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RESUMO

A bronquite infecciosa das aves (BI) é causada por um virus da familia Coronaviridae e
caracteriza-se por uma enfermidade contagiosa, de distribuicdo mundial. A presenca de novas
variantes do virus tem trazido grandes perdas econOmicas a induastria avicola. A grande
variabilidade genética do VBI das aves, o dificil controle vacinal e as diferencas em
patogenicidade principalmente a falta de conhecimento da interagdo patégeno-hospedeiro,
surge a necessidade de maiores estudos relacionados a imunopatogénese viral para que
possam auxiliar futuras abordagens de controle. O objetivo deste trabalho foi estudar o perfil
de transcrip da resposta a infeccdo causada por uma cepa cldssica (M41), através dos estudos
de expressdo génica dos genes TLR3 e INF tipo I, envolvidos na resposta imune inata, em
diferentes horas pos infeccdo. Nos demonstramos aqui que galinhas infectadas com a cepa
classica do Virus da Bronquite Infecciosa (M41) apresentaram na fase inicial da infeccao,
primeiras (6,12,24) horas pds infeccdo, aumento na expressao de IFNa, seguido por uma
supressdo da via de sinalizacdo TLR3 enquanto que os niveis basais de IFNf permaneceram
inalterados. O aumento imediato da resposta IFNa logo nas primeiras 6 horas pds infec¢ao
caracteriza esta citocina como principal mediadora da resposta inata a infec¢do pelo VBI
(M41).

Palavras-chaves: Bronquite Infecciosa,Coronavirus,Imunopatogenia.



ABSTRACT

Avian infectious bronchitis (IB) is caused by a virus of the family Coronaviridae and
characterized by a contagious disease of worldwide distribution. The presence of new variants
of the virus has brought huge economic losses to the poultry industry. The great genetic
variability of the poultry VBI, the difficult vaccine control, and the differences in
pathogenicity, mainly the lack of knowledge of host-pathogen interaction, arises the need for
further studies related to the viral immunopathogenesis that can help future control
approaches. The objective of this work was to study the transcriptional profile of the response
to infection caused by a classical strain (M41), through studies of gene expression of genes
TLR3 and INF type I, involved in innate immune response, at different hours after infection.
We demonstrate here that hens infected with the classical strain of Infectious Bronchitis Virus
(M41) showed during the initial phase of infection, the first 6, 12, and 24 hours after
infection, increased expression of IFNa, followed by suppression of TLR3 signaling pathway,
while the basal levels of IFNP remained unchanged. The immediate increase of IFNa
response in the very first 6 hours after infection characterizes this cytokine as the primary
mediator of the innate response to infection by IBV (M41).

keywords: Infectious Bronchitis, Coronaviruses, Imunopatogenia.
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1.1 VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA DAS AVES

O Virus da Bronquite infecciosa (VBI), um coronavirus de galinhas (Gallus gallus), causa
uma doenga viral aguda e altamente contagiosa que provoca grandes perdas econdmicas a
industria avicola em todo o mundo, apesar do uso rotineiro de vacinas vivas e inativadas
comercialmente disponiveis (MONTASSIER et al., 2008; LIU et al., 2009). No Brasil, a
Bronquite Infecciosa (BI) ¢ uma doenca endémica, permanecendo como problema econdmico
importante para avicultura, apesar das tentativas de controle por vacinac¢do. Os surtos no pais
tém ocorrido com frequéncia e com a emergéncia de novas variantes do virus (MENDONCA
et al., 2009).

A Bl esta incluida na lista da Organiza¢do Mundial de Saude Animal (OIE) e Organizagado
para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) como uma doenca transmissivel de notificagdo
anual, que tem importancia socioecondmica e implica¢des sanitarias, podendo trazer alguma
repercussdao a qualquer momento no comércio internacional de produtos e animais. Essa
enfermidade ocorre em praticamente todas as regides do mundo onde existe avicultura
industrial. A doenca foi descrita pela primeira vez em Dakota do norte, nos EUA, em 1930,
sendo denominada de Bronquite Infecciosa por SCHALK & HAWN. No Brasil, identificada
pela primeira vez em 1957 por HIPOLITO et al, 1957. Ha evidéncias que a doenga ocorra em
todo pais, e os ultimos surtos registrados foram no ano de 2008. Quatro deles ocorreram no
estado da Bahia, um no estado de Pernambuco e um no estado de Santa Catarina. VBI
também foi isolado em Sao Paulo, Paranda, Rio de Janeiro, Ronddnia (DI FABIO et al. 2000),
Minas Gerais (ABREU et al., 2006) e no Distrito Federal (OIE, 2008).

O VBI das galinhas pertence ao género Coronavirus, familia Coronaviridae e ordem
Nidovirales e ¢ o prototipo dessa familia (MONTASSIER et al., 2008). Dentro do género,
Coronavirus faz parte do grupo trés, conforme estabeleceu a classificagao do Internacional
Comitte for the Taxonomy of Virus (ICTV), em 1993, a qual tomou como base as
propriedades antigénicas e soroldgicas, utilizando anticorpos poli € monoclonais, sendo que
tais resultados foram posteriormente confirmados pelo sequenciamento genomico dos
sorotipos mais relevantes desse virus (CAVANAGH, 2005). Deve-se elucidar, ainda, que os
grupos 1, 2 e 4 incluem coronavirus de mamiferos, enquanto que o grupo 3 retine coronavirus
isolados de aves, como VBI e outros geneticamente assemelhados a este mesmo virus, ficando
assim constituida: Coronavirus da Bronquite infecciosa , Coronavirus dos perus (TCoV),

Coronavirus de faisdes (PhCoV), Coronavirus de gansos, Coronavirus de marrecos,
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Coronavirus de pombos e outros que ainda estao sendo estudados (CAVANAGH et al., 1994;
1995; CAVANAGH, 2005; 2007).

