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RESUMO

CARRASCO, A. O. T. Avaliacao da infectividade, transmissibilidade, estado
de portador (reservatorio) e da resposta imune humoral de pombos
(Columba livia) submetidos a infeccao experimental frente a estirpes do
Virus da Doenca de Newcastle (V.D.N) de alta e baixa patogenicidade. 2009.
122 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O presente trabalho foi delineado com o objetivo de agregar o maior numero de
informagdes possiveis acerca do comportamento de pombos domésticos
(Columba livia) e galinhas (Gallus gallus), imunes e nao imunes, submetidos a
infeccdo experimental direta e por contato pelo virus da doenca de Newcastle
(VDN). Os resultados obtidos nos quatro modelos experimentais estudados,
avaliados por meio das técnicas soroldgicas de Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI) e
de Fixacdo do Complemento (RFC) e de deteccdao de genoma viral (RT-PCR),
revelaram que pombos e galinhas previamente imunizadas com a estirpe de baixa
patogenicidade do VDN (LaSota), desenvolveram altos titulos de anticorpos em
ambas as espécies aviarias, os quais reduzem significativamente a excregao viral,
quando submetidos a infeccao por estirpe de alta patogenicidade do VDN (Sao
Jodo do Meriti). Nos pombos experimentalmente infectados pela estirpe viral
patogénica, ndo foram observados sinais clinicos aparentes da doenca, 0 mesmo
nao ocorrendo nas galinhas, que vieram a 6bito, a partir de 72 horas pés-infeccao.
Os pombos infectados eliminaram genoma da estirpe viral patogénica, os quais
nao foram detectados nas galinhas sentinelas e controles, em contato. A
utilizacdo de oligonucleotideos especificos permitiu a diferenciagcdo entre as
estirpes virais (alta e baixa patogenicidade) eliminadas pela cloaca das aves em
estudo. Na avaliacdo da presenca do VDN em amostras de tecidos, por meio da
RT-PCR, o baco foi o local de maior ocorréncia de detecgéo.

Palavras Chave: Doenca de Newcastle; Columba livia;, Pombos; Inibicdo da

Hemaglutinagdo; RT-PCR; Infeccao Experimental



ABSTRACT

CARRASCO, A. O. T. Evaluation of infectivity, potential of transmission,
reservoirs state and humoral immune response of pigeon (Columba livia)
experimentally infected with low and high pathogenicity strains of Newcastle
Disease virus (N.D.V.). 2009. 122 p. Ph. D. Thesis (Microbiology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

This study was designed with the goal of adding as much information as possible
about the behavior of pigeons (Columba livia) and chicken (Gallus gallus), immune
and not immunizated, submitted to direct experimental infection and by contact
with Newcastle Disease virus (NDV). The results obtained in four experimental
models in question, evaluated by serological techniques of Hemagglutination
Inhibition (HI) and Complement Fixation (RFC), and the detection of viral genome
(RT-PCR) revealed that pigeons and chickens previously immunized with a low
pathogenic strain of NDV (LaSota) developed high antibody titers in both avian
species, which significantly reduces virus shedding, when subjected to infection by
highly pathogenic strain of NDV (S&o Jo&do do Meriti). In pigeons experimentally
infected with pathogenic viral strain did not see any clinical signs of disease, which
did not occur in chickens, which they had died, from 72 hours post-infection.
Pigeons infected eliminated genome of pathogenic viral strain, which were not
detected in sentinel chickens and controls. The use of specific primers allowed the
differentiation between viral strains (high and low pathogenicity) excreted for
cloaca of birds. In assessing the presence of NDV in tissue samples, by RT-PCR,

the spleen was the most frequent site of detection.

Keywords: Newcastle Disease; Columba livia; Pigeons; Hemagglutination
Inhibition; RT-PCR; Experimental Infection
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1 INTRODUGCAO

A Doenca de Newcastle (DN) € uma enfermidade de etiologia viral e de
rapido poder de disseminacdo, que acomete varias espécies de aves domésticas
e silvestres. Segundo critérios estabelecidos pelo Codigo Zoosanitario
Internacional da OIE (Oficce International des Epizooties) é considerada doenca
de notificagcdo compulséria, devido aos elevados prejuizos que causa a avicultura,
acarretando sérias consequéncias soOcio-econdmicas, principalmente em
decorréncia da limitacdo do livre comércio internacional de aves e seus
subprodutos.

Um grande numero de espécies aviarias, distribuidas entre as 27
das 50 ordens existentes, é susceptivel ao virus da doengca de Newcastle (VDN).
Entre tais espécies, o pombo doméstico (Columba livia), usualmente encontrado
tanto em &reas urbanas, como em areas rurais, tem sido incriminado como
hospedeiro e disseminador da doenga ndo sé para aves de produgdo, mas
também para aves silvestres, razao da sua importancia na cadeia epidemiol6gica
da enfermidade.

De fato, a coabitagcdo de pombos, amplamente disseminado pelas
cidades brasileiras, com aves destinadas as criagdes comerciais, quando a
procura de alimento e agua € uma situagdo que simula o que realmente acontece
em condicdes de campo. Por ser ave de vida livre, pode carrear o VDN para
dentro de granjas comercias e, ainda, em condigbes favoraveis transmitir para
aves de vida livre, estirpes virais presentes em granjas. E pouco conhecida ou
questionavel a capacidade de pombos previamente infectados com estirpe de
VDN patogénica para galinhas, transmitir a doenga para galinhas em contato.

Por outro lado, € sabido que pombos domésticos sdo capazes de
transmitir naturalmente estirpes patogénicas do VDN para outros pombos sem,
contudo, apresentar qualquer indicio de sinal clinico da doengca. Em tais
condicdes, somente a resposta imune humoral e o estado de portador tém sido
observados, este ultimo, caracterizado pela eliminacao intermitente do virus.

Em face disso e considerando que a avicultura brasileira desempenha
importante papel na balanga comercial, por ser o Pais o maior exportador de
frangos do mundo, torna-se imperioso encetar estudos objetivando ampliar os
conhecimentos a respeito da infectividade, transmissibilidade, estado de portador



(reservatério) e da resposta imune humoral de pombos, submetidos a infeccao
experimental e a vacinagdo frente a estirpes do VDN de alta e baixa
patogenicidade para galinhas. E, ainda, avaliar o comportamento de pombos
quando submetidos a infeccdo com uma estirpe viral de alta patogenicidade para
galinhas, no que tange a possibilidade de adaptacao viral, apés passagem em
uma nova espécie avidria distinta, para se estabelecer, com maior objetividade, as
relagbes dentro do sistema VDN-POMBO-GALINHA, envolvidos na doenga de

Newcastle.

Assim sendo, o presente estudo tem como proposta a quantificacédo da
resposta imune humoral de pombos frente a estirpes vacinais usualmente
utilizadas na imunizacdo de aves comerciais, bem como averiguar a capacidade
destes imundégenos em reduzir a eliminacao viral e, conseqgientemente, tornar
arrefecido qualquer possibilidade de ocorréncia de sinais clinicos da DN. E, ainda,
avaliar, por meio de infeccdo experimental em pombos, o comportamento de uma
estirpe viral de alta patogenicidade para galinhas, no que diz respeito a
possibilidade de adaptacado viral de tal estirpe, ap6s passagem em uma nova
espécie, ou seja, pombos. Finalmente, por meio de infeccdo experimental
realizada em pombos e galinhas conviventes, obter informagdes acerca da
transmissibilidade inter-especifica do VDN. De posse de tais informagdes,
dimensionar o real papel desempenhado pelo pombo na cadeia epidemioldgica da
DN, principalmente no que tange a disseminacao da enfermidade para galinhas,
bem como agregar informagdes no que diz respeito a medidas de imunoprofilaxia,
objetivando desta forma, um melhor controle da enfermidade, seja em plantéis de

aves comerciais, seja em aves de vida livre.



2 REVISAO DE LITERATURA

O virus da doenca de Newcastle (VDN) pertence a Ordem
Mononegavirales, Familia Paramyxoviridae, Subfamilia Paramyxovirinae e
Género Avulavirus. Os virus pertencentes a familia Paramyxoviridae séo RNA
virus de fita simples, com envoltério e genoma ndo segmentado de
aproximadamente 15,2Kb, além de polaridade negativa (INTERNATIONAL
COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES - ICTV, 2002). O VDN é também
conhecido como Paramyxovirus Aviario Tipo 1 (APMV 1 — do inglés, Avian
Paramyxovirus Type 1) pertencendo ao género Avulavirus. Ainda a este género,
pertencem outras estirpes virais, como os Paramyxovirus Aviarios Tipo 2 ao 9.
Além destas, existem ainda amostras denominadas de Paramyxovirus Tipo 1
provenientes de pombos (“Pigeon Paramyxovirus” — 1 — PPMV-1) que foram
primeiramente descritas em 1978, e posteriormente diferenciadas, por meio de
anticorpos monoclonais, das demais estirpes de Paramyxovirus aviarios (ICTV,
2002). Em linhas gerais, tais estirpes virais sao variantes do APMV-1 que, ap6s
sucessivas passagens em outro(s) hospedeiro(s), sofreram um processo de
adaptacao aos pombos, tornando-se, adaptadas a esta espécie. Embora o VDN
possua apenas um sorotipo, existem pelo menos oito gendtipos distintos,
designados de | a VI, os quais foram caracterizados por meio de enzimas de
restricdo e analise das sequiéncias do gene de fusdo F (MAYO, 2002; JEON et al.,
2008).

O VDN possui morfologia esférica, podendo as vezes apresentar-se
ligeiramente pleomérfico, com cerca de 150 a 200 nm de didmetro e um
nucleocapsideo de 12 a 17 nm de didmetro. O nucleocapsideo é revestido por um
envoltério constituido por dupla camada lipidica, das quais emergem projecoes de
origem viral, com atividades especificas de dois tipos: HN e F. A glicoproteina HN
compreende as enzimas hemaglutinina e neuraminidase e a glicoproteina F a
funcdo de adesdo da particula viral a membrana celular do hospedeiro. A
hemaglutinina confere ao VDN a capacidade de aglutinar eritrocitos, enquanto a
neuraminidase atua promovendo a gradual eluicdo das particulas virais
aglutinadas, atividades essas importantes na patogenia da doenca. Todas as

estirpes do VDN possuem a capacidade de adsorver e aglutinar hemacias de



aves, répteis, anfibios, cobaias, ratos e humanos. Os anticorpos dirigidos contra a
glicoproteina HN do virion inibem a hemaglutinagdo do virus a superficie da
heméacia e o titulo de tais anticorpos € utilizado na mensuragdo da imunidade
humoral, passiveis de serem quantificados por meio de testes de Inibicdo da
hemaglutinagdo (HI) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA), todos utilizados no
diagnoéstico sorolégico da DN (ACKERMAN, 1964; KOUWENHOVEN, 1993;
LAMB e KOLAKOFSKY, 1996; ALEXANDER, 1997; MILLAR et al., 1998).

O genoma viral é constituido por seis genes (3'-NP-P-M-F-HN-L-5%)
que codificam as duas glicoproteinas estruturais de superficie (HN e F), além de
outras quatro proteinas, ou seja, proteina da matriz viral (M), proteina polimerase
grande (L), proteina do nucleocapsideo (NP) e uma fosfoproteina associada ao
nucleocapsideo (P) (KOUWENHOVEN, 1993; LEEUW e PEETERS, 1999). A
proteina F, conforme anteriormente citado é a responsavel pela fusdao do
envoltério viral a receptores da membrana plasmatica da célula hospedeira e sua
consequente penetracdo. Tal atividade sé é possivel pela clivagem do precursor
Fo, por meio de uma enzima do hospedeiro, em dois polipeptidios ligados, Fi e F»
(MERZ et al., 1981). As Fodas amostras virulentas de VDN s&o clivadas em uma
grande variedade de células do hospedeiro, enquanto aquelas das amostras nao
virulentas sédo clivadas somente em limitados tipos celulares. A capacidade de
replicacdo das amostras virulentas em diversos grupos celulares torna o VDN
capaz de disseminar extensivamente através de uma gama enorme de
hospedeiros (TOYODA et al., 1987; JESTIN, V. e JESTIN, A., 1991; SEAL et al.,
1995; SEAL et al., 1996; KANT et al., 1997; OBERDORFER e WERNER, 1998;
ALDOUS e ALEXANDER, 2001; CAVANAGH, 2001). Portanto, a viruléncia dos
APMV-1 esta associada diretamente ao sitio de clivagem da proteina Fy, ponto
este responsavel pela patogenicidade da estirpe viral (CREELAN et al., 2002).
Assim, a partir da analise da sequéncia do sitio de clivagem da proteina Fo, é
possivel determinar a viruléncia de uma estirpe do VDN (LIU et al., 2007). Por
outro lado, a medida que mutacbes sao induzidas nos sitios de clivagem da
proteina F, concomitantemente ha um acréscimo da patogenicidade e da
severidade dos sinais clinicos da DN em galinhas experimentalmente infectadas,
com estirpes geneticamente modificadas (EGM) (WAKAMATSU et al., 2006).
Ainda relacionada a patogenicidade, neste estudo ficou demonstrado que,
mutagbes relacionadas a proteina HN também sdo fatores determinantes de



patogenicidade. O autor relaciona mutagbes nesta proteina, como
potencializadores das mutacées que ocorrem na proteina F. Galinhas inoculadas
com EGM alteradas tanto na proteina F quanto na proteina HN apresentaram um
acréscimo na severidade dos sinais clinicos apresentados, quando comparadas
aquelas que foram inoculadas com EGM apenas com mutagbes na proteina F
(WAKAMATSU et al., 2006).

A proteina do nucleocapsideo (NP) é a mais importante proteina do
virion, mantendo uma estreita relacdo com o genoma viral. Durante o processo de
replicacdo viral a proteina NP envolve o genoma recém sintetizado num
nucleocapsideo RNAse resistente, propiciando desta forma a protecdo da nova
particula viral. Ademais, é capaz de formar o complexo polimerase, em atuacao
conjunta com as proteinas P e L, interagindo desta forma com a proteina M na
montagem do virion (LAMB e KOLAKOFSKY, 1996). A proteina M esta presente
em maior quantidade no interior do virion; sua principal funcdo é organizar a
morfogénese viral, mantendo o nucleocapsideo inativo e mediando a associacao
do nucleocapsideo com o envoltério recém produzido, no momento da replicagao
viral (COLLINS et al., 1996).

Ainda no processo de replicagao viral, devido a baixa fidelidade da
RNA polimerase, existe a possibilidade da producado de novas particulas virais,
intimamente relacionadas, porém distintas, denominadas de quasispecies
(DOMINGO, 2002; BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). As quasispecies
desempenham um importante papel na sobrevivéncia e na evolugdo dos virus de
RNA, particularmente na patogenicidade e nas manifesta¢des clinicas das
doencas (BARBEZANGE e JESTIN, 2005b) e, a teoria da origem destas, esta
alicercada na teoria da evolucdo de Darwin, com énfase na mutacdo e na
adaptabilidade de particulas de RNA viral (KAMP, 2003; PERALES et al., 2005). A
dindmica das quasispecies € caracterizada pela geracao continua de variantes do
genoma viral, seja por mutacao espontanea, seja por pressao do sistema imune
do hospedeiro. Tal evento é o ponto inicial do processo de variabilidade genética
viral (PERALES et al., 2005; BRIONES et al., 2006; SNOECK et al. 2008), na qual
esta fundamentada em trés pontos principais: mutacéao; recombinacao e rearranjo
genbémico (COMAS et al.,, 2005). Em estudos realizados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) foram observados que a variabilidade viral

proporciona vantagens ao virus, seja na manutencao de infecgdes crbnicas, seja



na re-emergéncia de uma infeccdo ou ainda na ocorréncia de resisténcia as
terapias antivirais (BRIONES et al., 2006). Com relacdo ao APMV-1 foram
observadas a presenca de sub-populacdes virulentas em estirpes de baixa
patogenicidade (Lentogénicas) e alteracdo de viruléncia também ocorreu ap6s
sucessivas inoculacées em galinhas (ALEXANDER e PARSON, 1984). Alguns
autores relatam a possibilidade de amostras do PPMV-1 serem heterogéneas
dentro de uma populacao de pombos, porém apds sucessivas passagens em
galinhas, pode ocorrer homogeneizagdo destas, selecionando desta forma sub-
populacdes de alta viruléncia (KISSI e LOMNICZI, 1988 apud BARBEZANGE e
JESTIN, 2005a). Este fato foi constatado por meio de infecgbes experimentais
realizadas com seis estirpes distintas do APMV-1, cada qual sendo submetidas a
quatro passagens em galinhas. Apos estas quatro passagens em série, apenas a
estirpe originaria de pombos apresentou aumento significativo de patogenicidade,
porém sem alteracdo no sitio de clivagem da proteina F, possivelmente explicado
pelo mecanismo de quasispecies (KOMMERS et al., 2003).

Em infec¢des experimentais realizadas em pombos com o PPMV-1,
apos seis passagens realizadas pelo contato de aves infectadas com aves nao
infectadas, observou-se o surgimento de quasispecies, fato comprovado pelo
sequenciamento das amostras colhidas a partir de swabs cloacais. Ao contrario,
tais variantes ndo apresentaram modificacdes no indice de Patogenicidade
Intracerebral (ICPI) nem no sitio de clivagem Fg, apenas no genétipo, sugerindo
gue nem sempre as variantes irdo alterar a patogenicidade viral (BARBEZANGE e
JESTIN, 2005a). Da mesma forma, Barbezange e Jestin, 2005b, observaram que
estirpes de APMV-1 classificadas como virulentas pelas técnicas tradicionais
como o IPIC, quando da avaliacdo por técnicas moleculares se mostrava com
caracteristicas no sitio de clivagem F, como uma estirpe avirulenta, da mesma
forma quando avaliada por anticorpos monoclonais. A principal hip6tese levantada
pelos autores seria uma recombinagdo de uma amostra vacinal com uma amostra
virulenta (quasispecies), tendo em vista que genotipicamente a estirpe viral em

questao apresentava ambas as caracteristicas.

A Doenca de Newcastle (DN) foi descrita pela primeira vez em 1926,

ocasidao em que ocorreram dois surtos em locais distintos. Um dos surtos ocorreu



na llha de Java, na Indonésia e o outro, que deu origem ao nome da doenca, em
Newcastle-upon-Tyne, na Inglaterra (ALEXANDER, 1997; SEAL et al., 2000).

Trés panzootias sdo citadas na literatura compulsada desde o
primeiro isolamento do VDN, em 1926. A primeira ocorreu por volta de 1926,
atingindo aves comerciais no Sudeste Asiatico, Oriente Médio e Europa,
principalmente na Inglaterra, enquanto que a segunda, ocorrida na década de 60,
parece ter surgido no Oriente Médio, porém, nesta ultima, a difusdo da doenca foi
mais intensa, atingindo todos os continentes por volta de 1973. Esta rapida
disseminacdo da doenca é atribuida a importacdo e ao comércio intenso de
psitacideos, provenientes do Sudeste Asiatico, América Central e América do Sul.
Os sérios efeitos deletérios desta segunda panzootia impulsionaram o
desenvolvimento de vacinas e a implantacdo de legislacdes internacionais que
regulamentaram o comércio e a producdo de aves (ALEXANDER, 1997). A
terceira Panzootia ocorreu no final dos anos 70, no Oriente Médio, onde foi
relatada como uma doenca neurotropica, sem sinais respiratérios, observada em
pombos de competicdo. Por volta de 1981 a doenca ja estava disseminada por
mais de 20 paises, incluindo Canada, E.U.A., Hong Kong e parte da Europa.
Nestes paises, a principal forma de disseminagcao foi a exposicdo e o comércio
indiscriminado de pombos (ALEXANDER et al., 1984b; ALEXANDER, 1997). Hoje
se sabe que o VDN é capaz de infectar cerca de 241 espécies de passaros,
distribuidas dentro de 27 das 50 ordens aviarias (KALETA e BALDAUF, 1998;
PANSHIN et al., 2002). Estirpes virais de baixa viruléncia estdo usualmente
associadas as aves aquaticas, enquanto as de alta viruléncia estdo associadas as
aves tropicais, principalmente psitacideos. Desta forma, no grupo de aves mais
susceptiveis estdo os galiformes, faisdes, psitacideos, ratitas e pombos. Dentre
aquelas de susceptibilidade moderada encontram-se as aves de rapina, pinglins
e passeriformes e 0s menos susceptiveis sdo as aves aquaticas, gansos, corvos
e pelicanos (CROSS, 1995). Em 1991 a ocorréncia da DN, sob a forma
velogénica e viscerotropica foi relatada em aves silvestres (Psittaciformes,
Passeriformes e Galliformes) nos estados americanos de lllinois, Nevada,
California, Indiana e Texas (PANIGRAHI et al., 1993). Ainda nos Estados Unidos,
em outubro de 2002, o VDN foi isolado na Califérnia, durante um surto da doenca,
onde mais de trés milhdes de aves foram sacrificadas, ocasionando um prejuizo
estimado de US$ 250 milhdes (KINDE et al., 2005; KAPCZYNSKI et al., 2006).



Na Africa do Sul, a ocorréncia de surtos esporadicos da DN desde
1993-94, tem sido a causa de inumeros problemas na exportacao de avestruzes
desta regido, devido a barreiras sanitarias impostas por paises importadores,
causando enormes prejuizos aos estrutiocultores (VERWOERD et al., 1999). Dai
decorre que os dois grandes elos da cadeia epidemiolégica da DN sdo, sem
sombra de duvida, as aves de vida livre e aves comerciais, sendo que o VDN
circula entre estas populacdes aviarias. Portanto, o contato entre aves de vida
livre e aves de produgcédo é um dos principais fatores desencadeadores de surtos
da DN (CAMENISCH et al., 2008). Mesmo com adocado de severas medidas
sanitarias de controle de entrada e saida de aves, o trafico de aves silvestres
ainda exerce um papel importante na entrada de estirpes virulentas do VDN em
areas até antao livres do agente (PANIGRAHY et al., 1993).

Em concordancia, para que ocorra a manutencdo do virus em uma
determinada populacdo aviaria ha necessidade da existéncia de reservatoérios
e/ou disseminadores, cuja participacao e identificacdo na patogenia da doenca é
pouco compreendida. Diante disso, os fatores provavelmente envolvidos na
manutencao da infecgdo sao: presenca de individuos portadores; introducao de
aves susceptiveis; multiplicidade de espécies aviarias (aves comerciais x aves
silvestres); heterogenicidade de estirpes do VDN (AWAN et al., 1994). Acresce-se
ainda, a capacidade de espécies de vida livre introduzir e disseminar a DN,
conforme ja descrito e, possivelmente, o principal fator relacionado ao surto
ocorrido na Califérnia entre 1971-73 (ALEXANDER, 1997; KAPCZYNSKI et al.,
2006).

Ap6s a ocorréncia de um surto da DN em uma populacdo de
Cormordes (Phalacrocorax auritus) habitantes da regiao de Saskatchewan, ilha
localizada no Lago Doré (regido dos grandes lagos), ao sul do Canada, foram
aventados trés principais problemas relacionados a presengca do virus nesta
populacdo de aves: a mortalidade das aves silvestres; o potencial de
disseminacdo da doenga para outras populacées de aves de vida livres e o
potencial impacto econémico na avicultura industrial do pais. Devido a tais
fatores, ficou patente a necessidade de uma maior compreensdo da cadeia
epidemiologica da doenca, para que medidas de controle mais eficientes possam
ser tomadas (KUIKEN et al., 1998).



