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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO EPITELIO TRAQUEAL
DE PATOS (Anas platyrinchus) VACINADOS COM A CEPA LASOTA DO
VIRUS DA DOENCA DE NEWCASTLE (VDN)

Vanessa Sobue Franzo?, Laura Satiko Okada Nakaghi?, Silvana Martinez Baraldi-Artoni?,
Paulo Lourenco da Silva®, Lizandra Amoroso*, Antonio Carlos Paulillo®

RESUMO

O presente trabalho avaliou, por meio da micros-
copia eletrdnica de varredura, as caracteristicas
ultra-estruturais do epitélio traqueal de patos (Anas
platyrinchus) imunizados contra doenca de New-
castle. Foram utilizadas 18 aves distribuidas em
dois grupos: T1 — grupo controle (ndo vacinado) e
0 T2 — grupo constituido de aves vacinadas com a
estirpe LaSota. Durante o periodo experimental, as
aves ndo apresentaram sinais clinicos pos-vacinais.
Porém, na andlise de fragmentos de traquéia, ao
microscopio eletrénico de varredura, observou-se
gue os animais vacinados com a estirpe LaSota de-
senvolveram uma descamacao no epitélio traqueal
gue podera resultar em doencas concorrentes.

Palavras-chave: Traquéia, virus da doenca de
Newcastle, LaSota, microscopia
eletrénica de varredura, patos.

INTRODUCAO

Patos sé@o aves aquaticas de acelerado
crescimento corporal, podendo ser criados em cati-
veiro e estdo em crescente demanda no mercado
de carnes exoéticas de espécies silvestres, além da
producéo de ovos (FABICHACK, 2000).

Os ovos de patas sdo muito consumidos
em paises europeus (CULLINGTON, 1975). No
Brasil, a criagdo de patos é bastante relevante na
regido Sul, onde séo utilizados como fontes de

alimento e empregados na preparacdo de vacinas
em empresas comerciais (COELHO, 1980).

Essas aves séo facilmente adaptaveis em
cativeiro e muito resistentes as doencas aviarias que
acometem comumente galinhas (FABICHACK, 2000).

Por outro lado, semelhantemente a avicul-
tura moderna, a producdo de patos domésticos,
ainda que em potencial devera no futuro assumir
caracteristicas proprias e massivas. Desse modo,
a criacao intensiva dessas aves, a movimentag¢ao
e 0 aumento da concentragdo dos plantéis poderao
favorecer a disseminacgdo do virus da doenca de
Newcastle (VDN).

Assim sendo, o controle imunoprofilatico
da doencga de Newcastle em patos em nosso meio,
enfatiza a relevancia desta pesquisa.

A doenca de Newcastle é considerada um
dos problemas sanitarios mais importantes do plan-
tel avicola brasileiro, em virtude de elevados pre-
juizos que ocasiona (PAULILLO, 1984). Faz parte
da lista das enfermidades infecciosas do Office
International des Epizzoties — OIE (1992) — que
reline as moléstias, cujas conseqiiéncias sécioeco-
ndmicas podem ser graves e de grande importancia
no comércio internacional de aves e seus produtos,
sendo seus focos de notificagdo compulsoria.

Atualmente, a doenca de Newcastle tem
uma distribuicdo mundial, com uma ampla variagdo
de hospedeiros, em que 27 das 50 ordens de aves
existentes, incluindo as aves silvestres e as semi-
silvestres criadas em cativeiro, tém sido reportadas
natural ou experimentalmente, como infectadas por
seu agente etiolégico (KALETA; BALDAUF, 1988).
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O controle da doenca de Newcastle é
freqientemente realizado, em aves reprodutoras,
frangos de corte e poedeiras comerciais, mediante
vacinacdo e principios de manejo, que evitem a
disseminagdo do virus e eliminem a infeccao de
uma regido apds um surto. Porém, tais medidas
nem sempre sdo suficientes, pois a historia tem
demonstrado que de tempos em tempos e por
razdes incertas, amostras de VDN emergem de
fontes desconhecidas. Existem evidéncias de
surgimento de surtos da doenga em aves domés-
ticas e isolamento do virus patogénico de aves
exoticas em algumas partes do mundo, devido ao
relaxamento na politica de controle sanitario (DO-
RETTO JUNIOR etal., 1999).

O VDN possui a capacidade de se difundir
por todo o mundo por meio de aves suscetiveis,
pessoas, equipamentos, ar, racao e até por espécies
ndo aviarias, entre as quais, pequenos roedores e
insetos (LANCASTER, 1964; LANCASTER; ALE-
XANDER, 1975).

