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Micaela G. Takeuchi & Marcos B. Café

INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de informações científi-
cas novas está relacionado com os progressos na
metodologia e o desenvolvimento de novos proce-
dimentos, novas técnicas ou instrumentos.

Na literatura científica, a utilização de me-
todologias para avaliação da resposta imune ina-
ta e adquirida são caracterizadas por serem com-
plexas e em alguns aspectos pouco conhecidas.

A necessidade de se conhecer as metodolo-
gias utilizadas faz-se necessário para a otimiza-
ção e compreensão da ação imunológica nas aves
de produção.

Apesar dos avanços no conhecimento glo-
bal  sobre imunologia,  alguns desafios remanes-
cem no âmbito da medicina veterinária, principal-
mente as particularidades inter e intra- espécies
(mamíferos e aves).

Embora diretrizes precisas não possam ser
traçadas,  nos  últimos  anos, está  ocorrendo  um
grande crescimento da imunologia na área ani-
mal e a relação existente com diferentes aspectos
da fisiologia, nutrição e sanidade animal.
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Esse impulso se deve, em parte, pelo apro-
fundamento  do  conhecimento  dos  mecanismos
imunológicos e à maior disponibilidade de méto-
dos de diagnóstico disponíveis para mensurar o
sistema imune. 

Deve-se, também, ao crescente interesse em
estudar os impactos da imunocompetência sobre
o organismo animal, o efeito do manejo na produ-
ção e os programas de vacinação preconizados,
que afetam a saúde dos animais e a saúde da po-
pulação em geral.

No  entanto,  o  principal  impulso  para  o
crescimento dessa área é, sem dúvida, o reconhe-
cimento do sistema imune como elemento-chave
na regulação das funções dos processos biológi-
cos. 

Esta compreensão dos impactos do sistema
imune na produção avícola significa muito mais
que  a  elucidação  de  algumas  vias  metabólicas:
significa a  possibilidade  de  compreender  um
pouco melhor a relação do status sanitário  com
uma boa performance zootécnica das aves, rela-
ção  complexa  onde  a competência  imunológica
desempenha papel primordial.

Com o intuito de avaliar  as metodologias
para mensurar a competência imunológica, a uti-
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lização correta das ferramentas obtidas na avalia-
ção da imunidade, os principais processos do sis-
tema imune das  aves  e  as  particularidades  dos
ensaios  laboratoriais,  esta  revisão  de  literatura
enfatiza  as  principais  metodologias  utilizadas
com o objetivo de discorrer acerca dos conceitos
básicos  da  avaliação  da  imunidade  em aves  de
produção. 

9
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I  
Revisão da Literatura 

1. Características do sistema 

imunológico das aves 

Por definição, a palavra imunidade é latina
(immunitas),  conceito  utilizado  pelos  senadores
romanos que utilizavam de proteções legais du-
rante  o  período  de  mandato  (ABBAS,  2008).
Como conceito  biológico,  imunidade  significa  a
resposta desencadeada a agentes estranhos e pro-
teção  contra  doenças,  principalmente,  doenças
infecciosas (ABBAS, 2008).

O estado imunológico tem papel primordial
na manutenção da homeostasia e no combate a
desafios contra agentes patogênicos; fatores estes
determinantes  para  a  manutenção  da  sanidade
animal.  Quando essa homeostase é quebrada, a
resposta imunológica consome grande parte dos
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recursos orgânicos (energia e nutrientes) (KLA-
SING & KOVER, 1997).

Devido ao curto período de criação e impor-
tância econômica, muitas pesquisas para avalia-
ção  das  características  imunológicas  em  aves,
utilizam a espécie  Gallus gallus domestic  (DAVI-
SON,  2008;  TIZARD,  2010;  BROWNLIE  &  AL-
LAN,  2011),  embora  patos  também  são  ampla-
mente utilizados (DAVISON, 2008; BROWNLIE &
ALLAN, 2011). 

O sistema imune das aves possui diversas
semelhanças  com o de  mamíferos,  porém apre-
sentam características únicas (DAVISON, 2008).

Durante o desenvolvimento embrionário, as
células  hematopoiéticas  embrionárias  imaturas
migram do saco embrionário para a corrente san-
guínea do embrião e deste para o baço, onde for-
marão os glóbulos vermelhos e brancos. 

A partir disto, colonizam os órgãos primá-
rios (bursa e timo) por meio de fatores quimio-
táticos que atraem as células e permitem a coloni-
zação destes órgãos por volta do sexto dia de in-
cubação para o timo e na bursa, por volta do déci-
mo dia de incubação (OLÁH & VERVELDE, 2008)
até a terceira semana após a eclosão quando ocor-
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re a maturação dos órgãos primários e secundá-
rios (JUUL-MADSEN, 2008)

Dessa maneira, pode-se definer a estrutura
do sistema imune das aves em dois: 

 – sistema linfóide primário (bursa de Fa-
brícius e Timo) e,

  – sistema linfóide secundário (baço e teci-
dos linfóides associados a mucosas: glândula de
Harder, intestino, brônquios, placas de Peyer, di-
vertículo  de  Meckel,  tonsilas  cecais  e  pineal)
(OLÁH & VERVELDE, 2008)

As  células  são  então,  conduzidas  para  a
bursa de Fabrícius e para o timo e nestes órgãos
ocorre o desenvolvimento da sua eficácia imuno-
lógica. Devido a isto, as células B e T possuem
origem  extrínseca  a  estes  dois  órgãos  (JUUL-
MADSEN,  2008;  OLÁH & VERVELDE,  2008)  e
que  apresentam  componentes  de  morfologia  e
função distintas (AKETER et al, 2006).

O timo possui pequenos linfócitos, respon-
sáveis pela imunidade adaptativa mediada por cé-
lulas e por outro lado, a bursa de Fabrícius possui
grandes  linfócitos  que,  ativados,  diferenciam-se
em plasmócitos, que são responsáveis pela produ-
ção dos diferentes isotipos de imunoglobulinas e
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que desempenham um papel primordial na imuni-
dade humoral (AKTER et al, 2006).