Dentre as principais vias de transmissdo do VDN destaca-se o contato
direto com animais doentes e/ou portadores, contaminacao de alimentos e agua,
fébmites e de pessoas. A transmissdo aerogena também é de extrema importancia,
sendo relacionada como fator preponderante no surto da DN na Inglaterra, entre
1970-71 (HUGH-JONES et al., 2004 apud Li et al., 2008). Na Inglaterra, um lote
de faisées contaminado pelo PPMV-1 foi sacrificado, tendo sido aventada a
hip6étese da possibilidade de que racdo contaminada com fezes de pombos
portadores do VDN, utilizada na alimentagdo de tais aves, tenha sido a fonte
principal de infeccao (ALEXANDER et al., 1997). Do mesmo modo, ainda na
Inglaterra, um lote de aves comerciais também teria sido infectado com o VDN
devido a ingestdo de ragdo contaminada com fezes de pombos (ALEXANDER et
al., 1984a). No Canada, em 2001, um surto do PPMV-1 em aves de postura foi
relacionado a racao das aves contaminada por fezes de pombos (TORO et al.,
2005),

No Brasil, o primeiro surto da DN ocorreu concomitantemente em
Belém do Pard e Macapa, por volta de 1953 (SANTOS et al., 1954), sendo o
primeiro isolamento do VDN realizado em 1954. A entrada do agente no pais foi
atribuida a importacéo de carcacgas de aves contaminadas procedentes dos EUA,
para hotéis da capital paraense (CUNHA e SILVA, 1955). Apds sua ocorréncia na
década de 50, a DN permaneceu endémica durante muitos anos nos plantéis
avicolas comerciais, todavia de forma controlada, com a ocorréncia de surtos
esporadicos e isolados. Contudo, na década de 70, a doencga ressurgiu sob uma
forma altamente patogénica, conhecida como Newcastle Viscerotrépica, por
atingir com severidade as visceras das aves infectadas. No periodo de 1970 a
1975 foram registrados aproximadamente 1350 focos da doenga em todo o pais.
Durante os 20 anos seguintes, o VDN foi responsavel por varios focos da doenca
em todo o pais, porém em menor intensidade. Apds alguns anos sem a
ocorréncia de novos casos da doenca, em 2006, no Rio Grande do Sul, foi isolada
uma estripe do APMV-1 em 17 frangos destinados ao consumo familiar. Medidas
de controle, entre as quais sacrificio dos animais, quarentena, barreiras sanitarias,
isolamento e desinfeccdo da area acometida foram tomadas, restringindo desta
forma a propagacao do agente (FLORES et al., 2006). A reducao gradual na

ocorréncia da enfermidade é provavelmente devido ao controle sistematico e



intensivo da DN por meio de vacinas eficientes, além da implantacdo pelo
governo federal do PNSA — Programa Nacional de Sanidade Avicola. Porém,
segundo alguns autores, a DN ainda continua endémica no Brasil, bem como em
toda a América do Sul, servindo, por isso, como fonte constante de disseminacao
do virus, principalmente por meio do trafico de aves silvestres (SEAL et al., 1998;
CLAVIJO et al., 2000).

Em um levantamento da prevaléncia da DN, realizado em uma
comunidade de aves ornamentais de cativeiro do estado do Rio de Janeiro, foi
encontrada uma porcentagem de isolamento do virus de cerca de 11,0%
(COUCEIRO et al., 1990). Em outro estudo, também realizado no Rio de Janeiro,
anticorpos inibidores da hemaglutinacéo para o VDN foram detectados em cerca
de 3,2% de aves mantidas em cativeiro (BELLUCI et al., 1999).

Na cidade de Sao Paulo, anticorpos inibidores da hemaglutinacéao
foram encontrados em cerca de 85,7% das amostras de soros de uma populacao
de lIrerés (Dendrocygna viduata), embora genoma do VDN n&o tenha sido
detectado por meio da técnica de RT-PCR (DEMETRIO, 2002). No entanto, de
tempos em tempos, determinadas regides sao surpreendidas pelo aparecimento
de estirpes do VDN com alta capacidade de difusdao, cujos surtos tem sido
atribuidos as mais diferentes espécies de aves susceptiveis, causando elevados
prejuizos a avicultura (ALEXANDER, 1995).

InUmeras espécies de aves silvestres tém sido descritas como
susceptiveis a infeccdo pelo VDN e existe a possibilidade do virus permanecer
sob forma latente nestas aves. Sob condigbes favoraveis, podem ocorrer
mutacdes, as quais podem levar a formacdo de estirpes virulentas e,
conseqlentemente, causar a doencga clinica em pombos (ALEXANDER et al.,
1985; MONNE et al., 2006)

A partr do momento em que aves de vida livre podem ser
responsabilizadas por ser a fonte primaria de introducao da doenca, estudos
comparativos de estirpes do VDN isoladas de aves e estirpes utilizadas no
preparo de vacinas vivas tornaram-se de crucial importancia (WOBESER et al.,
1993; PANSHIN et al., 2002; KAPCZYNSKI et al., 2006).

A DN apresenta sinais clinicos variaveis, os quais estao intimamente

relacionados a estirpe viral envolvida, a idade, ao estado de saude e a



susceptibilidade do hospedeiro (BRUGH e BEARD, 1984; BALLAGI-PORDANY et
al., 1996; ALEXANDER, 1997; SEAL et al., 2000; ALDOUS e ALEXANDER,
2001). Além da influéncia da estirpe viral envolvida, o hospedeiro é de crucial
importancia na disseminacao do agente. Sobre esse aspecto, tem sido observado
que algumas estirpes que provocam 100% de mortalidade em galinhas, ao
contrario, produzem apenas doenca branda em outras espécies. Tal
comportamento viral interespecifico é algo que deve ser exaustivamente estudado
(BEARD e BRUGH, 1975). Entretanto, estirpes provenientes de pombos que se
tornaram naturalmente adaptadas a galinhas, apresentam viruléncia
consideravelmente mais elevada (ALEXANDER, 1986). Da mesma forma,
estirpes de VDN isoladas de aves aquaticas e/ou migratérias, usualmente
apresentam baixa viruléncia para galinhas, sendo classificadas como estirpes
entéricas assintomaticas. Contudo, ha indicios de que tais estirpes virais possam
sofrer processos de mutacdo e se tornarem patogénicas para galinhas
(ALEXANDER, 1995; BARBEZANGE e JESTIN, 2005b).

Nao existem lesbes patognomoénicas para qualquer uma das formas
clinicas da DN. As estirpes patogénicas podem causar anorexia, apatia, dispnéia,
descarga nasal e ocular, morte subita, conjuntivite, diarréia esverdeada, ataxia,
convulsées, tremores, reducao do ganho de peso e da postura de ovos. Todavia,
um achado sugestivo desta enfermidade é a presenca de petéquias hemorragicas
na passagem do pré-ventriculo para o ventriculo. A mortalidade é variavel,
podendo chegar a 100% (ALEXANDER, 1997).

Para fins didaticos, as estirpes do VDN tém sido divididas em cinco
grupos: velogénica viscerotrépica; velogénica neurotropica; mesogénica;
lentogénica ou vacinal; e entérica assintomatica (BEARD e HANSON, 1984).
Formas clinicas atipicas da DN devem ser consideradas como uma séria ameaca
para a criacao comercial de aves devido a possibilidade da rapida disseminacao

da doenca, antes de seu diagndéstico conclusivo (BRUGH e BEARD, 1984).

Os columbiformes, de vasta distribuicido pelo planeta, provavelmente
tenham se originado na regido tropical do velho mundo e, dai, migrado para as
Américas, durante o periodo das colonizagdes. Sdo aves, na maioria granivoras e

frugivoras, descendo ao solo somente para se alimentarem. Sao excelentes



voadores;os casais formados sao inseparaveis e, apés a reproducado, tém a
peculiaridade de se associarem em bandos (SICK, 1992).

Pombos de uma forma geral sdo monogamicos, com duas a trés
oviposi¢des anuais, colocando dois ovos por postura, que eclodem apoés 17-19
dias de incubacao. Entretanto, sob alimentacdo em abundéancia, podem aumentar
a sua capacidade reprodutiva para varias posturas por ano, comprovando assim
que o ciclo reprodutivo é regulado pela oferta de alimento (SICK, 1992).

Os primeiros isolamentos de PPMV 1 ocorreram na ltalia em 1982
(BIACIFIORI e FIORONI, 1983) e nos E.U.A. durante o ano de 1984, em um lote
de pombos em Nova Yorque (PEARSON et al., 1987; KOMMERS et al., 2001),
mas existem suspeitas de que esta estirpe ja tenha circulado no oriente médio, na
década de 70, causando doenca em pombos, ou em outras espécies de aves de
vida livre (KALETA et al., 1985; BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). Da mesma
forma, na Italia, um tordo (Erithacus rubecula) foi encontrado morto, numa area
publica de lazer. Este foi diagnosticado como positivo, por meio de isolamento
viral, para uma estirpe do PPMV-1 relacionada genomicamente com uma estirpe
causadora de um surto anterior da DN em pombos da Europa, comprovando
desta forma a atual circulacdo de estirpes do PPMV-1 naquele continente
(MONNE et al.,, 2006). Em paises com grande populacdo de Columbiformes,
embora existam programas de vacinagcdo para estas espécies aviarias, a DN
ainda é considerada endémica, (KIM et al., 2008).

Em pombos, os PPMV-1 induzem ao aparecimento de um quadro
clinico caracterizado por diarréia e sinais neurolégicos, porém sem lesdes
macroscopicas patognomoénicas (BIANCIFIORI e FIORONI, 1983; ALEXANDER e
PARSONS, 1986; SEAL et al., 2000; KAPCZYNSKI et al., 2006). As aves também
podem apresentar consumo excessivo de agua, diarréia hemorragica, paralisia
das asas, perda de acuidade visual, perda de qualidade das penas. Caso entre
em convalescenca, a diarréia pode persistir de forma crénica (CROSS, 1995). As
lesbes necroscépicas mais freqlientes sdo perda de peso, congestdo pulmonar,
edema subcutadneo (TANGREDI, 1988) e a morbidade fica em torno de 10%
(KALETA et al., 1985). Estirpes do PPMV-1 representam um problema atual para
a industria avicola, pois podem infectar e causar doenga em poedeiras,
reprodutores e pintos, porém a patogenicidade do PPMV-1 ainda ndo é bem
compreendida (BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). Merece ser ressaltado ainda



que o PPMV-1 representa também um grave problema relacionado a aves de vida
livre, pela possivel quebra de um equilibrio ecolégico. Diante disso, a
compreensdo da ecologia viral bem como a relagdo entre virus e hospedeiro se
torna de extrema importancia (KIM et al., 2008).

Em oposicao, sao raros os levantamentos epidemiolégicos realizados
em populacdes de pombos em vida livre, seja em éareas rurais ou urbanas. Em
pesquisa realizada na regido do Leste Europeu, foram encontrados anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo em 51,4% (110/214) dos pombos estudados.
Contudo, quando as amostras séricas em estudo foram submetidas ao teste de
dupla difusdo em gel de agar, apenas 5,4% (6/110) de tais amostras soro-
reagentes ao teste de HI apresentaram reacdo positiva (TUCAK, 1978 apud
AWAN et al., 1994).

Em amostras de soros de pombos colhidas na regido nordeste do
estado de Sao Paulo, 4/172 (2,32%) foram positivas para a presenca de
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo. Entretanto, em nenhuma das amostras
obtidas de swabs cloacais colhidas de tais aves foi detectada genoma do VDN,
pela técnica de RT-PCR (CARRASCO, 2005).

Grande parte dos relatos da DN em pombos tem ocorrido de forma
simultanea aos surtos da doenga em aves comerciais, fato que levanta a suspeita
de que estirpes do VDN presente nos pombos teriam originado de aves
comerciais e, até mesmo, que estes teriam atuado como disseminadores do
agente, fato de suma importancia do ponto de vista epidemioldgico. Porém, na
auséncia da doenca em aves comerciais, estirpes lentogénicas do PPMV 1 tém
sido isoladas de pombos apresentando sinais respiratérios (ALEXANDER et al.,
1985; UJVARI, 2003). Nesse aspecto, estudos realizados com uma estirpe viral
de alta patogenicidade para galinhas (APMV-1), pombos submetidos a infecgcéao
experimental permaneceram saudaveis, apesar de eliminaram DNA viral durante
vinte dias, de forma intermitente, tendo o maximo de eliminacao viral ocorrido
entre o 112 e 132 D.P.l. (CARRASCO et al., 2008a).

Kommers et al. (2001) diferenciou, por meio de testes in vivo (indice de
Patogenicidade Intracerebral — IPIC; Tempo Médio de Morte Embrionaria —
TMME; indice de Patogenicidade Intravenosa — IPIV) e in vitro, (anticorpos
monoclonais - MAbs, testes de Hemaglutinacgo - HA e de Inibicdo da
hemaglutinacao - HI, RT-PCR e seqlenciamento), seis estirpes do VDN isoladas



de pombos. Segundo esses autores, a passagem do PPMV-1 em ovos
embrionados SPF resulta em aumento da patogenicidade do virus para aves
comerciais. Entretanto, é dificil predizer a viruléncia de estirpes de VDN em
espécies diferentes de aves (BRUGH e BEARD, 1984). Na Arabia Saudita, em um
surto da DN em pombos, a estirpe isolada foi o PPMV-1, provocando doenca
clinica semelhante a forma neurotrépica das galinhas (ELZEIN et al., 1999). Na
Argentina, seis pombos domeésticos foram encontrados moribundos, apresentando
sinais clinicos compativeis aos da DN, ou seja, diarréia verde, ataxia e tremores.
Apés o isolamento do virus, realizacao de testes de RT-PCR e seqlienciamento
do virus isolado destas aves, foi confirmada a presenca do PPMV-1 (ZANETTI et
al., 2001).

Em 1982, no Sudao, um surto em pombos de vida livre provocou morte
subita em algumas aves, enquanto outras apresentaram sinais clinicos da DN por
periodo de 7 dias, até virem a 6bito. A taxa de mortalidade destas aves chegou a
80% (EISA e OMER, 1984), ocorréncia ndo usual para a doenga em pombos, pois
segundo alguns autores, em tal espécie aviaria € comum a ocorréncia de baixa
mortalidade e morbidade (BIANCIFIORI e FIORONI, 1983; KALETA et al., 1985).
Sao raras as ocorréncias de sinais clinicos da DN em pombos de vida livre,
devido a resisténcia imunoldgica, comum nesta espécie, cujo mecanismo ainda é
desconhecido (KAPCZYNSKI et al.,, 2006). Portanto, a importancia do pombo
como disseminador, bem como possivel reservatério da doenca, ainda nao esta
bem esclarecida, apesar da possibilidade dessas aves, em condi¢des favoraveis,
contaminarem alimentos (ragéo) e 4gua consumida por outras aves € um fato que
merece grande atencdao (ALEXANDER, 1995). Avaliacoes realizadas na ltalia, em
estudo comparativo entre estirpes virais isoladas de pombos domésticos
(Columba livia) e selvagens (Streptopelia decaocto), revelaram que, embora
muitas vezes estas aves ocupem o mesmo habitat e nicho ecolégico, podem
albergar estirpes virais de linhagens distintas (TERREGINO et al., 2003). Nesse
aspecto, a presenca do VDN em populacées de pombos, sejam eles domésticos
ou selvagens, podem proporcionar um acréscimo na viruléncia das estirpes
circulantes, até o momento que tais estirpes entrem em contato com aves
comerciais, dando inicio a surtos da doenca. Desta forma, medidas de controle,
como o desenvolvimento de programas de vacinacdo € o monitoramento de aves

de vida livre, se tornam imprescindiveis (KIM et al., 2008).



A principal medida profilatica para o controle da DN é a vacinacao. As
vacinas mais utilizadas sao preparadas com estirpes virais lentogénicas, embora
vacinas produzidas com virus inativado, principalmente em excipiente oleoso,
também tém sido utilizadas, principalmente em aves de reproducao e de postura
comercial (REHMANI, 1996). Uma grande desvantagem da utilizacdo destas
vacinas usuais € que fica impossivel a diferenciagdo por provas sorolégicas de
animais vacinados de animais infectados. Desse modo, a producdo de vacinas
recombinantes, expressando as proteinas NH e F se apresenta com resultados
promissores, gerando em mais de 80% das aves imunizadas uma protecao eficaz
contra a apresentacao clinica da doengca (LEE et al., 2008). A despeito de a
vacinagao ser intensivamente utilizada na rotina, surtos da DN continuam a ser
observados e o0 objetivo da vacinacdo a ser alcancado é de induzir uma
imunidade protetora, aliada ao minimo de efeito adverso na ave. Acresce-se ainda
que, em um programa de vacinagdo contra a DN, os resultados esperados séo a
reducdo da mortalidade e das manifestagbes clinicas da doengca, bem como
lesbes geradas nas aves. Mesmo apdés a vacinacao, eliminagao viral ainda ocorre,
contudo a redugéo significativa da mesma obtida com a imunizagéo € de extrema
valia no controle da disseminagéo da enfermidade (KAPCZYNSKI e KING, 2005;
LEE et al., 2008).

Muitos fatores influenciam o sucesso de um programa de vacinacao,
entre os quais, a eficacia da estirpe vacinal escolhida; efeitos inibitdérios da
imunidade materna residual; condigdo geral da ave; situacdo da doenca na regiao
a ser vacinada (presenca ou ndo de desafio); o tipo de ave produzida (corte ou
postura); presenca de outros agentes patogénicos; tamanho dos lotes de aves;
efeitos adversos de um programa de vacinacao (estresse, reacdes secundaria
pds-vacinais, queda da produgcdo de ovos); histérico e o custo de vacinagao
(REHMANI, 1996; ALEXANDER, 1997; GALLILI e BEN-NATHAN, 1998). A
questdo da imunidade maternal residual tem grande importancia a partir do
momento em que aves jovens sdo vacinadas com vacinas vivas e esta imunidade
materna podera interferir na vacinacdo, resultando em uma baixa taxa de
protecdo, sugerindo desta forma que aves jovens sdo mais susceptiveis a

infeccdo, bem por possiveis participantes como disseminadores virais



(KAPCZYNSKI e KING, 2005; JEON et al., 2008). A ocorréncia constante de
surtos de DN em populac¢des de aves vacinadas reafirma a necessidade mundial
de pesquisas e desenvolvimento em vacinas eficazes, principalmente contra
estirpes virais emergentes de alta patogenicidade (KAPCZYNSKI e KING, 2005).

Consoante revela Alexander, 1995, na escolha do tipo de vacina a ser
usada existem trés premissas que devem ser observadas: a imunogenicidade da
vacina, o tipo da vacina (inativada e/ou viva), a viruléncia, no caso de vacinas
vivas, ndo apenas para o hospedeiro, mas também para outras espécies aviarias
que possam estar entrando em contato com a estirpe vacinal. Dentro deste
contexto, as estirpes vacinais mais utilizadas sdo: H, F, Mukteswar, Komarov,
Roakin, Hitchner B1, Ulster e LaSota (ALEXANDER, 1997), sendo as trés ultimas
as mais utilizadas no Brasil. Existem estudos nos quais aves imunizadas com a
estirpe LaSota se tornaram protegidas contra qualquer estirpe virulenta do VDN,
independente do gendtipo da mesma. Contudo, embora nenhuma ave tenha
ficado doente durante o experimento, a vacina foi incapaz de impedir a eliminagcao
viral (JEON et al., 2008). No mesmo direcionamento, Kapczynski e King, 2005,
observaram menores niveis de eliminacao viral em galinhas que receberam
vacinas vivas, quando comparadas aquelas que receberam vacinas inativadas,
possivelmente em decorréncia da indugdo de imunidade em nivel de mucosas.
Este tipo de imunidade, também constitui uma importante barreira para a entrada
do VDN. Avaliando-se que as mucosas sdo 0s sitios iniciais de replicagcdo do
VDN, a indugcdo de uma resposta imune local, com consequiente producédo de
anticorpos da classe IgA, é capaz de proteger as aves de uma infeccao sistémica
e esta resposta local é alcancada com a utilizagéo de vacinas vivas administradas
via ocular ou oral (TAKADA e KIDA, 1996). Recentemente, na Australia, aves
criadas soltas em areas peri-domiciliares, submetidas a diferentes procedimentos
de vacinacgao, apresentaram melhor soro-conversdo e conseqientemente, melhor

protecao ao desafio, quando imunizadas pela via ocular (THEKISOE et al., 2004).

Existe, portanto, uma correspondéncia entre altos titulos de anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo e a resisténcia da ave ao desafio, frente a uma
estirpe virulenta do VDN, apesar de que baixos titulos ndo necessariamente
indiquem auséncia de protecdo. Desta forma, em valores médios, os anticorpos

inibidores da hemaglutinagdo guardaram correspondéncia com os valores de



protecdo ao desafio (OWOLODUN e AJYBOIE, 1975; MONTENEGRO et al.,
1978; RICHTZENHAIN, 1988; THEKISOE et al., 2004; KAPCZYNSKI e KING,
2005; CARRASCO et al.,, 2009). Altos titulos de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo podem produzir protecao de até seis meses (OWOLODUN e
AJYBOIE, 1975). Da mesma forma, aves com baixos niveis de anticorpos podem
continuar susceptiveis a infeccdo, o que explica o fato de estirpes virulentas do
VDN serem isoladas de locais onde programas de vacinacdo sao empregados
rotineiramente, ja que nem sempre todas as aves respondem a um programa de
vacinacao da mesma forma. (JEON et al., 2008). Na Coréia, embora um intensivo
programa de vacinacgao seja aplicado, surtos da DN tém ocorrido periodicamente
naquele pais, o que coloca em duvida a eficacia da vacina contra determinadas
estirpes virais (CHO et al., 2008).

Em estudo realizado em galinhas, um grupo de aves imunizadas com
vacinas vivas preparadas com a estirpe LaSota, foram colocadas em contato com
aves SPF. Trés semanas apds, as aves SPF em contato apresentaram soro-
conversao suficiente para protegé-las frente ao desafio realizado com uma estirpe
patogénica do VDN (OWOLODUN e AJYBOIE, 1975). Da mesma forma, pombos
domésticos (Columba livia) imunizados com vacinas anti VND pela via ocular
(LaSota e Ulster) e, posteriormente colocados com pombos (sentinelas) ausentes
de anticorpos anti-NDV, ao final do experimento, tanto as aves vacinadas, assim
como as sentinelas apresentaram niveis de anticorpos estatisticamente
semelhantes, para ambas estirpes vacinais observadas (CARRASCO, 2005;
CARRASCO et al., 2009). Em experimento conduzido para avaliacdo da eficacia
vacinal em pombos, Kapczynski et al., 2006, observaram que a concentragao
antigénica da vacina bem como o nimero de doses aplicadas nao resultaram em
diferengas na prote¢do induzida, uma vez que tenha ocorrido o estimulo ao
sistema imune. Ainda segundo relatam esses autores, mesmo com a ocorréncia
de altos niveis de anticorpos inibidores da hemaglutinacédo, a vacinacao nao foi
suficiente para impedir a eliminacéo viral apés infeccao experimental, sendo que a
mesma permaneceu até o 4° D.P.l., contudo as aves ndo apresentaram nenhum
sinal clinico compativel com a DN (KAPCZYNSKI et al., 2006).



