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Micaela G. Takeuchi & Marcos B. Café
INTRODUGAO

O desenvolvimento de informacoes cientifi-
cas novas estd relacionado com os progressos na
metodologia e o desenvolvimento de novos proce-
dimentos, novas técnicas ou instrumentos.

Na literatura cientifica, a utilizacdo de me-
todologias para avaliacao da resposta imune ina-
ta e adquirida sio caracterizadas por serem com-
plexas e em alguns aspectos pouco conhecidas.

A necessidade de se conhecer as metodolo-
gias utilizadas faz-se necessario para a otimiza-
¢ao e compreensao da agado imunoloégica nas aves
de producao.

Apesar dos avancos no conhecimento glo-
bal sobre imunologia, alguns desafios remanes-
cem no ambito da medicina veterinaria, principal-
mente as particularidades inter e intra- espécies
(mamiferos e aves).

Embora diretrizes precisas nao possam ser
tracadas, nos ultimos anos, estd ocorrendo um
grande crescimento da imunologia na area ani-
mal e a relacdo existente com diferentes aspectos
da fisiologia, nutricao e sanidade animal.



Metodologias para avaliacdo da imunidade em aves de producao

Esse impulso se deve, em parte, pelo apro-
fundamento do conhecimento dos mecanismos
imunolégicos e a maior disponibilidade de méto-
dos de diagnoéstico disponiveis para mensurar o
sistema imune.

Deve-se, também, ao crescente interesse em
estudar os impactos da imunocompeténcia sobre
O organismo animal, o efeito do manejo na produ-
cao e os programas de vacinacao preconizados,
que afetam a satide dos animais e a satude da po-
pulacdo em geral.

No entanto, o principal impulso para o
crescimento dessa area é, sem duvida, o reconhe-
cimento do sistema imune como elemento-chave
na regulagdo das funcdes dos processos biologi-
COS.

Esta compreensao dos impactos do sistema
imune na producgado avicola significa muito mais
que a elucidacdo de algumas vias metabdlicas:
significa a possibilidade de compreender um
pouco melhor a relacdo do status sanitario com
uma boa performance zootécnica das aves, rela-
cao complexa onde a competéncia imunolégica
desempenha papel primordial.

Com o intuito de avaliar as metodologias
para mensurar a competéncia imunolégica, a uti-
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lizacdo correta das ferramentas obtidas na avalia-
¢ao da imunidade, os principais processos do sis-
tema imune das aves e as particularidades dos
ensaios laboratoriais, esta revisio de literatura
enfatiza as principais metodologias utilizadas
com O objetivo de discorrer acerca dos conceitos
basicos da avaliacdo da imunidade em aves de
producio.
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I

Revisao da Literatura

1. Caracteristicas do sistema

imunolégico das aves

Por definicao, a palavra imunidade € latina
(iImmunitas), conceito utilizado pelos senadores
romanos que utilizavam de protecoes legais du-
rante o periodo de mandato (ABBAS, 2008).
Como conceito biolégico, imunidade significa a
resposta desencadeada a agentes estranhos e pro-
tecao contra doencas, principalmente, doencas
infecciosas (ABBAS, 2008).

O estado imunolégico tem papel primordial
na manutencao da homeostasia e no combate a
desafios contra agentes patogénicos; fatores estes
determinantes para a manutencdo da sanidade
animal. Quando essa homeostase é quebrada, a
resposta imunolégica consome grande parte dos

11
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recursos organicos (energia e nutrientes) (KLA-
SING & KOVER, 1997).

Devido ao curto periodo de criagao e impor-
tancia econdmica, muitas pesquisas para avalia-
cao das caracteristicas imunolégicas em aves,
utilizam a espécie Gallus gallus domestic (DAVI-
SON, 2008; TIZARD, 2010; BROWNLIE & AL-
LAN, 2011), embora patos também sao ampla-
mente utilizados (DAVISON, 2008; BROWNLIE &
ALLAN, 2011).

O sistema imune das aves possui diversas
semelhancas com o de mamiferos, porém apre-
sentam caracteristicas tinicas (DAVISON, 2008).

Durante o desenvolvimento embrionario, as
células hematopoiéticas embrionarias imaturas
migram do saco embrionario para a corrente san-
guinea do embrido e deste para o baco, onde for-
marao os glébulos vermelhos e brancos.

A partir disto, colonizam os 6rgaos prima-
rios (bursa e timo) por meio de fatores quimio-
taticos que atraem as células e permitem a coloni-
zacao destes érgaos por volta do sexto dia de in-
cubagao para o timo e na bursa, por volta do déci-
mo dia de incubagio (OLAH & VERVELDE, 2008)
até a terceira semana apods a eclosio quando ocor-

12
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re a maturacao dos 6rgaos primarios e secunda-
rios (JUUL-MADSEN, 2008)

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

— sistema linféide primario (bursa de Fa-
bricius e Timo) e,

— sistema linféide secundario (baco e teci-
dos linféides associados a mucosas: glandula de
Harder, intestino, brénquios, placas de Peyer, di-
verticulo de Meckel, tonsilas cecais e pineal)
(OLAH & VERVELDE, 2008)

As células sao entdo, conduzidas para a
bursa de Fabricius e para o timo e nestes 6rgéaos
ocorre o desenvolvimento da sua eficacia imuno-
légica. Devido a isto, as células B e T possuem
origem extrinseca a estes dois 6rgaos (JUUL-
MADSEN, 2008; OLAH & VERVELDE, 2008) e
que apresentam componentes de morfologia e
funcao distintas (AKETER et al, 20086).