Sdo virus envelopados, com um diametro médio de 120 nm, seu genoma ¢ constituido
por RNA de fita simples polaridade positiva de 28 a 32 kb que codifica quatro proteinas
estruturais; glicoproteina Spike (S), pequena proteina de membrana (E), proteina integral de
membrana (M) e a proteina do nucleocapsideo (N) que interage com o RNA gendomico
(CAVANAGH E NAQUI, 2003). Os coronavirus também codificam um conjunto de
proteinas acessorias cuja funcdo ¢ desconhecida e sabe-se que ndo sdo requisitadas para
replicagdo in vitro, mas que pode empregar um papel na patogénese (CASAIS et al., 2005;
YOUNT et al., 2005).

O VBI ¢ resultante de uma mistura de mutantes genéticos, gerados por mutagdes
pontuais, delegdes, inser¢des, € recombinagdes que ocorrem durante a replicagio do RNA
viral. As mudancas ativas e constantes da populacdo viral permitem a sele¢do da
subpopulagao de VBI melhor adaptada ao hospedeiro, garantindo sobrevivéncia longa do
virus na célula, no organismo, ¢ na populacio hospedeira, levando as mudangas na
patogenicidade e a emergéncia de novos patogenos virais. Sendo esses eventos responsaveis
pela elevada variabilidade genética e antigénica do VBI. No campo, a consequéncia disso € o
isolamento continuo de novas estirpes variantes, que causam a quebra da imunidade conferida
pelas estirpes vacinais, dificultando o emprego apropriado de programas de controle, uma vez
que se observa um baixo grau de protecdo cruzada entre os diferentes sorotipos
(CAVANAGH e GELB, 2008; CAVANAGH, 2005).

A maior parte do que se conhece dos coronavirus em aves baseia-se no VBI, que ¢ um
patdgeno de aves domésticas da espécie Gallus gallus que replica primariamente no trato
respiratorio, mas também em células epiteliais de outros 6rgdos, dentre os quais trato
digestivo, reprodutivo e urinario (CAVANAGH e NAQUI, 2003; CAVANAGH, 2007). Os
sinais clinicos tipicos de BI consistem de respiracdo ofegante, tosse, espirros, estertores
trdqueos-bronquiolares, corrimento nasal e a vezes, conjuntivite, sinusite, nefrite, nefrose,
epididimite (IRITANI ef al., 1991; FARSANG et al., 2002; CAVANAGH, 2007). Os sinais
clinicos podem variar de acordo com a idade das galinhas, patogenicidade da cepa viral e
nivel existente de imunidade.

No Brasil, algumas variantes de campo tém sido isoladas nos ultimos anos e
classificadas genética e fenotipicamente em um grupo a parte, por apresentarem
caracteristicas peculiares que diferem das demais estirpes de referéncia e que foram isolados

em outros paises, sobretudo no que diz respeito a patogenicidade. Tais sorotipos se
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caracterizam por induzirem lesdes nas células epiteliais da mucosa do sistema respiratorio,
principalmente em aves jovens, causando alta morbidade e até mortalidade, podendo afetar
outros O6rgdos como o rim € o sistema reprodutor, onde causam danos ovarianos levando a
reducdo antecipada e prolongada na produ¢do e qualidade do ovo em ave de postura ou lesdes
testiculares em machos reprodutores (CAVANAGH e NAQI, 2003; VILARREAL et al.,
2007).

Em 1991, na Inglaterra, comegou a ser relatados em galinhas em producdo vacinadas,
sinais de doenca com caracteristicas incomuns a bronquite infecciosa. Estes surtos foram
associados com um novo tipo de virus, completamente diferente das amostras de VBI ja
descritas. O novo virus foi denominado 793B por Gough et al., 1992 ¢ amostra 4/91 por
Parsons et al., também em 1992. A doenga relatada apresentava mortalidade elevada e uma
miopatia do musculo peitoral profundo (GOUGH et al., 1992; APUD Cook, 1996). No Brasil,
a partir de 2003, surtos “atipicos” de bronquite associados com a apresentacdo de um novo
tipo de lesdo, caracterizada por degeneragdo e necrose da musculatura peitoral, também foram
observados (BRENTANO et al., 2005). Nestes casos, o V BI foi isolado e confirmado por
testes de RT-PCR. Foi possivel reproduzir em aves Specific Patogen Free (SPF), doenga
respiratéria e renal, tanto com lesdes macroscopicas como microscopicas, mas ndo foi
possivel reproduzir as lesdes de miopatia. Os autores concluiram pela necessidade de novos
testes.

Em 2005, trés isolados brasileiros de VBI envolvidos com casos de lesoes
respiratorias, renais, alteragdes na quantidade e qualidade dos ovos e miopatia foram
sequenciados, a partir de produtos de PCR do gene S1 (BRENTANO et al., 2006). Duas
amostras apresentaram perfil relacionado as amostras nefropatogénicas do VBI e uma delas
foi classificada como sorotipo Massachusetts. Os resultados de filogenia encontrados indicam
ndo haver necessariamente relacdo entre sorotipo ou perfil gendmico variante e as novas
lesdes de miopatia observadas. Porém, até o momento, somente um pequeno numero de
amostras foram sequenciadas e ainda ndo foi avaliada a presenca do VBI no tecido muscular,
independente da deteccdo em tecidos do sistema respiratorio e renal. Uma das amostras
sequenciadas foi utilizada para testes de desafio frente a uma vacina sorotipo Massachusetts
(TREVISOL et al., 2006). Os resultados demonstraram redugdo dos sinais clinicos, mas nao
da ciliostase e alta taxa de recuperacdo viral quando se comparou grupo vacinado e agredido
com o grupo somente desafiado. No estudo, ndo houve completa protecdo cruzada, e a
possibilidade de rever programas vacinais e sorotipo vacinal € questionada, mas ndo