Dentro do contexto da compreensao da patogenia da DN esta inclusa a
infeccdo experimental (IE), método pelo qual € avaliada, de maneira controlada, a
resposta da ave quando submetida a um virus patogénico (KAPCZYNSKI et al.,
2006). Com excecgao de aves comerciais, pouco € conhecido sobre a transmissao
e o comportamento do VDN frente as demais espécies aviarias, particularmente
as de vida livre, fato que é de extrema importancia devido a facilidade de contato
com que tais aves possam ter com aves de exploracdo comercial. Sob esse
aspecto, a IE, realizada sob condi¢cdes extremamente controladas, fazendo o uso
de estirpes virulentas, pode trazer informacdes de extremo valor sobre a resposta
imune das aves, bem como mecanismos de manutencdo e disseminacdo da
enfermidade dentro de uma populacdo (BEARD e BRUGH, 1975). Portanto, por
meio de IE é possivel esclarecer, por exemplo, questdes sobre a susceptibilidade
de uma espécie aviaria frente a uma determinada estirpe viral, o tempo de
duracdo de uma possivel infeccdo, a eliminagcao viral, bem como a resposta
imune da espécie em estudo (VICKERS e HANSON, 1980).

Passaros Preto (Agelaius phoeniceus) experimentalmente infectados
com estirpes do VDN patogénicas para galinhas (Gallus domesticus)
apresentaram soro-conversdo eficiente, mensurada pela técnica de HI. Também
ficou demonstrado, por meio de isolamento viral, a eliminagdo do VDN pela
traquéia a partir do 2° DPI até o 8° DPI, sem, contudo ter havido mortalidade das
aves, mas apenas sinais respiratérios brandos (VICKERS e HANSON, 1980). Da
mesma forma, IE realizadas em aves silvestres, no que diz respeito a eliminacao
viral, revelaram que papagaios podem eliminar o VDN por até um ano; periquitos
até o 137° DPI e mainds até o 161° DPI, todavia, candrios sdo refratarios ao virus
nao apresentando qualquer sinal clinico da enfermidade, bem como uma curta
eliminacéo viral, durando apenas 12 dias (ERICKSON et al., 1978).

Patos e gansos geralmente sdo considerados resistentes a algumas
estirpes do VDN, que usualmente sdo virulentas para galinhas. Objetivando
avaliar a capacidade patogénica do VDN em gansos, lotes destas aves foram
experimentalmente infectadas e colocadas em contato com galinhas n&o
imunizadas. Dos gansos inoculados, 75% vieram a Obito e 100% das galinhas

colocadas em contato, se infectaram e posteriormente também vieram a obito,



sendo que destas galinhas o VDN foi isolado do bago, figado, rins; timo, pulmao,
proventriculo e intestino (WAN et al., 2004).

Além dos fatores relacionados a espécie aviaria e estirpe viral
envolvida, existe a relacdo de linhagens de aves, com a susceptibilidade ao VDN.
Estudo realizado com o objetivo de avaliar a resisténcia de diferentes linhagens
de perus ao VDN revelou que algumas linhagens sao mais resistentes ao desafio
gue outras, quando utilizadas estirpes virais provenientes de galinhas (TSAI et al.,
1992).

Em estudo realizado em galinhas inoculadas com o PPMV-1, os sinais
clinicos apresentados variaram conforme a via de inoculagao utilizada. Assim,
aves de um dia de idade, inoculadas pela via intracerebral apresentaram 100% de
mortalidade, enquanto aquelas inoculadas por via intra-traqueal, apresentaram
sinais clinicos, seguidos de morte. Lotes de aves com 14 dias de idade, também
inoculadas pela via traqueal, ficaram doentes, porém se recuperaram. Todas as
aves previamente imunizadas com vacinas comerciais resistiram ao desafio frente
a esta estirpe viral, o que comprova uma protecdo cruzada entre o APMV-1 e o
PPMV-1 (GELB et al., 1987).

Em avestruzes, a transmissdo da doencga usualmente ocorre de forma
muito mais lenta, quando comparada a aves de criacdo comercial, devido a forma
distinta de criacdo e alojamento das mesmas. Na Africa do Sul, avestruzes foram
submetidas ao desafio frente a uma estirpe patogénica do VDN. Das 143 aves
inoculadas, de somente seis foi possivel isolar o VDN, enquanto que as aves
vacinadas mantidas como controle ndo apresentaram sinais clinicos
(VERWOERD et al., 1999).

Pombos experimentalmente infectados, por diferentes vias, com a
estirpe PPMV- 1 eliminaram o VDN a partir do 6° DPI mantendo a eliminagéo viral
até o 31° DPI. Entretanto, nenhuma ave inoculada por via intranasal veio a ébito,
0 que nao aconteceu com aves inoculadas por via intravenosa, que morreram no
6° DPI (ALEXANDER et al., 1984). Da mesma forma, em estudo de avaliagédo do
comportamento de pombos (Columba livia) frente a estirpe do VDN responsavel
pelo surto ocorrida na Califérnia (APMV-1), em 2002, as aves apresentaram uma
baixa morbidade e mortalidade. (KAPCZYNSKI et al., 2006). Segundo relata este

mesmo autor, embora ndo seja possivel estimar a dose viral que a ave entra em



contato em um surto de ocorréncia natural da enfermidade, a dose ministrada em
IE € muito maior que aquela recebida durante a exposicdo natural ao agente
(KAPCZYNSKI et al., 2006).

Pombos jovens e adultos experimentalmente infectados pela via ocular,
eliminaram VDN pelas vias orais e cloacais, a partir do 3°DPI. No caso dos
pombos jovens a eliminagéo viral persistiu até o 21° DPI, enquanto nos adultos
nao ultrapassou o 7° DPI (ERICKSON et al., 1980), fato semelhante também
apresentado por Kapczynski et al., 2006. Em estudo experimental realizado em
pombos adultos, com uma estirpe viral de alta patogenicidade para galinhas,
responsavel por surtos na década de 70 no Brasil (Amostra Sao Joao do Meriti),
as aves permaneceram clinicamente saudaveis durante todo o experimento, mas
capazes de infectar aves sentinelas conviventes, cinco dias apds a infeccao
(CARRASCO et al., 2008a).

Apesar da ocorréncia de varios surtos da DN em pombos e galinhas,
estudos que relacionem estas duas espécies, no que diz respeito a
transmissibilidade do agente, ao aparecimento de sinais clinicos, bem como
avaliem a eliminacdo viral sdao escassos (ALEXANDER e PARSONS, 1984).
Segundo esses autores, em nenhum dos paises onde ocorreram epidemias do
Paramyxovirus Aviario Tipo 1 em pombos de competicdo, foram realizados
estudos que relacionem a disseminacdo deste agente para aves de producéo
(ALEXANDER e PARSONS, 1984).

O objetivo do diagnéstico da DN € nortear as decisbées a serem
tomadas para o controle da doenca e, desse modo, evitar a disseminacao da
doenca (ALEXANDER, 1997). Portanto, um diagndéstico confiavel, seguro e de
facil realizagao deve ser considerado, pois quanto mais rapido for realizado, mais
eficazes serdo as medidas de controle da doenca a serem postas em execucgao,
evitando-se assim, maiores perdas e a disseminacao da enfermidade (KHO et al.,
2000).

Como ja mencionado, nenhum dos sinais clinicos da DN pode ser
considerado como patognoménico da doencga, tornando ainda mais complexo o
diagnéstico, tendo em vista a grande diversidade de estirpes de VDN e de
espécies hospedeiras, razdo da necessidade e importancia do diagnédstico

laboratorial conclusivo. Diante disso, antes do advento da biologia molecular, os



métodos mais seguros para o diagnéstico da DN eram o isolamento viral, em ovos
embrionados ou em cultivo de células, seguido de posterior caracterizacdo do
virus, usualmente por meio das reacdes de HA e HI, IPIC; TMME; IPIV
(ALEXANDER, 1997).

O sorodiagnéstico, usualmente realizado por meio das reacbes de
HI, virus neutralizagdo (VN) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), s&o os
procedimentos de diagnoéstico mais amplamente utilizado para a deteccdo e
mensuracao de anticorpos anti-VDN. Dentre tais testes, o de HI tém por principio
a deteccao da presenca de anticorpos anti glicoproteina e neuraminidase virais; a
HN, que tem a funcdo de hemaglutinacdo e de neuraminidase, respectivamente, é
considerado internacionalmente o teste de referéncia para o diagnéstico indireto
da DN (KOUWENHOVEN, 1993; RICHTZENHAIN et al., 1993; ALEXANDER,
1997; KHO et al., 2000; O.l.E., 2004).

Tais testes, quando utilizados com o objetivo de detectar anticorpos
anti-VDN decorrentes de infeccdo, somente tém valor diagnéstico quando
aplicados em aves nao submetidas a programas de vacinacdo ou com a
realizacao de testes com amostras de soros pareados, colhidas com intervalos de
pelo menos, 14 dias. Nos testes de HI, soros de galinha raramente apresentam
reacdes falso-positivo, devido a auséncia de inibidores inespecificos da
hemaglutinagdo, ndo havendo, portanto, necessidade de tratamento prévio dos
soros a serem examinados. Porém, em soros de outras espécies aviarias é
comum a ocorréncia de hemaglutinacao natural das hemacias de galinhas, mas
que usualmente é contornado por meio da inativagdo do soro a 56°C por 30
minutos e/ou, através da adsorcao prévia do soro com hemacias de galinha ou
ainda com o tratamento da amostra com Caolin (HOVI, 1978; ANDERS et al.,
1990; CARRASCO et al., 2008b)

As estirpes de VDN fazem parte de um Unico grupo Vviral
antigenicamente  homogéneo; entretanto, quando utilizados anticorpos
monoclonais (MAbs), discretas variagdes antigénicas tém sido observadas. As
proteinas NH e F sdo os principais antigenos relacionados a protecao e estes
antigenos que sdo mapeados pelos MAbs (CHO et al., 2008). Contudo, para
efeito de protecdo vacinal das aves, apenas um sorotipo € considerado
(KOUWENHOVEN, 1993; ALDOUS e ALEXANDER, 2001). Ademais, anticorpos

contra proteinas estruturais do VDN podem ser encontrados em aves que ser



recuperaram de uma infeccdo, bem como em aves que foram submetidas a um

processo de vacinagdao (PANSHIN et al., 2002).

O isolamento viral pode ser realizado através da inoculagdo de material
clinico, usualmente, secrecao oral e/ou traqueal, excrecoes cloacais, ou ainda,
quando de animais mortos ou sacrificados, fragmentos de traguéia, pulmoes,
cérebro, figado e baco. Uma vez procedido o isolamento, deve ser feita a
caracterizagao da amostra. Para tanto, s&o realizados testes in vivo, quais sejam,
IPIC, TMME e o IPIV. Todavia, o processo de isolamento viral e posterior
determinacao do IPIC é extremamente laborioso, caro, demorado, sendo que
algumas amostras necessitam de seis passagens em ovos embrionados, além de
serem eticamente condenados (KANT et al., 1997; NANTHAKUMAR et al., 2000;
ALDOUS et al., 2001; ALDOUS e ALEXANDER, 2001; CREELAN et al., 2002).

A partir de 1991, quando a Reacdo em Cadeia pela Polimerase - Pés
Transcricdo Reversa do RNA (RT-PCR - do Inglés — Reverse Transcription
Polimerase Chain Reaction) foi primeiramente utilizada no diagnéstico de material
genético do VDN (JESTIN, V. e JESTIN, A., 1991), este procedimento tem sido
reproduzido, aperfeicoado e amplamente utilizado na rotina laboratorial
(CAVANAGH, 2001). Com isso, a PCR vem sendo amplamente utilizada como
nova ferramenta de diagndstico para um grande numero de viroses de interesse
veterinario (KHO et al., 2000). No Manual de Padronizacdo de Testes
Diagnésticos e Vacinas, publicado em 2000 pela OFICINA INTERNACIONAL DE
EPIZOOTIAS (O.1.E), a PCR passou a ser aceita e considerada o método padréo
de diagnéstico para a DN. Neste caso, sdo avaliadas as caracteristicas do padrao
dos aminoacidos presentes na regiao de clivagem da proteina Fo (CREELAN et
al., 2002).

A RT-PCR permite uma amplificacdo seletiva de um pedaco do
material genético. Essa técnica tem sido muito utilizada no diagnéstico de
doencas genéticas humanas, devido a sua capacidade em detectar mudancas
passiveis de ocorrer em um segmento especifico do genoma (JESTIN, V. e
JESTIN, A., 1991). Estes avancos biotecnoldgicos e o melhor entendimento da
patogenicidade do VDN, tém permitido o uso de procedimentos alternativos aos
ensaios realizados in vivo para a caracterizacdo de estirpes, bem como da
viruléncia do VDN (ALDOUS et al., 2001).



Com isso, tornou-se possivel responder utilizando apenas um teste
molecular, a trés importantes questdes: presenca ou auséncia do virus;
determinacdo da patogenicidade, em face da existéncia de uma grande
correlacdo entre a biologia molecular e os indices dos testes in vivo e utilizacéo
dos dados encontrados em estudos de epidemiologia molecular (ALDOUS e
ALEXANDER, 2001).

Sendo o VDN um RNA virus, a RT-PCR é o ponto de partida para a
maioria das técnicas moleculares a serem utilizadas para diferenciacao de suas
estirpes. Por meio da transcricdo reversa, o RNA viral passa a DNA
complementar (cDNA), que pode ser utilizado na PCR. Posteriormente, associado
a outras técnicas moleculares tais técnicas permitem uma completa
caracterizacao da estirpe viral, como por exemplo, o seqiienciamento do genoma
viral (ALDOUS e ALEXANDER, 2001).

A identificag@o de estirpes virais tem uma importancia muito grande no
diagnostico da doenca, principalmente em paises onde diferentes tipos de vacinas
vivas sdo utilizadas (BALLAGI-PORDANY et al., 1996). Como procedimentos
alternativos, tomam-se como exemplos o seqlienciamento do sitio de clivagem
Fo, devida a correlacdo da patogenicidade e a presenca de certos aminoacidos
(Arginina e Lisina) neste sitio (TOYODA et al., 1989; JESTIN, V. e JESTIN, A,
1991; YANG et al.,, 1999; ALDOUS e ALEXANDER, 2001; KE et al.,, 2001;
KOMMERS et al., 2001; YU et al., 2001); amplificacao de locais caracteristicos no
genoma viral de estirpes virulentas por meio da RT-PCR (KANT et al., 1997; KING
e SEAL, 1997; ZANETTI et al.,, 2001); andlises com enzimas de restricdo
(BALLAGI-PORDANY et al., 1996; NANTHAKUMAR et al., 2000), e a hibridizagdo
por meio de sondas moleculares (OBERDORFER e WERNER, 1998). Contudo,
ainda existem controvérsias com relacdo a viabilidade e utilizacdo da técnica de
PCR em tempo real (Real Time PCR) para a deteccao do VDN, sendo que esta
apresentou resultados inferiores ao isolamento viral (KAPCZYNSKI et al., 2006).

Consoante revelam Aldous e Alexander (2001), em artigo de revisao
sobre técnicas moleculares utilizadas no diagnéstico do VDN, apesar da
ocorréncia de mutacdes randondmicas espontdneas e da existéncia de uma
grande variabilidade genética, as técnicas moleculares certamente serdo

dominantes para a deteccéo, diferenciacdo e caracterizacdo do VDN. Enfatizam



ainda que, os problemas decorrentes da variabilidade genética e mutacoes,
poderdo ser solucionados por meio da utilizagdo de primers e sondas altamente
especificos.

Estudos prévios comprovaram que a amplificagcdo do VDN, utilizando o
par de primers previamente publicado por Toyoda et al. (1989), ocorre
independentemente da estirpe, da patogenicidade e da espécie hospedeira
infectada (OBERDORFER e WERNER, 1998). Assim sendo, a RT-PCR se
constitui em um método util a ser utilizado no diagnostico da DN (KANT et al.,
1997; SOARES, 2002; CARRASCO et al., 2008a; CARRASCO et al., 2009), tendo
em vista que em alguns casos o diagnéstico pode ser dado em 24-36 horas.
Desta forma, permite a rapida adocdo de medidas de controle, reduzindo as
perdas econdmicas, bem com promovendo um acréscimo no bem estar dos
animais mantidos em quarentena (CREELAN et al.,, 2002). Contudo, estudos
recentes demonstraram que o Nested RT-PCR é cerca de 100 vezes mais
sensivel que a RT-PCR, embora tenha o inconveniente de aumentar o risco de
contaminacao da amostra (KHO et al., 2000; ALDOUS e ALEXANDER, 2001).
Além do risco de contaminacdo, outro fator que pode dificultar o diagnéstico
molecular é a possibilidade da presenca de agentes inibidores da PCR em
amostras fecais, as quais contribuiriam para a ocorréncia de reacbes falso-
negativos. Contudo, devido ao fato do VDN infectar uma grande quantidade de
tecidos, a escolha de swabs traqueais e/ou cloacais acaba sendo a melhor opgao

de amostra para um diagnostico (CREELAN et al., 2002).



3 OBJETIVOS

Tendo em vista a escassez de informagbes no Brasil a respeito da DN
em pombos e o fato de, quando infectada com o VDN tal espécie aviaria ter
condicoes de albergar o VDN por consideravel espaco de tempo, contudo sem
manifestacdo de sinais clinicos da doencga, o que a torna importante do ponto de
vista epidemiolégico, foi que se delineou o presente estudo, que tem como
objetivos:

» Estudar mais detalhadamente o comportamento de pombos
domésticos (Columba livia) e galinhas (Gallus gallus) submetidos a infeccao
experimental direta, assim como por contato com galinhas e/ou pombos com uma

estirpe do VDN de alta patogenicidade para galinhas;

» Estabelecer um modelo experimental de estudo, objetivando avaliar
o comportamento de galinhas imunes e ndo imunes ao VDN, quando em contato
com pombos previamente infectados (“portador”), ou seja, na fase de eliminacéo
de VDN, com o proposito de obter informagbes mais detalhadas acerca da

transmissibilidade do agente para galinhas;

» Avaliar a resposta imune de pombos quando submetidos a um
esquema de imunizacao realizado com vacinas vivas preparadas com estirpe de
baixa patogenicidade do VDN (LaSota) amplamente utilizada na imunizacao de
poedeiras e frangos comerciais, com o propédsito de averiguar a performance
destas aves (pombos), no tocante a resposta imune humoral e a eliminacdo do
RNA viral, quando infectadas com estirpe de alta patogenicidade para galinhas;

» Avaliar, por meio da técnica de RT-PCR, a cinética de eliminagéao

viral em pombos e galinhas vacinadas e ndo vacinadas contra a DN;

» Detectar, por meio da RT-PCR, a presenca de RNA do VDN em
orgaos (baco, figado, pulmédo e traquéia) das aves (pombos e galinhas)

experimentalmente infectadas;



» Avaliar a eficacia da RT-PCR como método de estudo na deteccao
do VDN em amostras de swabs cloacais, desenvolvendo primers especificos,
capazes de diferenciar o RNA das estirpes de baixa (LaSota) e alta

patogenicidade (Sao Joao do Meriti), utilizadas na presente investigagao;

» Padronizar a reacdo de fixagdo de complemento (RFC), micro
técnica em placas com pequeno consumo de reagentes, técnica 50% de
hemdlise, no sentido de averiguar o0 comportamento do soro de pombos em fixar
complemento de cobaio, com vista a viabilidade desta técnica como método
alternativo de deteccao de anticorpos anti-VDN em soros de pombos;

» Avaliar comparativamente os resultados obtidos nas reacdes de
Inibicao da Hemaglutinagdo (HI) e FC, no sentido de aquilatar a cinética de
duracao de anticorpos inibidores da hemaglutinacao e fixadores do complemento

em pombos.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Aves Experimentais e Manejo

Para a realizacdo dos modelos experimentais, foram utilizados 55
pombos (Columba livia) de vida livre, adultos, clinicamente saudaveis e com a
auséncia de niveis de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo especificos
(Titulos de HI = 2). Além dos pombos, foram utilizadas 33 aves, (Gallus
domesticus), machos, de uma linhagem comercial de postura, SPF (Specific
pathogen free), mantidos em isolamento, até o momento de inicio dos modelos
experimentais.

Os pombos, procedentes da regidao de Ribeirdo Preto, S.P, foram
capturados por meio de armadilhas e, logo apéds, individualmente identificados.
Posteriormente, foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 60 dias as
novas condicbes ambientais de cativeiro, para que fosse descartada a influéncia
do estresse na resposta imune destes animais. Neste periodo de adaptacao, as
aves foram mantidas em gaiolas coletivas, com o fornecimento de racéo
comercial* e agua ad libidum, até o inicio dos modelos experimentais.

Posteriormente, em condicdes laboratoriais, foi realizada a colheita de
sangue, para obtencdo do soro para pesquisa de anticorpos anti-VDN, pela
Reacdo de Hemaglutinacéo e Inibicdo da Hemaglutinacao (HA/HI). O teste de HI
foi utilizado como técnica para separacdo das aves em grupos, que foram
utilizadas nos modelos experimentais, avaliando assim a presencga de anticorpos
anti-VDN e consequentemente, a viabilidade de utilizagdo das mesmas nos
modelos, tendo em vista que nossas aves devem estar livres de anticorpos anti-
VDN. Nenhum dos pombos capturados em vida livre, bem como nenhuma ave
SPF era soro-reagente contra o VDN, possibilitando assim, o inicio da realizacéo
das Infec¢des Experimentais.

Todos os procedimentos com animais foram delineados de acordo com
os Principios Eticos em Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal, além da aprovacdo pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Univesridade de
Séo Paulo.



No momento da realizacdo dos modelos experimentais, as aves foram
dispostas em dentro de Isoladores Semi Rigidos de Pressdo Negativa - Alesco®,
seguindo regras e padrdes internacionais de biosseguranca.

As aves pertencentes aos grupos controle dos quatro modelos
experimentais foram inoculadas com solugdo tampao estéril (PBS pH 7,2) e
vacinadas com a estirpe vacinal LaSota, segundo o modelo experimental
envolvido. A seguir, tais aves controle, foram mantidas, em gaiolas distintas e em
local separado das aves experimentalmente infectadas, porém sendo submetidas
ao mesmo manejo experimental. Assim, no modelo experimental 01, tanto os
pombos quanto as galinhas foram inoculados com PBS pH 7,2, no DO do
experimento. No modelo experimental 02, o grupo controle foi constituido de 5
pombos vacinados (DO e 35° DE) e 2 galinhas ndo vacinadas e ndo inoculadas
com solugado tampéao. No modelo experimental 03, trés galinhas foram vacinadas
(DO e 21?2 DE), enquanto os pombos e as galinhas restantes deste grupo foram
inoculados com solucdo tampdo. No modelo experimental 04, os pombos e
galinhas foram vacinados (DO e 35%° DE; DO e 21¢ DE, respectivamente) e as
duas galinhas remanescentes foram inoculadas com solucédo tampao.