O timo possui pequenos linfécitos, respon-
saveis pela imunidade adaptativa mediada por cé-
lulas e por outro lado, a bursa de Fabricius possui
grandes linfécitos que, ativados, diferenciam-se
em plasmoécitos, que sdo responsaveis pela produ-
cao dos diferentes isotipos de imunoglobulinas e

13
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que desempenham um papel primordial na imuni-
dade humoral (AKTER et al, 20086).

Apds a maturagao sexual, ocorre uma invo-
lugdo da bursa de Fabricius e os linfocitos B, de-
senvolvidos na bursa sio encontrados nos érgaos
linféides secundarios (JUUL-MADSEN, 2008). Os
linfécitos T também séo transferidos para 6rgéaos
linféides secundarios (baco, medula 6ssea e teci-
dos linféides do sistema digestoério e respiratério
(MORGULIS, 2002).

FIGURA 1 - Orgéos linféides primarios e secundarios de
aves jovens.

Glandula de Harder

Baco Bursa de
Fabricius

Tonsilas
cecais

Placas

Medula ossea de Peyer

Diverticulo de
Meckel

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 diferenca entre elas sdo os com-
ponentes celulares que as compdem: macroéfagos,
células polimorfonucleares como os heteréfilos,
trombdcitos e células NK e as citocinas derivadas
dos macroéfagos representam a imunidade inata
(JEURISSEN et al.,, 2002; ABBAS 2008; JUUL-
MADSEN, et al. 2008), enquanto a imunidade
adaptativa envolve principalmente linfécitos T e
B e as citocinas produzidas por estas células (AB-
BAS, 2008).

A imunidade inata é a primeira resposta a
invasao e quebra da homeostasia por patégenos e
este é crucial na limitagdo da multiplicagdo des-
tes microorganismos e na ativagcdo da imunidade
adaptativa em caso de persisténcia destes agentes
(KAISER, 2010).

Durante muitos anos a resposta imune ina-
ta foi considerada como nao-especifica, ou seja,
que haviam receptores tnicos incapazes de reco-
nhecer os patégenos de maneira especifica e que
era incapaz de discriminar as moléculas proprias,
das nao proéprias (KAISER, 2010).

15
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Em um conceito atual, sabe-se que o reco-
nhecimento dos patégenos especificos pelas célu-
las (fagodcitos) do sistema imune inato é realizada
por meio de receptores, denominados receptores
de reconhecimento padrao - PRRs, que permite o
reconhecimento de diferentes padrdes molecula-
res associados a patégenos (PAMPs) dos microor-
ganismos: LPS (bactérias gram-negativas), acido
lipoteicdico, flagelina, peptideoglicano (bactérias
gram-positivas), acido nucléico microbiano (fita
simples e fita dupla), receptor de manose e recep-
tor de debris celulares (KAISER, 2010; BROWN-
LIE & ALLAN, 2011)

Estes receptores estao presentes nas mem-
branas de heterdfilos, células NK e células den-
driticas (KAISER, 2010).

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

Através disso, é possivel diferenciar as mo-
léculas proprias das nao proéprias do organismo.
O reconhecimento das células proprias € realiza-
do por meio do complexo de histocompatibilidade
(MHCO).

16
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Essas moléculas de MHC sido herdadas por
uma heranca co-dominante, ou seja, expressam
alelos dos pais, avés e bisavos. Estas moléculas
caracterizam o individuo e por meio delas, pode-
se, por exemplo, determinar o quanto evoluido é
a espécie em estudos com fosseis.

Apds a ligacao dos PAMPs aos PRRs ocorre
a estimulacao da producgao de citocinas, proteinas
e peptideos com atividade antimicrobiana (Lisozi-
mas, por exemplo) que regulam a resposta da
imunidade inata: opsonizagdo pelas proteinas do
sistema complemento e o processo de fagocitose
pelos heterdfilos e macréfagos (KAISER, 2010).

As aves possuem uma distincdo quanto as
células polimorfonucleares com relagcdo a mamife-
ros: possuem heterofilos, mas ndo possuem neu-
trofilos e eosindfilos (BROWNLIE & ALLAN,
2011).

Os heterdfilos, equivalentes aos neutroéfilos
em mamiferos, sido considerados importantes na
resposta imune inata, desencadeando a explosao
respiratéria com consequente producio de reati-
vos de oxigénio que eliminam os patégenos apos
a fagocitose (KAISER, 2010).