respondida.
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A presenca de novas amostras “atipicas” do VBI no Brasil ndo ¢ novidade, uma vez
que em 1973, July e Hipdlito comprovaram a presenga de amostra nefropatogénica no pais e a
partir daquele ano, dados de soro epidemioldgicos foram investigados e novos relatos de
nefrite-nefrose foram novamente publicados em 1979 por Lamas et al. Foram a partir
daqueles estudos que ficou comprovada a necessidade do uso de uma vacina para esta
enfermidade em nosso pais, fato que veio a ocorrer em 1978, com a liberagdo da vacina
contendo sorotipo Massachusetts (DI FABIO, 2003). Inicialmente o resultado foi
completamente satisfatorio e ainda hoje apresenta um grau de eficiéncia. Em 1985, Brandem
descreveu o isolamento de uma amostra com evidéncias de sorotipo Arkansas, em 1987, Di
Fabio isolou amostras que apresentavam pouca relacdo antigénica com a amostra
Massachusetts e em 1992, Wentz relata amostras com pouca relagdo antigénica com as
amostras Massachusetts e Arkansas. Um dos dados cientificos mais recentes sobre amostras
“variantes” de BI no Brasil data de 2000, onde Di Fabio et al pesquisaram amostras de VBI
em frangos e poedeiras e encontraram pelo menos cinco diferentes sorotipos. O fato de apenas
recentemente a notificacdo para a doenca se tornar obrigatéria, justifica em partes, a
insuficiéncia de dados de casos clinicos da doenca no Brasil, mesmo sendo uma doencga
endémica na avicultura mundial.

Em 1979, o Ministério da Agricultura aprovou e licenciou as vacinas vivas de BI contra
as cepas Mass H120 e H52, importadas e nacionais, para serem usadas em todos os lotes de
aves no Brasil. Em 1980, vacinas inativadas usando as mesmas cepas foram introduzidas. O
sorotipo padrdo, e o primeiro caracterizado no mundo e no Brasil, foi o Massachusetts.

Embora com o uso de vacinagdo, o controle da BI nunca foi, conforme relatos de
campo, plenamente satisfatorios, sendo, porém, importante lembrar que nao se tem dados de
prevaléncia nacional atualizados no Brasil (ITO et al., 2006). Sendo assim, ¢ importante que
se conhega os perfis filogenéticos destas amostras que se apresentam atualmente envolvidas
com miopatia, para melhor caracterizar esta variante no pais, gerando informacdes mais
concretas sobre este novo sorotipo denominado VBI 4/91 em nosso pais e determinar o grau
de protecdo conferido pela amostra vacinal Massachusetts frente as amostras isoladas no
Brasil.

A despeito de existirem vacina vivas e inativadas contra o VBI, persistem grandes
entraves para se estabelecer uma condi¢do de controle mais efetivo da infeccdo nos plantéis
avicolas, os quais estdo mais diretamente relacionados ao aparecimento, entre essas mesmas
aves de novos sorotipos ou variantes do agente etioldgico, as quais sdo distintas das estirpes

selvagens e vacinais. Em decorréncia disso, no mundo todo, tem sido crescente a identificagdo
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de variantes genéticas e antigénicas do VBI, tornando muito dificil o controle dessa
enfermidade. Portanto, um programa especifico de vacinagdo ou o desenvolvimento de
vacinas especificas para uma imunoprofilaxia bem sucedida da BI requer uma avaliagdo mais
acurada ou do VBI, ou do organismo hospedeiro, ou idealmente, da relagdo hospedeiro
(aves)- virus (VBI), no sentido de se entender melhor a propria pressao seletiva exercida pelas
respostas imunes das aves sobre esse patogeno viral e que permeia o processo de variagao
pelo qual esse agente passa em sua evolugdo (MONTASSIER, 2008).

A avicultura brasileira tem lugar de destaque no cendrio mundial, ocupando a primeira
posicdo na exportacdo de carnes de frango e a terceira em termos de produgdo de carne e
derivados de frango, ¢ importante salientar que nos ultimos anos houve um relevante avango
na producdo de ovos pelo setor avicola de postura de nosso pais, que além de atender toda
demanda do mercado interno, tem potencial para ser destinado a suprir as necessidades do
mercado externo (MONTASSIER, 2008).

A BI das galinhas exerce um impacto significativo em perdas econdmicas no mundo
todo, relacionada a diminui¢do do crescimento, comprometimento da qualidade e da producao
de ovos, mortalidade, condenagdo no abate e gastos com insumos incluindo diagnostico,
vacinas, e antimicrobianos a fim de eliminar infecgdes bacterianas intercorrentes. Os prejuizos
causados diretos e indiretos sdo de ordem de um milhdo de dolares anualmente (JONES,

2010).