Os modelos, com seus respectivos cronogramas de execucdo, estao
dispostos nas tabelas a seguir:

MODELO EXPERIMENTAL 01 - 10 Pombos e 05 Galinhas
GRUPO CONTROLE: 5 Pombos e 2 Galinhas SPF

DIA EXPERIMENTAL PROCEDIMENTO
D 0 (ZERO) COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL / INOCULACAO - SAO
JOAO DO MERITI (0,2 ML -10° DLso)
D1AOD 14 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
D15 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
D 16 AO D 27 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
28 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
D 29 AO D 40 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
D 41 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
D 42 AO D 55 COLHEITA DE SWAB CLOACAL ,
D 56 (EUTANASIA) COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ ORGAOS (TRAQUEIA/

PULMAO/ FIGADO/ BAGCO)




MODELO EXPERIMENTAL 02 — 10 Pombos e 05 Galinhas
GRUPO CONTROLE: 5 Pombos Vacinados; 2 Galinhas SPF

DIA EXPERIMENTAL

PROCEDIMENTO

D 0 (ZERO)
D 35

D 61

D 62 AO D 65
D 66
D 67 AO D 84
D 85
D 86 AO D 98
D 99
D 100 AO D 112
D113
D 114 AO D 127
D 128 (EUTANASIA)

COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ VACINACAO OCULAR —
LA SOTA **APENAS OS POMBOS**
COLHEITA DE SANGUE / 22 DOSE DA VACINA LA SOTA **APENAS
0S POMBOS** o
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ INOCULAGAO - SAO
JOAO DO MERITI (0,2 ML -10° DLsy)
**APENAS OS POMBOS**
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
ADICAO DAS GALINHAS SPF
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SWAB CLOACAL_ ,
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ ORGAOS (TRAQUEIA/
PULMAO/ FIGADO/ BAGCO)

MODELO EXPERIMENTAL 03 — 10 Pombos e 5 Galinhas
CONTROLE: 5 Pombos; 3 Galinhas vacinadas; 2 Galinhas SPF

DIA EXPERIMENTAL

PROCEDIMENTO

D 0 (ZERO)
D 21

D 40

D 41 AOD 44
D 45

D 46 AO D 54
D 55
D 56 AO D 67
D 68
D 67 AO D 80
D 81
D 82 AO D 95
D 96 (EUTANASIA)

COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ VACINACAO OCULAR —
LA SOTA **APENAS 03 GALINHAS**
COLHEITA DE SANGUE / 22 DOSE DA VACINA LA SOTA **APENAS
03 GALINHAS** o
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ INOCULACAO - SAO
JOAO DO MERITI (0,2 ML -10° DLso)
* APENAS OS POMBOS (10)**
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL /ADICAO DAS GALINHAS
VACINADAS (03) E DAS GALINHAS SPF (02)
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
COLHEITA DE SWAB CLOACAL ,
COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ ORGAOS (TRAQUEIA/
PULMAO/ FIGADO/ BAGO)




MODELO EXPERIMENTAL 04 — 8 Pombos e 5 Galinhas
CONTROLE: 5 pombos Vacinados; 2 Galinhas Vacinadas; 2 Galinhas SPF

DIA EXPERIMENTAL PROCEDIMENTO
D 0 (ZERO) COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ VACINAGAO OCULAR —
LA SOTA **APENAS 03 GALINHAS**
D 21 COLHEITA DE SANGUE / 22 DOSE DA VACINA LA SOTA **APENAS
03 GALINHAS** o
D 40 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ INOCULAGAO - SAO

JOAO DO MERITI (0,2 ML -10° DLso)
**APENAS AS GALINHAS VACINADAS**

D 41 AO D 44 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
D 45 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL /ADICAO DAS GALINHAS
SPF (02) E DOS POMBOS (05)
D 46 AO D 54 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
D 55 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
D 56 AO D 67 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
D 68 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
D 67 AO D 80 COLHEITA DE SWAB CLOACAL
D 81 COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL
D82 AOD 95 COLHEITA DE SWAB CLOACAL ,
D 96 (EUTANASIA) COLHEITA DE SANGUE / SWAB CLOACAL/ ORGAOS (TRAQUEIA/
PULMAO/ FIGADO/ BACO)

Para possibilitar a avaliagdo da Resposta Imune Humoral (RIH), em
todos os modelos experimentais foi realizada a colheita de sangue, consoante ao
protocolo anteriormente citado. A colheita foi realizada nas aves (pombos e
galinhas) por puncéo da veia braquial, a qual foi realizada com agulha (0,45 x 13
— 26G) e seringa de 3 mL. O sangue colhido foi acondicionado em tubos de
ensaio de vidro, identificados e mantidos a temperatura ambiente por cerca de
duas horas. Apds este periodo, as amostras foram centrifugadas a 800 x g
durante 10 minutos. O soro foi entdo separado do sangue total, inativado em
banho-maria a 56°C durante 30 minutos e armazenados a temperatura de — 20°C
em microtubos plasticos estéreis, até 0 momento de uso.

Ao fim do experimento, apds a ultima colheita de sangue e swab, todas
aves pertencentes aos quatro modelos experimentais foram eutanasiadas
utilizando-se inje¢do de 0,2 mL de Lidocaina 2%, aplicada na cavidade do forame
magno, ocorrendo morte instantanea. Imediatamente apdés a morte, foram
realizados os procedimentos de necropsia, bem como a colheita de amostras
(baco, figado, pulmao e traquéia), as quais foram dispostas em frascos
identificados e armazenadas a temperatura de —70°C.



4.2 Producao de Antigenos

Objetivando a utilizacdo de massa antigénica com altos titulos, para a
utilizacdo na Reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC) e na Inibicdo da
Hemaglutinacdo (HI), amostra vacinal La Sota foi propagada em ovos
embrionados de galinha SPF de 9 a 11 dias de incubacéo.

Foram utilizados ovos embrionados SPF (Specific Pathogen Free),
incubados a temperatura de 37.5 °C e umidade de 55%. Os ovos foram adquiridos
com zero dia de idade, incubados até atingirem 9-11 dias de desenvolvimento,
momento no qual foi realizada a inoculagdo do antigeno vacinal. A inoculacao foi
realizada injetando 0,1 mL do in6culo diretamente na cavidade alantéide, sendo
este previamente tratado com uma solugéo de 5% de antibi6ticos e antifungicos
(GIBCO, 10000 wl/ ml de estreptomicina, 10000 U/ml de penicilina e 25 ul/ml de
anfotericina), no ponto de inoculagdo previamente demarcado com o auxilio de
um ovoscopio. Os ovos que morreram nas primeiras 48 horas foram descartados.
Os ovos contendo embrides mortos, passadas 48 horas da inoculacéo, e todos
aqueles que permanecerem vivos até o periodo final de incubacéo (5 dias), foram
resfriados a 4°C por no minimo 8 horas, para se obter uma constricdo dos vasos,
e o liquido alantéide foi colhido em tubos plasticos do tipo “falcon” de 15 mL. Para
a realizagcdo do procedimento de colheita, realizou -se a assepsia do ovo com
gaze e alcool 70%, e, em seguida, com o auxilio de uma tesoura estéril, foi aberto
um orificio na casca do ovo. Com uma pingca cirdrgica também estéril, a
membrana cério-alantéica foi rompida, permitindo o acesso ao liquido cério-
alantoide. As amostras foram clarificadas por centrifugacéo a 3000 x g durante 10
minutos e mantidas congeladas até a realizacao do teste de HA para avaliacao da
sua atividade hemaglutinante.

Todos os ovos utilizados no experimento foram gentilmente cedidos
pela Hy-Line do Brasil

4.3 Reacao de Inibicao da Hemaglutinacao (HI)
O virus da doenga de Newcastle (NDV) possui atividade

hemaglutinante, devido a presenca da glicoproteina HN, responsavel pela sua

adesao aos receptores de membrana da célula. Utilizando-se a reacado de HA foi



possivel quantificar a presenga de atividade hemaglutinante no liquido alantéide
colhido, correlacionando assim com a presenca do virus e, consequentemente,
determinar a concentracao viral do mesmo, a ser utilizada nos testes de Reacéo
de Fixacdo de Complemento (RFC) e Reacéo de Fixacao de Conplemento (RFC).

O sangue utilizado na padronizacdo suspensao de eritrécitos de
galinhas foi coletado de aves através da puncdo da veia braquial, com uma
agulha 0,45 x 13 e seringa de 10 ml j& contendo 5 ml de Anticoagulante de
Alsever. A solugédo (hemacias + anticoagulante) foi filtrada com um auxilio de funil
e algodao; o filtrado obtido foi lavado com solugdo salina tamponada com
fosfatos, PBS pH 7,2 (Phosphate Buffer Saline- 0.01 M PO, = 0.14 M NaCl) e
centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o
precipitado lavado novamente com PBS pH 7,2. Este processo foi repetido por
trés vezes O sedimento de heméacias resultante foi diluido a 1% em PBS pH 7.2
(0,5 ml de sangue + 50 ml de tampao). Desta solucao, 0,5 ml foi lisado em 4,5 mi
de agua destilada, para possibilitar a leitura a 545 nm em espectrofotdmetro. A
densidade Optica desejada estava entre 0.33 e 0.35. Essa solucéo foi colocada
sob refrigeracdo até o momento de uso na reacao de HA.

A reacdo da hemaglutinagdo foi realizada em microplacas de 96
cavidades em fundo “U”. Inicialmente foi colocado 25 pl do diluente (PBS pH 7.2)
em todas as cavidades das microplacas utilizadas na reagao, e, a seguir, 25ul da
suspensao viral correspondente foi adicionado na primeira cavidade (coluna 1).
Procedeu-se a diluicdo seriada, de razao 2, até a penultima coluna, reservando-se
a coluna 12 para o controle das heméacias. A suspensdao de hemacias foi
homogeneizada, e adicionada a todas as cavidades, no volume de 25ul por
cavidade. A leitura da reacao foi realizada a temperatura ambiente apdés um
periodo de 20 minutos. O titulo viral foi expresso como a maior diluicdo do virus,
onde se verificou o fendmeno da hemaglutinacdo por completo. Esta diluicdo
correspondia a uma UHA (Unidade Hemaglutinante).

Em linhas gerais, os soros utilizados na reacdo, foram previamente
inativados a 56°C durante 30 minutos, para a remogao de possiveis inibidores néo
especificos da HA. Com o auxilio de micropipetas calibradas os soros foram
submetidos a diluicées seriadas de razdo 2, de 1:2 até 1:2048, num volume de

25uL por cavidade da microplaca. As diluicdes foram realizadas em solugéo



tampao PBS pH 7,2. Este mesmo tampao também foi utilizado para o ajuste da
concentracdo constante do antigeno viral, ou seja, quatro UHA. Para a realizacéo
da reacao, 25uL de antigeno foi colocado em contato com as diferentes diluigcdes
dos soros e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir foram
adicionadas 25uL da suspensao de eritrdcitos oriundos de galinhas, previamente
padronizada conforme descrita anteriormente. A leitura da reacdo foi realizada
apos um periodo de incubacao de 30 minutos a temperatura ambiente, tempo em
ocorria a deposicao nitida das hemacias nas cavidades dos controles da reacgao.
O titulo final do soro foi expresso pela reciproca da maior diluicado deste, capaz de
inibir completamente a atividade hemaglutinante viral (HA). Obedecendo a
padroes e normas da O.l.E., no caso da utilizagdo de antigenos na concentracéao
de 4 UHA, amostras com titulo igual ou superior a 16 foram consideradas soro
reagentes frente ao VDN.

4.4 Reacao da Fixacao de Complemento (RFC)

Devido a capacidade do soro de pombos fixarem complemento de
cobaio no teste convencional de fixacdo do complemento, apenas amostras
provenientes desta espécie aviaria foram submetidas a esta técnica, no sentido
de averiguar o comportamento do soro de pombos em fixar complemento de
cobaio.

Foi coletado sangue de carneiro para obtencao de hemacias a serem
utilizadas nas RFC. A sangria dos carneiros foi feita com assepsia, colhendo-se o
sangue de cada carneiro em igual volume de solucdo conservadora de heméacias,
qgue consistia em solugcédo de Alsever submetida a um processo de Tindalizagcdo. O
sangue colhido foi mantido sob refrigeracdo em geladeira. No momento de uso as
hemacias eram lavadas (irés vezes) por centrifugacdo, com solugcao tampao
(trietanolamina), sendo a seguir misturadas, filtradas em algodao e centrifugadas
a 800 x g durante 10 minutos. A partir da papa de heméacias obtida, foi preparada
uma suspensao a 5% em solugcdo tampao, padronizada em espectrofotdémetro
para densidade 6ptica (DO) entre 0,52 a 0,56.

Como fonte de complemento foi utilizada mistura de soros de 15
cobaios machos, preparados e titulados, segundo técnica 50%. O titulo de



complemento por nés obtido para uso na RFC foi de 334 U/ml e 300 U/ml, em
duas dosagens consecutivas.

Foi utilizado como fonte de antigeno suspensao de liquido alant6ide
(LA) colhida dos ovos previamente inoculados, conforme descrito anteriormente.
Deve ser ressaltado que, na tentativa de obtencao de antigenos com altos titulos
hemaglutinantes (HA) e, portanto, com altos titulos fixadores do complemento,
houve necessidade de realizar um total de seis passagens em ovos embrionados
e, promover uma concentragdo e purificacdo da amostra viral pela técnica de
Adsorcéo e Eluicao Viral, descrita a seguir.

Para a realizagdo da RFC propriamente dita, foram utilizados 25uL das
diferentes diluicbes dos soros em tampao trietanolamina, distribuidas em
cavidades de microplacas contendo fundo em U, a partir da diluicdo 1: 2 até a
diluicdo de 1:1024; 25 uL do antigeno produzido (em sua dose de reatividade
6tima), 50 yL do complemento (2UC 50%), seguido de incubagdo em camara
Umida a temperatura de geladeira (6°C a 8°C) durante 18 horas. Apds este
periodo, foi adicionado a todas as cavidades da microplaca, 25 uL de sistema
hemolitico (SH), sistema indicador da reagdo, seguido de incubagédo a 37°C por
30 minutos. As microplacas foram centrifugadas a 800xg por 5 minutos e, em
seguida, foi realizada a leitura do grau de hemdlise, com o auxilio de escala de
lise. Em conjunto com a analise das amostras, em cada placa foi realizado o
controle do complemento, o controle do antigeno e o controle do sistema
hemolitico. Os titulos da RFC foram expressos pela reciproca da maior diluicao do
soro com 50% de lise.

4.4.1 Determinacao da Dose de Reatividade do Antigeno

As doses de reatividade o6timas dos antigenos utilizadas nas RFC
foram determinadas por titulacdo em bloco (“Block titration”). Foram utilizadas na
reacdo, microplacas estéreis contendo 96 cavidades em fundo "U". Em linhas
gerais, varias diluicdes seriadas do antigeno (diluicbes de 1:8 até 1:256), no
volume de 25 pl por cavidade, foram colocadas a reagir frente a varias diluicbes
(1:2 a 1:1024) de dois soros homélogos especificos, previamente escolhidos para
tal, também no volume de 25 pl por cavidade, escolhidos por conter altos titulos



de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo contra o VDN (titulos >512).
Paralelamente, foram realizados os controles do antigeno, do soro, do sistema
hemolitico e complemento. O complemento diluido (2U C 50%) foi adicionado no
volume de 25 uL por cavidade, e seguiu-se a incubacdo em camara Umida a
temperatura de 4° C por 18 horas (primeira fase da reagao).

Apébs 18 horas de incubacgéo foi adicionado o sistema hemolitico (SH)
constituido de suspensao de hemacias de carneiro padronizada e sensibilizada
pela hemolisina na sua concentracdo 6tima, seguido de nova incubacado das
microplacas a 37° C por 30 minutos, sob agitacdo constante nos primeiros 15
minutos. As microplacas foram centrifugadas a 800xg durante 5 minutos e, em
seguida, foi feita a leitura final do grau de hemdlise, realizada com auxilio de

escala de lise, conforme recomenda a técnica.

4.5 Técnica de Adsorcao e Eluicao Viral

Os segmentos da glicoproteina HN, hemaglutinina e neuraminidase,
conferem ao virus a habilidade de aglutinar eritrocitos, através da ligacao do
complexo HN com receptores presentes na superficie celular, e promovem a
gradual eluicdo do virus a partir dos eritrocitos aglutinados, respectivamente,
quando submetidos a temperatura de 37° C.

Para a realizagdo da concentracdo da carga viral e, consequentemente
uma melhoria da qualidade do antigeno, foi utilizada a técnica de adsorcao e
eluicdo viral. Para tal, foi utilizada uma suspensdo de eritrécitos de galinha,
coletado de aves através da puncao da veia braquial, com uma agulha 0,45 x 13 e
seringa de 10 ml ja contendo 5 ml de Anticoagulante de Alsever. A quantidade
colhida (hemacias + anticoagulante) foi filtrada com um auxilio de funil e algodao;
o filtrado obtido foi lavado com PBS pH 7,2 e centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado lavado novamente com
PBS. Este processo foi repetido trés vezes O sedimento de hemacias resultante
foi diluido em 15 mL de PBS pH 7,2, a uma temperatura de 4°C, na concentracao
final de 5% de eritrécitos. A esta suspensdo de hemacias, foi adicionado 15 mL de
Liquido Alantdéide (LA), proveniente de ovos inoculados com o VDN (estirpe La
Sota), seguindo-se uma leve homogeneizacdo. A mistura (Liquido Alantéide +
Eritrocitos) foi acondicionada em tubos to tipo “falcon” de 50 mL, e, depois de



submetida a incubacdo a 4° C por 1 h. Apds este periodo, a solugdo foi
centrifugada a 800 x g por 5 minutos, a uma temperatura de 4° C. O sobrenadante
obtido foi descartado e o precipitado ressuspenso em 6 mL de solugdo tampéao
PBS. A mistura foi novamente submetida a incubacao, porém a uma temperatura
de 37° C por 30 minutos, para que ocorresse a eluicdo viral, e, apds nova
centrifugacdo a 800 x g por 5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante
obtido, contendo o antigeno concentrado (virus eluido), foi colhido, acondicionado
em microtubos plasticos de 1,5 e congelado, até o momento de sua utilizagdo. O
sedimento resultante da centrifugacao foi descartado.

4.6 Reacao em Cadeia pela Polimerase Pos Transcricao Reversa
4.6.1 Extracao do RNA Viral

A extragdo do RNA viral foi realizada a partir das amostras de swabs
cloacais colhidas de cada ave, bem como das amostras de tecidos, coletadas
apos a eutanasia dos animais em seus respectivos modelos experimentais.

A colheita de swabs foi realizada com o auxilio de hastes estéreis e
descartaveis. Os swabs colhidos foram acondicionados em microtubos plasticos,
contendo 1,0 mL de solucao salina tamponada com fosfatos (PBS — 0,01 M PO4~
0,14 M NaCl, pH 7,2) e em seguida congelados a temperatura de —70 °C. No
momento da extracdo, as amostras foram descongeladas a temperatura de 4°C e
homogeneizadas em vortex por 15 segundos. Para a extracdo do RNA viral, foi
utilizado o Kit de Extracdo QIAmp® Viral RNA Mini Kit, conforme instrugdes do
fabricante.

Para a extracdo de RNA viral proveniente das amostras de tecidos
(pulméo, figado, bago e traquéia) foi utilizado o kit de extracdo Total RNA
Extraction Kit (Mini), da Real Genomics®, conforme instrugdes do fabricante.

Apds os procedimentos de extracdo (swabs cloacais e tecidos) as
amostras extraidas foram mantidas congeladas a temperatura de -70°C até o

momento de uso.



4.6.2 Descricao dos Oligonucleotideos Iniciadores (“primers”)

Os primers utilizados na presente investigacdo ja haviam sido
previamente descritos (TOYODA et al. 1989) e utilizados (KANT et al., 1997;
OBERDORFER & WERNER, 1998; DEMETRIO, 2002; SOARES, 2002;
CARRASCO et al.,, 2008a), bem como em nosso plano de dissertagcdo de
mestrado. Tais primers reconhecem uma regido do genoma viral que faz parte da
porcao responsavel pela transcricdo da proteina Fo, proximo ao sitio de clivagem
desta proteina, sendo capaz de identificar todas as estirpes do VDN ja
conhecidas, independentemente da amostra, da patogenicidade ou do hospedeiro
envolvido. A localizagao de tais primers no genoma viral foi descrita por TOYODA
et al. (1989). Os produtos finais da RT-PCR sao fragmentos de nucleotideos de
362 pb. Todos os primers foram sintetizados pela Invitrogen®, conforme seqtiéncia
apresentada no quadro abaixo:

PRIMER LOCALIZACAO SEQUENCIA
P1F (Sense) 141 — 159 5 TTGATGGCAGGCCTCTTGC 3
P2R (Anti-Sense) 485 —-503 5 GGAGGATGT TGGCAGCATTYZ

4.6.3 Sintese de cDNA - Transcricao Reversa do RNA Viral

Para a sintese de cDNA necessario se fez uma reagcdo de pré
transcricdo, na qual 4uL do RNA extraido foram adicionados a 5uL do primer P1F
na concentracdo de 50 pMol e a 1uL de Agua Milli Q autoclavada. A mistura foi
submetida ao termociclador automatico (GeneAmp PCR System 9700 - Applied
Biosystems), com ciclo inicial de 95°C, por 3 minutos, a 50°C por 25 minutos e a 4
°C até a amostra ser retirada da maquina. Apds a retirada da maquina, foram
adicionados os seguintes reagentes para a reacao de transcrigdo reversa: 8,0 uL
de ImProm Il 5X reaction buffer (Promega® ); 4,0 uL MgCl, 25 mM (Promega®);
6,0 UL de dNTP 10mM (Biotools®); 0,5 uL de RnaseOUT® 40U/uL (Invitrogen®) e
1 uL de ImProm If° (Promega®). As amostras foram submetidas ao seguinte
programa do termociclador: 60 minutos a 42°C, 5 minutos a 95°C e a 4°C até a

retirada da maquina. O cDNA, quando nao utilizado imediatamente quando



obtido, foi acondicionado a temperatura de -70°C até a realizagdo da sequéncia
da reacao.

4.6.4 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A amplificacao foi efetuada a partir de 5uL de cDNA, adicionado de
2uL do primer sense e anti-sense (50pMol); 8uL de dNTP 1,25mM (Biotools®); 1,0
uL de TTH - DNA Polimerase 1U/uL ( Biotools®); 5uL de Standard Buffer® - 75mM
tris HCI; 2 mM MgCI; 50 mM KCI; 20 mM (NH)4SO, (Biotools®) e 27uL de Agua
Milli Q® autoclavada. A amplificagéo foi efetuada no termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems®). O programa consta de uma etapa de 94°C
por 5’ (desnaturacao inicial e ativacdo da enzima), seguida de 35 ciclos de 94°C
por 1’00 / 50°C por 1’307/ 72°C por 1’ e uma etapa final de 72°C por 5. ApdGs

esta etapa final, a temperatura permaneceu a 4°C até a retirada da amostra.
4.6.5 Deteccao do Produto Amplificado

Os fragmentos gerados na PCR foram submetidos a uma corrida
eletroforética em gel de agarose (Invitrogen®). Para tanto, uma mistura de 8,0uL
de cada produto amplificado com 2uL de tampao de corrida foi colocada em um
poco do gel, preparado a 1,8% (peso/volume) em tampao TBE 1x (45 mM de Tris-
Borato e 1 mM de EDTA, pH 8,0), com brometo de etidio numa concentracéo final
de 0,5 pyg/mL. O gel era submetido a eletroforese sob voltagem de 100 volts,
durante 50 minutos e o produto amplificado (amplicons) visualizado por meio de

um transiluminador de luz ultravioleta.
4.7 Seqiienciamento das Amostras Padrao

Para uma melhor compreensdo dos nossos resultados, realizamos o
seqlenciamento dos genes que codificam a proteina F de nossas amostras
padrao: a amostra patogénica do VDN Sao Jodo do Meriti, e a amostra vacinal La
Sota.