Embora, por diversas vezes, a resposta
imune inata é suficiente para debelar a invasao

17
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das barreiras naturais, em outras ocasidoes a res-
posta imune adaptativa é requerida quando ha
persisténcia dos patégenos, resultando em célu-
las que promoverao a memoria imunolégica
(JEURISSEN et al., 2002).

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

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

Na resposta imune humoral, as imunoglo-
bulinas sido secretadas por plasmoécitos, derivados
de linfécitos B, que sdo estimulados a produzirem
apds o contato com os antigenos (VOGT, 2005).

Os antigenos que induzem a producgado de
anticorpos pelas células B podem ser divididos
em dois tipos: T-independentes e T-dependentes
de células T-helper (ThCD4") (SILVA, 2009). A

18
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producao de anticorpos é dependente da natureza
dos antigenos (SILVA, 2009).

Como resposta deste reconhecimento do
antigeno, estimula-se a proliferacao e a ativagao
das subpopulacoes de linfécitos T CD4* e T CDS8*
(ABBAS, 2008; SILVA, 2009; KAISER, 2010).

Dependendo do microambiente em que es-
tao (produgao de citocinas diferentes), os linféci-
tos T irdo se diferenciar em subpopulacoes deno-
minadas Thelper 1 (Th1) e Thlper 2 (Th2).

Linfécitos Th1l estimulam as células T
CD8", células NK e macroéfagos, enquanto os lin-
fécitos Th2 estimulam os heteroéfilos e linfécitos
B agirem sobre os patégenos (KAISER, 2010).

Desta maneira, existe uma interrelacao en-
tre a imunidade inata e a imunidade especifica: os
macrofagos liberam citocinas que ativam os lin-
fécitos T em resposta a um estimulo inflamatério
e da mesma maneira, os linfécitos T sdo capazes
de liberar citocinas que ativam os macrofagos
(MORGULIS, 2002).

A estimulacio dos linfocitos B pelos linfoci-
tos Th2 somado a um microambiente especifico
(formado por citocinas diversas) promovem a di-
ferenciagdo dos plasmocitos e a producao de imu-
noglobulinas especificas.

19
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O local de proliferacao dos plasmécitos e o
armazenamento das células B de memoria é o
baco (TIZARD, 2010).

FIGURA 2. Representacdo esquematica da imunidade inata
e imunidade adquirida no intestino. APC: célula apresenta-
dora de antigeno; CD4: linfécito TCD4; CD8: linfécito cito-
téxico; IFNY: interferon gama; IgA/ IgM: imunoglobulina A
e imunoglobulina M; IL2: interleucina 2; Mph: macréfago;
Nk: células naturais killer; NO: 6xido nitrico
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0
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Fonte: Jeurissen et al., 2002.
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Em humanos e mamiferos, sdo relatadas
cinco classes de imunoglobulinas: IgA, IgG, IgM,
IgD, IgE (ABBAS, 2008).

Em aves, existem trés 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. Sao estruturalmente diferentes da IgG de
mamiferos e evolucionariamente possuem carac-
teristicas de IgG e IgE. A imunoglobulina IgM é
funcionalmente e estruturalmente similar a de
mamiferos (TIZARD, 2010).

Os anticorpos maternos podem ser transfe-
ridos da ave reprodutora através da gema para a
corrente circulatéria do embrido e possuem um
papel importante na imunocompeténcia dos pinti-
nhos a patégenos (CHALGHOUMI, et al, 2009).
Esta transferéncia, ocorre por meio de receptores
especificos presentes na superficie da membrana
do saco embrionario 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).

21
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RAUW e colaboradores (2009), verificaram
a interferéncia da imunidade materna em poedei-
ras convencionais, previamente vacinadas para a
doenca de Newcastle na producao de IgG até a
quarta semana de idade (Figura 3).

Figura 3 — Resposta de IgG — Imunidade humoral no duode-
no, apds vacinacado 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 nao vacinados.

zoqr 1

3 -

iF i =

1 weock 2 weckas |3 “"""l"":‘l'l' weerka]l & weeks

Tempo apds a vacinagio e titulo de IgG
Fonte: adaptado de Rauw et al., 2009.
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I1

Avaliacao da resposta imune

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

Nao ha ensaios simples para avaliagao da
imunocompeténcia. As medidas para mensurar a
imunidade que sido comumentemente utilizadas
sd0 a resposta de anticorpos a antigenos estra-
nhos, relacao heteréfilo: linfécito (H:L) e ensaios
de blastogénese de linfécitos.

A imunidade humoral, pode ser mensurada
pela detecgdo, quantificacdo e caracterizacao das
variaveis (de anticorpos, antigenos ou citocinas)
especificos no soro sanguineo.

A utilizacdo do soro para mensurar a inte-
racao antigeno-anticorpo é denominada sorologia
(TIZARD, 2008). Como resultado, a evidenciagao
de anticorpos especificos nestes testes sorologi-

23
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cos, caracteriza exposicao atual ou anterior a an-
tigenos especificos 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 biolégicos.

