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RESUMO. O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da suplementagio de
Arginina (Arg) sobre a resposta imune humoral ¢ o desenvolvimento dos érgaos linfoides de
frangos de corte imunizados contra a Doenga de Gumboro. Foram utilizados 640 pintos de
corte, distribuidos aleatoriamente em um delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos (1. Controle, 2. Imunizagio, 3. Imunizagio + suplementagio de L-Arg e
4. Suplementagio de L-Arg.) e oito repeti¢des de 20 aves cada. As aves dos tratamentos 3 ¢ 4
foram imunizadas no 16° dia, contra a Doenga de Gumboro (cepa intermedidria plus).
Amostras de soro das aves com 14, 21, 28 e 35 dias de idade foram analisadas por ELISA
para detec¢io de titulo de anticorpos contra a Doenga de Gumboro e nestas mesmas idades
foi determinado o peso dos érgaos linfoides e a altura de pregas primirias do tecido linfoide
da bolsa cloacal. Nio houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os tratamentos. A
suplementagio de Arg nio contribuiu com a resposta imune dos frangos de corte
imunizados contra a Doenga de Gumboro. A falta de resposta 3 imuniza¢io pode ser
atribuida 2 baixa viruléncia da cepa vacinal utilizada e 2 presenga de virus de campo.

Palavras-chave: aminodcido, doenca infecciosa da Bursa de Fabricio, sistema imune, titulo de

anticorpos, bolsa cloacal.

ABSTRACT. Assessment of arginine diet on the immune response of broilers
immunized against Gumboro disease. The study was conducted to evaluate the effect
of supplemental Arginine (Arg) on the humoral immune response and development of
lymphoid organs of broiler chickens vaccinated against Gumboro disease. Six hundred and
forty broilers were reared in a complete randomized design with four treatments
(1. Control, 2. Immunization, 3. Immunization and supplementation of L-Arg, and 4.
Supplemental L-Arg.) and eight replications of 20 birds each. Birds in treatments 3 and 4
were vaccinated at 16 days against Gumboro disease (intermediate plus strain). Serum
samples from birds at 14, 21, 28 and 35 days old were analyzed by ELISA for detection of
antibody titers against Gumboro disease, and at these same ages, lymphoid organ weight
was determined and the height of the primary folds of lymphoid tissue in the cloacal bursa
was measured. There was no significant difterence (p > 0.05) among treatments. Arg
supplementation did not improve the immune response of broilers immunized against
Gumboro Disease. The lack of response to immunization may be attributed to the low
virulence of the vaccine strain used and the presence of environmental virus.

Keywords: amino acid, infectious bursal disease, immune system, antibody titers, cloacal bursa.

Introdugao

A Doenca de Gumboro ou Doenga Infecciosa da
Bursa de Fabricio — DIB caracteriza-se por uma
enfermidade aguda, altamente contagiosa, que acomete
frangos de corte na fase de crescimento, nos quais a
bolsa cloacal, érgio responsivel pelo desenvolvimento
do sistema imunolégico das aves, é primariamente
envolvida (ALLAN et al, 1972). E uma doenca
cosmopolita, que tem causado problemas sanitirios na
avicultura industrial, pela imunossupressio causada por

esta doenga, que resulta em perdas econdmicas
consideriveis (SAPATS et al., 2006).

O controle da doenca se resume em medidas de
biosseguridade, aliadas aos programas de vacinacio,
que podem ser definidos de duas formas: o
primeiro consiste na prote¢io de aves jovens por
meio da imunidade passiva, em que a vacinagio das
reprodutoras, no perfodo pré-postura com vacinas
oleosas, tem o objetivo de induzir altos e uniformes
titulos de anticorpos maternos, protegendo os
pintos contra infecgdes precoces no campo. O
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segundo se baseia na vacinagio da progénie com
vacinas vivas, com o intuito de induzir adequada
resposta imune ativa contra o virus de campo de
alta viruléncia durante a fase de criacio dos frangos
(NISHIZAWA et al., 2007).

Apés o registro da presenga de cepas mais
virulentas da DIB em todo o mundo, por volta do
ano de 2002, as vacinas mais leves aplicadas nos
pintinhos tém se mostrado menos eficazes.
Entretanto, os altos niveis de anticorpos maternos
decorrentes dos programas vacinais utilizados nas
matrizes podem interferir com a eficicia das
vacinagdes na progénie com vacinas intermedidrias.
Por outro lado, vacinas atenuadas com menor
ntmero de passagens, ou scja, mais agressivas, que
por serem imunossupressoras, podem, segundo
Giambrone e Closser (1990), resultar em lesdes na
bolsa cloacal das aves vacinadas.