O seglenciamento teve como finalidade o desenvolvimento de
iniciadores ou “primers”, capazes de diferenciar um fragmento do genoma de um
virus patogénico de um fragmento do genoma proveniente do virus vacinal. Esta
parte do nosso projeto foi realizada em parceria com o Laboratério de Virologia
Molecular do ICB, USP, sob a supervisdo do Prof. Dr. Edison Luis Durigon.

Para a purificacdo do produto amplificado, resultante da reagédo de RT-
PCR das amostras virais padrao, foi utilizado o protocolo utilizando o Acetato de

Sodio 3M, pH 5,25, que consiste nas etapas abaixo descritas.

Para 80uL do produto amplificado e quantificado, foram somados 20uL
de agua MilliQ, obtendo-se um volume final de 100uL. Apds esta etapa,
adicionou-se o acetato de sodio, na proporcdo de 10% do volume total, ou seja,
10 pL de acetato. A seguir, adicionou-se 220 pL de etanol absoluto, seguido de
agitacao através do vortex, permanecendo esta solucdo, durante 12 horas
(overnight), a uma temperatura de -20°C. Apds este periodo, a amostra foi
centrifugada por 30 minutos, a uma velocidade de 14000 RPM, a uma
temperatura de 4°C, sendo que o sobrenadante foi descartado apdés a
centrifugacéo e o microtubo plastico depositado sobre um papel filtro. A préxima
etapa consistiu em adicionar 150 pyL de etanol 70% ao microtubo e, novamente,
submeté-lo a uma centrifugacdo de 14000 RPM, a 4°C, durante 10 minutos e
novamente o sobrenadante foi descartado. A amostra foi secada em uma
centrifuga a vacuo, por 20 minutos a 60°C. O produto resultante foi ressuspenso
em 20 pL de agua ultrapura.

ApoGs este processo de purificagdo da amostra, ela foi submetida a
reacado de sequienciamento, que consiste na utilizacdo de um mix, contendo: 2 uL
de Big Dye; 2 uL de Save Money [5x], 1 uL de primer (P1F ou P2R - 10 pmol); 3
UL de agua ultrapura e finalizando com 2 puL da amostra purificada. A mistura foi
submetida a uma amplificagdo no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems®). O programa consta de 30 ciclos de 96°C por 5’, 96°C por
10” e 50°C por 10”, seguida de 60°C por 4’. Apds esta etapa final, a temperatura
permaneceu a 4°C até a retirada da amostra. A préxima etapa foi o processo de
precipitacdo da amostra, utilizando-se para esta finalidade, o Isopropanol 100%,
seguido do Isopropanol 75%. Finalizada esta etapa, a amostra foi acondicionada

no sequienciador, para o processo de sequenciamento propriamente dito.



Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do programa
computacional BioEdit® as seqiiéncias posteriormente editadas. Os resultados
das edicdes foram analisadas em uma base de dados on line para avaliacdo das

sequéncias obtidas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom _table.cqi),

confirmando uma homologia de 98% dos nucleotideos, com as amostras do Virus
da Doenca de Newcastle ja depositadas nesta base de dados, confirmando que
nossas amostras correspondiam a amostras do VDN.

Ademais, as seqUéncias obtidas de nossas amostras foram
depositadas no Gene Bank® e pode sem acessados no site
http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez pelos numeros EF534701, Amostra Séo
Jodo do Meriti, e EF534702, Amostra La Sota.

A partir das seqglUéncias obtidas, utilizando-se do programa

computacional on line Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cqi-

bin/primer3/primer3 www.cqi) foram desenhados os primers especificos para as

amostras La Sota e S&o Jodo do Meriti do VDN, na objetivando uma

diferenciacao das mesmas através da RT-PCR.

4.8 Desenho de Primers Especificos

Objetivando a tentativa de diferenciar a origem do fragmento de
genoma viral eliminado pelas aves vacinadas (amostra La Sota) e posteriormente
infectadas (amostra Sao Joao do Meriti), foram desenhados primers especificos
de cada amostra, a partir das seqUéncias génicas obtidas na etapa do
sequenciamento das amostras padrdo. Em uma segunda etapa, foi realizada a
padronizacdo de uma RT-PCR, utilizando-se destes primers, sendo possivel
assim distinguir qual amostra viral a ave eliminou naquele momento da Colheita
do swab cloacal.

Seguem a seguir 0s primers e suas respectivas sequéncias de

nucleotideos:



. R o Tamanho do
La Sota Localizacao (pb) Seqiiéncia (5" - 3)
Fragmento (pb)
LS F (Sense) 71-90 CATCATCCCAGACAGGATCA 120
LS R (Anti-Sense) | 190-209 GGGTGAGCAAAGTGGTCAAT
Tamaho do
Sao Joao do Meriti | Localizacao (pb) Seqtiéncia (5" - 37)
Fragmento (pb)
SJM F (Sense) 26-45 GCTGCAGGGATTGTGGTAAC 234
SJM R (Anti-Sense) | 259-278 GCGTTTCTGTCTCCTTCCTC

4.9 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) Especifica

A amplificagéo foi efetuada a partir do cDNA original, tendo em vista
que como estes primers especificos tiveram a origem no fragmento original
(362pb) o qual foi gerado utilizando-se os primers P1F e P2R.

A padronizacdo desta reagdo com o0s novos primers foi realizada em
duas etapas. A primeira consistia em avaliar, de forma separada, os diferentes
primers com suas respectivas amostras originarias. O primer La Sota (LS) foi
adicionado para amplificar uma amostra vacinal La Sota. Por sua vez, o primer
Sao Joao do Meriti foi adicionado para amplificar a amostra patogénica Séo Joao
do Meriti (SJM). Com o sucesso desta primeira etapa, existiu a necessidade de
avaliagdo da funcionalidade destes primers em amostras contendo as duas
estirpes virais em questao (LS e SJM). Para tanto, foi realizado uma mistura do
cDNA das duas amostras em concentracées semelhantes, quantificadas pelo
Gene Quant®, da GE Healthcare®. A partir desta mistura de cDNA, foi validado a
possibilidade de diferenciar, com a utilizacdo de primers especificos, as amostras
de swabs cloacais positivas pela RT-PCR convencional. Este fato possibilitou a
avaliagdo do genoma eliminado pelas aves, determinando se o mesmo era
proveniente da vacina ou da amostra patogénica excretada.

Para a reacao de RT-PCR especifica (LS ou SJM) foi utilizado 5 pL de
cDNA, adicionado de 2uL do primer sense e anti-sense (50pMol — LS ou SJM);
8uL de dNTP 1,25mM (Biotoo/s®); 1,0 uL de TTH - DNA Polimerase 1U/uL (
Biotools®); 5uL de Standard Buffer® - 75mM tris HCI; 2 mM MgCl; 50 mM KCl; 20



mM (NH)4SO4 (Biotools®) e 27uL de Agua Milli Q® autoclavada. A amplificagdo
foi efetuada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®).
O programa utilizado para a diferenciagdo das estirpes consta de uma etapa de
94°C por 5 (desnaturacao inicial e ativacdo da enzima), seguida de 35 ciclos de
94°C por 1°00” / 55°C por 1°00”/ 72°C por 1’ e uma etapa final de 72°C por 5.
ApOs esta etapa final, a temperatura permaneceu a 4°C até a retirada da amostra.

Cada amostra positiva pelos primers P1F e P2R foi testada mais duas

vezes, sendo uma para cada primer especifico.
4.10 Deteccao do Produto Amplificado Especifico

Em face dos diferentes tamanhos de fragmentos gerados pelos primers
especificos (La Sota 120pb e S&o Jodo do Meriti 234 pb), foi possivel a
diferenciacdo das estipes virais pela visualizacdo dos fragmentos compativeis,
obtidos pela PCR. Estes foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de
agarose (Invitrogen®). Para tanto, uma mistura de 8,0uL de cada produto
amplificado com 2uL de tampao de corrida foi colocada em um poco do gel,
preparado a 1,8% (peso/volume) em tampao TBE 1x (45 mM de Tris-Borato e 1
mM de EDTA, pH 8,0), com brometo de etidio numa concentracao final de 0,5
pMg/mL. O gel era submetido a eletroforese sob voltagem de 100 volts, durante 50
minutos e o produto amplificado (amplicons) visualizado por meio de um

transiluminador de luz ultravioleta.



5 RESULTADOS

5.1 Reacao de Inibicao da Hemaglutinacao

Os resultados da avaliacdo dos titulos de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo dos soros das aves submetidas aos quatro modelos
experimentais, expressos em funcdo logaritmica de base 2 (Log.X), estédo
sumariados nas tabelas 1 a 4 e figuras 1 a 7. Os resultados dos testes sorolégicos
das aves pertencentes aos grupos controles, estdo dispostos somente sob a
forma de tabela.

No modelo experimental 01, realizado com o propésito de avaliar a
patogenicidade da estirpe Sdo Joao do Meriti (SUM), pombos e galinhas nao
imunizadas foram experimentalmente infectados. Consequentemente, apesar de
permaneceram clinicamente saudaveis durante todo o experimento, a producéo
de anticorpo nos pombos foi imediata, alcancando titulos elevados de anticorpos
inibidores da hemaglutinacao a partir do 15° DE, persistindo até o 56° DE (Tabela
1 e Figura 1). Entretanto, todas as cinco galinhas (G7 a G11) vieram a ébito no
sétimo dia ap6s a inoculacdo viral (7°¢ DE). As aves (pombos e galinhas)
pertencentes ao grupo controle permaneceram soro-negativas durante todo o
experimento, confirmando que ndo ocorreu a circulagdo do agente (Tabela 1).

Nos pombos submetidos ao modelo experimental 2 (pombos vacinados
ao 0 DE e revacinados aos 35° DE e, posteriormente infectados aos 61° DE), os
titulos de anticorpos atingiram niveis elevados antes mesmo da infeccao
experimental, realizada aos 61° DE. Apds a infeccdo experimental, titulos mais
elevados de anticorpos inibidores da hemaglutinacao foram detectados no 85°
DE, mantendo-se praticamente estavel até o final do experimento, aos 128° DE
(Tabela 2 e Figura 2). Nas galinhas sentinelas do modelo experimental 2, que
foram colocadas em contados com os pombos infectados no 66° DE, nao foi
observada soro-conversao, assim como sinal clinico compativel com a DN. Nos
pombos vacinados do grupo controle (P 41 a P 45), titulo mais elevado de
anticorpos, foi observado a partir do 61° DE, persistindo até o 85° DE, declinando
posteriormente de forma gradual, em face da ndo estimulacao do sistema imune

pela infeccdo experimental. Ja as galinhas do grupo controle (G 23 e G 24),



permaneceram sorologicamente negativas durante todo o experimento (Tabela 2
e Figura 3).

Com relacao aos resultados dos experimentos das aves submetidas ao
modelo experimental 3 (galinhas vacinadas e ndo vacinadas, em contato com
pombos infectados), no momento em que foram colocadas em contato com os
pombos infectados, fato que ocorreu no 45° DE, as galinhas vacinadas ja
apresentavam elevados niveis de anticorpos (Tabela 3 e Figura 5). Da analise dos
dados da tabela 3 e figura 4, observa-se que nas galinhas ndo vacinadas
(sentinelas), soro-conversao somente foi observada no 812 DE, enquanto que,
nos pombos experimentalmente infectados, titulos elevados de anticorpos foram
detectados a partir do 55° DE, ou seja, 15 dias ap6s a inoculacéo da estirpe SJM.
Por outro lado, as aves do grupo controle (galinhas G 27 e G 28 e pombos P 46 a
P 50), inoculadas com solugcdo salina tamponada estérii (PBS pH 7,2),
permaneceram soronegativos durante todo o periodo. Por sua vez, as galinhas
vacinadas (G 25 e G 26), do mesmo grupo controle, apresentaram titulos mais
elevados de anticorpos no 45° DE, os quais decairam gradativamente (Tabela 3).

No modelo experimental 4 (galinhas vacinadas e infectadas
experimentalmente, no 40° DE, com a estirpe SJM, em contato com pombos e
galinhas sentinelas), observa-se que as galinhas vacinadas apresentaram altos
titulos de anticorpos. O nivel mais alto de tais anticorpos ocorreu por volta do 55°
DE, em decorréncia da infeccao experimental realizada ap6s a vacinacao (Tabela
4 e Figura 7). Da analise de tal tabela é possivel inferir que os pombos sentinelas
pertencentes a este modelo, desenvolveram soro-conversdo, apesar de nao
apresentarem altos titulos de anticorpos (Tabela 4). De modo semelhante,
conforme observado nas galinhas vacinadas, titulos mais altos de anticorpos nos
pombos foi observado no 55° DE. Entretanto, nas galinhas sentinelas (Tabela 4 e
Figura 7) ndo foi detectado anticorpos durante todo modelo experimental. Os
pombos e galinhas ndo infectados ndo apresentaram anticorpos especificos anti
VDN. Ja nas galinhas vacinadas pertencentes a este grupo (G 29 e G 30), o nivel
mais alto de anticorpos foi observado no 40° DE (Tabela 4).



Tabela 1: Resultados dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagédo (Log.X) dos soros de
pombos experimentalmente infectados e de aves (pombos e galinhas) pertencentes ao
grupo controle, submetidos ao Modelo Experimental 1.

Identificacao da ave* DIA EXPERIMENTAL

GRUPO (Namero) 0° 15 28 41 56
01 Pombo 2 2 3 2 2
02 Pombo 2 2 2 3 1
03 Pombo 0 4 4 2 2
04 Pombo 2 3 3 3 3
05 Pombo 0 5 2 2 3
EXPERIMENTAL 06 Pombo 0 4 2 2 4
07 Pombo 2 3 5 5 4
08 Pombo 0 4 3 2 3
09 Pombo 1 4 2 1 1
10 Pombo 1 3 3 3 2

MEDIA 1 3,4 2,9 2,5 2,5
36 Pombo 1 1 0 0 0
37 Pombo 0 0 0 1 0
38 Pombo 0 0 0 0 0
39 Pombo 1 0 0 1 0
CONTROLE 40 Pombo 0 0 0 0 0
MEDIA 04 0,2 0 0,4 0
21 Galinha 0 0 0 0 0
22 Galinha 0 0 0 0 0
MEDIA 0 0 0 0 0

# =Dia da realizag&o da Infecgao Experimental
*As galinhas experimentalmente infectadas pertencentes a este grupo vieram a ébito no 5°DE.
Desta forma, nao foi realizada a sorologia nestas aves.
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Figura 1: Representagao grafica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao (Log.X),
dos soros de pombos experimentalmente infectados (D0), submetidos ao Modelo
Experimental 1.



Tabela 2: Resultados dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo (Log.X) dos soros de
pombos vacinados e experimentalmente infectados, em contato com galinhas sentinelas
e de aves (pombos e galinhas) pertencentes ao grupo controle, submetidos ao Modelo
Experimental 2.

GRUPO Identificggéo da ave \ . DcIA EXF;ERIMENTAL

(Numero) 0 35° 61° 66° 85 99 113 128

29 Pombo 1 2 4 %] 5 4 4 4

30 Pombo 2 2 2 %) 3 4 4 2

31 Pombo 0 0 4 %) 3 2 2 2

32 Pombo 2 2 4 %) 6 5 5 4

34 Pombo 2 2 4 %] 5 5 5 4

35 Pombo 2 3 5 %] 6 4 3 3

36 Pombo 2 2 4 %] 4 3 3 3

EXPERIMENTAL 37 Pombo 2 2 4 %) 7 7 5 7

38 Pombo 1 5 3 %] 5 5 4 3
MEDIA 16 23 38 O 49 44 39 3,6

16 Galinha’ @ %] %] 0 0 0 0 0

17 Galinha' @ %] %] 1 1 0 1 0

18 Galinha' @ %) %} 0 1 0 0 0

19 Galinha' @ %) %) 0 0 0 0 0

MEDIA [7] [7] g 025 05 O 025 O

P 41 Pombo® 1 2 3 %] 3 2 2 2

P42 Pombo® 0 2 2 %) 3 2 2 2

P 43 Pombo® 0 2 3 %] 3 3 2 2

P 44 Pombo® 1 1 2 %) 2 1 2 1

CONTROLE P 45 Pombo® 0 3 3 %] 2 3 1 1
MEDIA 04 2 26 O 26 22 18 1,6

G23 Galinha' @ %] %] 0 0 0 0 0

G 24 Galinha' @ %) %) 0 0 0 0 0

MEDIA [7] [7] [7] 0 0 0 0 0

@ = Nao foi realizado teste de HI nesta amostra

= Primeira dose de vacina nos Pombos

= Segunda dose de vacina nos Pombos

= Realizac¢do da infeccao experimental nos Pombos vacinados
= Adicao das Galinhas sentinelas

= Pombo vacinado

a
b
Cc
d
e
" = Galinha n&o vacinada
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Figura 2: Representacdo gréfica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagcao (Log.X),
dos soros de pombos vacinados (DO e 35° DE) e experimentalmente infectados (612 DE),
submetidos ao Modelo Experimental 2.
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Figura 3: Representagao grafica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao (Log»X),
dos soros de galinhas sentinelas, submetidas ao Modelo Experimental 2



Tabela 3: Resultados dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo (Log.X) dos soros de
pombos experimentalmente infectados em contato com galinhas (vacinadas e sentinelas)
e de aves (pombos e galinhas) pertencentes ao grupo controle, submetidos ao Modelo
Experimental 3.

GRUPO Identific’agéo da ave . . DeIA EXF"ERIMENTAL
(Numero) 0 21 40 45 55 68 81 96
11 Pombo 0 0 %] %] 2 3 3 2
12 Pombo 2 1 (%] %) 2 4 3 2
13 Pombo 2 1 (%] %) 3 4 2 2
14 Pombo 2 2 %) %) 2 2 1 1
15 Pombo 1 1 %] %] 5 5 3 1
16 Pombo 1 0 (%] (%] 4 4 3 2
17 Pombo 1 0 %] %] 4 4 2 3
18 Pombo 1 1 (%] (%] 4 3 3 4
19 Pombo 0 0 %] %] 3 3 3 3
EXPERIMENTAL 20 Pombo 0 0 %) %) 3 3 3 3
MEDIA 1 06 O g 32 35 3 2,3
04 Galinha?® 0 5 %] 6 5 5 5 5
05 Galinha? 0 5 %] 6 5 5 5 5
06 Galinha® 0 4 %) 4 4 4 3 3
MEDIA 0 47 O© 54 47 47 44 44
12 Galinha® 0 0 %] 0 0 0 4 4
13 Galinha® 0 0 %) 0 0 0 5 4
MEDIA 0 0 [7] 0 0 0 4,5 4
46 Pombo¢ 1 1 %] %] 0 0 0 0
47 Pombo ¢ 0 0 0] ] 0 0 0 0
48 Pombo¢ 0 0 %] %] 0 0 0 0
49 Pombo¢ 0 1 %] %] 1 1 0 0
50 Pombo ¢ 0 1 %) %) 1 1 1 1
MEDIA 02 06 O [7] 0 04 02 0,2
CONTROLE 25 Galinha? 0 4 %] 6 5 5 4 4
26 Galinha® 0 3 %) 5 5 5 5 4
MEDIA 0 35 @ 55 5 5 4,5 4
27 Galinha® 0 0 %] 0 0 0 0 0
28 Galinha® 0 0 %) 0 0 0 0 0
MEDIA 0 0 0 0 0 0 0 0

@ = Nao foi realizado teste de HI nesta amostra

= Galinha vacinada

= Galinha ndo vacinada

= Primeira dose de vacina nas Galinhas

= Segunda dose de vacina nas Galinhas

= Realizacdo da infecgdo experimental nos Pombos
= Adigao das Galinhas sentinelas

9= Pombo nio vacinado

a
b
c
d
e
f
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Figura 4: Representagao grafica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao (Log»X),
dos soros de pombos experimentalmente infectados (40° DE), submetidos ao Modelo
Experimental 3.
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Figura 5: Representagao grafica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao (Log.X),
dos soros de galinhas vacinadas (DO e 21° DE) e sentinelas, submetidas ao Modelo
Experimental 3.



Tabela 4: Resultados dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo (Log.X) dos soros de
galinhas vacinadas e experimentalmente infectadas, em contato com pombos e galinhas
sentinelas e de aves (pombos e galinhas) pertencentes ao grupo controle, submetidos ao
Modelo Experimental 4.

Identificacado da ave DIA EXPERIMENTAL

GRUPO (Nimero) 0° 21° 40° 45 55 68 81 96
21 Pombo 0 %] %] 0 3 3 1 1
22 Pombo 2 %] %] 1 2 2 2 1
23 Pombo 2 %] %] 1 3 2 1 0
24 Pombo 2 %] %] 2 2 2 2 2
25 Pombo 1 (%) (%) 0 2 2 1 1
26 Pombo 1 (%) (%) 1 3 3 1 1
27 Pombo 0 (%) (%) 0 4 2 1 1
28 Pombo 1 (%) (%) 1 3 1 0 0
EXPERIMENTAL MEDIA 1,1 O g 08 28 21 11 09
01 Galinha ® 0 5 5 %} 7 7 7 6
02 Galinha @ 0 5 5 0] 8 7 5 5
03 Galinha ® 0 5 5 %) 7 6 6 5
MEDIA 0 5 5 g 74 67 6 5,4
14 Galinha® 0 0 0 %] 0 0 0 0
15 Galinha ® 0 0 0 %) 0 0 0 0
MEDIA 0 0 0 [7] [7] 0 0 0
51 Pombo ¢ 1 %] 1 %] 0 0 0 0
52 Pombo ¢ 0 %] 0 %] 0 0 0 0
53 Pombo ¢ 0 %] 0 %] 0 0 0 0
54 Pombo ¢ 0 %] 1 %) 1 1 1 0
55 Pombo ¢ 1 %] 1 %) 0 1 1 1
MEDIA 04 O 06 O 0 04 04 02
CONTROLE 29 Galinha ® 0 4 6 %} 5 5 4 4
30 Galinha ® 0 3 5 %) 5 5 5 4
MEDIA 0 35 55 O 5 5 4,5 4
31 Galinha® 0 0 0 %] 0 0 0 0
32 Galinha ® 0 0 0 %) 0 0 0 0
MEDIA 0 0 0 [7] 0 0 0 0

@ — Nao foi realizado teste de HI nesta amostra

= Galinha vacinada
= Galinha ndo vacinada

= Primeira dose de vacina nas Galinhas

= Segunda dose de vacina nas Galinhas

= Realizagéo da Infecgéo experimental nas Galinhas vacinadas
= Adicado dos Pombos sentinelas

a
b
Cc
d
e
f
9 = Pombos néo vacinados
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Figura 6: Representacdo gréfica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagcao (Log.X),
dos soros dos pombos sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 4.
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Figura 7: Representacdo gréfica dos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao (Log.X),
dos soros das galinhas vacinadas (DO e 21?2 DE) e experimentalmente infectadas (40°
DE) em contato com galinhas sentinelas, submetidas ao Modelo Experimental 4.