A imunidade celular pode ser avaliada por
meio de testes de cutidneos (como a utilizacao de
fitohemaglutinina) in vivo ou pela capacidade do
patégeno de estimular a proliferacdo dos linféci-
tos T in vitro.

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

Observacao importante deve ser feita em
relagdo a utilizacdo das linhagens genéticas utili-
zadas na pesquisa da resposta imune, pois as di-
ferencas nas relacoes genéticas implicam em ca-
racteristicas de producao e resposta imunolégica
distintas (KOENEN, et al. 2002; CHUAMMITRI et
al., 2011)

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

Estes estudos corroboram com CUAMMI-
TRI et al (2011), que avaliaram o efeito da suple-
mentagao da dieta sobre a resposta imune inata
de trés linhagens diferentes e encontrou diferen-
cas na resposta dos heterofilos entre estas trés li-
nhagens. Neste estudo, foi utilizada a linhagem
Fayoumi (nativa do Egito), que possui um con-
junto de alelos que sdo ausentes na linhagem
Leghorn e Lamont, pois ndo sofreu selecao ge-
nética comercial e que pode indicar melhor en-
tendimento sobre a relagdo genética com a res-
posta imune.
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II1

Avaliacido da resposta imune
adaptativa

3.1. Dosagem das Imunoglobulinas
séricas

Os anticorpos constituem-se em elementos
essenciais para a protecao especifica a patégenos.
Como mencionado anteriormente, nas aves, trés

classes de imunoglobulinas podem ser avaliadas
(IgA, IgM e IgG ou IgY).

Para esta avaliacdo, o teste de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) € o teste
mais frequentemente utilizado para determinar
anticorpos especificos no soro.

Os kits utilizados para a titulacao de anti-
corpos sao disponiveis comercialmente para inua-
meras doencas virais e bacterianas das aves: vi-
rus da encefalomielite aviaria, influenza, leucose,
reovirus, rinotraqueite, virus da anemia infeccio-
sa das galinhas, bronquite, doenca da bursa, la-
ringotraqueite, 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 imunoenzimatico ou ELI-
SA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) €
uma técnica sorolégica quantitativa que foi utili-
zada pela primeira vez em 1971, por Engvall &
Perlmann e por Van Weeman & Schurs e desde
entdo, tem sido considerada uma das mais impor-
tantes ferramentas para avaliar a resposta imune
apoés programas de vacinacao e como método di-
agnostico para animais de producao (SANTOS e
SILVA, 2000).

O principio fundamental desta técnica é ba-
seada na quantificacdo da reacdo antigeno-anti-
corpo por meio da avaliagdo da atividade enzi-
matica da enzima peroxidase que catalisa a rea-
¢ao com o peroxido de hidrogénio e que utilizan-
do um espectofotometro é possivel detectar nas
amostras de soro, os titulos de anticorpos com
automacio, rapidez e uniformidade de resultados
(DI FABIO, 2001).

Neste método ocorre a imobilizagdo de um
dos agentes em uma fase sélida, enquanto outro
reagente pode ser ligado a esta enzima, resultan-
do em um complexo com preservacao da ativida-
de imunolégica do anticorpo e com atividade en-
zimatica (SANCHEZ, 2001; PULICI, 2008).
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HOLT e colaboradores (2005), utilizaram a
técnica imunoenzimatica para avaliagcdo da imu-
nidade humoral de mucosa e a pesquisa de anti-
corpos especificos IgA contra Salmonella Enteri-
tidis no pulméao, 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 pato-
genos especificos (SPF) e encontraram titulos 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 especifico
para TNP-KLH (trinitrophenyl-conjugated keyho-
le limpet hemocyanin) como verificado por KOE-
NEN e colaboradores (2002), comparando as dife-
rencgas imunolégicas entre galinhas de postura e
frangos de corte de mesma idade.

O TNP-KLH é um antigeno T-independente
que, utilizado sem adjuvante, nao tem interacao
com os anticorpos maternos, o que permite a
comparagao da resposta imune entre diferentes
linhagens.

NORUP et al (2009), utilizaram a técnica de
ELISA para avaliar a influéncia dos niveis de lec-
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tina ligadora de manose na avaliacao da resposta
imune de frangos desafiados com Escherichia
coli. Neste estudo, foram avaliados niveis de pro-
teina ligadora de manose pelo método de ELISA
sanduiche e um anticorpo anti-MBL de camun-
dongo foi utilizado para a sua realizacao.

3.2. Inibicdo da Hemoaglutinacao

A inibigdo da hemaglutinacao (HI) é basea-
da na capacidade que certos antigenos virais e
bacterianos tém de, espontaneamente, aglutina-
rem hemacias (SANCHEZ, 2001). Entre os micro-
organismos de aves que produzem o fendmeno de
aglutinar eritrécitos pode-se citar o virus da do-
enca de Newcastle, Influenza, virus da bronquite
infecciosa e o adenovirus (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 as vacinas ou
a infeccbes que os animais possam ter sofrido
(THAYER e BEARD, 2009).
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Este € um dos testes mais utilizados no
mundo, além de ser considerado teste “ouro” pe-
los 6rgéaos internacionais.