Após a maturação sexual, ocorre uma invo-
lução da bursa de Fabrícius e os linfócitos B, de-
senvolvidos na bursa são encontrados nos órgãos
linfóides secundários (JUUL-MADSEN, 2008). Os
linfócitos T também são transferidos para órgãos
linfóides secundários (baço, medula óssea e teci-
dos linfóides do sistema digestório e respiratório
(MORGULIS, 2002).

FIGURA 1 – Órgãos linfóides primários e secundários de
aves jovens.

Fonte: Guia Gessulli, 2003.
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Didaticamente  a  resposta  imune pode ser
dividida  em inata  e  adaptativa  (JEURISSEN et
al., 2002).

A principal diferença entre elas são os com-
ponentes celulares que as compõem: macrófagos,
células  polimorfonucleares  como  os  heterófilos,
trombócitos e células NK e as citocinas derivadas
dos macrófagos representam a imunidade inata
(JEURISSEN et  al.,  2002;  ABBAS  2008;  JUUL-
MADSEN,  et  al.  2008),  enquanto  a  imunidade
adaptativa envolve principalmente linfócitos T e
B e as citocinas produzidas por estas células (AB-
BAS, 2008). 

A imunidade inata é a primeira resposta a
invasão e quebra da homeostasia por patógenos e
este é crucial na limitação da multiplicação des-
tes microorganismos e na ativação da imunidade
adaptativa em caso de persistência destes agentes
(KAISER, 2010). 

Durante muitos anos a resposta imune ina-
ta  foi  considerada como não-específica,  ou seja,
que haviam receptores únicos incapazes de reco-
nhecer os patógenos de maneira específica e que
era incapaz de discriminar as moléculas próprias,
das não próprias (KAISER, 2010).
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Em um conceito atual, sabe-se que o reco-
nhecimento dos patógenos específicos pelas célu-
las (fagócitos) do sistema imune inato é realizada
por meio de receptores, denominados receptores
de reconhecimento padrão - PRRs, que permite o
reconhecimento de diferentes padrões molecula-
res associados a patógenos (PAMPs) dos microor-
ganismos: LPS (bactérias gram-negativas), ácido
lipoteicóico, flagelina, peptideoglicano (bactérias
gram-positivas),  ácido  nucléico  microbiano  (fita
simples e fita dupla), receptor de manose e recep-
tor de debris celulares (KAISER, 2010; BROWN-
LIE & ALLAN, 2011) 

Estes receptores estão presentes nas mem-
branas de heterófilos, células NK e células den-
dríticas (KAISER, 2010).

As aves possuem repertórios diferentes de
Toll-like receptores (um tipo de PRR), diferenças
estruturais de anticorpos e citocinas, comparadas
a mamíferos (KAISER, 2010).

Através disso, é possível diferenciar as mo-
léculas próprias das não próprias do organismo.
O reconhecimento das células próprias é realiza-
do por meio do complexo de histocompatibilidade
(MHC).
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Essas moléculas de MHC são herdadas por
uma herança  co-dominante,  ou seja,  expressam
alelos dos pais, avós e bisavós. Estas moléculas
caracterizam o indivíduo e por meio delas, pode-
se, por exemplo, determinar o quanto evoluído é
a espécie em estudos com fósseis.

Após a ligação dos PAMPs aos PRRs ocorre
a estimulação da produção de citocinas, proteínas
e peptídeos com atividade antimicrobiana (Lisozi-
mas,  por  exemplo)  que  regulam  a  resposta  da
imunidade inata: opsonização pelas proteínas do
sistema complemento e o processo de fagocitose
pelos heterófilos e macrófagos (KAISER, 2010).

As aves possuem uma distinção quanto as
células polimorfonucleares com relação a mamífe-
ros: possuem heterófilos, mas não possuem neu-
trófilos  e  eosinófilos  (BROWNLIE  &  ALLAN,
2011). 

Os heterófilos, equivalentes aos neutrófilos
em mamíferos, são considerados importantes na
resposta imune inata, desencadeando a explosão
respiratória com consequente produção de reati-
vos de oxigênio que eliminam os patógenos após
a fagocitose (KAISER, 2010). 

Embora,  por  diversas  vezes,  a  resposta
imune inata é suficiente para debelar a invasão
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das barreiras naturais, em outras ocasiões a res-
posta  imune  adaptativa  é  requerida  quando  há
persistência dos patógenos, resultando em célu-
las  que  promoverão  a  memória  imunológica
(JEURISSEN et al., 2002). 

A resposta imune adaptativa pode ser hu-
moral  (com produção de  anticorpos)  e  resposta
imune celular (realizada pelos linfócitos T) e am-
bas atuam conjuntamente nas respostas a inva-
são microbiana (JEURISSEN et al., 2002; HOLT
et al., 2005). 

A resposta imune adaptativa inicia-se com a
apresentação de antígenos pelas células apresen-
tadoras de antígenos (APCs) que capturam antí-
genos  e/ou  microorganismos  e  apresentam-nos
aos linfócitos T, que reconhecem este por meio do
MHC presente nas APCs (ABBAS, 2008; KAISER,
2010).

Na resposta imune humoral, as imunoglo-
bulinas são secretadas por plasmócitos, derivados
de linfócitos B, que são estimulados a produzirem
após o contato com os antígenos (VOGT, 2005).

Os antígenos que induzem à produção de
anticorpos  pelas  células  B  podem ser  divididos
em dois tipos: T-independentes e T-dependentes
de  células  T-helper  (ThCD4+)  (SILVA,  2009).  A
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produção de anticorpos é dependente da natureza
dos antígenos (SILVA, 2009). 

Como  resposta  deste  reconhecimento  do
antígeno, estimula-se a proliferação e a ativação
das subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+

(ABBAS, 2008; SILVA, 2009; KAISER, 2010).

