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INTRODUCAO

O virus da bronquite infecciosa aviaria (IBV) € um coronavirus e é altamente contagioso, se replicando
principalmente em células epiteliais do trato respiratério superior, causando uma doenca altamente
infecciosa caracterizada por sinais respiratorios, reprodutivos e renais, dependendo do tropismo viral, e
resulta em impacto econdmico significativo para a industria avicola em todo o mundo. O IBV possui altas
taxas de recombinacgdo e mutacéo, podendo levar a formacéo de virus identificados como variantes, cujas
diferencas podem ndo serem reconhecidas pelos anticorpos induzidos pela cepa vacinal (1, 2). De fato, o
grande numero de cepas e variantes do IBV s&o rotineiramente apontados como causa de surtos em
bandos vacinados. No entanto, a associagdo entre as respostas imunes locais induzidas pelo IBV e os
mecanismos de evasao imune viral ainda ndo foram completamente elucidadas (3). O presente estudo
permitiu investigar e comparar, por diferentes métodos, as respostas imunes precoces induzidas pela
infecc@o com diferentes variantes de campo brasileiras do VBI em aves.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro grupos de 30 pintinhos SPF (Specific Pathogen Free) cada, da linhagem White
Leghorn. As aves foram alojadas em isoladores de presséo positiva, separados em grupo controle ndo
desafiado (CN); grupo desafiado com estirpe respiratéria ndo patogénica (NP, IBV-variante 448/1998);
grupo desafiado com estirpe suspeita de ser nefrogénica (NF, IBV-variante 448/1998), e o grupo desafiado
com estirpe respiratéria patogénica (RP, amostra referéncia M41). As amostras de sangue foram coletadas
entre 1 e 5 dias po6s-infeccdo (dpi) e processadas no mesmo dia para analise por citometria. As células
mononucleares do sangue foram isoladas através do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Amershan
Biosciences). Em seguida, as amostras foram incubadas com os seguintes anticorpos: CD45-APC; CD4-
FITC; CD8a-PE; MHC classe II-FITC; TCRaB/VB1-PE; CD28-FITC; Kul-01-PE; Bu-1-FITC e analisadas em
50.000 eventos, por citometria de fluxo. Nos 5 dpi também coletou-se traqueia para analise de expressao
génica por RT-PCR em tempo real e amostras de rim para andlise histolégica e imunohistoquimica de
TUNEL (terminal deoxymucleotidyltransferase-mediated digoxigenin deoxyuridinenick-endlabeling). A
andlise qualitativa e quantitativa de apoptose celular foi realizada por imunoistoquimica através da técnica
TUNEL com o kit ApopTag Plus Peroxidase in Situ Detection (Cod. S7101, Chemicon, Billerica, USA). O
RNA extraido da traqueia foi submetido a RT-PCR em tempo real para quantificacéo relativa da expressédo
de genes relacionados a resposta imune: inata (NFkB, INFy) e mediada por células (CD40 e CD80). Os
resultados foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, com nivel de significancia de P<0,05. O cDNA
foi obtido utilizando o kit High Capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems) e realizou seqPCR
utilizando SybrGreen.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com 1 d.p.i. a quantidade de mondcitos fagociticos no grupo controle foi maior que nos grupos desafiados
(NP: p <0,05; NF: p <0,01 e RP: p <0,001). Os grupos NF e RP apresentaram maior quantidade de APC (p
<0,001) que a CN. Em relagdo as células T, hd um nimero maior de nado ativadas nos grupos desafiados
(NP: p<0,05; NF: p<0,001; e RP: p<0,001). No entanto, as células TCD8 nédo ativadas foram reduzidas nos
grupos desafiados NP (p<0,001), NF (p<0,001) e RP (p<0,001) quando comparado ao grupo controle. Nao
houve diferenca significativa na quantidade de TCD4 e TCD8 circulantes ativados entre os grupos. Ao
comparar as analises das populac¢des celulares de 1 dpi e 5 dpi, observa-se que os grupos desafiados
aumentaram significativamente na quantidade de mondcitos circulantes (p<0,05); enquanto a populagao de
APCs ndo-monociticas e linfocitos CD4 néo ativados ocorreu uma reducédo. Como esperado, os linfécitos
CD4 e CD8 ativados mostraram um aumento significativo nos grupos desafiados, um resultado que néo foi
observado em CN; (P<0,05) e TCD8 + (NP: p<0,05; NF: p<0,05; RP: p<0,05) significativamente maior que
a CN em 5 dpi. Além disso, a populagédo de linfécitos B nos grupos desafiados também aumentou em 5 dpi.
Os resultados de expressdo génica corroboram com os resultados na citometria de fluxo, isto é, os
resultados de expressao génica foram semelhantes ao de expresséo proteica. A expressao génica de NFkB,
INFy foi significativamente maior nos grupos desafiados em rela¢éo ao grupo negativo, demonstrando uma
grande ativagdo da resposta imune, ja que € um fator de transcricao que desempenha um papel critico na
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coordenacao de ambas as respostas imunes inatas e adaptativas nas infec¢cdes. No entanto, nas analises
de expresséo génica de marcadores de resposta imune celular ativada (CD40 e CD80) apresentram-se
aumentados nos grupos desafiados em relagdo ao grupo negativo, embora sem diferencas significativas
(Tabela 1). Nas andlises histomorfoldgicas ndo foram observadas alterag@es significativas nos grupos
desafiados quando comparado ao grupo CN. Entretanto, observamos uma maior taxa de apoptose celular
no grupo RP do que CN (52,02% vs 4,71%), NP (13,72%) e NF (39,85%). Esses achados sugerem que o
grupo desafiado com a variante altamente patogénica mostra uma lesdo renal morfolégica mais intensa
(Figura 1).

CONCLUSOES
Os resultados indicam que os marcadores de resposta imune celular selecionados no presente estudo
podem desempenhar um papel importante na analise da indugdo de lesGes na traqueia ocasionadas pelo
IBV, e os seus niveis podem estar relacionados com a maior suscetibilidade a leséo renal secundaria. Essa
metodologia podera ainda ser utilizada como técnica de avaliagdo de patogenicidade para estudos desse
virus. Observa-se também que diferentes tipos de células respondem aos desafios com cepas distintas
apresentando variacdo de padrdes celulares de resposta imune inata e adaptativa.
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Tabela 1. Delta CT de cada grupo para cada gene testado.

GRUPO GENES
NFkb INFy CD40 CD80
CN 0,7052 0,0005 0,0348 0,0126
NP 1,1279 0,0311 0,0538 0,0225
NF 0,8205 0,0688 0,0547 0,0275
RP 0,8356 0,0312 0,0523 0,0100
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