5.2 Reacao de Fixacao de Complemento

Os resultados da avaliacdo dos titulos de anticorpos fixadores do
complemento dos soros dos pombos submetidos aos quatro modelos
experimentais, expressos em funcdo logaritmica de base 2 (Log.X), estdo
sumariados nas Tabelas de 5 a 8. Conforme pode ser denotado da andlise de tais
tabelas, ao contrario da reacao de HI, na qual é possivel observar uniformidade
na resposta imune humoral, os titulos dos anticorpos fixadores do complemento
nao apresentaram a mesma uniformidade de resposta imune, mesmo quando
avaliados individualmente, resultados obtidos de um mesmo individuo.

Assim, no modelo experimental 1, constituido por pombos infectados
com a estirpe SJM, em dois individuos (P 05 e P 06) ndao foram detectados
anticorpos fixadores do complemento. Nos demais pombos do grupo,
observaram-se ocorréncia de reacdes positivas e negativas (Tabela 5 e Figura 8).
Entretanto, na ave P 03, anticorpo fixador do complemento foi detectado em
apenas uma ocasiao.

No modelo experimental 2, (pombos vacinados e posteriormente
submetidos a infeccdo) a RFC ndo se mostrou eficaz para a mensuracédo da
resposta imune humoral. Em uma ave (P 35) anticorpo fixador do complemento foi
detectado apenas no inicio (352 DE), enquanto que, em outros (P 32; P 34; P 37 e
P 38), sé mais tardiamente, ou seja, no 85° DE (Tabela 6). Ademais, em trés
animais (P 30; P 31 e P 36), nao foi detectado anticorpo fixador do complemento.

No modelo experimental 3, a semelhangca do ocorrido no modelo
experimental 1, em apenas uma ave (P 16) ndo foi detectado anticorpo por meio
da RFC durante todo experimento. Por outro lado, anticorpos fixadores do
complemento foram observados em apenas uma amostra em alguns pombos (P
11, P 15, P 18, P 19 e P 20), enquanto em outros (P 12; P 13; P14 e P 17), em
duas ou mais amostras (Tabela 7).

No modelo experimental 4 anticorpos fixadores do complemento sé
foram detectados no 68° DE, em seis dos oito pombos (P 22, P 23, P 24, P 25, P
26 e P 28) e, no 812 DE em um deles (P 21), enquanto outro (P 27) permaneceu
negativo durante todo o modelo experimental (Tabela 8 e Figura 11).



Tabela 5: Resultados dos titulos dos anticorpos fixadores do complemento (Log.X) dos soros de
pombos experimentalmente infectados (D0), submetidos ao Modelo Experimental 1.

POMBOS DO

152DE 28°DE 41°DE 56° DE

P 01
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Figura 8: Representacao grafica dos titulos de anticorpos fixadores do complemento (Log.X), de
soros de pombos experimentalmente infectados
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Tabela 6: Resultados dos titulos dos anticorpos fixadores do complemento (Log.X), dos soros de
pombos vacinados
submetidos ao Modelo Experimental 2.

(DO e 35°DE)

e experimentalmente

infectados (61°DE),
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Figura 9: Representagao grafica dos titulos de anticorpos fixadores do complemento (Log.X), dos
soros de pombos vacinados (DO e 35° DE) e experimentalmente infectados (612 DE),
submetidos ao Modelo Experimental 2.



Tabela 7: Resultados dos titulos dos anticorpos fixadores do complemento (Log.X), dos soros de
pombos experimentalmente infectados (40°DE), submetidos ao Modelo Experimental 3.

POMBOS DO 40°DE 55°DE 68°DE 812DE 96°DE

P11 0 0 0 0 0 4
P12 0 0 7 5 0 0
P13 0 0 4 0 3 0
P14 0 0 0 0 3 3
P15 0 0 4 0 0 0
P16 0 0 0 0 0 0
P17 0 0 3 4 4 0
P18 0 0 0 0 0 3
P19 0 0 0 3 0 0
P 20 0 0 0 3 0 0

e ——
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P = Pombo
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Figura 10: Representacdo grafica dos titulos de anticorpos fixadores do complemento (Log.X),
dos soros de pombos experimentalmente infectados (40° DE), submetidos ao Modelo
Experimental 3.



Tabela 8: Resultados dos titulos dos anticorpos fixadores do complemento (Log.X), dos soros de
pombos sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 4.

POMBOS DO 45°DE 55°DE 68°DE 812DE 96° DE

P 21 0 0 0 0 3 0
P 22 0 0 0 3 0 0
P 23 0 0 0 3 0 0
P24 0 0 0 3 0 0
P 25 0 0 0 3 0 0
P 26 0 0 0 3 0 0
P 27 0 0 0 0 0 0
P 28 0 0 0 3 0 0
DE = Dia Experimental
D 0 = Dia Zero do Experimento
P = Pombo
Modelo 4
6
3
3;3 5 mP21
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8 4 P23
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c 3 ]
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Figura 11: Representagao grafica dos titulos de anticorpos fixadores do complemento (Log.X) dos
soros de pombos sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 4.

5.3 Avaliacao da Eliminacao do Genoma Viral

Nas Tabelas de 9 a 16 estdo anotados os resultados obtidos nos
experimentos de avaliacdo da eliminacdo do genoma viral, mensurados pela
Reacdo em Cadeia pela Polimerase Pds Transcricao Reversa (RT-PCR) das aves
(pombos e galinhas) submetidas aos quatro modelos experimentais. Estao
também inclusos os resultados referentes a detec¢do dos genomas virais obtidos
dos tecidos (Pulmao; Figado; Bago e Traquéia) das aves infectadas, distribuidos

segundo seus respectivos modelos experimentais. Nas aves do grupo controle,



conforme esperado, ndo foi detectado qualquer indicio de presenca de genoma
viral.

Nas aves pertencentes ao modelo experimental 1 (pombos e galinhas
infectados no D0), genoma do VDN foi detectado em amostras cloacais colhidas
logo apbs as primeiras 24 horas da infeccdo experimental (Tabela 9). Assim,
genoma do VDN foi detectado em todas as galinhas no 4° e 5° DE e também em
todos os pombos, no 7° DE. Ademais, todas as galinhas vieram a ébito no 7¢ DE.
Nos pombos houve eliminacao esporadica e intermitente de genoma viral a partir
do 5° DE, persistindo até o 22° DE, ndao havendo, contudo, ocorréncia de 6bito
(Tabela 9).

Na tabela 10 estdo anotados os resultados obtidos das aves
submetidas ao Modelo Experimental 2 (pombos vacinados e desafiados no 61°
DE), colocados em contato com galinhas nao vacinadas). Observa-se da analise
desta tabela a ocorréncia, a partir do 68° DE, de uma baixa freqiéncia de
deteccdo do genoma viral nos pombos, a qual persistiu por apenas dois dias. Por
seu turno, das quatro galinhas ndo vacinadas (sentinelas), em trés (G 17, G 18 e
G 19), ocorreu excrecao de genoma viral. Observa-se ainda que a excregao viral
nas galinhas teve inicio ap6s o fim da eliminacdo viral pelos pombos
experimentalmente infectados, ou seja, no 71° DE (Tabela 10).

A Tabela 11 registra os resultados obtidos no modelo experimental 3
(pombos desafiados (40° DE), em contato com galinhas vacinadas (DO e 212 DE)
e nao vacinadas). Observa-se nos pombos desafiados ocorréncia de eliminacao
de genoma viral 24 horas apds o desafio, de modo semelhante aquela também
observada no modelo experimental 1 (Tabela 11). Embora de curta duracéo, a
maior quantidade de pombos excretando genoma viral ocorreu no 47° DE, ou
seja, sete dias apds a infeccdo inicial, tendo persistido em apenas duas aves (P
14 e P 16) até 0 51° DE. As duas galinhas nao vacinadas (G 12 e G 13) foram as
que apresentaram maior freqiéncia de eliminacdo de genoma viral, quando
avaliadas comparativamente as galinhas vacinadas (G 4, G 5 e G 6), das quais
em apenas uma (G 6), nao foi detectado genoma viral (Tabela 11).

Na Tabela 12 estdo sumariados os resultados das aves submetidas ao
Modelo Experimental 4, constituido de trés galinhas vacinadas e desafiadas (G 1,
G 2 e G 3), em contato com oito pombos (P 21 a P 28) e duas galinhas sentinelas
(G 14 e G 15). Genoma viral foi detectado tanto nas galinhas vacinadas, quanto



nas nao vacinadas, mas nao nos pombos sentinelas. Nas galinhas vacinadas, a
eliminacdo de genoma viral teve inicio no 42° DE, ou seja, 48 horas apos a
infeccdo experimental das trés galinhas vacinadas e desafiadas. Nas trés galinhas
vacinadas (G 1, G 2 e G 3), eliminagdo de genoma ocorreu de forma fugaz, nao
ultrapassando trés dias alternados de eliminacao. Por sua vez, as duas galinhas
sentinelas (G 14 e G 15) eliminaram genoma viral durante quatro dias, contudo,

sem ir a 6bito. Nos pombos nao foi observada eliminagcao do agente.



Tabela 9: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, em pombos e
galinhas experimentalmente infectados (D0), submetidos ao Modelo Experimental 1.

DE P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 G7 G8 G9 G10 G11
0 B B - B B - B B - - B - B B
1 - - + - - - - - - - + - + - -
2 - - + - - - - - - - - + + + +
3 - - + - + - - - + - - - - - -
4 - - + - + - - - - - + + + + +
5 - - - + + - - - - - + + + + +
6 + + + + + + + + - + + + + ¥ ¥
7 + + + + + + + + + + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
8 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
9 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

10 - - + - - - + - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

11 - + - - - + + - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

12 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

13 - - - - - - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

14 - - + + - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

15 - - + + - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

16 - - - - - - + - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

17 - + - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

18 - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

19 + - - - + - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

20 - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

21 - - - - - - - - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

22 - - - - - - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

23 - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

24 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

25 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

26 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

27 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

28 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

29 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

30 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

31 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

32 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

33 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

34 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

35 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

36 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

37 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

38 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

39 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

40 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

41 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

42 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

43 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

44 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

45 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

46 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

47 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

48 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

49 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

50 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

51 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

52 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

53 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

54 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

55 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

56 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

DE = Dia Experimental
¥ = Obito

(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombo

G = Galinha



Tabela 10: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, em pombos
vacinados (DO e 35° DE) e experimentalmente infectados (612 DE) em contato com
galinhas sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 2.

DE P29 P30 P31 P32 P34 P35 P36 P37 P38 G16 G17 G18 G19

\,
o
.
.
'
'
.
'
'
.
.
'
[ T
'

T R I

123 - - - - - - - - - - - - -

DE = Dia Experimental
P = Pombo

G = Galinha

(-) = Negativo

(+) = Positivo



Tabela 11: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, em pombos
experimentalmente infectados (40° DE) em contato com galinhas vacinadas (DO e 21°
DE) e sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 3.

DE P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 G4 G5* G6* Gi12* G13*

0 - - B - - B - - B B - - -
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DE = Dia Experimental
(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombo

G = Galinha

* = Galinhas Vacinadas
** = Galinhas Sentinelas



Tabela 12: Eliminagdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, em galinhas
vacinadas (D0 e 21° DE) e experimentalmente infectadas (40° DE), em contato com
pombos e galinhas sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 4.

DE P21 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28 GI° G2* G3 Gi4~ Gi5~
0 B R R B R R B R B R R B B
40 - - - - - - - - - - - - -

& ]
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
' '
! +
[ S A
[ R T
[ SR S

S
o]
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'
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'

'

'

'

'
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'

R SR T
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DE = Dia Experimental
(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombo

G = Galinha

* = Galinhas Vacinadas
** = Galinhas Sentinelas



No que tange a avaliacdo da presenga de genoma viral nos tecidos
analisados, ndo se observou uniformidade de deteccao entre os quatros modelos
experimentais estudados (Tabelas de 13 a 16). Das 37 amostras de érgaos
colhidas, genoma viral foi detectado no baco em 29,73% (11/37), no figado em
16,22% (6/37), no pulmao em 10,81% (4/37) e na traquéia, em 2,7% (1/37). Em
apenas um exemplar, pertencente ao Modelo Experimental 2 (Tabela 14), foi
detectado genoma viral em todas as amostras de tecidos

Nas galinhas, a distribuicdo de amostras teciduais positivas dentro de
cada modelo experimental também foi desigual. Entretanto, quando comparados
em conjunto os resultados obtidos nos quatro modelos experimentais,
observaram-se alguns resultados coincidentes nesta distribuicdo, ou seja, as
freqUéncias de positividade observada em baco, figado e pulmao foram de 42,1%
(8/19), 36,85% (7/19) e 31,5% (6/19), respectivamente. Em comparagcao, a
positividade em amostras de traquéia foi inferior, ficando em 5,26% (1/19).

Tabela 13: Deteccdo do genoma do VDN, aferida pela RT-PCR, em amostras de tecidos de
pombos e galinhas experimentalmente infectadas (D0), submetidos ao Modelo
Experimental 1.

TECIDO P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 G7 G8 G9 G10 Gi1
BACO e T -
FIGADO - -
PULMAO S T T T - - + o+ + +

TRAQUEIA - - - - - -« - - - . |- . . -

P = Pombos

G = Galinhas

(-) = Negativo

(+) = Positivo

Tabela 14: Deteccdo do genoma do VDN, aferida pela RT-PCR, em amostras de tecidos de
pombos vacinados (DO e 35° DE) e experimentalmente infectados (61° DE) em
contato com galinhas sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 2.

TECIDO P29 P30 P31 P32 P34 P35 P36 P37 P38 Gi6 G17 G18 G119
BACO - + - - - + - - - - + - +
FIGADO - + - + - - - + - - - + -
PULMAO + + - - - - - - - - - - -

TRAQUEIA - +

P = Pombos

G = Galinhas

(-) = Negativo

(+) = Positivo




Tabela 15: Deteccdo do genoma do VDN, aferida pela RT-PCR, em amostras de tecidos de
pombos experimentalmente infectados (40° DE) em contato com galinhas vacinadas
(DO e 21° DE) e sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 3.

TECIDOS P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 G4 G5 G6 G12 Gi13
BACO + - - - - + - - + - + - - - +
FIGADO e
PULMAO
TRAQUEIA
P = Pombos
G = Galinhas
(-) = Negativo
(+) = Positivo

Tabela 16: Deteccdo do genoma do VDN, aferida pela RT-PCR, em amostras de tecidos de
galinhas vacinadas (DO e 21° DE) e experimentalmente infectadas (40° DE), em

contato com pombos e galinhas sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 4.

TECIDOS P21 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28 G1 G2 G3 Gi14 Gi5
BACO - + - - - + - + |+ + - + -
FIGADO - - + - - - - - |- - - 4
PULMAO - - - - &+ - - - |- - 4 - 4
TRAQUEIA - - - - -« - -« o | - - - -
P = Pombos

G = Galinhas

(-) = Negativo

(+) = Positivo

5.4 Diferenciacao Molecular (RT-PCR) entre as Estirpes Virais LaSota e Sao
Joao do Meriti Eliminadas

Com o intuito de desenvolver oligonucleotideos capazes de diferenciar
a estirpe viral eliminada nas fezes, fez-se necessario em um primeiro momento o
sequenciamento das duas estirpes virais utilizadas no presente estudo (LaSota -
LS e Sao Jodao do Meriti - SIM). Para tanto, foram desenhados os
oligonucleotideos, assim como padronizada a técnica de RT-PCR, conforme
descritos no item 4.8. Desta forma, com base no tamanho do produto da RT-PCR,
foi possivel determinar a estirpe viral eliminada, conforme apresentado na figura
13.

As seqléncias obtidas, a partir dos genes que codificam a proteina F
das estirpes La Sota e SJM, utilizadas para a diferenciagdo molecular (RT-PCR)

entre tais estirpes virais, encontram-se descritas a seguir:



Estirpe LaSota:
ATTTGATGGCAGGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGTTACAGGAGACAA
AGCCGTCTACATATACACCATCATCCCAGACAGGATCAATCATAGTTAAGCTC
CTCCCGAATCTGCCCAAGGATAAGGAGGCATGTGCGAAAGCCCCCTTGGAT
GCATACAACAGGACATTGACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCC
GTAGGATACAAGAGTCTGTGACTACATCTGGAGGGGGGAGACAGGGGCGCC
TTATAGGCGCCATTATTGGCGGTGTGGCTCTTGGGGTTGCAACTGCCGCACA
AATAACAGCGGCCGCAGCTCTGATACAAGCCAAACAAAATGCTGCCCAACA

Estirpe Sao Joao do Meriti:
TTTTTGATGGGCAAGGGCCTTTGCAGCTGCAGGGATTGTGGTAACGGGAGAT
AAAGCAGTCAATATATACACTTCATCTCAAACAGGGTCGATCATAGTCAAGTT
ACTCCCAAATATGCCTAAGGATAAAGAGGCGTGCGCAAAAGCCCCATTGGAA
GCATACAATAGAACACTGACTACTTTACTCACCCCTCTTGGTGACTCCATCCG
CAGGATACAAGGGTCTGTGAATACATCTGGAGGAAGGAGACAGAAACGCTTT
GTAGGTGCCATTATCGGCAGTGTAGCTCTTGGGGTTGCAACAGCTGCGCAGA
TAACAAGCGGCCGCGGTTCTGATACAAGCCAACCAGAATGCTGCCAAA

Os resultados da diferenciagédo dos fragmentos do genoma das duas
estirpes virais (LaSota e SJM) eliminadas pelas aves, por meio dos
oligonucleotideos estirpe-especificos anteriormente citados, encontram-se
sumariados nas Tabelas 17 a 20, para os quatro modelos experimentais.

Como pode ser observado, o produto (fragmentos de 234pb) dos
genomas de VDN detectados nas amostras cloacais eliminadas, por ser
compativel com fragmentos de tamanho esperado para a estirpe SJM, confirma
os resultados obtidos no presente estudo. Na utilizagdo do par de
oligonucleotideos especifico para a estirpe LaSota, ndo foi encontrada nenhuma
amostra positiva. Desta forma, sempre que foi detectada uma amostra cloacal
positiva, utilizando-se o par de oligonucleotideos “genéricos”, o fragmento de
genoma detectado era compativel com a estirpe SIM. (Tabelas 17 a 20). Por isso,
os resultados provenientes da utilizacdo do par de oligonucleotideos SUM estédo
dispostos na forma de tabela.



Tabela 17: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos Sao Joao do Meriti (SJM), em aves experimentalmente infectadas
(D0), submetidas ao Modelo Experimental 1.

DE Pi1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 G7 G8 G9 G10 G111
0 - - . - - . - - . . - - . - -
1 - - + - - - - - - - + - + - -
2 - - + - - - - - - - - + + + +
3 - - + - + - - - + - - - - - -
4 - - + - + - - - - - + + + + +
5 - - - + + - - - - - + + + + +
6 + + + + + + + + - + + + + ¥ ¥
7 + + + + + + + + + + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
8 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
9 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
10 - - - - - - - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
1 - + - - + + - - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
12 - - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
13 - - - - - - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
14 - - + + - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
15 - - + + - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
16 - - - - - - + - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
17 - + - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
18 - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
19 + - - - + - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
20 - - - - - - - - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
21 - - - - - - - - - + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
22 - - - - - - - + - - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

DE = Dia Experimental
¥ = Obito

(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombos

G = Galinhas

Tabela 18: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos Sao Joao do Meriti (SJM), em pombos vacinados (D0 e 352 DE) e
experimentalmente infectados (61° DE) em contato com galinhas sentinelas,
submetidos ao Modelo Experimental 2.

DE P29 P30 P31 P32 P34 P35 P36 P37 P38 Gi16 G17 Gi18 G19
0 - - - - - - - - - - - - -
66 - - - - - - - - - - -
67 -
68 -
69 -
70 -
7 - - - - - - - -
72 - - - - - - - -
73 - - - . - - . - - -
74 - - - - - - - -
75 - - - - - - - -
76 - - - - - - - -
77 - - - - - - - -
78 - - - - - - - -

1 4+ 4+
]
+
]
1
1
]
1
]
]

1+ 4

A
+ + +
[ I R I |

DE = Dia Experimental
(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombos

G = Galinhas



Tabela 19: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos Sao Joao do Meriti (SJM), em pombos experimentalmente
infectados (40° DE) em contato com galinhas vacinadas (DO e 212 DE) e sentinelas,
submetidos ao Modelo Experimental 3.

DE P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 G4* G5* G6* G12** G13**
0 - - - - - - - - - - - - - - -
40 - -
41 - +
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53 - = = - = e e e e .
Y T
56 - - - - - - - - - - + + -
58 - - - - e e e e e e e e
59 - - - - e e e e e e e e
60 - - - - - e e e e e e e
61 - - - - e e e e e e e e
DE = Dia Experimental

(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombos

G* = Galinhas Vacinadas
G**= Galinhas Sentinelas
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Tabela 20: Eliminacdo do genoma do VDN pela cloaca, aferida pela RT-PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos Sao Joao do Meriti (SJM), em galinhas vacinadas (DO e 212 DE) e
experimentalmente infectadas (40° DE), em contato com pombos e galinhas

sentinelas, submetidos ao Modelo Experimental 4.

DE P21 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28 Gi* G2* G3* G14* G15
0 - - - - - - - - - - - - -
0 - - - - - - e -
e
e
. e
. -
e
+

1
[ R B I |

6 - - - - - e - e -
47 e
48 - - - - - - - e
49 - - - - - - - e
50 - - - - - - e e e .
DE = Dia Experimental

(-) = Negativo

(+) = Positivo

P = Pombos

G* = Galinhas Vacinadas

G**= Galinhas Sentinelas
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Figura 12: llustragio e caracterizagfo geral dos modelos experimentais: A- |solador de presséo
negativa, utiizado para a infecgdo experimental ; B — Galinhas e pambos compartilhando
o mesma ambiente dentro do isolador, C- Fombo no momento anterior & vacinagéo; D -
Pombo imediatamente apds & wvacinagio, E- Galinha experimentalmente infectada
apresentando secregdo em cavidade aral, F- Petéquias hemorragicas em prd-ventriculo
de galinha experimentalmente infectada.



Figura 13.Eletroforese em gel de agarose 12% com os produtos da RT-PCR: A- Amostras
provenientes de tecidos (Pulmio — P, Figado — F; Bago — B; Traguéia — T) do pombo
F30, pertencente ao Modelo Experimental 2. Coluna 5 controle negativo; coluna B
controle positivo (362pbY pb — marcador de peso molecular 100pb. B - Amostras
provenientes de reagdo utilizando primers especificos. Colunas 1 e 2 controle positivo
forirmer LS — 120 pb) ; colunas 3 e 4 amostras positivas (primer SIM — 234 pb); coluna S
controle negativo; coluna B controle positivo (prmer genérico — 362 pb); pb — marcador
de peso molecular 100phb.



6 DISCUSSAO

No presente trabalho procurou-se efetuar um estudo no sentido de agregar
o maior numero de informagdes que as condicbes experimentais utilizadas
permitissem no sentido de melhor conhecer as inter-relagcdes do virus da doenca
de Newcastle (VDN) com pombos e galinhas conviventes, mormente no que
tange a disseminacdo da doenca de pombos para galinhas. Conseqlientemente,
reunir informagdes que permitam melhor avaliar os fatores envolvidos na cadeia
epidemiologica da doenca de Newcastle (DN), com vistas a um melhor controle
desta enfermidade, tanto em plantéis de aves comerciais, quanto em aves de vida
livre, no caso particular da presente pesquisa, em pombos.