Durante o curso da infec¢do por uma estir-
pe velogénica do VDN, a maioria das aves excre-

Tabela 1.

tam grandes quantidades de virus nas fezes, que
se constituem no principal meio de disseminacéo
do VDN de ave para ave (ALEXANDER, 1991).

O VDN replica-se no trato respiratério de
aves, causando destruicdo do epitélio traqueal
(LANCASTER, 1964). Entretanto, a a¢do do VDN
ndo tem sido descrita em epitélio traqueal de patos,
apenas em codornas japonesas Coturnix coturnix
japonica (SANTIN et al., 2003) e em frangos de
corte (DORETTO JUNIOR et al., 1999).

O presente trabalho tem como objetivo
apresentar as caracteristicas ultra-estruturais do
epitélio traqueal de patos, mediante o emprego da
estirpe lentogénica LaSota do virus da doenca de
Newcastle (VDN), através do uso da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 18 patos com 10 dias de
vida, alojadas em ambiente com piso forrado com
maravalha. Até o oitavo dia de vida, as aves eram
mantidas aquecidas por meio de campéanulas, e

Composicdes percentuais calculadas de alimentos utilizados em rac¢des nas diferentes fases (cres-

cimento e engorda) do ciclo de vida de patos (Anas platyrinchus), Unesp (FCAV), Jaboticabal-SP, 2005.

Ingredientes (%)

Racéo inicial (12 a 72 SV)

Racéo engorda (a partir da 82 SV)

Milho 59.888 72.913
Farelo de soja 45 37.056 19.650
Farelo de trigo 0.000 5.028
Calcario 0.418 0.710
Fosfato bicélcico 1.523 1.026
Sal 0.268 0.285
Suplemento mineral Suplemento vitaminico 0.050*0.3002 0.050*0.300°
Oleo 0.439 0.000
DL-Metionina 99 0.058 0.038
Total 100.000 100.000
Composigdo Calculada

Proteina bruta (%) 20,00 16,00
Energia metabolizavel (Mcal/Kg)Matéria seca (%) 290087.809 300087.617
Calcio (%) 0.650 0.600
Fosforo disponivel(%)Fibra (%) 0.4003.362 0.3003.036
Metionina + cistina (%) 0.750 0.584
Lisina (%)Saédio (%) 1.1800.150 0.7600.150

SV = semanas de vida

1. Suplemento mineral (quantidade/Kg do produto): Mn — 150.000 mg, Zn — 100.000mg, Fe — 100.000 mg, Cu — 16.000 mg, | — 1500 mg.

2. Suplemento vitaminico (quantidade/Kg do produto): Vit A — 2.666.000 Ul, Vit B — 600 mg, Vit B2 — 2.000 mg, Vit B6 — 933,10 mg, Vit B12 — 4000 mcg, Vit D3
— 666,50 mg, Vit E — 5000 UI, Vit K — 600 mg, Acido félico — 333,25 mg, Acido pantoténico — 5000 mg, Biotina — 20 mg, Colina — 133.330 mg, Niacina — 13.333
mg, Selénio — 100 mg, Antioxidante — 7,5 g, Cocidiostatico — 33,332 g, Promotor de crescimento — 20 g, Veiculo Q.S.P.3 — Suplemento vitaminico (quantidade/
Kg do produto): Vit A — 2.332.750 UI, Vit B — 533,20 mg, Vit B2 — 1.666,25 mg, Vit B6 — 866,45 mg, Vit B12 — 3.332,50 mcg, Vit D3 — 500 mg, Vit E — 4000 UI,
Vit K — 500 mg, Acido félico — 233,275 mg, Acido pantoténico — 4.332,250 mg, Colina — 99.975 mg, Niacina — 11.663 mg, Selénio — 100 mg, Antioxidante — 5,0

g, Cocidiostatico — 20 g, Promotor de crescimento — 13,33 g, Veiculo Q.S.P.

3. Suplemento vitaminico (quantidade/Kg do produto): Vit A — 2.332.750 UI, Vit B — 533,20 mg, Vit B2 — 1.666,25 mg, Vit B6 — 866,45 mg, Vit B12 — 3.332,50 mcg,
Vit D3 — 500 mg, Vit E — 4000 Ul, Vit K — 500 mg, Acido félico — 233,275 mg, Acido pantoténico — 4.332,250 mg, Colina — 99.975 mg, Niacina — 11.663 mg,
Selénio — 100 mg, Antioxidante — 5,0 g, Cocidiostatico — 20 g, Promotor de crescimento — 13,33 g, Veiculo Q.S.P.
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alimentados em bebedouro infantil e comedouro tipo
copo de pressao. Apés esse periodo, 0s animais
foram alimentados em bebedouro e comedouro tipo
copo de pressao.