Os soros utilizados para a realizacao desta
técnica devem sofrer tratamento térmico para
inativacao das proteinas do sistema complemento
(TIZARD, 2010).

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

Para a realizagcdo desta metodologia o anti-
geno hemaglutinante e o soro diluido em séries
decrescentes sao componentes essenciais (THA-
YER e BEARD, 2009). O titulo final é expresso
por meio da multiplicacdo do ntimero de unida-
des hemaglutinantes utilizadas e a maior diluicao
do soro que inibe completamente a hemaglutina-
cao seguido da transformacao em log de base 2.

ZAKERI & KASHEFI (2011), utilizaram a
metodologia de HI para mensurar os titulos de
anticorpos para a doenga 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 doenca de New-
caslte devido este virus aglutinar eritrécitos de
aves, incluindo as aves comerciais, permitindo a
deteccao destes titulos por meio desta técnica
(CHARLTON et al, 2009).

TOGHYANI et al (2010), utilizaram o teste
HI para mensurar os titulos contra a doenga de
Newcastle para avaliar diferentes niveis de se-
mente preta (Nigella sativa) e menta (Mentha pi-
perita) e concluiram que estes aditivos ndo indu-
ziram resposta significativa.

3.3. Soroaglutinagao rapida

A reacao de aglutinacao faz parte de um
processo qualitativo, baseado na ligacao das mo-
léculas de anticorpos a antigenos de superficie,
estabelecendo interagoes que formam agregados
insoluveis que sao visiveis a olho nu e que se pre-
cipitam (Sanchez, 2001).

E um teste de triagem utilizado para verifi-
car doencas em plantéis avicolas com elevada
sensibilidade para detectar principalmente anti-
corpos IgM, que aparecem trés a cinco dias apds
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a infeccdo e que podem persistir até 70 a 80 dias
(CARDOSO, 20086).

O principio fundamental desta técnica é ba-
seada na concentracao do antigeno e do anticor-
po. A precipitacao ocorre com o processo de equi-
valéncia, ou seja, quando a quantidade de antige-
nos e de anticorpos sao equivalentes.

Os soros sao testados em placas de vidro
conjuntamente com antigenos comerciais. Nos
soros reagentes, ocorre a formacado de grumos
azulados apds 2 minutos de agitagcado da placa de
vidro e estes sao retestados na diluicado 1:10. Se
forem reagentes nesta diluicdo, sdo considerados
positivos (CARDOSO, 20086).

3.4. Avaliagido funcional das imuno-
globulinas

Uma resposta adequada a antigenos vaci-
nais nos leva a crer que a apresentagdo do antige-
no a células imune-especificas, a interacao entre
os linfécitos T e B e a producao de anticorpos es-
tejam funcionando sem anormalidades.

Esta avaliagdo consiste na pesquisa in vivo,
da pesquisa da resposta humoral por meio do es-
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timulo da produgédo de anticorpos contra diferen-
tes antigenos.

Alguns fatores precisam ser levados em
consideracao para verificagdo da resposta imune
em galinhas imunizadas: a prépria galinha (linha-
gem, manejo, condicoes de estresse, nutricao),
dose do antigeno (interfere diretamente na titula-
cao de anticorpos), adjuvante utilizado (ROCHA,
2010) e a via de aplicacao (intravenosa, ocular, in-
tramuscular e subcutanea) (KOENEN et al.,
2002; ROCHA, 2010)

A Organizacdo Mundial da Satde fornece
alguns parametros para o processo de imuniza-
¢ao das galinhas (ROCHA, 2010):

Tabela 1 — Recomendagdes para a imunizacio de galinhas.

Dose, Volume e Intervalo de Imunizagio Comentarios
Antigeno 0,10-1,00rmy certas vezes apenas 10pg
Aduvante AlF 0,10-0,25ml mais usado em i.m. ou §.c.
Especal 05l 5L
PCSL 280pg preferivelmente s.c.
ACF 0,10-0,25ml apenas com imundgenas fracos
Injegdn Yolume 051 ,0ml
Intervala 4-8 sermanas

Mimera 2 (mais & necessario)
Rota i, S.Coouiy

ATF e ACF - Adjuvante Incompleto e Completo de Freund;
PCSL - Pam3Cys-Ser-(Lys)4; i.m. — intramuscular; i.v. — in-
travenoso; s.c. — subcutaneo.

Fonte: Rocha, 2010.
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3.5. Avaliagao funcional utilizando
vacina para a doenga de Newcaslte e
eritrécitos de carneiro

A avaliacdo funcional dos anticorpos das
classes IgG pode ser realizada pela pesquisa de
imunoglobulina do isotipo G especifica a antige-
nos vacinais como virus de Newcastle e que sao
amplamente utilizados em pesquisas cientificas.

As respostas em nivel imune humoral sao
normalmente avaliadas através de producao de
anticorpos contra antigenos, que geralmente sao
eritrécitos de mamiferos (muitas vezes sheep red
blood cells) ou vacinas inativadas, como vacinas
inativadas para doenca de Newcastle.