De um modo geral, a literatura compulsada (ALEXANDER, 1997;
ALDOUS e ALEXANDER, 2001) tem mostrado que, com excecdo de estudos
realizados em aves comerciais, nas demais espécies aviarias, particularmente as
de vida livre, pouco tem sido descrito sobre a transmissdo e o comportamento do
VDN. Nesse aspecto, particularmente no que diz respeito a forma pela qual a
doenca tem inicio em um plantel avicola, ndo existe consenso formado entre os
varios autores (ALEXANDER, 1997; ALDOUS e ALEXANDER, 2001;
BARBEZANGE e JESTIN, 2005b). Assim sendo, estudos experimentais que
correlacionem aspectos relacionados a vacinagdo e a infeccdo experimental,
procedimentos de uso rotineiro no estudo da patogenia da DN (BEARD e
BRUGH, 1975; ALEXANDER et al., 1984a; ALEXANDER et al., 1984b;
ALEXANDER e PARSONS, 1984c; ALEXANDER, 1997), quando se trata de
avaliagao da resposta comportamental de pombos e galinhas frente a uma estirpe
patogénica do VDN, certamente fornecerdo informagdes de extremo valor para

um melhor entendimento da resposta imune das aves.

Em linhas gerais, tem sido aceito que a disseminacdo do VDN entre
pombos e galinhas ocorre por contato natural entre tais espécies ou de forma
iatrogénica (UJVARI et al, 2003). Dentro de tais contextos, modelos
experimentais de infeccdo sob condi¢coes experimentais controladas, permitem
uma melhor avaliagdo da infectividade e transmissibilidade do virus, assim como

permite avaliar o comportamento de vacinas, particularmente com relacdo a



ocorréncia de mortalidade, o surgimento de sinais clinicos da doenca além da
prevencao ou reducdo da excregao viral.

Assim, no que diz respeito aos resultados decorrentes do modelo
experimental 1, como ja era esperado, todas as galinhas vieram a 6bito no 6° DE
(Dia Experimental), confirmando, conforme ja demonstrado (CARRASCO, 2005;
CARRASCO et al., 2008a; CARRASCO et al. 2009), que a estirpe Sao Joao do
Meriti (SJM) possui alta patogenicidade para esta espécie aviaria e, ademais,
validando os resultados obtidos nos demais modelos experimentais (modelos 2, 3
e 4), realizados na presente investigacdo. De um modo geral, nas galinhas que
vieram a Obito foram observados sinais respiratérios e, de forma secundaria,
sinais nervosos, ambos compativeis com a DN. Entretanto, conforme ja
observado em trabalho anterior (CARRASCO et al., 2008), durante todo periodo
experimental, os pombos infectados ndao apresentaram qualquer sinal clinico
passivel de levantar suspeita de DN.

Do ponto de vista soroldgico, analisado em conjunto, os niveis de
anticorpos detectados por meio da Reacgdo de Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI)
apresentaram comportamento usualmente observado nesta doenca, tendo seu
ponto maximo ocorrido por volta do 15° DE (Tabela 1 e Figura 1), declinando
posteriormente de forma gradual. Quanto aos resultados obtidos pela Reacao de
Fixacdo do Complemento (RFC), os titulos dos anticorpos (Tabela 5 e Figura 8),
apenas foram significativos em 8 dos 10 pombos pertencentes ao grupo e,
mesmo assim, ndao adequadamente reprodutiveis. De um modo geral, tais
resultados, particularmente no que tange a reprodutibilidade da reagédo, quando
analisados comparativamente aos obtidos pela reacao de HI, estdo compativeis
aos resultados obtidos por Wilcox e Consigli (1972). Segundo demonstraram
esses autores, anticorpos fixadores do complemento sdo detectados mais
tardiamente, quando comparados aos anticorpos inibidores da hemaglutinacao.
Ademais, tais anticorpos sdao dependentes da dose infectante do virus viavel,
desencadeando diferentes respostas observadas nesta reacéo, impossibilitando,
desta forma, a obtencao de resultados reprodutiveis, quando da interpretacao dos
dados obtidos. Dai, concluir-se que a RFC nado deva ser a técnica mais adequada
para o estudo soroldgico da DN, conforme recomendado no passado para tal
espécie aviaria (RICE, 1961), particularmente diante dos recursos sorolégicos
atuais e da excelente relagcao custo x beneficio da técnica de HI. Comportamento



semelhante, quando analisados comparativamente os dados obtidos na RFC com
os de HI, também foi observado na avaliagdo sorolégica dos demais modelos
experimentais (Tabelas 6 a 8; Figuras 9 a 11).

No que diz respeito a pesquisa de genoma viral (Tabela 9), avaliado
por meio da Reagdo em Cadeia pela Polimerase precedida de Transcricdo
Reversa (RT-PCR), ficou demonstrado que pombos eliminam genoma viral a
partir do primeiro DE, persistindo até o 22° DE, sempre na auséncia de sinais
clinicos. O maximo de eliminagao viral observado ocorreu no 6° e 7° DE,
momento em que foi possivel detectar genoma viral nas amostras de swabs
cloacais colhidas de todos os pombos. Nas galinhas que vieram a ébito até o 6°
DE foi detectado genoma viral nas amostras colhidas a partir do primeiro DE,
assim como em todas as aves no 4° e 5% DE, até o momento da morte das aves.
Nesse aspecto, tais achados diferem daqueles obtidos anteriormente
(CARRASCO et al. 2008), nos quais pombos submetidos as mesmas condi¢des
experimentais da presente pesquisa, iniciaram a eliminagdo de genoma viral por
volta do 5° DE, permanecendo eliminando virus até o 24° DE. Possivelmente, a
divergéncia entre esses resultados possa ser atribuida a maior concentragéo viral
utilizada no presente estudo, ou seja, 0,2 mL da estirpe patogénica SJM (Titulo
infectante igual a 10%°L s, / 0,1 ml) na sua concentracdo original padrdo, sem
qualquer diluicdo, quando comparadas as utilizadas no estudo anterior
(CARRASCO, 2005; CARRASCO et al., 2008), no qual foi utilizada a diluicado de
10" L 50 / 0,1 ml a partir da amostra original (10%° DLso / 0,1 ml), ou seja, muito
menos concentrada. Por outro lado é oportuno enfatizar que os resultados obtidos
na presente pesquisa contrastam com os achados de Erickson et al. (1980),
provavelmente devido a divergéncia de patogenicidade das estirpes de VDN
utilizadas nas diferentes pesquisas. Diferentemente da estirpe SJM, altamente
patogénica para galinhas, mas ndo para pombos, a estirpe de VDN utilizada por
esses autores era patogénica para galinhas e também para pombos. E ainda, no
estudo realizado por esses autores, também houve necessidade de uma dose
viral 10.000 vezes maior para induzir a doenga em pombos, comparativamente a
dose necessdria para provocar a doengca em galinhas. Sobre esse aspecto, a
ampla variedade individual existente entre as diversas estirpes de VDN isoladas
mundialmente, as quais apresentam diferentes niveis de patogenicidade



(ALEXANDER et al., 1985; ALEXANDER, 1997; PANSHIN et al., 2002), seria a
hipbtese mais plausivel para explicar a discordancia entre os resultados das
pesquisas realizadas. Dai, a importancia de estudos realizados com estipes
autoctones do VDN para uma melhor compreensao da dinamica da doenca numa

determinada regiao ou pais.

Outro aspecto a ser ponderado na presente pesquisa diz respeito a
escolha da cloaca como fonte para a colheita de amostras com vistas a deteccao
da eliminagdo viral. A escolha dessa via foi feita com o propésito de melhor
simular as condi¢des naturais envolvidas quando da ocorréncia da enfermidade,
principalmente aquelas relacionadas a porta de entrada e a via de eliminagédo do
agente. Na presente investigacdo, o fato da infeccdo experimental ter sido
realizada pela via oOculo-nasal, tornaria questionavel a utilizacdo da traquéia,
reconhecidamente um dos principais sitios iniciais de replicagdo do VDN, como
local ideal de colheita de amostras, apesar de ser esta a via de eleicdo usada por
diversos pesquisadores (VICKERS e HANSON, 1980; ALEXANDER et al., 1984b;
BARBEZANGE e JESTIN, 2003a; BARBEZANGE e JESTIN, 2005b). Nestas
condigdes, seria dificultoso analisar os dados resultantes da eliminagdo traqueal
do virus, devido a impossibilidade de afirmar categoricamente se o virus
detectado na traquéia seria decorrente do processo de replicacdo local, da
patogenia do agente, ou seria resquicio da estirpe viral inoculada por esta via.
Dentro deste enfoque, merece especial atencao o fato de que amostras colhidas
da cloaca permitem uma melhor reproducdo dos fatores epidemiolégicos
envolvidos durante a ocorréncia natural de um surto da doenca, em condicoes de
campo. Portanto, em se tratando de colheita de amostras em aves naturalmente
infectadas, ou em procedimento de monitoramento de populacdes aviarias, esta
seria, sem sombra de duvida, uma importante fonte de material, seja para
isolamento viral, seja para técnicas moleculares (ZANETTI et al., 2005). E
importante enfatizar também que, nas condi¢des de alta carga viral resultante da
inoculagédo por via 6culo-oral, conforme utilizado no presente trabalho, ndo se
deve descartar a possibilidade da ocorréncia de passagem de particulas virais
diretamente pelo trato gastrointestinal. Nestas condigdes, devido a alta
concentragao viral, provavelmente haveria uma exacerbagao da enfermidade, fato

que poderia melhor explicar o rapido aparecimento de genoma nas fezes,



conforme detectado pela RT-PCR. Embora seja impossivel avaliar em condicoes
de campo, a dose viral necessaria para dar inicio ao processo da doenca, é
usualmente aceito que a carga viral utilizada em infeccées experimentais seja
substancialmente bem maior que aquela observada em surtos espontaneos da
doenca, fato que deve ser considerado no momento da interpretacdo dos
resultados, consoante revelam Kapczynski et al., 2006. Contudo, os resultados do
tempo de eliminacdo viral, resultante da infeccdo experimental em pombos,
obtidos no presente trabalho, sdo compativeis com os encontrados por outros
autores (BIANCIFIORI e FIORONI, 1983; ALEXANDER et al., 1985; ALEXANDER
e PARSONS, 1986; ALEXANDER, 1997; PANSHIN et al., 2002).

Outro aspecto a ser ponderado diz respeito a influéncia da idade sobre
a susceptibilidade de uma espécie aviaria ao VDN. Conforme relatado na
literatura compulsada (BEARD e BRUGH, 1975; ERICKSON et al., 1980;
KAPCZYNSKI et al., 2006), aves jovens sao mais susceptiveis ao VDN do que as
adultas, assim como eliminam VDN por um periodo maior de tempo
(KAPCZYNSKI et al, 2006). Ademais, aves de diferentes idades e,
consequentemente apresentando diferentes niveis de imunidade, desempenham
importante papel para manutencgéo do virus em uma populacao (BARBEZANGE e
JESTIN, 2005a; MILLER et al., 2007; LI et al., 2008). Na presente investigacao
foram utilizados pombos adultos de vida livre que, apesar de experimentalmente
infectados, ndo apresentaram sinais clinicos da DN, assim como anticorpos anti-
VDN, indicios de que, no momento da captura, ndo havia circulacdo do VDN.
Diante dessas consideragdes iniciais, na presente investigacdo procurou-se
simular experimentalmente, o mais proximo possivel, as condicdes e fatores
envolvidos quando da ocorréncia natural da DN. Assim sendo, foi utilizada a via
Oculo-oral para inoculacdo do VDN, por ser esta a porta de entrada natural do
agente, quando da ocorréncia de um surto em condicoes de campo. Nestas
condicOes, os achados obtidos na presente investigacao estdo compativeis com
os resultados encontrados por Alexander et al.(1984b) os quais, utilizando uma
estirpe proveniente de pombos para realizagdo de infeccao experimental, também
nao conseguiram levar a 6bito pombos inoculados pela via intranasal. Contudo,
quando utilizaram a via intravenosa, 100% dos pombos infectados vieram a 6bito,
apesar de ndo ser esta a porta de entrada natural do VDN, fato este ndo eximir



sua relevancia. E ainda, durante o decurso desse experimento (ALEXANDER et
al., 1984b), galinhas SPF mantidas em contato com pombos inoculados por via
intranasal apresentaram soro-conversao, eliminagdo viral, porém nenhum sinal
clinico da doenca.

Comportamento antagdnico de uma estirpe do VDN, quando inoculada
em hospedeiros diferentes, também foi observado na presente investigacdo, uma
vez que 100% das galinhas vieram a Obito em um curto intervalo de tempo,
enquanto pombos em contato, ou experimentalmente infectados, permaneceram
saudaveis. Ademais, nenhum pombo inoculado com a estirpe SJM, apresentou
sinal clinico compativel com a DN, ou seja, diarréia; dificuldade respiratoria; ataxia
e sinais neurolégicos, entre outros. Corroborando a este fato, galinhas infectadas
pela via Oculo-oral com uma estirpe do APMV-1 patogénica para pombos,
também nao apresentaram sinal clinico da DN (BARBEZANGE e JESTIN, 2005b).
E ainda, tais achados vém confirmar os resultados obtidos por estes mesmos
autores, os quais relataram que galinhas de quatro semanas de idades infectadas
com uma estirpe do PPMV-1 de alta patogenicidade para pombos, permaneceram
clinicamente saudaveis apos o desafio (BARBEZANGE e JESTIN, 2003a).

Este comportamento dispar do VDN, de promover rapidamente o 6bito
em algumas espécies aviarias, enquanto outras nao apresentam quaisquer sinais
clinicos, tem sido alvo de inUmeras pesquisas e algumas hipéteses ja foram
aventadas acerca deste tema. Dentro do contexto molecular da patogenia dos
Paramyxovirus, a viruléncia é o resultado de uma relacdo complexa entre o virus
e seu hospedeiro, no qual a capacidade de uma estirpe viral em provocar doenga
esta intimamente relacionada, dentre varios outros fatores, com a capacidade das
proteases do hospedeiro ter ou ndo em clivar certas estruturas polipeptidicas
virais. (ALEXANDER et al., 1984). Em assim sendo, é bem provavel que a
especificidade das proteases dos pombos seja diferente da especificidade das
proteases das galinhas, o que poderia explicar em parte os resultados obtidos na
presente pesquisa. Contudo, a selecao de estirpes virais susceptiveis a proteases
de um hospedeiro, ndo necessariamente exclui a possibilidade de ocorrer, de
forma simultdnea, susceptibilidade a proteases de outro hospedeiro
(ALEXANDER et al., 1984). Sobre esse aspecto, tem sido relatado que estirpes
virais isoladas de aves selvagens necessitam de algumas passagens em

galinhas, para que ocorra primeiramente adaptacdo a esta espécie e,



consequentemente, aumento de patogenicidade (KOMMERS et al.,, 2003).
Portanto, € valido inferir que, em condi¢cdes naturais de campo, a possibilidade da
ocorréncia de surtos de DN é passivel de ocorrer, caso uma estirpe patogénica
seja introduzida em uma nova éarea, até entdo com um baixo desafio
(ALEXANDER, 1995).

Além dos fatores relacionados a proteina F, mutagdes relacionadas a
proteina HN também sao determinantes de patogenicidade. Mutagdes em niveis
desta proteina potencializam mutacdes que ocorrem na proteina F. Assim,
galinhas inoculadas com E.G.M. (estirpes geneticamente modificadas), alteradas
tanto na proteina F quanto na proteina HN apresentaram acréscimo na
severidade dos sinais clinicos apresentados, quando comparadas aquelas que
foram inoculadas com E.G.M. apenas com mutacbes na proteina F
(WAKAMATSU et al., 2006).

A técnica de RT-PCR, realizada com sequéncias de oligonucleotideos
(OBERDORFER E WERNER, 1998) previamente descritas por Toyoda et al.
(1989), foi utilizada no presente trabalho. Em sintese, confirmando estudos
anteriores (KANT et al., 1997; SOARES, 2002; CARRASCO, 2005; CARRASCO
et al., 2008; LI et al.,, 2008; CARRASCO et al. 2009), a amplificagdo do VDN,
utilizando seqéncias de oligonucleotideos, se constitui em um método pratico,
rapido e seguro a ser utilizado no diagnostico da DN. Ressalte-se que a RT-PCR,
realizada em apenas uma etapa, reduz a possibilidade de reacao cruzada, além
de permitir a obtencéo de resultados dentro de 24-36 horas ap6s a recepgao das
amostras (CREELAN et al., 2002), conforme comprovado no presente trabalho,
no qual todas as etapas de deteccdo molecular da eliminacdo viral, desde a
colheita das amostras até o resultado final, ndo ultrapassaram 24 horas. E,
ademais, ocorre independentemente da estirpe, da patogenicidade e da espécie
hospedeira infectada (OBERDORFER e WERNER, 1998).

Em relacdo aos resultados obtidos no Modelo Experimental 2,
constituido por pombos imunizados com duas doses da vacina LaSota, antes de
serem infectados com a estirpe viral patogénica SJM, como ja esperado, houve
soro-conversao apreciavel, com titulo maximo de anticorpos ocorrendo por volta

do 85° DE (Dia Experimental) (Tabela 2 e Figura 2). Da analise da tabela 2 e



figura 3 verifica-se que as galinhas (sentinelas) colocadas em contato no 66° DE,
ou seja, no quinto dia apds a infeccdo dos pombos com a estirpe SJM,
permaneceram soro negativas durante todo o experimento. Atribui-se tal resultado
a protecao vacinal inicialmente adquirida pelos pombos, a qual teria impedido a
eliminacao viral e, consequentemente, a infeccdo das galinhas sentinelas.
Embora tenha ocorrido protecdo vacinal, genoma viral foi detectado nas fezes de
4 dos 10 pombos vacinados, ainda que somente no 3° e 4° DE, ou seja, em uma
constancia de eliminacdo significativamente menor, quando comparada aos
pombos ndo vacinados do Modelo Experimental 01 (Tabela 9). Ademais, merece
ser enfatizado o fato de 3 das 4 galinhas em contato, terem eliminado genoma do
VDN, sem contudo terem apresentado soro-conversdo e, tampouco, qualquer
sinal clinico da enfermidade.

Algumas hipéteses poderiam ser levantadas para explicar tal resultado.
Uma delas poderia ser atribuida a alteracdo da infectividade da estirpe
patogénica, com a consequiente eliminacdo de particulas virais defectivas ou
modificadas induzidas pela vacinagdo. Nestas condi¢cdes, a estirpe viral
modificada seria incapaz de estimular o sistema imune da ave, conforme ficou
comprovado pela auséncia de anticorpos, assim como de manifestagdes clinicas
da enfermidade. Outras hip6teses estariam relacionadas a baixa fidelidade da
RNA polimerase, bem como a possibilidade da producdo de novas particulas
virais, intimamente relacionadas, porém distintas, denominadas de quasispecies
(DOMINGO, 2002; BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). Dentro de tal contexto, o
conceito de quasispecies oferece uma interessante perspectiva para explicacao
da patogenia e evolugdo dos virus de RNA (BARBEZANGE e JESTIN, 2005a),
cuja variabilidade estd baseada em trés pontos principais: mutacao;
recombinacao e rearranjo genémico (COMAS et al., 2005).

Desta forma, infeccbes experimentais realizadas com o PPMV-1 em
pombos, revelaram que, apds seis passagens realizadas pelo contato entre aves
infectadas e nado infectadas, ha o surgimento de quasispecies, fato comprovado
pelo sequenciamento das amostras colhidas a partir de swabs cloacais
(BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). Todavia, tais variantes encontradas, nao
apresentaram modificagdes no indice de Patogenicidade Intracerebral (ICPI), nem
no sitio de clivagem F, mas apenas no genétipo, sugerindo que nem sempre as

variantes induzem alteracdo na patogenicidade viral. Ademais, conforme



experimentalmente demonstrado, apds passagens em séries em pombos, embora
a estirpe inicial ainda fosse do PPMV-1, foram detectados fragmentos da proteina
F compativeis com estirpes do APMV-1 (BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). A
grande dificuldade de um melhor estabelecimento de um padrdo no que diz
respeito a quasispecies é que, além de muitas vezes os experimentos realizados
in vitro ndo reproduzem exatamente o que ocorre in vivo, este fenbmeno é
extremamente dificil de ser previsto e/ou controlado (BARBEZANGE e JESTIN,
2005Db).

A principal hipétese aventada em literatura tem sido uma recombinacao
de uma estirpe vacinal com uma estirpe virulenta (quasispecies), considerando
que genotipicamente a estirpe viral em questdo apresenta ambas as
caracteristicas. 22° DE Em sintese, o fendbmeno de recombinagdo descrito no
estudo em tela, ja havia sido descrito anteriormente para o APMV-1
(BARBEZANGE e JESTIN, 2005b). Fato que chamou a atencdo destes
pesquisadores foi que os pombos dos quais foi isolada esta amostra de APMV-1
nao haviam sido vacinados previamente (BARBEZANGE e JESTIN, 2005a;
BARBEZANGE e JESTIN, 2005b). Contudo, conforme anteriormente relatado
(CARRASCO et al. 2009), o simples contato de pombos com galinhas vacinadas
contra a DN com a estirpe vacinal viva (LaSota ou Ulster) ja é capaz de induzir
resposta imune humoral e , posteriormente a eliminagdo viral. Desta forma,
estudos epidemiol6gicos objetivando o monitoramento de populacdes de aves de
vida livre de uma maneira geral, devem ser realizados de forma constante
(ALEXANDER et al., 1984; WOBESER et al., 1993; PANSHIN et al., 2002).

Dentro deste contexto, € importante salientar que a técnica de RT-PCR
permite a deteccao de fragmentos do genoma do agente, mas ndo a detecgao do
virion. Dessa forma, nas condi¢des experimentais do presente estudo, as galinhas
sentinelas seguramente teriam entrado em contato com fragmentos do genoma
do VDN, os quais séo incapazes de promover a doenca e, conseqgientemente,
desencadear resposta imune da ave. Nestas condi¢des, fragmentos do genoma
do VDN seriam detectados por uma técnica de alta sensibilidade analitica, como a
RT-PCR. Tal caracteristica apresentada por técnicas moleculares € um dos
grandes diferenciais da referida técnica, particularmente quando comparado ao
isolamento viral, ja que amostras que perderam sua infectividade podem ser
detectadas pela RT-PCR, conforme ja relatado por Kho et al., (2000).



Portanto, o surgimento destas quasispecies, acrescido ao papel
desempenhado pelas proteases do hospedeiro citadas anteriormente, podera
agregar informacgdes para a explicacdo desta resposta dispar, qual seja, de duas
espécies aviarias (pombos e galinhas), frente a uma estirpe Vviral,
reconhecidamente de alta patogenicidade.