As reagdes observadas apls a vacinagio para
outros agentes infecciosos sio, geralmente, mais
severas em aves acometidas pela DIB, além dos
efeitos secunddrios que afetam negativamente os
parimetros produtivos dos lotes de frangos. Para
evitar essa situagdo, substincias adjuvantes ou
imunomoduladoras, que possam ser facilmente
administradas com a vacina, sem causar efeitos
adversos ¢ ampliar a resposta imune, estio sendo
estudadas (GIAMBRONE; CLOSSER, 1990).

Hi duas décadas, o aminodcido arginina (Arg)
emergiu como importante modulador da imunidade
e de processos fisiolégicos. Este aminoicido, além de
constituir peptideos e proteinas em todos os
organismos vivos, ¢ precursor de muitos compostos
nitrogenados que possuem importantes fungdes
fisiol6gicas (TAYADE et al., 2006). Duas rotas do
metabolismo da Arg sio identificadas e conhecidas
por terem efeitos imunomodulatérios diretos. A
primeira refere-se 3 Arg que se converte 2 ornitina e
gera poliaminas, as quais possuem papel-chave na
divisdo celular, sintese de DNA e regulagio do ciclo
celular. A segunda corresponde 2 sintese do déxido
nitrico (NO), um radical livre altamente reativo,
permedvel as células e membranas que participa de
virios  processos  celulares, incluindo a
neurotransmissio e a  imunidade.  Altas
concentragdes de NO podem ser induzidas por uma
variedade de estimulos inflamatérios como os
lipopolissacarideos de bactérias e citocinas. Essa rota
¢ essencial para a atividade citotéxica de macréfagos
(LE FLOC’H et al., 2004).

Hunphrey e Kirk. (2005), ainda, relataram que a
captagio de Arg e lisina (Lys), pelo figado e pela
bolsa cloacal durante a resposta do sistema imune, é
intensificada para a sintese de proteinas de resposta
da fase aguda, indicando que os componentes
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dietéticos sdo essenciais para o desenvolvimento dos
6rgaos linfoides e para uma resposta imune efetiva.

A Arg é considerada um aminodcido essencial
para aves, principalmente na fase inicial, pelo fato de
que o ciclo bioquimico da ureia nio ser funcional
em aves (AUSTIC; NESHEIM, 1971), as quais nio
podem sintetizar Arg ‘de novo’ e por isso sio
dependentes do fornecimento deste aminodcido nas
dietas. Entre as espécies animais estudadas, as aves
tém a mais alta exigéncia de Arg (BALL et al., 2007),
que se deve, além da falta de sintese enddgena, a alta
taxa de deposigio proteica pelo ripido crescimento
das atuais linhagens de corte, além da interagio
metabdlica entre Lys e Arg, em fungio da relagio
antagdnica existente entre esses aminodcidos.

A finalidade deste estudo foi avaliar o efeito da
suplementagio de Arg sobre a resposta imune
humoral e o desenvolvimento dos érgios linfoides
de frangos de corte imunizados contra a Doenga de
Gumboro.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Aviirio
Experimental da Universidade Federal do Parand —
Campus Palotina. Todos os procedimentos de
cria¢io dos animais e de coleta de material biolégico
foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no
Uso de Animais em Experimentacio da Federal do
Parand — Campus Palotina, tendo em vista que o
ensaio experimental atendeu aos principios éticos na
experimentagio animal, conforme preconiza o
Colégio Brasileiro de Experimenta¢io Animal.

Foram utilizados 640 pintos de corte, da
linhagem Ross, machos, os quais foram alocados
aleatoriamente de acordo com um delineamento
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e
oito repeti¢cdes de 20 aves cada. Os tratamentos
foram compostos por: 1. Controle; 2. Imunizac¢io
contra a Doenga de Gumboro; 3. Imunizac¢io contra
a Doenca de Gumboro com suplementa¢io de
L-Arg e 4. Suplementacio de L-Arg. Para obtencio
dos tratamentos com suplementacio de L-Arg, foi
adicionado 1% de L-Arg a rac¢io em substitui¢do ao
inerte (Caulim). As aves dos tratamentos 3 e 4 foram
imunizados no 16° dia de idade, contra a Doenga de
Gumboro, cepa intermedidria plus (Shering Plough
Animal Health®).