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

Apés a vacinacao, os resultados podem ser
avaliados pelo teste de ELISA ou inibi¢do da he-
moaglutinacao.

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

JAFARI et al (2008), mensuraram os titulos
contra o virus da doenca de Newcaslte pelo méto-
do de ELISA e HI. Neste estudo foi avaliado o
efeito da adicdo de alho na resposta imune de
frangos de corte e concluiu-se que o titulo de an-
ticorpos nao foi influenciado pela inclusao de
alho na dieta.

A utilizacdo da vacina para a doenca 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 sao refratarios a vacina-
cao.

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 titulos de anticorpos contra o virus
da bronquite infecciosa das galinhas.

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

3.6. Avaliagao funcional utilizando
separacio das proteinas plasmaticas

As proteinas plasmaticas podem ser separa-
das pela técnica de eletroforese em duas fracoes
principais: albumina e globulina (a, B e Y) presen-
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 proteinas plasmaticas sdo importan-
tes nas funcoes fisiolégicas (no transporte de mi-
nerais, hormoénios e na manutencao da pressio
coloidosmodtica do sangue) além de desempenha-
rem papel importante no sistema imunolégico do
organismo (LASSEN, 2007).

A relacdo entre as fracbes de proteinas
plasmaticas indicam o estado de satde das aves,
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pois a fracado Y das globulinas, produzidas por lin-
focitos, é formada pelos diversos tipos de imuno-
globulinas, principalmente IgG que representa
80% das gamaglobulinas.

O perfil eletroforético nao indica informa-
coes especificas, como demonstrado para o teste
de ELISA, mas fornece alteracOes referentes aos
valores normais, o que se torna util para utiliza-
cao no diagnoéstico (KANEKO, 1997).

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

Geralmente, indices abaixo de 3,0g/dL sig-
nificam hipoalbuminemia, porque a albumina € a
maior fracdo 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 desidratacao e a hiperglobulinemia pode
estar associada a doencas, tais como: tuberculose,
aspergilose, clamidiose, septicemias bacterianas
ou infeccao bacteriana cronica (CAMPBELL &
COLES, 1986).

TRAESEL et al (2011), utilizaram a técnica
do perfil eletroforético de soroproteinas para esti-
mar a suplementacio dietética com trés doses de
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uma mistura de 6leos essenciais (orégano, salvia,
alecriam e extrato de pimenta) e promotor de
crescimento antibiético sobre a funcdo imunol6-
gica em frangos de corte.

Estes autores concluiram que houve uma
diminuicao da fracao B-globulina no estudo nos
grupos tratados com promotor de crescimento
antibiético e no grupo que recebeu a maior dose
de 6leos (150 mg/ kg), que pode estar ligada a di-
minuig¢ao na concentracao de Ig no soro dos fran-
gos, sugerindo um menor estimulo no sistema
imune humoral de frangos de corte.

Concentracoes menores de betaglobulinas
ou gamaglobulinas na auséncia de hipoalbumine-
mia podem indicar menor concentragdo de imu-
noglobulinas e isso pode ser devido as moléculas
de Ig de aves (IgA e IgM) migrarem da fracao Y-
globulina para a B-globulina durante o processo
de eletroforese (LASSEN, 2007).
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FIGURA 4 - Perfil eletroforético das proteinas séricas em
matrizes pesadas da linhagem Avian farm: pré-albumina, al-
bumina, alfa-globulina, betil-globulina, beta2-globulina e

oama-clobuling

Beta 2-globuling

Beta l-globuling

3.7. Avaliagao das subpopulagdes
de linfécitos T

A investigacdo da funcao de linfécitos T, é
importante, pois estas células tém influéncia em
ambas as imunidades adaptativas: celular e hu-
moral.
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Estas técnicas compreendem ensaios in
vivo (como a reacdo de hipersensibilidade cuta-
nea) e ensaios in vitro (proliferacao de linfécitos,
avaliacdo do complexo de histocompatibilidade e
producdo de citocinas) (JEURISSEN, et al.,
2002).

Apbs a ativagdo com antigenos (virus, bac-
térias, parasitas, antigenos de proteinas), os lin-
focitos secretam citocinas (IL1,IL2 IFY) que po-
dem ser mensuradas avaliando-se o sobrenadante
(JEURISSEN et al., 2002) ou podem ser verifica-
das as proporgoes de linfécitos T CD4 e T CDS8
(BEIRAO, 2011).

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

A estrutura do citébmetro compreende: um
sistema que capta a imagem 6tico (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 eletrénico (coletor de dados) (MACEY,
2007).

Quando a célula atravessa o laser, a fluores-
céncia pode ser captada pelo sistema 6ptico e ser
armazenada no coletor de dados. Dessa forma,
cada célula pode ser caracterizada e uma popula-
cao homogénea que pode ser identificada dentro
de uma populacdo heterogénea maior (BEIRAO,
2011).

