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Introducéo

O papel das citocinas e outros mediadores de resposta
inflamat6ria e/ou T-citolitica na patogénese da Bronquite
Infecciosa das galinhas (Bl) permanece pouco
conhecido. Em razdo de o local de replicag@o priméria
do virus da BI (VBI) ser a mucosa traqueal, foi
formulado o objetivo desse trabalho que é de avaliar o
perfil de expressdo génica de citocinas e de outros
marcadores de atividade proé-inflamatoria ou T-citolitica
nesse 6rgdo, em diferentes intervalos ap6s desafio com
0 VBI, a fim de se propor uma nova ferramenta para
realizacdo de testes de patogenicidade e de protecdo
vacinal comumente realizados para essa doenga. Para
validagdo dessa metodologia, os resultados obtidos
foram comparados com lesGes microscoépicas, atividade
ciliar e quantificacdo viral na traqueia, como sendo
parametros  quantitativos relativos a alteragfes
patoldgicas ocasionadas pelo VBI.

Material e Métodos

Foram utilizados dois grupos de 25 aves SPF (Specific
Pathogen Free) mantidos em isoladores com pressdo
positiva. Aos 21 dias de idade, cada ave do primeiro
grupo recebeu 10*° DIEs, da estirpe M41 do VBI via
6culo-nasal. Cada ave do segundo grupo (controle)
recebeu somente o diluente do virus do desafio. Nos
intervalos de 8 horas (h), 24h, 3 dias (d), 7d e 14 d pd4s-
infeccao (dpi) foram sacrificadas cinco aves por grupo.
Amostras de traqueia foram divididas em trés partes,
uma porc¢édo foi submetida ao congelamento rapido para
extracdo de RNA e subsequente RT-PCR em tempo real
para quantificacdo da expressdo génica (atividade proé-
inflamatéria: IL1p, IL6, TNFS15, anti-inflamatdria: IL10 e
TGFB, antiviral T-citolitica: IFNy, Granzima homdloga A
e marcador de linfécito T citotéxico CD8+) e da carga
viral (gene S1), outra porcdo foi separada para
processamento histopatologico e uma terceira porgéo foi
imediatamente avaliada quanto a atividade ciliar. Para
guantificagdo da expressdo génica foi utilizado como
gene constitutivo (normalizador) o 18S, e a variagdo da
expressao dos marcadores testados foi realizada
referente ao grupo controle (Livak & Schmittgen,2001).

Resultados e Discusséo
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Figura 1. Graficos com numero de aumento de vezes da
expressdo génica dos diferentes marcadores testados em
amostras de traqueia de aves desafiadas com o VBI (eixo Y)
nos diferentes intervalos avaliados (eixo X)
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) vl Figura 2. Altera¢Ges patoldgicas
o traqueais induzidas pelo desafio
| com VBl nos diferentes

| intervalos analisados, pelos
| B testes de ciliostase,
o histopatologia e qRT-PCR para

quantificacéo viral (VBI).
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Conclusées

Os resultados da quantificacdo da expressao de genes
associados as atividades proé-inflamatérias ou citoliticas
na traquéia de aves desafiadas com a estirpe M41 do
VBI estdo apresentados na Figura 1, enquanto que 0s
resultados relativos as alteragGes patoldgicas induzidas
pelo VBI estdo apresentados na Figura 2.

Foram observadas correlagbes positivas entre os trés
parametros relativos as alteragdes patolégicas traqueais
induzidas pelo VBI. Os niveis de expressdo dos genes
de IL6, IL10, IFNy e Granzima homoéloga A
apresentaram correlacdo positiva significativa com os
trés parémetros de alteracdes patolégicas traqueais,
sendo que a expressao do gene da Granzima homéloga
A revelou os maiores coeficientes de correlacdo positiva
com esses mesmos parametros. A quantificacéo de IL1B
demonstrou correlagdo positiva somente com a a carga
viral na traquéia. Ja, a expressdo de TNFS15
apresentou correlagdo negativa com 0s escores de
ciliostase e de lesdes histoldgicas.

Os resultados indicam que os marcadores de resposta
inflamatéria e/ou T-citolitica selecionados nesse estudo
podem desempenhar um papel importante na inducao
de lesbes na traqueia ocasionadas pelo VBI, e os seus
niveis de expressao génica podem ser relacionados
com as alteracbes patologicas na traquéia e,
possivelmente, com uma maior susceptibilidade a
infeccdes bacterianas secundarias. Essa metodologia,
principalmente para quantificacdo da Granzima
homologa A, pode ainda ser utilizada como ferramenta
para avaliagdo de patogenicidade e testes de protecdo
vacinal comumente aplicados para estudos de novos
isolados desse virus.
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