Dependendo do microambiente em que es-
tão (produção de citocinas diferentes), os linfóci-
tos T irão se diferenciar em subpopulações deno-
minadas Thelper 1 (Th1) e Thlper 2 (Th2). 

Linfócitos  Th1  estimulam  as  células  T
CD8+, células NK e macrófagos, enquanto os lin-
fócitos Th2 estimulam os heterófilos e linfócitos
B agirem sobre os patógenos (KAISER, 2010). 

Desta maneira, existe uma interrelação en-
tre a imunidade inata e a imunidade específica: os
macrófagos liberam citocinas que ativam os lin-
fócitos T em resposta a um estímulo inflamatório
e da mesma maneira, os linfócitos T são capazes
de  liberar  citocinas  que  ativam  os  macrófagos
(MORGULIS, 2002).

A estimulação dos linfócitos B pelos linfóci-
tos Th2 somado a um microambiente específico
(formado por citocinas diversas) promovem a di-
ferenciação dos plasmócitos e a produção de imu-
noglobulinas específicas. 
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O local de proliferação dos plasmócitos e o
armazenamento  das  células  B  de  memória  é  o
baço (TIZARD, 2010).

FIGURA 2. Representação esquemática da imunidade inata
e imunidade adquirida no intestino. APC: célula apresenta-
dora de antígeno; CD4: linfócito TCD4; CD8: linfócito cito-
tóxico; IFN : interferon gama; IgA/ IgM: imunoglobulina AƔ
e imunoglobulina M; IL2: interleucina 2; Mph: macrófago;
Nk: células naturais killer; NO: óxido nítrico

Fonte: Jeurissen et al., 2002.
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Em  humanos  e  mamíferos,  são  relatadas
cinco classes de imunoglobulinas: IgA, IgG, IgM,
IgD, IgE (ABBAS, 2008). 

Em aves,  existem três  diferentes tipos de
anticorpos ou imunoglobulinas: IgA, IgM e IgY. A
imunoglobulina IgA é o principal anticorpo pre-
sente nas mucosas e IgY corresponde a 75% do
total de imunoglobulinas no soro. A imunoglobu-
lina Y (referente a “yolk”) corresponde a IgG de
aves.  São estruturalmente diferentes  da  IgG de
mamíferos e evolucionariamente possuem carac-
terísticas de IgG e IgE. A imunoglobulina IgM é
funcionalmente  e  estruturalmente  similar  à  de
mamíferos (TIZARD, 2010).

Os anticorpos maternos podem ser transfe-
ridos da ave reprodutora através da gema para a
corrente circulatória do embrião e possuem um
papel importante na imunocompetência dos pinti-
nhos a patógenos (CHALGHOUMI,  et  al,  2009).
Esta transferência, ocorre por meio de receptores
específicos presentes na superfície da membrana
do saco embrionário e que permite um transporte
seletivo  das  IgY  presentes  no  sangue  materno
(CHALGHOUMI, et al, 2009).

Estes anticorpos em sua maioria IgY podem
interferir com a imunidade de vacina vivas para a
mesma cepa (LOPEZ, 2006).
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RAUW e colaboradores (2009), verificaram
a interferência da imunidade materna em poedei-
ras convencionais, previamente vacinadas para a
doença de Newcastle na produção de IgG até a
quarta semana de idade (Figura 3).

Figura 3 – Resposta de IgG – Imunidade humoral no duode-
no, após vacinação em galinhas poedeiras White Leghorn,
com duas cepas de vacinas vivas para newcaslte. As aves fo-
ram vacinadas com um dia de idade com CEVAC UNI (colu-
na cinza) e CEVAC VITAPEST (coluna preta). Coluna bran-
ca: animais não vacinados. 

Tempo após a vacinação e título de IgG
Fonte: adaptado de Rauw et al., 2009.
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II 
Avaliação da resposta imune 

A imunocompetência é a capacidade que o
organismo possui em produzir uma resposta imu-
ne eficiente contra substâncias estranhas. A pes-
quisa laboratorial para avaliação da resposta imu-
ne  pode  ser  utilizada  para  verificar  a  resposta
inata e adquirida (humoral e celular).

Não há ensaios simples para avaliação da
imunocompetência. As medidas para mensurar a
imunidade  que  são  comumentemente  utilizadas
são a resposta de anticorpos a antígenos estra-
nhos, relação heterófilo: linfócito (H:L) e ensaios
de blastogênese de linfócitos.

A imunidade humoral, pode ser mensurada
pela detecção, quantificação e caracterização das
variáveis (de anticorpos, antígenos ou citocinas)
específicos no soro sanguíneo. 

A utilização do soro para mensurar a inte-
ração antígeno-anticorpo é denominada sorologia
(TIZARD, 2008). Como resultado, a evidenciação
de anticorpos específicos nestes testes sorológi-
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cos, caracteriza exposição atual ou anterior a an-
tígenos  específicos  e  que  pode  ser  identificada
pela diversidade funcional das classes de imuno-
globulinas (IgA, IgM e IgY ou IgG) e a ordem que
se apresentam nos fluidos biológicos.

A imunidade celular pode ser avaliada por
meio de testes de cutâneos (como a utilização de
fitohemaglutinina) in vivo ou pela capacidade do
patógeno de estimular a proliferação dos linfóci-
tos T in vitro.

A imunidade inata pode ser avaliada para
verificar os fagócitos, seguido de análise de cito-
metria de fluxo, utilizada para quantificar e de-
tectar as características individuais de cada célu-
la.