1.2 VARIABILIDADE GENETICA DO VBI

Uma caracteristica peculiar dos virus RNA,¢éque os Coronavirus apresentam uma alta
freqiiéncia de mutagdo a qual decorre principalmente dos mecanismos de falhas de correcao
(“proof-reading”) da enzima RNA polimerase, como também pelo fato de a transcricdo do
RNA gendmico ser descontinua nos coronavirus e se processar em “saltos” (LAI, 1992). A
evolucdo do VBI ¢ um fendmeno relativamente freqiiente, devido a alta capacidade de
variabilidade genética desse virus o que se traduz pelo aparecimento de alteragdes genéticas
marcantes especialmente os genes codificadores das proteinas estruturais S e N, e em menor
escala, das proteinas ndo estruturais ou até mesmo em regides ndo codificadores (UTRs). Tais
alteracdes genéticas conduzem mudancas relevantes nas caracteristicas fenotipicas, como por
exemplo, nas propriedades antigénicas e naquelas associadas a viruléncia e/ou a
patogenicidade desse mesmo agente infeccioso. Para ilustrar melhor as consequéncias da

grande variabilidade que ocorre entre as cepas do VBI, ja foram descritos, em diversas partes
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do mundo, mais que 20 sorotipos desse virus (CAVANAGH e NAQI, 2003; CAVANAGH et
al., 1991; GELB et al., 1991; KUSTERS et al., 1989).

Sandri 2009, através do sequenciamento parcial da regido codificadora da subunidade
S1 da proteina S do IBV, identificou pelo menos quatro linhagens virais no plantel avicola
brasileiro, sendo todos agrupaveis em um genotipo Brasileiro exclusivo, além da existéncia de
amostras pertencentes ao genotipo 4/91 (793B, CRRS) e outras aos genotipos massachussets

(SANDRI, 2009).

1.3 PATOGENIA DO VBI

VBI infecta inicialmente o trato respiratorio superior e, preferencialmente as células
ciliadas e secretoras de muco desse sistema. O titulo infectante viral atinge valores maximos
nas mucosas do nariz e traquéia, aos trés dias ap6s o inicio da infecg¢do; permanecendo nesses
patamares por mais dois a cinco dias. Com relagdao a capacidade de o VBI infectar outros
orgdos do trato respiratdrio, estudos revelaram a presenga de titulos virais similarmente
elevados, nos pulmdes e nos sacos aéreos (CAVANAGH e NAQI, 2003; CAVANAGH,
2007).

Embora a nomenclatura do VBI sugira que se trata de um patdgeno apenas do trato
respiratdrio, este virus, além de se replicar em tecidos e 6rgdos desse sistema (nariz, traquéia,
pulmdo e sacos aéreos), causando lesdes proeminentes nesses tecidos, apresenta também
tropismo e patogenicidade para muitos outros tipos de células epiteliais, incluindo as que
estdo presentes na constitui¢ao dos rins, das células do oviduto ou dos testiculos e muitos
outros tipos celulares do trato gastrointestinal, que constituem, por exemplo, o eséfago, o
proventriculo, o duodeno, o jejuno, a bursa de Fabricius, as tonsilas cecais, o reto e a cloaca
(CAVANAGH, 2005). Infecgdes de tecidos entéricos geralmente ndo se manifestam clinica e
patologicamente, ndo obstante quadros de proventriculite ou enterite podem ser
desencadeados por determinadas cepas do VBI (CAVANAGH, 2005; 2007). Por outro lado,
algumas estirpes do VBI sdo predominantemente nefropatogénicas, isto ¢, quando inoculadas
em pintinhos de um dia de idade, reproduzem experimentalmente um quadro caracteristico de
nefrite, que culmina em elevada mortalidade. Alternativamente a esses patotipos do VBI,
foram descritas algumas outras estirpes com uma predilecdo mais acentuada para replicacdo
em tecidos gonadais, nos quais desencadeiam lesdes e comprometimento do funcionamento
normal desses Orgaos, especialmente de ovarios, de ovidutos e de testiculos (PENSAERT e

LAMBRECHTS, 1994, PEREIRA et al., 2006).
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Em vista disso, verifica-se que existem diferentes patotipos do VBI com capacidade de
gerar lesOes significantes nos sistemas respiratérios, urinario e reprodutor de aves de todas as

idades, as quais podem acarretar severas perdas econdmicas a industria avicola.

(CAVANAGH; NAQI 2003; CAVANAGH, 2007).

1.4 NEFRITE ASSOCIADA AO VBI

Vérios termos tém sido usados para descrever as lesdes renais resultantes da infec¢do
por VBI, em concordancia com os achados histopatoldgicos o termo nefrite-nefrose parece ser
0 mais apropriado para as lesoes, onde se observa inicialmente mudangas degenerativas nas
células epiteliais do tiibulo contorcido e rea¢des inflamatorias no parénquima e intersticio. Em
nefrite induzida por VBI evidencia-se uma concomitante ocorréncia de dano tubular e
mudangas inflamatérias (SILLER e CUMMING, 1974). Particulas virais foram encontradas
na superficie de células epiteliais € no limem do tibulo contorcido (GORYO et al., 1984;
TSUKAMOTO, 1996).

O Virus foi algumas vezes isolado de rins ndo apenas em doenca espontinea (e.g.
WINTERFIELD e HITCHNER, 1962; CUMMING, 1963; MINARIK, 1967 APPUD
SILLER, 1981), mas também de rins experimentalmente infectados (HITCHNER, 1970;
JONES, 1974; MACDONALD e MCMARTIN, 1976; PURCELL et al., 1976;
MACDONALD et al., 1980 APPUD SILLER, 1981). Mesmo cepas de vacinas nao
nefrotropicas, como por exemplo, H 120, que ndo causa lesdo renal pode ser recuperada dos
rins de aves infectadas (MACDONALD e MCMARTIN, 1976 APPUD SILLER, 1981).
Outros estudos também demonstraram os efeitos deletérios de cepas VBI nefropatogénicas,
onde foi observado nas aves infectadas sinais de nefrite, ¢ em concordancia com Siller, foi
visto nesse estudo que uma cepa que ndo era caracterizada como nefropatogénica também
causou nefrite intersticial, foi visto ainda que as lesdes renais diferem entre as diferentes
cepas. A cepa Wolgemuth, produziu nefrose com destruicdo das células tubulares na fase
inicial da infec¢do e subseqiiente inflamag¢do mononuclear ao redor dos tibulos; por outro
lado, nas aves infectadas com as cepas Gray e CV56b, as lesdes renais consistiram de células
mononucleares agregadas no intersticio que progrediu com o tempo para os tibulos proximais
ocupando-o extensamente. Algumas cepas causam dano renal direto, outras atuam
indiretamente, sugere-se que isto possa ser um mecanismo imuno-mediado, como evidenciado
pela aparéncia histolégica de numerosos agregados linféides causados pelas cepas Gray e