A avaliacao da imunocompeténcia em aves
utilizando a citometria de fluxo é considerada um
método superior a outras metodologias utilizadas
(BRIDLE et al., 20086).

Sabe-se, que a proporcao CD4:CD8 é redu-
zida em aves comerciais, 0 que indica menor imu-
nocompeténcia, como aumento na suscetibilidade
a doencas (BRIDLE et al., 2006).

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

Como exemplo, esta técnica pode ser em-
pregada na investigacao das subpopulacdes de
linfécitos de aves alimentadas com micotoxinas,
pesquisa destas subpopulacdes nas diferentes li-
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nhagens de aves e resposta contra patégenos es-
pecificos (BEIRAO, 2011).

Figura 5 — Graficos de citometria de fluxo — (A) Selecdo da
populacao linfocitaria — R1; (B) Avaliacdo de parametros de
interesse em populacbes ou subpopulacgoes celulares espe-
cificas.
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Fonte: adaptado de Soares et al, 2006.
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3.8 Resposta de hipersensibilidade
interdigital a fitohemaglutinina —
PHA

Os linfécitos, sao as principais células res-
ponsaveis pela resposta imunoldgica celular da
imunidade adaptativa e para sua ativacio é neces-
sario a interacdo de receptores presentes na su-
perficie celular (TCRs) com um agente estimulan-
te (MACHADO JUNIOR, et al 20086).

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

Nesta avaliacao, € utilizado um ativador
policlonal que ativam as células T para promover
uma resposta detectavel de populacoes de células
T (ABBAS, 2008).

A técnica envolve a demonstracao de recep-
tores celulares dos linfécitos T serem capazes de
se ligarem a proteinas estranhas, como a fitohe-
maglutinina (PHA), da familia das lectinas, deri-
vada da planta Phaseolus vulgaris (feijao-verme-
lIho) com atividade mitogénica para os linfécitos,
predominantemente os linfécitos T (GONZALEZ,
1989).
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A PHA estimula a ativagao policlonal de lin-
focitos T (proliferacado celular) quando ligam-se
as glicoproteinas de membrana destas células.

Outro exemplo de mitégeno é a concavalina A
(ABBAS, 2008).

Na avaliacdo in vivo, inocula-se no espaco
interdigital entre o terceiro e o quarto dedo, uma
solucao de fitohemaglutinina - PHA- M®.

Os resultados sao interpretados com um
paquimetro e medicdo da reacao-resposta da es-
pessura da pele apés a inoculacido menos a espes-
sura da pele no tempo zero.

FERREIRA e colaboradores (2009), utili-
zando progénie de matrizes com duas idades dife-
rentes (28 e 57 semanas), avaliaram a adicao de
niveis crescentes de parede de levedura a dieta:
uma a base de milho e outra a base de sorgo e
concluiram que a resposta celular interdigital cu-
tanea nao foi influenciada pelos niveis adiciona-
dos a 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

Avaliagido da imunidade inata

4.1. Avaliacgao de fagdcitos

A fagocitose induz a um metabolismo oxi-
dativo conhecido como explosdo respiratéria e
que resulta na producao de uma série de substan-
cias como perédxido de hidrogénio e radicais de
hidrogénio que resultam na morte do microrga-
nismo.

A principal fungdo dos heterdfilos é a fago-
citose e o estudo do aumento da relacao heterofi-
lo: linfécito tem sido correlacionado com o estres-
se cronico em frangos sendo um parametro mais
seguro do que a avaliacao do cortisol no plasma.

Dentre as técnicas utilizadas para avaliacao
dos fagécitos destaca-se a relacao heteréfilo: lin-
fécito. Heteréfilos sao células homodlogas aos neu-
trofilos de mamiferos. Estas células possuem um
ciclo de vida curto e agem como células efetoras
contra muitos tipos de bactérias e fungos. Apds a
opsonizacido do antigeno, pelos anticorpos ou
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proteinas do sistema complemento, uma quanti-
dade consideravel de fagdcitos é recrutada ao lo-
cal da inflamacgao para que ocorra a fagocitose.

Animais sob condicOes estressantes, como
quando submetidos a temperaturas elevadas in-
termitentes, apresentam modificacoes metabdli-
cas que podem alterar a resposta imune aos pa-
droes hematolégicos, como o aumento da quanti-
dade de heteréfilos na circulacio (LAGANA,
2007).

Em condigbes normais, a relagao percentu-
al entre a fracao normal de leucécitos no sangue
de frangos variam de 2.000 a 3.000 células/uL;
dentro dos quais 60 a 65 % do total de leucécitos,
sao linfécitos, 25 a 30% sao heterdfilos, 2% sio
eosinodfilos e 1,7% sao basoéfilos e 10% sao basofi-
los. Porém isso pode ser variavel em funcao do
sexo, idade, condicoes de doencas e estresse (LA-
GANA, 2007).

O parametro para avaliagdo da relacdo H: L
no sangue periférico foi utilizado inicialmente
para verificar a utilizacdo de hormoénios do es-
tresse na pesquisa cientifica (BEIRAO, 2011).

