ademais, foi demonstrado que uma das estirpes variantes brasileiras do VBI (IBVPRO05)
apresentava, em ensaios de infeccdo experimental, maior patogenicidade para 0s rins
(nefropatogénica) e menor para o trato respiratorio e, ainda, foi observado que a infecgdo por esta
estirpe era somente em parte controlada pela vacina formulada com a estirpe Massachusetts
(H120) do VBI, quanto a protecdo contra alteracdes patoldgicas traqueais e renais induzidas por
esse virus. Portanto, as vacinas formuladas com estirpes Massachusetts ndo eram capazes de
induzir protecdo integral e efetiva contra variantes brasileiras do gendtipo BR do VBI
(FERNANDO et al., 2013; 2017).
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1.6 Controle e prevencao da BIG

O controle e a prevencdo da BIG deve ser baseado principalmente na aplicacdo de
medidas de biosseguridade e rigoroso controle sanitario dos plantéis avicolas. Além disso,
vacinas vivas atenuadas sdo importantes na imunoprofilaxia da infeccdo pelo VBI para aves dos
diferentes tipos de criagdo, e as vacinas inativadas em emulséo oleosa antecedidas da imunizagao
com vacina viva atenuada, sdo especialmente recomendadas para conferir uma maior imuno-
protecdo a aves poedeiras e reprodutoras (BANDE et al, 2015). As vacinas vivas atenuadas
conferem imunidade local mais efetivas no trato respiratério, entretanto, ha o risco de
patogenicidade residual, reversdo de viruléncia e persisténcia nas aves de uma granja vacinada,
enguanto que as vacinas inativadas sao menos efetivas em induzir protecdo no compartimento das
mucosas e, principalmente os mecanismos mediados por células Tc (CHHABRA et al., 2015;
LOPES et al., 2018; MCKINLEY et al., 2008). Dentre as vacinas atenuadas, estdo disponiveis no
Brasil, aquelas que sdo formuladas com as estirpes atenuadas do gendtipo / sorotipo
Massachusetts, como a H52 e a H120, derivadas da amostra Holland (H) e ainda a estirpe
atenuada Ma5. Além disso, as estirpes atenuadas do sorotipo / gendtipo Massachusetts,
especialmente a H120 e a Ma5 sdo as mais usadas globalmente devido a capacidade que tais
estirpes tém de promover protecdo cruzada contra diferentes sorotipos do VBI (DE WIT et. al.,
2015).

1.7 Vacinacéo versus variantes do VBI

Sabe-se que no Brasil, a estirpe Mass era a Unica estirpe licenciada pelo Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) para a formulacdo de vacinas até 2015, quando foi aprovada o
uso de formulagGes vacinais inativada (2015) e atenuadas (2016), contendo estirpes do genotipo
BR-1 do VBI (CHACON et al., 2016). Nesse caso, deve-se ressaltar que as razdes para a
aprovacdo dessas novas vacinas contra o VBI foi o fato de que as estirpes dos gendétipos BR-1 e
BR-11 do VBI que circulam no Brasil apresentam baixa identidade com a regido S1 da estirpe
Massachusetts e reduzida protecé@o cruzada com relacdo a estirpe vacinal atenuada Massachusetts
(CHACON et al., 2011; 2016; FERNANDO et al., 2013, 2017; FRAGA et al., 2013;
MONTASSIER et al., 2006; 2012; VILLARREAL et al., 2010). Algumas dessas estirpes dos
gendtipos BR apresentam tropismo para o trato respiratorio, outras para os tratos gastrointestinal,
reprodutivo e/ou urogenital (BALESTRIN et al., 2014; CHACON et al., 2014; VILLARREAL et
al., 2010), o que requer uma abordagem mais abrangente na formulagdo de vacinas visando a
geracdo de estados de imuno-protegéo tanto para os compartimentos de mucosa como sistémicos

das aves hospedeiras.
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Um ponto interessante a considerar na imunoprofilaxia da BIG é que para se obter uma
eficiente protecdo contra a infec¢do pelo VBI, é necessario identificar os genotipos / sorotipos
desse virus predominantes para cada regido / pais e também determinar o potencial de protecédo
cruzada, isto é, o protectotipo das estirpes vacinais existentes em relacdo as novas estirpes do
VBI isoladas de campo, procurando, dessa forma, otimizar os programas estratégicos de
vacinacdo contra a BIG (CHHABRA et al., 2015; COOK et al., 2012; JACKWOOD, 2012;
JORDAN, 2017).

Assim, devido as limitacdes que a estirpe vacinal Massachusetts tem para induzir protecao
cruzada mais efetiva contra as estirpes dos gendtipos brasileiros do VBI, tal como foi relatado
acima, em 2016 comecou a ser produzida e comercializada uma vacina viva atenuada contendo
um genotipo BR-l, com o objetivo de induzir protecdo contra as diversas variantes que
emergiram no pais (CHACON et al., 2016). Esses autores testaram a protecdo da vacina viva
atenuada BR-1 contra diferentes variantes pertencentes ao grupo BR-I e compararam a protecédo
induzida pela vacina viva atenuada Massachusetts e observaram que a vacina contendo o
genotipo brasileiro induziu total protecdo contra o desafio com as estirpes homologas do geno6tipo
BR-1, de acordo com os resultados dos sinais clinicos, da ciliostase traqueal e da carga viral,
enquanto a vacina Massachusetts falhou na inducdo de protecdo cruzada contra estirpes do
gendtipo BR-I do VVBI. Alem disso, mais recentemente, foi produzida uma nova formulagédo com
uma estirpe inativada do gendtipo BR-1 do VBI encapsulada em nanoparticulas de quitosana que
apos ter sido administrada por via 6culo-nasal, foi capaz de induzir respostas imunes humorais e
cito-mediadas na mucosa do trato respiratdrio superior e anexos que conferiram protecdo contra o
desafio com estirpe virulenta BR-1 homoéloga (LOPES et al., 2018).