CV56b (LEE et al., 2004).
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1.5 SISTEMA IMUNE INATO NA INFECCAO VIRAL

O sistema imunologico ¢ uma forma universal e evolutiva antiga na defesa do
hospedeiro contra organismos infecciosos. O papel do sistema imune inato ¢ primariamente
reconhecer potenciais patgenos de si poprio. A funcdo central deste sistema é o
reconhecimento de organismos invasores € inicio da resposta para limitar a propagacao de
microorganismos patogé€nicos. O sistema imune inato ¢ representado por barreiras fisicas,
quimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas soluveis JANEWAY, 2002).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macréfagos, neutrdfilos, células
dendriticas e células Natural Killer — NK. Fagocitose, liberagdo de mediadores inflamatorios,
ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem como sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas sdo os principais mecanismos na imunidade inata. Esses mecanismos
sdo ativados por estimulos especificos, representados por estruturas moleculares de ocorréncia
ubiqua em microorganismos, mas que ndo ocorrem na espécie humana. Moléculas tais como
lipopolissacarideos, residuos de manose, &idos teicoicos comumente encontrados na
superficie de microorganismos, constituem Padrdes Moleculares Associados aos Patdogenos
(PAMPs) e ativam a resposta imune inata, por interacdo com diferentes receptores,
conhecidos como Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRP), dentre os quais a familia
dos receptores Toll like (TLRs) (ABBAS, 2008). Entre os varios RRPs, os TLRs se destacam
por seu papel central na ligacdo a patdgenos e iniciacdo da resposta inflamatdria. Esses
receptores sdo expressos em uma variedade de células do sistema imune, tais como,
monocitos, macréfagos, células dendriticas, células B, bem como em outros tipos celulares
que ndo estdo envolvidos diretamente na defesa do hospedeiro (HALLMAN; RAMET;
EZEKOWITZ, 2001; TAKEUCHI, AKIRA, 2009).

Trés grupos de PRRs tém sido descrito no reconhecimento de componentes virais: os
receptores de membrana, conhecidos como TLRs, receptores citosolicos, a familia semelhante
a helicase (RIG-1, NOD e MADS) e os receptores secretados (AKIRA et al., 2006; MIKKO
et al. 2001). Como evidenciado, muitos receptores da imunidade inata podem participar da
resposta a infec¢do viral, mas dentre estes, os TLRs tem sido descrito na literatura cientifica
como principal responsavel pelo reconhecimento de Padrao Molecular associado ao patdgeno
(PAMP) (KAISHO; AKIRA, 2002). A ativagdo destes receptores induz a produgdo de

citocinas pro-inflamatorias e interferons, bem como sinais que recrutam e ativam células
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envolvidas na inflamag¢do e inducao da resposta imune adaptativa (ROUSE e SEHRAWAT,
2010).

O Sistema imunoldgico atua numa rede de cooperacdo, envolvendo a participagao de
muitos componentes estruturais, moleculares e celulares. Nesse cendrio se encontra o delicado
equilibrio entre a saude e a doenga, em que tanto a deficiéncia quanto o exagero resultam em
dano tecidual. Apesar de a resposta imune constituir um mecanismo de defesa a infecg¢ao, em
algumas situagdes ela pode contribuir para o dano tecidual (MACHADO et al. 2004).

A resposta de anticorpos a infec¢do viral pode contribuir para o dano tecidual. Isto
ocorre quando anticorpos se ligam em células infectadas, ativam proteinas do sistema
complemento e causam uma reacdo inflamatoria. Alternativamente, as reagdes inflamatérias
mediadas por anticorpos envolvem toxicidade seguida pela interacdo da por¢do Fc das
imunoglobulinas IgG a receptores em células inflamatorias, o que provoca a liberacdo de
mediadores inflamatdrios; ou seguinte a deposicao de complexos antigenos-anticorpo virais
em capilares levando a ativagdo da cascata do complemento (RAVETCH, 2010).

Alguns virus tém propriedades intrinsecas que tornam o controle imunolégico dificil e a
tentativa do sistema imunologico do hospedeiro em conter a infeccdo resulta em danos
teciduais notaveis (KIMMEL, 1992; ROUSE ¢ SEHRAWAT, 2010). Embora a resposta
imune seja fundamental para a defesa contra a maioria dos agentes infectantes, t€ém sido
acumuladas nos Ultimos anos evidéncias de que em muitas doencas infecciosas os principais
aspectos patologicos ndo estdo relacionados com uma agao direta do agente agressor, mas sim

com uma resposta imune anormal.