O programa nutricional foi dividido em duas
fases, uma inicial (1 a 21 dias) e outra de
crescimento (22 a 42 dias). As dietas foram
formuladas a base de milho e farelo de soja (Tabela
1), de acordo com os valores de composi¢io quimica
dos alimentos e as recomendacbes nutricionais
propostas por Rostagno et al. (2005).
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Tabela 1. Composi¢io percentual e calculada das dietas
experimentais dos frangos de corte no periodo inicial (1 a 21 dias)
e crescimento (22 a 42 dias).

Ingredientes (%) Racio inicial Ragio crescimento

Milho 52,18 60,71
Farelo de Soja 39,34 30,06
Oleo de Soja 3,14 3,97
Calcario 0,98 1,02
Fosfato Bicilcico 2,09 1,98
Inerte (Caulim)* 1,00 1,00
Sal Comum 0,37 0,36
Bicarbonato de Sédio 0,09 0,11
L-Lisina HCI 78% 0,18 0,21
DL-Metionina 98% 0,29 0,22
L-Treonina 98% 0,04 0,04
Premix vitaminico e mineral '? 0,30 0,30
Valores calculados

Proteina bruta (%) 22,50 19,00
Energia Metabolizivel (kcal kg™) 2949 3100
Cilcio (%) 1,00 0,97
Fésforo Disponivel (%) 0,50 0,47
Sédio (%) 0,19 0,19
Potissio (%) 0,87 0,72
Cloro (%) 0,30 0,30
Lisina Digestivel (%) 1,25 1,06
AAST Digestivel (%) 0,89 0,75
Treonina Digestivel (%) 0,80 0,68
Arginina Digestivel (%) 1,45 1,18
Mongin (Meq 100 g™ 228,22 192,72

*Substituido por L-Arg 99% (tratamentos 3 ¢ 4). 'Mistura Vitaminica (Contetido por kg
de premix): Vit. A 7.000.000,00 UI; Vit. D3 2.200.000,00 UI; Vit.E 11.000,00 mg; Vit.
K3 1.600,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 5.000,00 mg, Vit. B12 12.000,00 mg;
Niacina 35.000,00 mg; Acido Pantoténico 13.000,00 mg; Acido Félico 800,00 mg;
Antioxidante 100.000,00; Veiculo q.s.p. 1.000,00 g. *Mistura mineral (Contetido por kg
de premix): Ferro 10.000,00 mg; Cobre 16.000,00 mg; Iodo 2.400,00 mg; Zinco
100.000,00 mg; Manganés 140.000,00 mg; Selénio 400,00 mg; Veiculo q.s.p. 1.000,00 g.

Aos 14, 21, 28 e 35 dias de vida, todas as aves de
cada unidade experimental ¢ as sobras de ragio
foram pesadas, para a determinagio do ganho de
peso corporal, consumo de alimento e conversio
alimentar.

No 14° dia de vida, antes da vacinagio, e no 21°,
28° ¢ no 35° foram coletadas amostras de sangue de
duas aves por repeti¢io e¢ o soro congelado. Nas
amostras de soro foi avaliada a titulacgio de
anticorpos vacinais contra o virus da Doenga de
Gumboro, pelo de teste imunoenzimitico (ELISA),
utilizando o kit comercial ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) do Laboratério Idexx® e os
dados obtidos foram de absorbancia.

Também aos 14, 21, 28 e 35 dias de vida, uma ave
por unidade experimental foi sacrificada por
deslocamento cervical. Posteriormente, as aves foram
pesadas individualmente e removidos os &rgios
linfoides (bolsa cloacal e timo). O peso dos drgios
linfoides foi obtido, imediatamente, apds a coleta e a
remogio dos tecidos exégenos. O peso relativo de cada
6rgio foi obtido pela seguinte férmula:

Peso relativo = (peso 6rgio/peso vivo) x 100
Para a medida histomorfométrica, a bolsa cloacal

foi fixada em solucio de Bouin e posteriormente
inclusa em parafina. Apés a obtengio de cortes no
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centro do 6rgio com cinco micrémetros de
espessura, as lAminas contendo os cortes histolégicos
foram coradas pelo método da hematoxilina e eosina
(HE), escaneadas e levadas ao analisador de imagens.
Para a leitura das imagens, foi utilizado um
analisador de imagem computadorizado IMAGE
PROPLUS 5.2, da Midia Cibertecnics. Foi
mensurada a altura de trés pregas primdrias do tecido
linfoide da bolsa cloacal de cada repeticio (8 aves por
tratamento) e destes valores foi obtida a média.

Os dados de titulagio de anticorpos avaliados por
ELISA foram transformados em logl10. A avaliacio
estatistica dos dados foi feita por andlise de variincia
e comparagio das médias pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, utilizando-se o programa SAEG
versdo 8.0 (SAEG, 1999).