Durante o periodo experimental, as aves
receberam agua e racdo a vontade. A dieta a base
de milho e farelo de soja seguiram as recomen-

Tabela 2.

dag0Oes de exigéncias nutricionais, conforme o Na-
tional Research Council (1994) e Rostagno et al.
(1983) (Tabela 1).

O periodo experimental constituiu-se de
dois grupos diferentes formados por 18 aves, distri-
buidas aleatoriamente de acordo com os seguintes
tratamentos (Tabela 2).

Distribui¢do de patos (Anas platyrinchus) em grupos experimentais (MEV—microscopia eletrénica de
varredura), Unesp (FCAV), Jaboticabal-SP, 2005.

Grupo experimental Vacinagéo (10 Dl) Via de administracéo
TI* Controle —
Ti LaSota Ocular

* Grupo Controle — ndo recebeu vacina (periodo experimental)

DI = dias de idade

Utilizou-se vacinas vivas (liofilizadas) prepa-
radas com a estirpe lentogénica LaSota, do VDN.
A determinacéo da dose infectante 50% (EID, ) da
estirpe vacinal em estudo foi EID,, (LaSota) =
107%9/0,1 mL.

Os grupos foram vacinados por via ocular
com a estirpe LaSota, no décimo dia de vida das
aves, a partir da reconstituicdo das vacinas lio-
filizadas, utilizando-se agua destilada como dilu-
ente, na propor¢do de 30mL/1000 doses vacinais/
1000 aves, correspondente a 0,03mL. da dose
vacinal ocular.

Decorridos sete, 14 e 21 dias apos a
vacinacao, trés aves de cada tratamento foram ne-
cropsiadas para colheita de fragmentos da porgéo
média da traquéia para avaliagdo dos niveis de
destruicdo das células epiteliais, devido a replica-
¢do do virus vacinal.

Os fragmentos de traquéia foram fixados
em solucéo de glutaraldeido a 3% em tampéao fosfato
0,1 M, pH 7,6 durante duas horas, a temperatura
de 4° C. A seqguir, os fragmentos eram lavados por
seis vezes consecutivas no tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,6 e entéo, pos-fixado em solugédo de tetroxido
de 6smio a 1% durante 30 minutos, a temperatura
de 4° C. Decorrido esse tempo, os mesmos foram
novamente lavados com o mesmo tampé&o, por seis
vezes consecutivas, desidratadas em concentra-
¢Oes crescentes de alcool etilico (30, 50, 60, 70
80, 90 e 100%), 20 minutos em cada concentragédo
sendo que, na ultima, as amostras foram lavadas
por trés vezes consecutivas, 20 minutos em cada
lavagem. Depois da desidratacéo, o material passou
pela cAmara de secagem, de secador de ponto
critico, mediante a utilizagdo de dioxido de carbono.
O material foi entdo montado em porta objeto apro-

priado, recoberto com uma camada de 30 nm de
ouro e, finalmente, elétronmicrografado em mi-
croscopio eletrdnico de varredura (Modelo Jeol
JSM 25Sl1), operando em 15 KV.

RESULTADOS

Nenhuma ave apresentou sinais clinicos
respiratdrios pds-vacinal. As elétron-micrografias
(Figura 1) dos fragmentos traqueais revelaram um
epitélio de traquéia integro, constituido de cilios
traqueais no grupo controle (T1).

Porém, nas amostras de epitélio traqueal
de aves vacinadas com a cepa LaSota (T2), as
amostras colhidas (sete, 14 e 21 dias pds-vaci-
nacao) apresentaram uma destruicéo epitelial inten-
sa, com a presenca de material mucoso e regides
desprovidas de cilios (Figura 2). Aves vacinadas
com a cepa LaSota ndo mostraram regeneragao
epitelial (apds 21 dias pés-vacinagao).

DISCUSSAO

De acordo com Kaleta; Baldauf (1988), a
doenca de Newcastle tem uma distribuicdo mundial,
com uma ampla variagéo de hospedeiros, inclusive
aves silvestres e semi-silvestres criadas em cati-
veiros, tém sido reportadas natural ou experimen-
talmente, como infectadas por seu agente etiol6gi-
co, entre elas o pato da espécie Anas platyrinchus.