1.6 RECEPTORES TOLL LIKE (TLRs)

A familia dos TLRs ¢ a principal e mais estudada classe de PRR. O primeiro receptor
da familia 7ol/ foi identificado em Drosophila melanogaster como componente de via de
sinalizao que controla a polaridade dorso ventral em embriks, e, abm disso, com importante
participao na resposta imune inata de moscas adultas, o que pode ser demonstrado pelo fato
de moscas, com mutao que lhes confira perda de fundo do gene Toll, tornarem-se altamente
suscetiveis a infeakes fingicas (MEDZHITOV, 1998). Estruturalmente os TLRs (Figura 1) sao
glicoproteinas integrais tipo I com dominio extracelular N-terminal com repeti¢cdes ricas em
leucina (LRR) e uma regido conservada intracitoplasmatica chamada dominio TIR (ROCK et
al., 1998). Ja foram identificados pelo menos 10 TLRs em humanos, cada qual com uma

especificidade para o reconhecimento de
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diferentes PAMPs, proveniente de diferentes patdégenos, incluindo virus, bactérias, fungos e

protozoarios (AKIRA, 2006).

- LRR

Figura 1. Estrutura dos TLRS (Toll like receptors)
Fonte: ABBAS,LICHTMAN, 2008.

TLRs podem ser subdividos em subfamilias de acordos com os PAMPs reconhecidos
por eles. TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6 reconhecem lipidios, enquanto TLR3, TLR7, TLRS e
TLRY reconhecem &idos nuckicos. Virus possuem wirios estruturalmente diversos PAMPs,
incluindo glicoproteinas de superficie, DNA, RNA. Estes nucleotideos imunoestimulatxios
podem estar presentes na particula viral infectante ou pode ser produzido durante a replicao
viral (MOGENSEN e PALUDAN, 2005).

Os receptores TLR que detectam a infego viral inclui TLR3, os quais reconhece RNA
fita dupla (dsRNA, constitui o genoma de uma classe de virus, masé também gerado durante o
ciclo de vida de muitos virus), TLR 7 ou 8 que reconhece RNA de fita simples (ssRNA) e
TLR 9 que reconhece sequencias de DNA contendo citosina e guanina (CpG) (FIELDS, 2005).
Quanto a sua distribugo celular, certos TLRs (TLRI1, 2, 4, 5, 6 e 10) o expressos na superficie
das clulas e reconhecem principalmente produtos bacterianos tnicos e o produzidos pelo
hospedeiro, enquanto outros (TLR3, 7, 8 e 9) €0 localizados em compartimentos
intracelulares, incluindo endossomos e lisossomos, ¢ $o especializados no reconhecimento de
&idos nuckicos (IWASAKI, 2004).

Embora os estudos das funfes dos TLRs sejam mais avargados em ratos e humanos,
uma rie de TLRs tem sido identificados em outros vertebrados incluindo peixe, (OSHIUMI
et al., 2003; HIRONO et al., 2004; JAULT et al.; 2004; MEIJER et al., 2004), galinhas
(tabela 1) (FUKUI et al., 2001; LEVEQUE et al., 2003) e bovinos (WERLING e JUNGI
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2003). Em galinhas TLR2 e TLR4 foram identificados e caracterizados no nivel molecular e
funcional (BOYD et al., 2001; FUKUI et al., 2001; LEVEGUE et al. 2003). Expressed
Sequence Tags (ESTs) de galinhas foram identificados com alta homologia a TLRs de
mamiferos TLR1, 6, 10 e 3; e com homologia a muitos componentes das conhecidas vias de
sinalizado TLR (LYNN et al., 2003), sugerindo que hduma considesvel similaridade entre os
sistemas TLRs de mamiferos e galinhas. A amise de diversos bancos de dados revelou a
existncia de EST de galinhas de maior sequencia de homologia com TLRs humanos 1, 2, 3, 4,

5, 6 e 7 em concordincia com achados de Lynn et al. (2003).

Tabela 1. Receptores Toll like de galinhas (adaptado de MUHAMMAD, et al;2005).

TLR Outros nomes Agonista Patégeno
TLR1La TLR1.1,TLR1/6/10,TLR16

TLR1Lb TLR1.2 Lipoproteina Micoplasma
TLR2a TLR2.1 Peptideoglicano Bactéria gram +
TLR2b TLR2.2

TLR3 dsRNA Virus

TLR4 LPS Bactéria gram -
TLR5 Flagelina Bactéria gram -
TLR7 SsRNA, Imiquimod Virus

TLR21 CpG ,DNA cromossémico Bactérias e virus

Em relaoa expressio dos TLRs, MUHAMMAD et al., 2005, ainda demonstraram que
chTLR 3, 4 e 5 compartilham alguns aspectos da expres€io tecidual em humanos, com
algumas significantes diferermtas no nivel de expressio em diferentes tecidos; chTLR3 (de
galinhas) apresenta um alto nivel de expressio nas @lulas do rim, figado, pulndo, ceco, duodeno,
jejuno, ileo e timo.

(Rlulas imunes que expressam TLR3 e contribuem para resposta imune inata o,
macofagos, &lulas natural killer, @lulas dendrticas. O exato papel do TLR em infedfes virais
ainda ¢ controverso (EDELMAN et al., 2004; TABETA et al., 2004). Varios trabalhos
evidenciaram que TLR3 contribuem para eliminap de virus especificos, no entanto, outros
demonstram que alguns virus podem se beneficiar da estimulaip TLR3. Mas parece que o
resultado geral depende de varios fatores, tais como, tipo de virus, carga viral, modo da infec,
tipo celular queéinfectado e o estigio da infeg.

TLR3 tem sido evidenciado em infeafes do trato respiratrio, que constitutivamente

expressam TLR3. Infegopor Influenza A “upregulate” a expressio pulmonar de TLR3 e causa
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pneumonia aguda (GUILLOT et al., 2005; LE GOFFIC ef al., 2006). Apesar da alta produo
de virus Influenza A nos pulndes de camundongos TLR3 deficientes em rela ao camundongo
selvagem, os camundongos TLR3 deficientes tiveram uma vantagem de sobrevivncia
inesperada. Devido a augncia da via de sinaliza®d inflamatria TLR3 mediada, camundongos
infectados com Influenza A mostram significante niveis mais baixos de mediadores
inflamatrios e baixo nimero de cflulas T CD8+, que contribuem para rema@ de &lulas infectadas
do pulnfio do que camundongos 1fo infectados. Estes achados demonstram que embora TLR3
modere a produo viral no pulndo, ele também contribui para os efeitos debilitantes de
detrimento da resposta inflamatria do hospedeiro (LE GOFFIC et al., 2006).