Resultados e discussao

Nio houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos para nenhuma varidvel avaliada (Tabela 2).
Provavelmente, o fato das aves vacinadas com vacina
intermediiria e nio-vacinadas deste experimento
apresentarem titulos de anticorpos semelhantes, apés a
vacinagio aos 16 dias, se deve 2 presenga de cepas
variantes no ambiente onde as aves foram criadas. As
cepas variantes tém sido identificadas (BERG, 2000) e é
importante destacar que em alguns lotes, a maioria das
cepas encontradas nas amostras recebidas para o
diagnéstico corresponde a este tipo de cepa. As cepas
do virus que atuam sobre o sistema imunolégico dos
frangos variam em sua patogenicidade, se encontrando
desde cepas vacinais clissicas, que nio causam doenga,
até cepas muito virulentas, que tém a capacidade de
produzir porcentagens de mortalidade,
dependendo da imunidade e da idade das aves, quando
se atingem as condi¢des do meio ambiente. Também
estio presentes as cepas variantes do virus de
Gumboro, que geralmente nio causam mortalidade,
mas que induzem atrofia severa da bolsa cloacal, que se
traduz em menor quantidade de linfécitos e, portanto,
menor reagio do sistema imunolégico da ave
(GIAMBRONE; CLOSSER, 1990).

Foi observado neste experimento que houve
persisténcia acima do esperado dos anticorpos
maternos. A sorologia antes da vacinagio foi feita aos
14 dias e observou-se, nesta data, que o titulo de
anticorpos maternos se mantinha bastante elevado e,
por isso, podem ter sido neutralizados pela aplicagio
da vacina na progénie. Assim, como o agente vacinal,
ou de campo, nio desenvolveu sintomas ou lesdes,
com a consequente perda da satide e rendimento das
aves, o nivel de Arg dietético necessirio para o
desempenho das aves foi suficiente para
atendimento do sistema imune em fase de ativagio.

variaveis
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Tabela 2. Peso vivo, peso relativo de timo e bolsa, absorbincia do ELISA e altura de pregas primdrias do tecido linfoide da bolsa cloacal de

frangos de corte aos 14, 21, 28 e 35 dias de idade.

Tratamentos Peso vivo, g Timo, % Bolsa cloacal, % Absorbincia do ELISA  Prega bolsa cloacal, mm

14 dias
Controle 440 = 63,60 0,080 =+ 0,02 0,298 = 0,08 3,17 = 0,27 9,40 + 1,39
Imunizacio 471 = 42,30 0,081 = 0,01 0,257 = 0,08 3,2+024 8,58 = 0,36
Imunizacio + L-Arg 483 = 32,07 0,079 = 0,02 0,279 = 0,05 3,1 0,28 8,94 + 0,84
L-Arg 467 = 41,81 0,072 = 0,01 0,254 = 0,06 329 = 0,21 9,23 + 1,25
CV, % 3,29 4,24 4,92 7,99 11,22
P NS NS NS NS NS

21 dias
Controle 964 = 71,77 0,092 + 0,02 0,314 = 0,14 2,39 * 0,43 11,54 = 1,51
Imunizagio 1056 = 51,79 0,081 + 0,02 0,251 = 0,04 2,68 = 0,41 12,32 = 1,60
Imunizagio + L-Arg 1088 = 81,44 0,080 + 0,01 0,329 + 0,06 2,47 * 0,50 12,06 = 1,94
L-Arg 1035 = 79,40 0,087 + 0,02 0,346 = 0,06 2,59 0,24 12,43 = 1,81
CV, % 3,29 4,24 4,92 16,30 13,62
P NS NS NS NS NS

28 dias
Controle 1680 = 152,87 0,085 + 0,02 0,261 = 0,08 2,31 + 0,30 13,59 * 3,40
Imunizacio 1794 + 112,48 0,068 =+ 0,02 0,244 + 0,05 2,43 + 0,40 12,97 = 1,37
Imunizagio + L-Arg 1781 = 97,00 0,068 =+ 0,01 0,219 * 0,06 2,41 £ 0,38 13,62 * 3,19
L-Arg 1746 = 87,21 0,071 = 0,03 0,230 + 0,03 2,36 = 0,52 11,65 * 2,05
CV, % 3,29 4,24 4,92 16,79 20,86
P NS NS NS NS NS

35 dias
Controle 2275 + 147,71 0,063 + 0,01 0,262 = 0,07 2,69 * 0,41 13,86 = 3,07
Imunizacio 2460 + 176,36 0,068 =+ 0,04 0,202 = 0,03 2,62 = 0,52 13,90 = 3,09
Imunizagio + L-Arg 2454 + 127,04 0,063 = 0,02 0,232 + 0,04 2,70 = 0,51 12,86 = 2,81
L-Arg 2453 + 135,11 0,058 =+ 0,01 0,207 = 0,04 2,80 + 0,36 12,09 = 2,64
CV, % 3,29 4,24 4,92 16,68 21,56
P NS NS NS NS NS

NS: nio significativo (p > 0,05).