Esta relacao baseia-se nas alteracoes ocor-
ridas no sistema sanguineo a agentes estressores
como mudanga de temperatura e consequente au-
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mento do ntmero de heteréfilos e queda dos lin-
fécitos (BORGES, 2003)

A razao entre heteréfilos e linfécitos indica
estresse crbonico, embora este nao seja um para-
metro de alta sensibilidade (BEIRAO, 2011).

A atividade dos macroéfagos pode ser avalia-
da por testes funcionais que mensuram a ativida-
de fagocitica in vitro e a produgao de agua oxige-
nada pelos macréfagos durante o processo de ex-
plosao respiratéria (NUNES, et al, 2008).

NUNES e colaboradores (2008), avaliando a
imunidade inata em frangos de corte suplementa-
dos com prebidtico e probiético utilizaram inje-
¢ao intraperitoneal de Sephadex® 3% para ativa-
¢ao dos macrofagos intraperitoneais e o método
de oxidacdo do vermelho de fenol pela agua oxi-
genada (H:O:) produzida pelos macréfagos, na
presenca e auséncia de phorbol myristate acetate
(PMA- que é um potencializador da producao de
H:0,).

Estes pesquisadores nao encontraram res-
posta significativa para a producao de H,O; pelos
macroéfagos ativados com Sephadex, para este
prebidtico e probidtico.
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4.2. Peso dos 6rgaos linféides

O peso de 6rgaos linféides reflete a capaci-
dade do organismo de produzir células linféides
durante uma resposta imune.

Dos 6rgaos que sao avaliados nesta analise,
a bursa de Fabricio e o timo sdo de fundamental
importancia para as aves, pois em seus comparti-
mentos ocorre o processo de maturagao dos lin-
fécitos B e T, respectivamente.

O aumento no peso destes érgaos, indica
resposta ao estimulo antigénico (VOGT, 2005).

O bago, considerado um orgao linféide se-
cundario (ABBAS, 2008) é importante, mas alte-
ragoes no peso deste 6rgao podem nao ser muito
indicativas do sistema imune quanto a bursa
(VOGT, 2005).

Nesta metodologia, o peso do 6rgao é divi-
dido pelo peso corporal da ave (peso relativo). As-
sim como a relacao heterodfilo: linfécito, essa ava-
liacdo é utilizada para casos de estresse nas aves,
sendo considerada como indicador sensivel.

A liberacdo de corticosterona pode ocasio-
nar a involugao do tecido linféide e consequente-
mente, suprimir a resposta imune humoral e ce-
Iular (ROSALES, et al.; 1989).
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RAHIMI et al (2011), avaliaram a acao de
trés extratos sobre a resposta imune em frangos
de corte encontram um peso relativo da bursa su-
perior para o extrato de alho, enquanto nao obte-
ve 0 mesmo resultado para o peso do baco.
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CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagdo da imunidade é uma ferramenta
importante na produgédo avicola que permite a
compreensao do sistema imune das aves € 0 nor-
teamento sobre o controle de suas aplicacoes na
abordagem da pesquisa cientifica, avaliacao tera-
péutica, avaliacdo do estresse, nutricdo e monito-
ramento sorolégico em granjas avicolas e progra-
mas de vacinacao.

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

Para uma interpretacdo cuidadosa dos re-
sultados devem ser considerados alguns fatores
como as particularidades do sistema imune intra-
espécies, que sao explicadas por diversas razoes:
diferencgas anatémicas (bolsa de Fabricius, timo),
fisiolégicas e pelas variacoes genéticas quando
comparadas aos mamiferos.

A determinacao de imunoglobulinas séricas
(IgY, IgM, IgA) constituem o primeiro passo na
avaliacdo da imunidade humoral e permite o di-
agnostico de deficiéncias quantitativas de anti-
corpos, que fornecem informacoes Uteis para ve-
rificar a resposta imunologica a antigenos.
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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, vi-
rus e biomoléculas (como as citocinas). Desta ma-
neira, a avaliagdo 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,
€ a realizacdo de testes cutaneos de hipersensibi-
lidade tardia com o maior niimero possivel de an-
tigenos.

Os disturbios de fagécitos podem ser inici-
almente avaliados através da ativagcao de macro-
fagos, da relacao heterodfilo: linfécito e peso dos
orgaos linféides que normalmente sdo utilizadas
para analisar o estresse e bem-estar em aves de
producdo, mas também podem ser utilizadas para
avaliar micotoxinas ou seus adsorventes na dieta
das aves.

Estes indices hematolégicos acima citados,
somados a informacoes de peso das aves, possibi-
litam a identificacao precoce de alteracgodes fisiolo-
gicas, causadas por diversos fatores de estresse,
possibilitando a execuc¢do de medidas preventivas
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de impactos que seriam posteriormente ainda
mais prejudiciais.

Desta forma, a avaliacdo da competéncia
imunolégica por estas metodologias contribui
para a orientacdo da melhoria da sanidade do
plantel e evitam prejuizos decorrentes da respos-
ta imune deficiente.
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