Viérios estudos permitem concluir que TLR3 ¢ um receptor de sinalizagdo considerado
“perigoso”, pois através da sua presenca em células imunes e ndo imunes estd também
envolvido no controle do balango entre tolerancia e inflamacdo e de outro lado inflamagao e
doenca (VERCAMMEN et al,. 2008). A interagdo de TLRs com individuais PAMPs induz a
ativacdo de diferentes vias de sinalizagdo. A transdugdo de sinal ¢ inicialmente mediada por
uma familia de moléculas adaptadoras que pelo menos em parte determina a especificidade da
resposta (O’NEILL, 2007). O recrutamento de uma ou varias moléculas adaptadoras para um
dado TLR ¢ seguida pela ativagdo de varias vias de transdugdo de sinal, via fosforilagdo,
ubiquitinizagdo, ou interagdo proteina-proteina, resultando na ativacdo de fatores de
transcricdo que regulam a expressao de genes envolvidos na inflamacdo e defesas
antimicrobianas do hospedeiro (AKIRA, 2006).

Trés principais vias de sinalizagdo responsavel por mediar resposta induzida por TLR
incluem, NF-kB, proteinas kinases ativadoras de mitogenos (MAPKSs) e fatores regulatorios
de IFNs (IRFs). A medida que NF-Kb e MAPKs desempenham fungdo principal na indugéo
da resposta inflamatoéria, IRFs sdo essenciais para estimulacdao da produ¢do de IFN I (AKIRA,
2004; 2006; KAWAL, 2007).

O RNA de fita dupla (dsRNA) ¢ um potente ativador de células da imunidade inata
que induz a producdo de IFN I. Em resposta a estimulagdo por poly IC, TLR3 recruta um
dominio TIR contendo uma proteina adaptadora chamada TRIF, que indiretamente ativa
varios fatores de transcri¢do, incluindo IRF3, NF-Kb ¢ AP-1. IRF3 controla a expressao de
genes para INF I, enquanto NF-Kb e AP-1 regula a expressdo de genes que codificam
citocinas inflamatorias (YAMAMOTO et al., 2003; HOEBE et al., 2003). TRIF recruta IKKs
ndo candnicas, TBK1 (também conhecida como T2K ou NAK e IKKi (também conhecida

como IKK» para seu dominio N- terminal capacitando-os para fosforilar IRF3 (figura 2),
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IRF3 fosforilado forma um dimero que transloca para o ntcleo e induz a expressao de IFN
(YONEYAMA, 1998).

Da mesma forma que nos mamiferos em que TLR3 ¢ um gene induzivel de IFN, o
mesmo ¢ verdadeiro para galinhas, evento comprovado Philbin et al., (2005) que
demonstraram que TLR3 de galinhas ¢ um gene estimulador de IFN sendo facilmente
induzido por IFNa e IFN B. Galinhas também respondem a dsRNA (PHILBIN et al., 2005) e
dependem do TLR3 (SCHWARZ et al., 2007; KARPALA et al., 2008). WANG et al., 2004,
demonstrou que TLR3 ¢ um importante componente da imunidade inata na defesa do

hospedeiro contra IBV.
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Figura 2. Via de sinalizagao TLR3. Fonte: DUNLEVY; MCELVANY; GREENE, 2010.

Interferons Tipo |

1.7 Interferons

As células desenvolveram diversos mecanismos de resposta antiviral inata e adquirida
para combater a infec¢do viral (FLINT et al., 2000). Desde a sua descoberta ha 50 anos atras por

Isaacs e Lindemann, o sistema IFN tem sido reconhecido como crucial para defesa contra infecgdo
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viral. (ISAACS e LINDEMANN, 1957). Um dos mais importantes mecanismos de resposta
antiviral inata sdo a producao e secrecao de Interferons e subsequente ativacao paracrina de
sinalizagdo via receptores de IFN. O complexo IFN ¢ uma familia de glicoproteinas
sintetizadas por células de diferentes origens. HA varias funcdes entre elas: inibidora da
replicacdo viral, imunomoduladora, estimuladora de células NK e de mondcitos e também
func¢do antigénica e antiproliferativa (HALLER et al., 2006).

Os interferons sao glicoproteinas com peso molecular entre 15 e 21 Kd, sdo divididos
em dois grupos: tipo I que inclui o IFNa e IFNf e s@o produzidos pelos leucécitos, células
epiteliais e fibroblastos, ¢ o IFN tipo II também denominado de IN y ou IFN imune. Ele ¢
induzido por linfocitos T auxiliar Th1 CD4", sendo produzido principalmente por quase todas
as células TCDS" estimuladas por antigenos estranhos e células NK (TAKAOKA, et all
2006).