Independente da falta de resposta 4 vacinagio,
nio foi observado efeito da suplementacio de L-Arg,
apesar de a mesma estar envolvida em diferentes
componentes do sistema imunolégico. Este
resultado difere do observado por outros autores.
Tayade et al. (2006) demonstraram que a resposta
vacinal contra o virus da Doenga de Gumboro de
frangos suplementados com 2% de Arg foi 20% mais
eficiente que a resposta induzida apenas pela vacina
sem adigio de Arg. A elevada resposta humoral e a
protecio observada no grupo de aves vacinadas e que
recebeu a suplementacio de Arg na dieta, segundo
estes autores, pode ser atribuida ao ntmero de
fungdes imunorregulatérias da Arg sobre o sistema
imunolégico.

A Arg é necessdria para a diferenciacio das células B
e também estd envolvida na liberacio destas células da
bolsa cloacal ou da medula 6ssea (DE JONGE et al.,
2002). Ainda, segundo Abdukalykova e Ruiz-Feria
(2006), niveis adicionais de Arg podem acelerar a
produgio de anticorpos em frangos de corte. Por outro
lado, a resposta imune humoral das aves pode ser
afetada pela suplementacio de Arg apenas em longo
prazo. Deng et al. (2005) observaram aumento no
titulo de anticorpos contra hemdcias de carneiro,
somente apds quatro semanas do fim da suplementagio
de Arg na dieta de frangas de postura.

Outro aspecto a ser considerado, no metabolismo
da Arg, é a competi¢io da arginase ¢ a 6xido nitrico
sintetase pela Arg como um substrato comum, mas que
¢ preferencialmente degradada pela via da arginase I, o
que pode levar a redugio na sintese de NO pelos

leucécitos (WU; MORRIS JR., 1998). Neste sentido, a
suplementagio adicional de Arg nas dietas de aves
imunocomprometidas poderia aumentar ainda mais a
atividade da arginase, e, com isso, menos Arg seria
disponivel para a sintese de NO (KEPKA-LENHART
et al. 2000). Alternativamente, Bansal et al. (2004)
sugerem como estratégia dietética para restaurar as
concentragdes plasmaticas de Arg, a suplementagio de
citrulina,  principalmente  em  condi¢ées  de
imunodeficiéncia associadas com elevada atividade
plasmitica da arginase. A citrulina é um aminoicido
que nio é encontrado em nenhuma proteina corporal,
além da inabilidade das aves na sintese endégena de
citrulina, a suplementagio dietética se constitui na
tnica fonte de Arg para os macrdfagos, via ciclo NO-
citrulina (WIESINGER, 2001).

Corzo e Kidd (2003) atribuem a exigéncia mais
elevada em Arg, na fase inicial de vida dos frangos de
corte, ao desenvolvimento do sistema imune. A Arg
estimula a liberagio de hormdnios, como o hormdnio
do crescimento, insulina e glucagon, os quais podem
aumentar a sintese proteica e a eficiéncia alimentar.
Outro mecanismo inclui 3 formagio de ornitina um
precursor das poliaminas, as quais estio envolvidas na
sintese de DNA ¢ na proliferagio celular e ainda no
aumento da formagio de NO e na alteragio da
liberagio de citocinas (DENG et al., 2005; KAWAK
etal.,, 1999; LE FLOC’H et al., 2004).

A suplementacio com Arg reduziu os efeitos
imunossupressores da vacina em outros experimentos.
A julgar por estes resultados apontados na literatura
consultada, a Arg tem potencial para ser considerada
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uma substincia imunomoduladora segura, pouco
dispendiosa e de ficil administragio. Entretanto, mais
estudos devem ser desenvolvidos para que,
efetivamente, possa ser incluida aos programas de
vacinagao.

Conclusao

A falta de resposta a imunizagio pode ser
atribuida 2 baixa viruléncia da cepa vacinal utilizada e
a presenca de virus de campo que interferiu na
avaliagio da resposta imune das aves. A
suplementagio de Arg nio contribuiu com a resposta
imune dos frangos de corte vacinados contra a
Doenga de Gumboro.
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