O Modelo Experimental 3 diz respeito a galinhas vacinadas e nao
vacinadas colocadas em contato com pombos infectados. Nenhuma ave (galinhas
e pombos) apresentou qualquer sinal clinico da DN, nem mesmo as sentinelas.
Esta protecao, quantificada pela presenca de altos titulos de anticorpos na técnica
de HI (Tabela 3; Figuras 4 e 5), se deve possivelmente nas proteinas HN e F da
amostra vacinal, que induzem uma excelente protecdo, fato j& amplamente
descrito em galinhas (MAAS et al.,, 2003; MILLER et al., 2007). Ainda neste
modelo, as galinhas sentinelas também apresentaram soro-conversao apreciavel
ao fim do periodo experimental (81° DE), conseqUentemente decorrente do
estimulo ao sistema imune da ave, evidenciando a circulagdo do agente (Tabela 3
e Figura 5). Neste grupo, os pombos infectados apresentaram um periodo intenso
de eliminacdo do genoma viral, fato que possibilitou a infeccdo e estimulacdo do
sistema imune das aves, confirmando a imunogenicidade do VDN. Tal tipo de
transmissao por contato direto ja havia sido previamente descrita entre patos e
galinhas, assim como a contaminacao do ambiente pelo virus excretado nas fezes
(ONAPA et al., 2006).

Todavia, mesmo diante desta grande eliminagéo viral (Tabela 11), a
estirpe eliminada pelos pombos foi incapaz de causar a doenca nas aves SPF,
ainda que estas também eliminassem o genoma do VDN durante 16 dias, mesmo
que de forma intermitente. Este fato possivelmente encontre explicacdo na
adaptacao da estirpe SJM, reconhecidamente altamente patogénica para galinha,
a um novo hospedeiro (pombo) e, ainda, a possibilidade de tal adaptagéo ter
promovido atenuacdo da estirpe viral a seu hospedeiro original (galinha),
possivelmente devido ao fenémeno de quasispecies.

O Modelo Experimental 4, constituido por galinhas vacinadas,
desafiadas e, a seguir colocadas em contato com pombos e galinhas nao
vacinados, deixa claro a protecdo promovida pela estirpe vacinal LaSota,
comprovada pela presenca de anticorpos inibidores da hemaglutinacéo e ao fato



de nenhuma ave infectada ter apresentado sinal clinico da DN Ademais, nem
pombos e galinhas apresentaram soro-conversao (Tabela 4; Figuras 6 e 7). Os
pombos mantiveram niveis inespecificos de anticorpos (Titulos de Anticorpos <
2%) e nas galinhas, sequer foram detectados anticorpos. Em sintese, conforme ja
observado no Modelo Experimental 2, as aves vacinadas e desafiadas
apresentaram altos titulos de anticorpos, e eliminacdo do genoma viral (Tabelas 4
e 12). Contudo, o genoma viral eliminado, ndo foi suficiente para deflagrar
resposta imune, tanto nos pombos, como nas galinhas sentinelas. Desta forma,
foi possivel detectar nas galinhas, genoma viral em amostras de swabs cloacais,
mesmo na auséncia de anticorpos detectaveis pela técnica de HI, conforme
anteriormente relatado no Modelo Experimental 2. Entretanto, nos pombos
sentinelas nao foi detectada resposta imune, assim como, eliminacdo do genoma

viral.

No que diz respeito a medidas profilaticas utilizada no combate a DN a
vacinagao seja é pratica indispensavel e rotineiramente aplicada na agroindustria
avicola. Assim sendo, no delineamento do presente estudo, foi escolhida a estirpe
vacinal LaSota por ser esta a mais utilizada para imunizagdo de aves comerciais,
face sua capacidade em induzir bom nivel de protecéo, independente da estirpe
patogénica envolvida (JEON et al., 2008). Contudo, ha relatos de falhas em
programas de imunizacdo, quando na ocorréncia de surtos, nos quais estao
envolvidas estirpes altamente virulentas. (PANSHIN, et al., 2002; MILLER et al.,
2007). Entretanto, tal fato nao foi observado no presente estudo, no qual a estirpe
LaSota foi capaz de impedir a ocorréncia de sinais clinicos em galinhas
experimentalmente infectadas com uma amostras de alta patogenicidade (SJM),
sendo que estas estirpes sdo geneticamente distintas.

Dentre os principais fatores que devem ser levados em consideragéao
para adocdo de um programa de vacinacado contra a DN estdo: capacidade da
vacina em induzir protecado efetiva contra estirpes virais de alta patogenicidade;
apresentar seguranga para uso; nao ser patogéncia e, ndo apresentar reversao
de patogenicidade (GALLILI e BEN-NATHAN, 1998). No presente trabalho, todos
estes preceitos foram observados uma vez que nenhuma ave (pombos ou
galinhas) apresentou qualquer reagdo adversa frente a vacina, além de terem
produzido altos niveis de anticorpos (Tabelas 2 a 4), capazes de protegerem



frente ao desafio. Deste modo, o monitoramento dos niveis de anticorpos se
apresenta de suma importancia, para garantir o sucesso de um programa de
vacinacao (EZEMA et al., 2008).

De fato, existe uma correspondéncia entre altos titulos de anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo e a resisténcia da ave ao desafio, frente a uma
estirpe virulenta do VDN, assim como altos titulos em HI podem produzir protecao
de até seis meses (OWOLODUN e AJYBOIE, 1975; RICHTZENHAIN, 1988;
RICHTZENHAIN, et al., 1993). Desta forma, a porcentagem de aves
sobreviventes a um desafio esta diretamente relacionada aos niveis de anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo e, ademais, a técnica de HI se mostra eficaz na
avaliacao de um programa de vacinagdo (MONTENEGRO, 1978; MAAS et al.,
2003; KAPCZYNSKI e KING, 2005; EZEMA et al., 2008). Nesta ordem de idéias,
no trabalho em tela, titulos de anticorpos mensurados pela técnica de HI
superiores a 64 foram capazes de proteger frente ao desafio, conforme
demonstrado nos Modelos 3 e 4 (Tabela 3 e 4). Consoante revelam Kapczynski e
King, (2005), aves com altos titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagéo (=
28, dispensam aumento de doses vacinais, pois a protecdo frente ao desafio se
torna semelhante, inclusive no aspecto de eliminacao viral. Por outro lado, aves
com baixos niveis de anticorpos vacinais podem continuar susceptiveis a uma
infeccado pelo VDN, hipétese passivel de explicar a ocorréncia de surtos, mesmo
em locais onde a vacinacao é pratica rotineira (JEON et al., 2008). Todavia, tal
fato nao foi observado no presente estudo, uma vez que todas as aves vacinadas
atingiram altos niveis de anticorpos. Nao obstante, na presenca de fatores
imunossupressores (infecciosos ou nao), pode haver decréscimo dos niveis de
anticorpos, e, consequentemente, surgimento de surtos da enfermidade
(PANSHIN et al., 2002).

Embora a estirpe vacinal utilizada tenha induzido producdo de altos
titulos de anticorpos e a conseqliente protecao da ave frente ao aparecimento da
doenca, a vacina nao foi capaz de impedir a eliminacdo do genoma viral,
conforme ja observado nos modelos experimentais 2, 3 e 4, independente da
espécie vacinada (pombos ou galinhas) (Tabelas 10 a 12). Contudo, mesmo na
ocorréncia de eliminacao viral, esta foi significativamente menor, quando
comparada a eliminacao pelas aves nao vacinadas (Tabela 9 e 11). Corroborando
com estes dados, as estirpes vacinais LaSota e Ulster se mostraram eficientes na



protecao a infeccao experimental, frente a mortalidade ou mesmo ao surgimentos
de sinais clinicos. Entretanto, a eliminacdo viral quantificada por isolamento,
revelou que aves vacinadas continuaram a apresentar a eliminacao viral, contudo,
com niveis menores daqueles apresentados pelas aves nao vacinadas (JEON et
al., 2008). Por outro lado, utilizando metodologia diferente, Kapczynski e King,
(2005), demonstraram que galinhas imunizadas com vacinas vivas, submetidas a
IE, apresentaram, também apresentaram diminuicdo na eliminacgao viral, quando
comparadas aquelas imunizadas com vacinas inativadas, embora os dois grupos
de aves apresentassem titulos de anticorpos semelhantes, mesurados pelas
técnicas de HI e Elisa. A hipétese mais plausivel para tal explicacdo seria a
imunidade local induzida pela vacina viva, que potencializa a agdo dos anticorpos
circulantes, aumentando a eficacia de um programa de vacinagao (KAPCZYNSKI
e KING, 2005). De fato, este acréscimo da protecao conferido por vacinas vivas
aplicadas pela via ocular, foi observado no presente estudo (Tabelas 10 a 12).
Outro ponto observado no estudo em questdo e que deve ser ressaltado é o fato
das mucosas serem o sitio inicial de replicacao viral. No caso particular do VDN a
resposta imune local possivelmente reduziu os danos de uma infeccao sistémica,
além de, possivelmente estar envolvido na reducao da eliminacao viral, conforme
ja demonstrado em estudos anteriores (TAKADA e KIDA, 1996).

A persisténcia de eliminagdo viral, mesmo em animais imunizados
pode sugerir que, aves vacinadas podem permanecer como reservatorios ou
fontes de infeccdo, especialmente através da fezes e/ou materiais contaminados
(MILLER et al., 2007; JEON et al., 2008). Em contrapartida, autores relacionam
que, em determinadas situacdes de surtos da DN, a reducdo da eliminagao viral é
de crucial importancia para controle de uma maior disseminacdo do agente, ou
seja, a vacina protege frente a um quadro de doenga, contudo nao impede a
infeccdo e a consequente eliminagéo viral (KAPCZYNSKI e KING, 2005; MILLER
et al., 2007).

No que diz respeito ao delineamento de um programa de vacinagao,
com vistas a imunizacdo de pombos, fica evidente no presente trabalho que a
aplicacado de duas doses vacinais ao D0 e 35° DE, séo suficientes para producéo
de niveis satisfatérios de anticorpos, assim como para reduzir significativamente a
eliminacao de VDN. E ainda, com relacao a protecao frente a ocorréncia de sinais
clinicos o estudo nao obteve respostas conclusivas, em virtude dos pombos nao



se mostraram susceptiveis a estirpe de alta patogenicidade (SJM), mesmo na
auséncia de vacinacao

A partir do momento em que exista a tentativa de se delinear um
programa de vacinagao contra a DN, principalmente em animais jovens, devem
ser levados em consideracdo: a imunidade materna e a presenca de agentes
imunossupressores (GALILI e BEN-NATHAN, 1998). Nesse sentido, a presenca
de anticorpos na gema de ovos, assim como, de agentes patogénicos bacterianos
ou virais podem interferir no sucesso um programa de vacinag¢do, deixando as
aves, principalmente as jovens, desprotegidas (KAPCZYNSKI e KING, 2005;
JEON et al., 2008). Nestas condicdes, torna-se laborioso a elaboragdo de um
programa de vacinacao padrdo, necessitando portanto da adaptacédo do programa
para cada regido especifica, levando-se em consideracao o histérico vacinal, o
desafio naquela regiao, o sistema de produc¢ao, o programa de sanidade aplicado,
entre outros fatores. Este fato requer ainda mais ateng&do, quando o programa
sera aplicado em aves de vida livre, como no presente trabalho, no qual, a
auséncia de histérico das aves se torna um agente dificultador. Ademais, um
progama de vacinacao aplicado de forma isolada, sem medidas adequadas de
biosseguranga, pode ser ineficaz na prevencdo e controle de surtos da DN
(EZEMA et al., 2008).

Na avaliagdo da presenga do genoma viral em amostras de tecidos,
nao foi observada uniformidade quanto a presenca de genoma do agente nos
diferentes 6rgaos (Tabelas de 13 a 16). De um modo geral, houve uma maior
freqliéncia de deteccao de genoma viral nas amostras oriundas do baco, seguida
do figado, pulmao e traquéia. Fato isolado ocorreu em um individuo (P 30) do
Modelo Experimental 2, no qual foi possivel detectar genoma viral em todos os
orgaos analisados (Tabela 14). Nas galinhas, a distribuicdo de amostras positivas
dentro de cada modelo também foi desigual, contudo, quando analisados em
conjunto observou-se alguns resultados coincidentes. Desta forma, em ordem
decrescente de freqiiéncia de detecgao foi observada no baco, figado, pulméao e
traquéia. Entretanto, algumas particularidades, como por exemplo, as galinhas do
Modelo Experimental 1 (Tabela 13). Nestas, figado e pulmao foram os principais
locais de deteccao viral. Em linhas gerais, tal auséncia de padrao na distribuicao

de amostras teciduais positivas pode ser atribuida a ndo infeccao dos tecidos



avaliados no momento da colheita, ou ainda, a acdo da resposta imune nos
diversos oOrgaos afetados. Tais achados vao ao encontro daqueles obtidos
anteriormente por Kho et al., (2000).

A maior freqiiéncia de positividade no baco, encontrada no estudo em
questdo, corroboram os resultados obtidos por Wakamatsu et al. (2006),
indicando o bago como principal 6rgao alvo afetado. Em concordancia, pombos
infectados experimentalmente com estirpes do PPMV-1 apresentaram a maior
taxa de deteccdo do VDN em baco, pulméo, tonsilas cecais e rins, quando
avaliados pela RT-PCR (BARBEZANGE e JESTIN, 2003b). Desta forma, os
autores recomendam que estes érgaos sejam considerados de eleicdo para a
deteccdo do VDN. A propdsito, Kant et al. (1997), Kho et al.(2000) e Barbezange
e Jestin (2002) observaram que a RT-PCR foi capaz de detectar o genoma viral
em amostras de cérebro, pulméo traquéia e baco, em igual freqtiéncia nos érgaos
citados.

Em oposicao, Creelan et al. (2002) observaram que a deteccdo do
VDN em amostras teciduais ndo deve ser o principal foco de uma tentativa de
diagnéstico, devido ao fato do tropismo tecidual ndo seguir um padrao, frente as
diversas estirpes virais. Desta forma, na avaliacdo de amostras clinicas, swabs
cloacais e de traquéia sdo possivelmente a melhor opcdo, embora deva ser
considerada a possivel presenca de alguns inibidores da PCR em amostras fecais
(CREELAN et al., 2002).

Em relacdo ao tamanho dos fragmentos de érgaos utilizados no
presente trabalho, deve-se ressaltar que o uso de pequenos fragmentos facilita a
homogeneizacdo e processamento posterior dos mesmos, permitindo a deteccéo
do agente. Este procedimento também pode reduzir a possibilidade de
contaminagdes cruzadas, fato observado no presente estudo e também descrito
previamente por Barbezange e Jestin, (2002). Ademais, a utilizacdo de “Kits
comerciais” para extragdo do genoma viral dos tecidos aumenta a confiabilidade e
a qualidade dos resultados, bem como reduzem o tempo de execucgao da técnica,
proporcionando uma melhor reprodutibilidade (BARBEZANGE e JESTIN, 2002).
Em verdade, o “Kit comercial” de extragdo utilizado no presente estudo, face ao
grande numero de amostras extraidas e processadas, proporcionou a otimizagéao

do diagndstico em termos de tempo e praticidade.



Estudos envolvendo a utilizagdo de amostras teciduais sdo de extrema
importancia para a melhor compreensao da distribuicdo do agente viral nos
orgaos infectados, bem como da capacidade de protegao tecidual de uma vacina,
ou ainda da patogenicidade da amostra (BARBEZANGE e JESTIN, 2002;
BARBEZANGE e JESTIN, 2005a). Comparada a técnica usual de isolamento viral
em ovos embrionados, a RT-nested PCR se mostrou mais eficiente em termos de
reducado no tempo para a determinagéo de resultados conclusivos, e equivaléncia
quanto a sensibilidade e especificidade nos estagios iniciais e intermediarios da
infeccao, conforme destacam Barbezange e Jestin (2002) e Creelan et al. (2002).
Além disso, a diferenciacao entre estirpes vacinais e patogénicas, particularmente
durante a excrecdo do agente, exige maiores estudos para a otimizacdo de
procedimentos técnicos, visando a obtencdo mais rapida das respostas
diagnoésticas. Nesse sentido, a utilizacdo de técnicas moleculares insere-se
adequadamente em tais requisitos.

Para a realizagdo da RT-PCR, conforme aplicada na presente
investigagcdo, o par de oligonucleotideos descritos inicialmente por Toyoda et al.
(1989), podem ser compreendidos como primers “genéricos”, uma vez que Sao
capazes de detectar todas as estirpes circulantes do VDN, tanto as de alta como
aquelas de baixa patogenicidade. Em contrapartida, com base no
sequlienciamento gendmico das estirpes-padrao utilizadas neste estudo (SJM e
LS), foi possivel o desenvolvimento de oligonucleotideos capazes de diferenciar a
eliminacao viral das referidas estirpes pela técnica de RT-PCR, podendo ser
denominados como primers “especificos”. Tal conjunto de primers permitiu que
apenas as amostras inicialmente consideradas positivas na RT-PCR, realizada
com os oligonucleotideos “genéricos”, fossem novamente submetidas a
amplificagéo a partir do cDNA original, diferenciando desta forma o genoma viral
eliminado nas fezes. Assim, foi possivel verificar que em amostras de todas as
aves (pombos e galinhas) onde fragmento do genoma viral foi detectado, a partir
de swabs cloacais, o produto obtido era compativel com fragmento de tamanho
esperado para a estirpe Sao Joado do Meriti, indicando desta forma a provavel
eliminacéo viral de estirpe de alta patogenicidade (Tabelas 17 a 20).

Outrossim, surtos da DN acarretam o sacrificio de uma grande

quantidade de aves, na intengdo de se conter o avanco da enfermidade. Desta



forma, o sucesso obtido neste estudo, através da diferenciacdo molecular de
estirpes virais vacinais e patogénicas, possibilita uma consideravel agilidade na
adocédo de medidas de profilaxia e controle. Em verdade, a utilizagdo de primers
capazes de diferenciar amostras patogénicas de amostras vacinais é de grande
importancia, tendo em vista a reducdao do tempo de diagnéstico, quando
comparado ao isolamento e caracterizacao viral, consoante destacam Tiwari et al.
(2004), em concordancia com os resultados encontrados no presente trabalho.
Nesse contexto, salienta-se a utilidade da RT-PCR para o rapido diagnostico
laboratorial da DN, conforme previamente verificado (KANT et al.,, 1997;
SOARES, 2002; CARRASCO et al., 2008; CARRASCO et al. 2009).

Adicionalmente, devido a capacidade de aves de vida livre entrar em
contato com estirpes virais vacinais provenientes de granjas, a diferenciagao entre
estirpes torna-se de extrema importancia, determinando, desta forma, o real papel
de aves de vida livre na disseminacdo da DN. Em verdade, a possibilidade de tal
diferenciacao gen6mica ja foi descrita para 12 estirpes virais, agrupando-as em
patogénicas e ndo-patogénicas, por meio de oligonucleotideos estirpe-especificos
(TIWARI et al., 2004). Kant et al., (1997), também utilizando primers estirpe-
especificos, conseguiram a deteccao de amostras virulentas, porém o resultado
nao foi tdo significativo para deteccdo de amostras avirulentas, apresentando
algumas reacgdes falso-positivas. Desta forma, embora alguns paises ainda exijam
o isolamento viral e a avaliacdo do IPIC, técnicas baseadas em analises
gendmicas demonstram confiabilidade na diferenciacdo de estirpes do VDN de
alta e baixa patogenicidade (CREELAN et al., 2002).

Inimeras diferencas tem sido observadas nas estirpes virais isoladas
de diversas espécies de aves, principalmente aves de vida livre, em diferentes
locais, por todo o planeta. Estas estirpes circulam nestas populagées geralmente
sem causar doenga, tendo em vista que no monento em que uma amostra
permanece estavel numa populagdo, gera-se um equlibrio parasita versus
hospedeiro. Esta € uma importante particularidade, pois estas aves de vida livre
podem vir a entrar em contato com aves comerciais, possibilitando a ocorréncia
de surtos e, consequentemente, gerando grande prejuizos para paises produtores
e exportadores de aves e seus subprodutos.



7 CONCLUSOES

Os resultados dos estudos idealizados com o objetivo de ampliar os
conhecimentos a respeito das inter-relacbes do virus da doenca de Newcastle
(VDN) com pombos e galinhas conviventes, conforme delineado nos quatro
modelos experimentais utilizados, particularmente no que diz respeito ao estado
imunitario, a perpetuacao (reservatério) e disseminag¢ao do virus de pombos para
galinhas, depois de analisados e discutidos em confronto com a literatura

compulsada, permitem as seguinte conclusodes:

1) Fragmentos gendémicos do VDN foram detectados em pombos a
partir do primeiro dia da inoculacao da estirpe viral patogénica Sao Jodao do Meriti
(SJM), persistindo até o 22° dia do experimento, sempre na auséncia de sinais
clinicos da doenca. O maximo de eliminacao viral observado ocorreu no 6° e 7°
dia do experimento, ocasido em que foram detectados fragmentos genémicos nas
amostras de swabs cloacais colhidas de todos 0os pombos;

2) Galinhas imunizadas com a estirpe vacinal LaSota do VDN
desenvolveram protecdo ao desafio contra a estirpe patogénica SUM. Entretanto,
nas aves sentinelas (galinhas e pombos), mantidas em contato, nao foram
observados indicios de infecgdo, apesar dos pombos sentinelas desenvolverem
SOro-conversao;

3) Galinhas imunizadas com a estirpe vacinal LaSota, submetidas a
infecgdo pelo VDN, eliminaram fragmentos genomicos, os quais foram detectados
nas fezes de galinhas sentinelas em contato, embora em freqléncia
significativamente menor do que em galinhas ndo vacinadas. Nos pombos
sentinelas, mantidos nas mesmas condi¢des experimentais, ndo foram detectados
fragmentos de genoma do VDN;

4) Pombos submetidos a estirpe vacinal LaSota e posteriormente
submetido a infeccdo experimental, desenvolveram altos titulos de anticorpos
inibidores da hemaglutinagdo, assim como significativa reducéo de eliminacao de
particulas virais. Por conseguinte, o contato das galinhas sentinelas com tais
pombos vacinados e infectados, redundou em excrecao viral, sem, contudo,
promover o surgimento de sinais clinicos da doenca, bem como em resposta

imune humoral detectavel nas galinhas sentinelas;



5) Ficou demonstrado que galinhas sentinelas em contato com pombos
infectados (reservatorios) desenvolvem soro-conversao apreciavel, apesar de nao
apresentarem aparente manifestacdo de sinais clinicos da doenca, indicio de
possivel atenuacéo viral, apds passagem em espécie aviaria distinta;

6) Galinhas (vacinadas e sentinelas) mantidas em contato com pombos
experimentalmente infectados eliminaram fragmentos gendémicos virais, 0s quais
foram menos intensos e de curta duragdo nas aves vacinadas, indicio de protecao
vacinal;

7) A Reacdo de Fixacdo do Complemento ndo apresentou
reprodutibilidade suficiente para ser utilizada na detec¢ao de anticorpos anti-VDN
em soros de pombos;

8) A técnica de RT-PCR aqui utilizada permitiu a deteccdo de
fragmentos gendmicos do VDN em amostras de tecidos de aves
experimentalmente infectadas, sendo o bago o 6rgao onde a frequéncia de
deteccéo foi maior;

9) A utilizagdo de oligonucleotideos homdélogos (primers especificos)
utilizados nos ensaios de RT-PCR permitiu a diferenciacao da estirpe de VDN de
alta patogenicidade (SJM) da estirpe de baixa patogenicidade (LaSota),
eliminadas pela cloaca das aves. Deve ser ressaltado que, nas condicbes
experimentais estudadas, somente fragmentos gendémicos compativeis com a

estirpe SUM foram detectados.
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