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INTRODUCAO

O virus causador da anemia infecciosa das galinhas (CAV), membro do género Gyrovirus, familia
Circoviridae (genoma de DNA pequeno, circular e de fita simples) e o girovirus aviario tipo 2 (AGV2),
recentemente identificado e, que, apesar de apresentar baixa homologia gendmica com o CAV, sugere-
se, que seja também pertencente ao género Gyrovirus, encontram-se amplamente distribuidos, podendo
ser detectados na maioria das criagdes comerciais de aves (1, 2). Embora o CAV esteja diretamente
ligado a episddios que resultam em perdas econdmicas na avicultura devido a ocorréncia de
imunossupressdo em galinhas que ndo apresentem imunidade a este agente, até o presente momento
desconhece-se a real participacdo do AGV2 em alguma doenga aviaria. Frente a esse cenario, para que
seja possivel avaliar o papel da presen¢ga do AGV2 na saude das aves, € necessario que se tenham
técnicas de diagndstico que possam ser utilizadas para detec¢cdo de ambos os virus, mas principalmente
do AGV2. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo a padronizacdo de uma técnica de
hibridizacéo in situ (ISH) visando a deteccéo destes agentes. Tal prova (ISH) baseia-se no anelamento de
duas sequencias de &cidos nucléicos especificos (sonda + genoma-alvo), complementares entre si, que
sdo detectados diretamente nos tecidos fixados e processados para histopatologia. Através da utilizagao
desta técnica existe a possibilidade da realizagdo de estudos retrospectivos utilizando como material de
analise tecidos previamente fixados em blocos de parafina ou laminas histologicas. Este método permite a
identificacdo de células que contenham a regido-alvo, fornecendo informacdes sobre a localizagéo
intracelular, celular ou tecidual dos acidos nucléicos em questdo. A hibridizagdo in situ trata-se de uma
técnica de diagnéstico indireta e ndo radioativa, onde se utiliza um marcador (digoxigenina) ligado a
anticorpos especificos, que reconhecem a molécula reporter que esta ligada quimica ou enzimaticamente
a sonda, permitindo, dessa forma, a deteccgao indireta de uma determinada sequéncia nucleotidica (3).

MATERIAIS E METODOS

Foram coletados 6rgdos (bursa, medula 6ssea e timo) de aves previamente inoculadas com o virus
causador da anemia infecciosa das galinhas (CAV) e com o girovirus aviario tipo 2 (AGV2), sendo os
testes histolégicos realizados separadamente para ambos o0s virus. Em seguida, os o6rgdos foram
processados, o que incluiu: fixagdo em formol, inclusédo em bloco de parafina e subsequentes realiza¢éo
de cortes do material em uma espessura de 2 micras (um). A seguir, o material foi submetido a tratamento
com xilol e etanol em concentragdes crescentes para desparafinizacédo e reidratagdo dos tecidos. Apds,
os tecidos foram incubados com uma solu¢do que continha a sonda de DNA marcada sendo que,
posteriormente a reacdo de hibridizacéo os tecidos foram lavados para remocdo das sondas néo ligadas.
A sonda consistia de uma sequencia de nucleotideos complementar & sequencia-alvo do genoma viral,
quefoi sintetizada e conjugada a um marcador (digoxigenina) utilizando-se o kit PCR DIG Probe Synthesis
(Roeche®) (4). A presenca de sonda e, consequentemente, do acido nucleico viral, foi indicada pela
mudancga de coloragdo do substrato nas células infectadas.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Utilizando-se a sonda marcada (Fig. 1), foi possivel verificar a presenga da coloragdo esperada no
material proveniente de aves infectadas com CAV e AGV2 (Fig. 2), sendo que tal coloragdo néo foi
evidenciada no material proveniente das aves néo infectadas (Fig. 3).
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CONCLUSOES
Conforme descrito no presente trabalho, os resultados alcancados foram satisfatdrios no que diz respeito
a padronizacao das técnicas de ISH visando a deteccéo de CAV e AGV2. Quando estiverem devidamente
padronizadas estas ferramentas poderédo ser utilizadas para verificagdo da disperséo de tais agentes nos
diversos tecidos de aves infectadas, bem como os efeitos de tais infecgbes em seus hospedeiros sendo
possivel, dessa forma, entender melhor a ecologia destes agentes.
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Fig. 1. Gel de agarose corado com brometo de etidio visualizado a luz ultravioleta
Linha 1: padrdo de peso molecular 100pb (Invitrogen ®). Linha 2: sonda para AGV2 e CAV marcada com digoxigenina (aprox. 450pb
para AGV2 e aprox. 300pb para CAV). Linha 3: controle da reacdo sem digoxigenina (aprox. 350pb para AGV2 e aprox. 190pb para
CAV). Linha 4: controle da reacéo utilizando reagentes do Kit (aprox. 500pb). Linha 5: padrdo de peso molecular 100pb (Invitrogen ®). *
(AGV2 marcado com digoxigenina); # (CAV marcado com digoxigenina).
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Fig. 2. Corte histolégico do timo. Ave infectada pelo virus AGV2 (esquerda) e CAV (direita). As células marcadas
apresentaram granulécitos aleatérios dispersos no parénquima, principalmente na regido cortical e medular
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Fig. 3. Corte histoldgico d
(direita) células negativas para acidos nucleicos do CAV
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