Observação  importante  deve  ser  feita  em
relação a utilização das linhagens genéticas utili-
zadas na pesquisa da resposta imune, pois as di-
ferenças nas relações genéticas implicam em ca-
racterísticas de produção e resposta imunológica
distintas (KOENEN, et al. 2002; CHUAMMITRI et
al., 2011)

KOENEN et al, (2002) concluíram que em
frangos de corte a resposta imune humoral apre-
senta maiores títulos de IgM, enquanto que em
poedeiras, os títulos de IgG foram maiores. Além
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disso, observaram que a resposta imune celular
em poedeiras apresenta índices maiores e correla-
cionam que frangos mais pesados possuem títu-
los mais baixos quando comparados com frangos
mais  leves  que apresentam títulos  mais  altos  e
mais duradouros de anticorpos contra os antíge-
nos pesquisados.

Estes  estudos  corroboram  com  CUAMMI-
TRI et al (2011), que avaliaram o efeito da suple-
mentação da dieta sobre a resposta imune inata
de três linhagens diferentes e encontrou diferen-
ças na resposta dos heterófilos entre estas três li-
nhagens. Neste estudo, foi utilizada a linhagem
Fayoumi (nativa do Egito),  que possui um con-
junto  de  alelos  que  são  ausentes  na  linhagem
Leghorn e  Lamont,  pois  não sofreu seleção ge-
nética comercial e  que pode indicar melhor en-
tendimento sobre a relação genética com a res-
posta imune.

25





Micaela G. Takeuchi & Marcos B. Café

III 
Avaliação da resposta imune

adaptativa 

3.1. Dosagem das Imunoglobulinas 
séricas

Os anticorpos constituem-se em elementos
essenciais para a proteção específica a patógenos.
Como mencionado anteriormente, nas aves, três
classes de imunoglobulinas podem ser avaliadas
(IgA, IgM e IgG ou IgY).

Para  esta  avaliação,  o  teste  de  ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é o teste
mais  frequentemente  utilizado  para  determinar
anticorpos específicos no soro. 

Os kits utilizados para a titulação de anti-
corpos são disponíveis comercialmente para inú-
meras doenças virais e bacterianas das aves: ví-
rus da encefalomielite aviária, influenza, leucose,
reovírus, rinotraqueíte, vírus da anemia infeccio-
sa das galinhas, bronquite, doença da bursa, la-
ringotraqueíte, micoplasmoses, reticuloendotelio-
se (THAYER & BEARD, 2009) e também para sal-
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moneloses  (S.  enteritidis  and  Salmonella  typhi-
murium) (JEURISSEN et al., 2002)

O teste de ensaio imunoenzimático ou ELI-
SA  (Enzyme  Linked  Immunosorbent  Assay)  é
uma técnica sorológica quantitativa que foi utili-
zada pela primeira vez em 1971, por Engvall &
Perlmann e por Van Weeman & Schurs e desde
então, tem sido considerada uma das mais impor-
tantes ferramentas para avaliar a resposta imune
após programas de vacinação e como método di-
agnóstico para animais de produção (SANTOS e
SILVA, 2000). 

O princípio fundamental desta técnica é ba-
seada na quantificação da reação antígeno-anti-
corpo  por  meio  da  avaliação  da  atividade  enzi-
mática da enzima peroxidase que catalisa a rea-
ção com o peróxido de hidrogênio e que utilizan-
do um espectofotômetro é possível detectar nas
amostras de soro,  os  títulos  de anticorpos com
automação, rapidez e uniformidade de resultados
(DI FÁBIO, 2001). 

Neste método ocorre a imobilização de um
dos agentes em uma fase sólida, enquanto outro
reagente pode ser ligado a esta enzima, resultan-
do em um complexo com preservação da ativida-
de imunológica do anticorpo e com atividade en-
zimática (SANCHEZ, 2001; PULICI, 2008). 

28



Micaela G. Takeuchi & Marcos B. Café

HOLT e colaboradores (2005), utilizaram a
técnica imunoenzimática para avaliação da imu-
nidade humoral de mucosa e a pesquisa de anti-
corpos específicos IgA contra  Salmonella Enteri-
tidis no pulmão, por meio da técnica do lavado
pulmonar. 

RAUW e colaboradores (2009) avaliaram a
imunidade humoral de mucosa, utilizando a téc-
nica do lavado pulmonar, em aves livres de pató-
genos específicos (SPF) e encontraram títulos de
anticorpos para IgA e IgM por meio da técnica de
ELISA. 

A  resposta  imune  humoral  também  pode
ser mensurada por um teste de ELISA específico
para TNP-KLH (trinitrophenyl-conjugated keyho-
le limpet hemocyanin) como verificado por KOE-
NEN e colaboradores (2002), comparando as dife-
renças imunológicas entre galinhas de postura e
frangos de corte de mesma idade.

O TNP-KLH é um antígeno T-independente
que, utilizado sem adjuvante, não tem interação
com  os  anticorpos  maternos,  o  que  permite  a
comparação da resposta  imune entre diferentes
linhagens.

NORUP et al (2009), utilizaram a técnica de
ELISA para avaliar a influência dos níveis de lec-
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tina ligadora de manose na avaliação da resposta
imune  de  frangos  desafiados  com  Escherichia
coli. Neste estudo, foram avaliados níveis de pro-
teína ligadora de manose pelo método de ELISA
sanduíche  e  um anticorpo anti-MBL de  camun-
dongo foi utilizado para a sua realização.

3.2. Inibição da Hemoaglutinação

A inibição da hemaglutinação (HI) é basea-
da na capacidade que certos  antígenos virais  e
bacterianos têm de,  espontaneamente,  aglutina-
rem hemácias (SANCHEZ, 2001). Entre os micro-
organismos de aves que produzem o fenômeno de
aglutinar eritrócitos pode-se citar o vírus da do-
ença de Newcastle, Influenza, vírus da bronquite
infecciosa  e  o  adenovírus  (THAYER  e  BEARD,
2009). 

O teste de HI é uma ferramenta importante
e  que  é  amplamente  utilizada  para  a  avaliar  e
mensurar a resposta dos anticorpos às vacinas ou
à  infecções  que  os  animais  possam ter  sofrido
(THAYER e BEARD, 2009). 
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Este  é  um  dos  testes  mais  utilizados  no
mundo, além de ser considerado teste “ouro” pe-
los órgãos internacionais.