Em adicédo a isso, deve-se destacar que 0s programas de vacinagdo contra 0 VBI podem
variar de um pais para outro, ou mesmo de uma criagdo avicola para outra, dentro do mesmo pais,
dependendo das condicGes locais 0 do levantamento das principais estirpes identificadas como
predominantes em uma dada regido. Além disso, em todos os paises com avicultura mais
avancada, existe uma grande cautela quanto ao uso indiscriminado de vacinas vivas, de modo a
ndo se utilizar estirpes vacinais atenuadas de outras partes do mundo que nédo estejam presentes
em uma dada regido ou pais, e assim evitar a disseminacdo de linhagens genéticas e fenotipicas
distintas das estirpes locais (CAVANAGH et al., 1997; GELB et al., 1991;)

Em se tratando de Brasil, o controle da BIG tem sido baseado principalmente no uso de
vacina viva atenuada com a estirpe Massachusetts do VBI e sé mais recentemente foi autorizado
0 uso de vacina viva atenuada formulada com estirpe do gendtipo BR-1 do VBI. Ainda neste
contexto, deve-se considerar que 0s mecanismos essenciais de protecdo contra a infeccdo do trato

respiratorio pelo VBI em galinhas tém sido definidos como a capacidade de o sistema imune
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conferir resisténcia a traqueia contra a infeccdo por este virus, reduzindo a replicacéo viral e
impedindo principalmente que ocorram lesdes mais severas na traqueia e a completa ciliostase no
epitélio desse mesmo 6rgdo, bem como impedindo a disseminagdo do VBI a partir da porta
entrada desse virus para outros 6rgdos e tecidos do organismo hospedeiro. No entanto, com o
repentino e enorme crescimento da industria avicola no Brasil, a partir da década de 1990,
diversas estirpes do VBI vieram a se adaptar trazendo grandes problemas sanitérios. Estas
estirpes muitas vezes se manifestam de maneira diferente das comumente associadas com a BIG
em nosso pais. Portanto, o principal desafio para a comunidade cientifica e para o setor técnico da
avicultura do Brasil é saber o estado de protecdo imune efetivamente desencadeado pela
vacinacdo com as estirpes preconizadas e/ou oficialmente autorizadas em nosso pais, frente a
estas novas variantes do gendtipo BR do VBI e de forma a ter mais subsidios para procurar
desenvolver vacinas mais eficazes contra essas estirpes do VBI, bem como programas
imunoprofilaticos mais efetivos contra esse agente infeccioso (FERNANDO et al., 2013; 2017,
LOPES et al., 2018; OKINO et al., 2013).

CONSIDERACOES FINAIS

Em vista de todo o exposto, ficou evidenciado nessa revisdo que o virus da bronquite
infecciosa (VBI) ocasiona um grande impacto negativo na producdo avicola industrial brasileira,
sendo que esse virus é caracterizado principalmente por ocasionar uma doenca aguda do trato
respiratorio de seus hospedeiros, mas devendo-se considerar que algumas novas estirpes deste
virus podem desenvolver lesdes em celulas de outros tecidos e Orgdos do trato urinario,
reprodutor e digestério das aves infectadas. Esta caracteristica de diferentes tropismos e
patogenicidade do VBI esta relacionada principalmente a alta taxa de variabilidade genética desse
virus, que se reflete no surgimento de estirpes variantes genéticas e, na maioria das vezes, em
variantes fenotipicas, com padrdes de tropismo e patogenicidade diferentes das estirpes de
referéncia utilizadas na producéao de vacinas.

A prevencdo da bronquite infecciosa das galinhas no Brasil é usualmente realizada pela
vacinacdo dos plantéis avicolas, principalmente com a vacina atenuada contendo a estirpe
Massachusets do VBI (Mass) e bem mais recentemente com a vacina com estirpe do gendtipo
BR-1 do VBI. Entretanto, existem situacfes em que as vacinas comerciais existentes nao
proporcionam protecdo adequada contra desafios por novas estirpes desse virus. Por isso, uma
das medidas profilaticas que poderia proporcionar um controle mais efetivo da infeccdo com
essas estirpes variantes do VVBI no pais é a adocao de programas de vacinacao que utilizem novas

preparacdes vacinais com estirpes homologas do VBI atenuadas ou inativadas e, nesse ultimo
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caso, adicionadas de novos adjuvantes a fim de que tais vacinas sejam capazes de induzir respostas
imunes mais efetivas e mediadas tanto por anticorpos como por células T, especialmente no
compartimento das mucosas do trato respiratorio, que se constitui na principal porta de entrada

para esse patogeno viral.
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