Patos vacinados via intra-ocular com cepa
LaSota (T2) ndo apresentaram sinais clinicos de
reacao pés-vacinal, contrastando com os estudos
em frangos de corte (DORETTO JUNIOR et al.,
1999), em que o uso dessa estirpe vacinal desen-
cadeou reacdes respiratorias (ALLAN, 1971). Em
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frangos de corte, a severidade das lesdes e exten-
sédo dos sinais clinicos dependem de uma série de
fatores, que incluem a cepa vacinal utilizada, a
infeccdo concomitante pelo Mycoplasma gallisep-
ticum e a via de administracdo da vacina (BEARD
etal., 1993). Apesar da auséncia de sinais clinicos
respiratdrios pés-vacinal, a analise de fragmentos
traqueais de patos vacinados com a cepa LaSota
mostrou uma grande destruicao epitelial dias apos
a vacinacdo. Entdo, especula-se que a auséncia
de sinais clinicos pode ser resultado da auséncia
dainfecgdo por agentes concomitantes, entre eles
o Mycoplasma gallisepticum que pode intensificar
as reacoes respiratorias. E possivel que o controle
das condigBes ambientais do presente experimento
preveniu qualquer infec¢éo concorrente. Isso pode
nao ser possivel na avicultura moderna, o que torna-
se preocupante, considerando que a criacdo de
palmipedes esta em expansao (FABICHACK, 2000),
principalmente na regido Sul do Brasil (COELHO,
1980). Além disso, Lai; Ibrahim (1983) confirmaram
através da analise por elétron-micrografias que a
vacinacdo com a cepa LaSota em pintinhos de um
dia resulta em danos no epitélio traqueal dessas
aves.

O grupo de aves vacinadas via intra-ocular
com a cepa LaSota (T2) ndo mostrou qualquer tipo
de reacdo clinica pés-vacinal. A avaliagdo das
elétron-micrografias da traquéia, entretanto, de-
monstraram descamacéo epitelial, ja que o virus
da doenca de Newcastle replica-se no trato respi-
ratério de aves causando destruigao do epitélio tra-
queal. Essas observacoes ja foram comprovadas
por Lancaster (1964) quando trabalhou com outras
aves e por Mast et al., (2005) ao observarem a
progressao das lesfes no epitélio traqueal em aves
“specific pathogenic-free” vacinadas com a cepa
LaSota com o aparecimento de muco, hipertrofia e
lise celular. Isso pode ser explicado pelo fato de a
estirpe LaSota ter indice de patogenicidade intra-
cerebral 0.4, 0 maior entre as outras cepas conhe-
cidas de Newcastle (ALEXANDER, 1997).

CONCLUSOES

A espécie Anas platyrinchus ndo apresen-
tou sinais clinicos respiratérios pos-vacinal de
doenca de Newcastle, com o uso da estirpe LaSota
via intra-ocular, porém houve descamacao epitelial
da traquéia ndo mostrando nenhum sinal de rege-
neragdo apos 21 dias pos-vacinagao; a microscopia
eletrbnica de varredura mostrou-se um método
alternativo, seguro e eficaz na avaliacdo da pato-
genicidade do VDN em epitélio traqueal de patos

(Anas platyrinchus), j& que permite a observacgao
das lesBes da doenca de Newcastle.

Scanning electron-microscopy of tracheal epi-
thelium of ducks (Anas platyrinchus) vaccinated
with lasota strain of the newcastle disease virus
(ndv)

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the use of scanning
electron microscopy in the study of the post-vaccinal
respiratory reaction of tracheal epithelium of ducks
(Anas platyrinchus) immunized against Newcastle
disease. Eighteen ducks were distributed into two
groups: T1 — control birds (non-vaccinated); T2 —
birds vaccinated with LaSota strain. The birds did
not show detectable clinical signs of post-vaccinal
respiratory reaction. However, the analysis of tra-
cheal fragments by scanning electron microscopy
showed that birds vaccinated with LaSota strain
developed epithelial sloughing of the trachea that
will result in diseases.

Keywords: Trachea, Newcastle Disease Virus,
LaSota, scanning electron micros-
copy, ducks.
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Figural. Elétron-micrografia de epitélio traqueal de patos (Anas platyrinchus) do grupo controle. Epitélio integro com a presenga de
cilios.

Figura 2. Elétron-micrografia de traquéia de pato (Anas platyrinchus) colhida aos 7 dias pés-vacinagdo com a cepa LaSota, mostrando
grande destruigao epitelial (E).
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