Os soros utilizados para a realização desta
técnica  devem  sofrer  tratamento  térmico  para
inativação das proteínas do sistema complemento
(TIZARD, 2010).

Para que o teste de HI seja realizado, é ne-
cessário a preparação de uma etapa anterior para
que se padronize a atividade hemaglutinante do
agente  para  o  número  de  unidades  hemagluti-
nantes (UHA). 

Para a realização desta metodologia o antí-
geno hemaglutinante e o soro diluído em séries
decrescentes  são  componentes  essenciais  (THA-
YER e BEARD, 2009). O título final é expresso
por meio da multiplicação do número de unida-
des hemaglutinantes utilizadas e a maior diluição
do soro que inibe completamente a hemaglutina-
ção seguido da transformação em log de base 2.

ZAKERI  &  KASHEFI  (2011),  utilizaram a
metodologia de HI para mensurar os títulos de
anticorpos para a doença de Newcastle em um es-
tudo comparativo de cinco promotores de cresci-
mento sobre a  resposta humoral  de frangos de
corte.
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A técnica é utilizada para a doença de New-
caslte devido este vírus aglutinar eritrócitos de
aves, incluindo as aves comerciais, permitindo a
detecção  destes  títulos  por  meio  desta  técnica
(CHARLTON et al, 2009). 

TOGHYANI et al (2010), utilizaram o teste
HI para mensurar os títulos contra a doença de
Newcastle  para  avaliar  diferentes  níveis  de  se-
mente preta (Nigella sativa) e menta (Mentha pi-
perita) e concluíram que estes aditivos não indu-
ziram resposta significativa.

3.3. Soroaglutinação rápida

A reação  de  aglutinação  faz  parte  de  um
processo qualitativo, baseado na ligação das mo-
léculas de anticorpos a antígenos de superfície,
estabelecendo interações que formam agregados
insolúveis que são visíveis a olho nu e que se pre-
cipitam (Sanchez, 2001). 

É um teste de triagem utilizado para verifi-
car  doenças  em  plantéis  avícolas  com  elevada
sensibilidade para detectar  principalmente anti-
corpos IgM, que aparecem três a cinco dias após
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a infecção e que podem persistir até 70 a 80 dias
(CARDOSO, 2006).

O princípio fundamental desta técnica é ba-
seada na concentração do antígeno e do anticor-
po. A precipitação ocorre com o processo de equi-
valência, ou seja, quando a quantidade de antíge-
nos e de anticorpos são equivalentes.

Os soros são testados em placas de vidro
conjuntamente  com  antígenos  comerciais.  Nos
soros  reagentes,  ocorre  a  formação  de  grumos
azulados após 2 minutos de agitação da placa de
vidro e estes são retestados na diluição 1:10. Se
forem reagentes nesta diluição, são considerados
positivos (CARDOSO, 2006).

3.4. Avaliação funcional das imuno-
globulinas

Uma resposta  adequada a antígenos vaci-
nais nos leva a crer que a apresentação do antíge-
no a células imune-específicas, a interação entre
os linfócitos T e B e a produção de anticorpos es-
tejam funcionando sem anormalidades. 

Esta avaliação consiste na pesquisa in vivo,
da pesquisa da resposta humoral por meio do es-
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tímulo da produção de anticorpos contra diferen-
tes antígenos. 

Alguns  fatores  precisam  ser  levados  em
consideração para verificação da resposta imune
em galinhas imunizadas: a própria galinha (linha-
gem,  manejo,  condições  de  estresse,  nutrição),
dose do antígeno (interfere diretamente na titula-
ção de anticorpos), adjuvante utilizado (ROCHA,
2010) e a via de aplicação (intravenosa, ocular, in-
tramuscular  e  subcutânea)  (KOENEN  et  al.,
2002; ROCHA, 2010) 

A Organização  Mundial  da  Saúde  fornece
alguns parâmetros para o processo de imuniza-
ção das galinhas (ROCHA, 2010):

Tabela 1 – Recomendações para a imunização de galinhas.

AIF e ACF – Adjuvante Incompleto e Completo de Freund;
PCSL – Pam3Cys-Ser-(Lys)4; i.m. – intramuscular; i.v. – in-
travenoso; s.c. – subcutâneo.
Fonte: Rocha, 2010.
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3.5. Avaliação funcional utilizando 
vacina para a doença de Newcaslte e 
eritrócitos de carneiro

A  avaliação  funcional  dos  anticorpos  das
classes IgG pode ser realizada pela pesquisa de
imunoglobulina do isotipo G específica a antíge-
nos vacinais como vírus de Newcastle e que são
amplamente utilizados em pesquisas científicas. 

As respostas em nível imune humoral são
normalmente  avaliadas  através  de  produção  de
anticorpos contra antígenos, que geralmente são
eritrócitos de mamíferos (muitas vezes sheep red
blood cells) ou vacinas inativadas, como vacinas
inativadas para doença de Newcastle.

Desta  maneira,  os  títulos  de  anticorpos
para  a  doença  de  Newcastle  pode  ser  utilizado
como um indicador da imunidade humoral (MOL-
NÁR, 2011).

Após a vacinação, os resultados podem ser
avaliados pelo teste de ELISA ou inibição da he-
moaglutinação.

MOLNÁR et al (2011), avaliando diferentes
concentrações  de  Bacillus  subtilis na  resposta
imune humoral de frangos de corte, observou au-
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mento nos títulos de anticorpos por meio do teste
HI, utilizando a vacina de Newcastle como indica-
dor.

JAFARI et al (2008), mensuraram os títulos
contra o vírus da doença de Newcaslte pelo méto-
do de ELISA e  HI.  Neste  estudo foi  avaliado o
efeito  da  adição  de  alho  na  resposta  imune  de
frangos de corte e concluiu-se que o título de an-
ticorpos  não  foi  influenciado  pela  inclusão  de
alho na dieta.

A  utilização  da  vacina  para  a  doença  de
Newcastle  também foi  utilizada  por  RICHEY &
SCHMITTLE (1962) para avaliar o efeito da imu-
nidade materna na resposta imune de pintinhos.
Estes estudos demonstraram que os animais com
imunidade materna alta são refratários a vacina-
ção.

Outras vacinas podem ser utilizadas, como
no caso  do  estudo  realizado  por  NORUP et  al.
(2009), onde o teste de ELISA foi utilizado para
verificar os títulos de anticorpos contra o vírus
da bronquite infecciosa das galinhas.

Outro teste utilizado é a pesquisa de títulos
de anticorpos contra eritrócitos de carneiro, que
é denominado anti-SRBC (sheep red blood cells)
(NUNES, 2007).
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RAHIMI et al (2011), comparando a utiliza-
ção de 3 extratos vegetais sob a resposta imune
em frangos de corte, concluíram que o extrato de
Echinacea purpurea apresentou níveis de anticor-
pos maiores na resposta contra eritrócitos de car-
neiros e títulos maiores para a doença de New-
castle (cepa LaSota).

3.6. Avaliação funcional utilizando 
separação das proteínas plasmáticas

As proteínas plasmáticas podem ser separa-
das pela técnica de eletroforese em duas frações
principais: albumina e globulina ( , ß e ) presenα Ɣ -
tes no soro e que se diferenciam por apresenta-
rem maior tamanho e peso molecular (Fig. 5) (TI-
ZARD, 2009; TRAESEL et al, 2011).

Estas proteínas plasmáticas são importan-
tes nas funções fisiológicas (no transporte de mi-
nerais,  hormônios e na manutenção da pressão
coloidosmótica do sangue) além de desempenha-
rem papel importante no sistema imunológico do
organismo (LASSEN, 2007).

A  relação  entre  as  frações  de  proteínas
plasmáticas indicam o estado de saúde das aves,
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pois a fração  das globulinas, produzidas por linƔ -
fócitos, é formada pelos diversos tipos de imuno-
globulinas,  principalmente  IgG  que  representa
80% das gamaglobulinas.

O perfil  eletroforético não indica informa-
ções específicas, como demonstrado para o teste
de ELISA, mas fornece alterações referentes aos
valores normais, o que se torna útil para utiliza-
ção no diagnóstico (KANEKO, 1997).

A concentração da proteína sérica total (ou
plasmática)  nas  aves  varia  entre  3,0  e  6,0g/dL
(CAMPBELL & DEIN, 1984). 

Geralmente, índices abaixo de 3,0g/dL sig-
nificam hipoalbuminemia, porque a albumina é a
maior  fração  protéica  individual  do  plasma
(CAMPBELL & COLES, 1986).

 Os valores acima de 6,0g/dL ocorrem devi-
do ao aumento das globulinas totais ou nos qua-
dros de desidratação e a hiperglobulinemia pode
estar associada a doenças, tais como: tuberculose,
aspergilose,  clamidiose,  septicemias  bacterianas
ou  infecção  bacteriana  crônica  (CAMPBELL  &
COLES, 1986).

TRAESEL et al (2011), utilizaram a técnica
do perfil eletroforético de soroproteínas para esti-
mar a suplementação dietética com três doses de
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uma mistura de óleos essenciais (orégano, sálvia,
alecriam  e  extrato  de  pimenta)  e  promotor  de
crescimento antibiótico sobre a função imunoló-
gica em frangos de corte. 

Estes  autores  concluíram que houve uma
diminuição da fração ß-globulina no estudo nos
grupos  tratados  com  promotor  de  crescimento
antibiótico e no grupo que recebeu a maior dose
de óleos (150 mg/ kg), que pode estar ligada a di-
minuição na concentração de Ig no soro dos fran-
gos,  sugerindo  um menor  estímulo  no  sistema
imune humoral de frangos de corte.

Concentrações  menores  de  betaglobulinas
ou gamaglobulinas na ausência de hipoalbumine-
mia podem indicar menor concentração de imu-
noglobulinas e isso pode ser devido as moléculas
de Ig de aves (IgA e IgM) migrarem da fração -Ɣ
globulina para a ß-globulina durante o processo
de eletroforese (LASSEN, 2007).
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FIGURA 4 – Perfil eletroforético das proteínas séricas em
matrizes pesadas da linhagem Avian farm: pré-albumina, al-
bumina,  alfa-globulina,  bet1-globulina,  beta2-globulina  e
gama-globulina.

Fonte: Hosegawa et al., 2002.

3.7. Avaliação das subpopulações 

de linfócitos T

A investigação da função de linfócitos T, é
importante, pois estas células têm influência em
ambas as imunidades adaptativas:  celular  e hu-
moral.
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Estas  técnicas  compreendem  ensaios  in
vivo (como a reação de hipersensibilidade cutâ-
nea) e ensaios in vitro (proliferação de linfócitos,
avaliação do complexo de histocompatibilidade e
produção  de  citocinas)  (JEURISSEN,  et  al.,
2002).

Após a ativação com antígenos (vírus, bac-
térias, parasitas, antígenos de proteínas), os lin-
fócitos secretam citocinas (IL1,IL2 IF ) que poƔ -
dem ser mensuradas avaliando-se o sobrenadante
(JEURISSEN et al., 2002) ou podem ser verifica-
das as proporções de linfócitos T CD4 e T CD8
(BEIRAO, 2011).

A  citometria  de  fluxo  é  uma  técnica  que
permite avaliar o fenótipo celular individualmen-
te sobre uma determinada população. Além disso,
é possível diferenciar a granulosidade e o tama-
nho dos diferentes tipos celulares (Fig. 6) (MA-
CEY,  2007).  Essa  técnica  utiliza  a  marcação de
moléculas com anticorpos fluorescentes que po-
dem ser ativados por meio da ativação pelo laser
(MACEY, 2007). 

A estrutura do citômetro compreende: um
sistema que capta a imagem ótico (gerada pelo la-
ser sobre a célula); um sistema fluido, que permi-
te a passagem das células individualmente e um
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sistema  eletrônico  (coletor  de  dados)  (MACEY,
2007). 

Quando a célula atravessa o laser, a fluores-
cência pode ser captada pelo sistema óptico e ser
armazenada  no  coletor  de  dados.  Dessa  forma,
cada célula pode ser caracterizada e uma popula-
ção homogênea que pode ser identificada dentro
de uma população heterogênea maior (BEIRAO,
2011).

A avaliação da imunocompetência em aves
utilizando a citometria de fluxo é considerada um
método superior a outras metodologias utilizadas
(BRIDLE et al., 2006).

Sabe-se, que a proporção CD4:CD8 é redu-
zida em aves comerciais, o que indica menor imu-
nocompetência, como aumento na suscetibilidade
a doenças (BRIDLE et al., 2006).

A citometria de fluxo é utilizada para avali-
ar a situação do sistema imune, o efeito de pató-
genos sobre a imunidade, além da capacidade de
resposta  dos  animais  aos  estímulos  antigênicos
(BEIRAO, 2011).

Como exemplo,  esta técnica  pode ser em-
pregada  na  investigação  das  subpopulações  de
linfócitos de aves alimentadas com micotoxinas,
pesquisa destas subpopulações nas diferentes li-
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nhagens de aves e resposta contra patógenos es-
pecíficos (BEIRAO, 2011).

Figura 5 – Gráficos de citometria de fluxo – (A) Seleção da
população linfocitária – R1; (B) Avaliação de parâmetros de
interesse em populações ou subpopulações celulares espe-
cíficas.

Fonte: adaptado de Soares et al, 2006.
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3.8 Resposta de hipersensibilidade 
interdigital a fitohemaglutinina – 
PHA 

Os linfócitos, são as principais células res-
ponsáveis  pela resposta imunológica celular da
imunidade adaptativa e para sua ativação é neces-
sário a interação de receptores presentes na su-
perfície celular (TCRs) com um agente estimulan-
te (MACHADO JUNIOR, et al 2006).

Esta  metodologia  caracteriza  um teste  de
hipersensibilidade cutânea, no qual a imunidade
mediada por células pode ser avaliada in vivo.

 Nesta  avaliação, é  utilizado  um ativador
policlonal que ativam as células T para promover
uma resposta detectável de populações de células
T (ABBAS, 2008).

A técnica envolve a demonstração de recep-
tores celulares dos linfócitos T serem capazes de
se ligarem a proteínas estranhas, como a fitohe-
maglutinina (PHA), da família das lectinas, deri-
vada da planta  Phaseolus vulgaris (feijão-verme-
lho) com atividade mitogênica para os linfócitos,
predominantemente os linfócitos T (GONZALEZ,
1989).
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A PHA estimula a ativação policlonal de lin-
fócitos  T  (proliferação celular)  quando  ligam-se
as  glicoproteínas  de  membrana  destas  células.
Outro  exemplo  de  mitógeno  é  a  concavalina  A
(ABBAS, 2008).

Na avaliação  in vivo, inocula-se no espaço
interdigital entre o terceiro e o quarto dedo, uma
solução de fitohemaglutinina – PHA- M®. 

Os  resultados  são  interpretados  com  um
paquímetro e medição da reação-resposta da es-
pessura da pele após a inoculação menos a espes-
sura da pele no tempo zero. 

FERREIRA  e  colaboradores  (2009),  utili-
zando progênie de matrizes com duas idades dife-
rentes (28 e 57 semanas), avaliaram a adição de
níveis crescentes de parede de levedura à dieta:
uma a base de milho e outra a base de sorgo e
concluíram que a resposta celular interdigital cu-
tânea não foi influenciada pelos níveis adiciona-
dos à  dieta,  mas foi  influenciada pela  idade da
matriz de 57 semanas.

RAHIMI et al (2011), encontraram resulta-
dos significativos para este teste avaliando extra-
to de Echinacea purpurea.
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IV 
Avaliação da imunidade inata 

4.1. Avaliação de fagócitos 

A fagocitose induz a um metabolismo oxi-
dativo  conhecido  como  explosão  respiratória  e
que resulta na produção de uma série de substân-
cias como peróxido de hidrogênio e radicais de
hidrogênio que resultam na morte do microrga-
nismo.

A principal função dos heterófilos é a fago-
citose e o estudo do aumento da relação heterófi-
lo: linfócito tem sido correlacionado com o estres-
se crônico em frangos sendo um parâmetro mais
seguro do que a avaliação do cortisol no plasma. 

Dentre as técnicas utilizadas para avaliação
dos fagócitos destaca-se a relação heterófilo: lin-
fócito. Heterófilos são células homólogas aos neu-
trófilos de mamíferos. Estas células possuem um
ciclo de vida curto e agem como células efetoras
contra muitos tipos de bactérias e fungos. Após a
opsonização  do  antígeno,  pelos  anticorpos  ou
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proteínas do sistema complemento, uma quanti-
dade considerável de fagócitos é recrutada ao lo-
cal da inflamação para que ocorra a fagocitose. 

Animais sob condições estressantes,  como
quando submetidos a temperaturas elevadas in-
termitentes,  apresentam  modificações  metabóli-
cas que podem alterar a resposta imune aos pa-
drões hematológicos, como o aumento da quanti-
dade  de  heterófilos  na  circulação  (LAGANÁ,
2007).

Em condições normais, a relação percentu-
al entre a fração normal de leucócitos no sangue
de frangos variam de 2.000 a 3.000 células/µL;
dentro dos quais 60 a 65 % do total de leucócitos,
são linfócitos, 25 a 30% são heterófilos, 2% são
eosinófilos e 1,7% são basófilos e 10% são basófi-
los. Porém isso pode ser variável em função do
sexo, idade, condições de doenças e estresse (LA-
GANÁ, 2007).  

O parâmetro para avaliação da relação H: L
no  sangue  periférico  foi  utilizado  inicialmente
para  verificar  a  utilização  de  hormônios  do  es-
tresse na pesquisa científica (BEIRAO, 2011).

Esta relação baseia-se nas alterações ocor-
ridas no sistema sanguíneo a agentes estressores
como mudança de temperatura e consequente au-
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mento do número de heterófilos e queda dos lin-
fócitos (BORGES, 2003)

A razão entre heterófilos e linfócitos indica
estresse crônico, embora este não seja um parâ-
metro de alta sensibilidade (BEIRAO, 2011).

A atividade dos macrófagos pode ser avalia-
da por testes funcionais que mensuram a ativida-
de fagocítica in vitro e a produção de água oxige-
nada pelos macrófagos durante o processo de ex-
plosão respiratória (NUNES, et al, 2008).

NUNES e colaboradores (2008), avaliando a
imunidade inata em frangos de corte suplementa-
dos com prebiótico e probiótico utilizaram inje-
ção intraperitoneal de Sephadex® 3% para ativa-
ção dos macrófagos intraperitoneais e o método
de oxidação do vermelho de fenol pela água oxi-
genada  (H2O2)  produzida  pelos  macrófagos,  na
presença e ausência de phorbol myristate acetate
(PMA- que é um potencializador da produção de
H2O2).

Estes pesquisadores não encontraram res-
posta significativa para a produção de H2O2 pelos
macrófagos  ativados  com  Sephadex,  para  este
prebiótico e probiótico.

49



Metodologias para avaliação da imunidade em aves de produção

4.2. Peso dos órgãos linfóides

O peso de órgãos linfóides reflete a capaci-
dade do organismo de produzir células linfóides
durante uma resposta imune.

Dos órgãos que são avaliados nesta análise,
a bursa de Fabrício e o timo são de fundamental
importância para as aves, pois em seus comparti-
mentos ocorre o processo de maturação dos lin-
fócitos B e T, respectivamente. 

O aumento no peso destes  órgãos,  indica
resposta ao estímulo antigênico (VOGT, 2005).

O baço, considerado um órgão linfóide se-
cundário (ABBAS, 2008) é importante, mas alte-
rações no peso deste órgão podem não ser muito
indicativas  do  sistema  imune  quanto  a  bursa
(VOGT, 2005). 

Nesta metodologia, o peso do órgão é divi-
dido pelo peso corporal da ave (peso relativo). As-
sim como a relação heterófilo: linfócito, essa ava-
liação é utilizada para casos de estresse nas aves,
sendo considerada como indicador sensível.

A liberação de corticosterona pode ocasio-
nar a involução do tecido linfóide e consequente-
mente, suprimir a resposta imune humoral e ce-
lular (ROSALES, et al.; 1989).
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RAHIMI et al (2011), avaliaram a ação de
três extratos sobre a resposta imune em frangos
de corte encontram um peso relativo da bursa su-
perior para o extrato de alho, enquanto não obte-
ve o mesmo resultado para o peso do baço. 

51





Micaela G. Takeuchi & Marcos B. Café

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A avaliação da imunidade é uma ferramenta
importante  na  produção  avícola  que  permite  a
compreensão do sistema imune das aves e o nor-
teamento sobre o controle de suas aplicações na
abordagem da pesquisa científica, avaliação tera-
pêutica, avaliação do estresse, nutrição e monito-
ramento sorológico em granjas avícolas e progra-
mas de vacinação.

A escolha da metodologia depende dos ele-
mentos  analisados e  dos  recursos  disponíveis
para tal finalidade. 

Para uma interpretação cuidadosa dos re-
sultados devem ser considerados alguns fatores
como as particularidades do sistema imune intra-
espécies, que são explicadas por diversas razões:
diferenças anatômicas (bolsa de Fabrícius, timo),
fisiológicas  e  pelas  variações  genéticas  quando
comparadas aos mamíferos.

A determinação de imunoglobulinas séricas
(IgY, IgM, IgA) constituem o primeiro passo na
avaliação da imunidade humoral e permite o di-
agnóstico  de  deficiências  quantitativas  de  anti-
corpos, que fornecem informações úteis para ve-
rificar a resposta imunológica a antígenos.
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As técnicas de imunoensaio, podem ser uti-
lizadas  com uma variedade de compostos natu-
rais ou artificiais, além de fungos, bactérias, ví-
rus e biomoléculas (como as citocinas). Desta ma-
neira, a avaliação da imunidade humoral pela téc-
nica de ELISA, é amplamente utilizada em pes-
quisas, uma vez que praticamente todos os com-
ponentes usados nestes métodos podem ser inter-
ligados.

O método mais barato, e ao mesmo tempo
eficiente, para se avaliar a resposta imune celular,
é a realização de testes cutâneos de hipersensibi-
lidade tardia com o maior número possível de an-
tígenos. 

Os distúrbios de fagócitos podem ser inici-
almente avaliados através da ativação de macró-
fagos, da relação heterófilo: linfócito e peso dos
órgãos linfóides que normalmente são utilizadas
para analisar o estresse e bem-estar em aves de
produção, mas também podem ser utilizadas para
avaliar micotoxinas ou seus adsorventes na dieta
das aves. 

Estes índices hematológicos acima citados,
somados a informações de peso das aves, possibi-
litam a identificação precoce de alterações fisioló-
gicas, causadas por diversos fatores de estresse,
possibilitando a execução de medidas preventivas
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de  impactos  que  seriam  posteriormente  ainda
mais prejudiciais.  

Desta  forma,  a  avaliação  da  competência
imunológica  por  estas  metodologias  contribui
para  a  orientação  da  melhoria  da  sanidade  do
plantel e evitam prejuízos decorrentes da respos-
ta imune deficiente.
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