Interferons tipo I, IFNa e IFNP, sdo proteinas compostas por 165 a 200 aminoacidos
com formato helicoidal, constituidas por cinco alfa hélices (MITSUI e SENDA, 1997). Os
receptores de interferons o elementos de extrema imporincia para o bom desenvolvimento
das afes biolgicas promovidas pelo IFN, modificafes na ligagdo do IFN ao receptor podem ser
limitantes no processo de ativap das afes antivirais. Os receptores dos IFN tipo I (o e ) o
membros familia classe II dos receptores de citocinas, $0 formados de duas subunidades
compostas por cadeias polipeptidicas denominadas IFNAR-1 uma glicoproteha de 557
amindgicidos com 21 amindicidos no seguimento transmembrana e 100 amindicidos no dominio
citoplasnitico, ¢ [FNAR-2, que existe em t& formas distintas IFNAR-2a I(forma curta),
IFNAR-2b (forma solwel) e IFNAR-2c (forma longa) contendo 515 amindicidos e age como
principal receptor funcional para IFN (CHIEUX,1999; NOVICK et al., 1994).

Os receptores de IFN $b expressos amplamente na maioria das @lulas do organismo
(KIM et all.,1997). Os dominios transmembnicos dos receptores de interferon rio exibem
atividade enzingtica intrinseca, po¥m os dominios citoplasnaticos do IFNAR-1 se associam de
forma rdo covalente com a enzima tirosina quinase (TYK), e o IFNAR-2 com Janus Kinase
(JAK) (UZE et all.,1992, STARK et all.,1998). O dominio intracelular dos seus receptores
esta associado com tirosinas quinases especificas (Tyk-2) que, apos interacdo com IFN I sdo
fosforiladas em outras tirosinas quinases (proteinas da familia Janus quinase): JAK1 e JAK2.
A ligagdo do IFN I também resulta na fosforilacdo do receptor de IFN por proteinas STATI1 e
STAT2. Essas STATs recrutadas para fosforilagdio do IFNAR-1 formam dois complexos
denominados fator ativador de INF-a (AAF) e fator genético 3 estimulador de INF (ISGF3).

Esses fatores sao translocados para dentro do nucleo e unidos a sequéncias de DNA (figura 3)
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chamadas GAS (sequéncia ativadora de INFy) e ISRE (elemento responséavel pela estimulacao

de interferon), (HONDA ef al., 2000).

Type | IFN:

IFN-o, IFN-3,

IFN-g, IFN-x Type Il IFN:
or IFN-m IFN-y

IFNAR1 IFNARZ2
Membrana

plasmatica

IFNGR1 IFNGR2

- % A

AGTTT CNN'I'TCNC/'E' TTC/ANNNG/TAA

Nucleo

Figura 3. Via de sinalizagdo dos IFN tipo I. Adaptado de: PETSKAS.; KRAUSE.;
WALTER, 2004.

Uma vez que as atividades biobgicas dos interferons $o iniciadas pela ligaiodos IFNa e

IFN-B nos seus respectivos receptores presentes na superficie das clulas, o que resulta na
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ativao da via de sinalizap JAK/STAT induzindo a transcrode um grande grupo de genes que
empregam papel na resis€ncia do hospedeiro, a infego viral, assim como na ativa de
componentes chaves do sistema imune inato e adaptativo incluindo culas apresentadoras de
antigenos (APCs), maturao e ativago de citocinas envolvidas na ativa de clulas T, B, e clulas
Natural Killer (NK). Eles também ativam diretamente &lulas dendsticas imaturas para regular
o Complexo de Histocompatibilidade Maior I (MHC) e mokculas coestimulatrias CDA40,
CD80, CD86, que promove a apresentap de antigenos virais agios linfides secundirios
(THEOFILOPOULOS et al. 2005).

Conforme citado acima, a ligagdo do IFN I aos receptores desencadeia a atividade de
duas quinases associadas a estes receptores JAK1 e TYK2. Estas quinases fosforilam as
proteinas STAT que forma o complexo com outra proteina IRF-9. Este complexo designado
por ISGF3 entra no nucleo e liga-se a sequéncias especificas (Interferon Stimulated Response
Element, ISRE) na regido promotora de multiplos genes. Centenas de genes sdo expressos em
resposta a ativacdo de STAT por IFN I (STARK et al., 1998; TANABE et al., 2005).

Induc¢do de IFN I por infec¢des virais € controlada a nivel transcricional. Conhecem-se
dez fatores reguladores do INF (Interferon regulating factors —IRF). IRF1 e IRF2 foram os
primeiros a serem identificados pela sua capacidade de ativacdo e repressdo da transcrigao,
respectivamente (PETSKA et al., 2004). Sao extremamente importantes durante a infeccao e
sdo alvos de regulacdo pelo virus. Alguns virus como o herpes virus humano 8, virus
relacionado com Sarcoma de Kaposi, codificam homoélogos de IRF evadindo-se das defesas
do hospedeiro (LEE et al., 2010). Os IRF1, IRF3, IRF5 e IRF7 atuam na transdugdo de vias
de sinalizagdo viral. Em resposta a infec¢ao estes fatores de transcricdo sao fosforilados e
migram para o nucleo onde ativam ou reprimem a transcricdo de IFN I ou dos genes
regulados por IFN (FULD et al., 2006).

O genes IFN I de galinhas (ChINF-I), foram clonados, sequenciados e expressos
como proteinas (SEKELLICK et al.,1994; SCHULTZ et al.,1995). Similar ao INF I em
humanos ChINF-I inibe replicagdo viral incluindo Virus influenza (PORTNOY e
MERIGAN,1971; SEKELLICK et al.,2000) virus da doenga de Newcastle (NDV)
(MARCUS; VAN DER HEIDE; SEKELLICK,1999) virus da estomatite vesicular (VSV)
(SEKELLICK et al., 2000). VBI também tem capacidade de induzir IFN I em cultura de
células, ovos embrionados, cultura de 6rgao da traquéia de galinhas infectadas (HOLMES e
DARBYSHIRE,1978; OTSUKI et al.,1979), sugerindo que a indugdo de IFN I pode ser um

importante mecanismo da imunidade inata para este coronavirus.
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3.1 OBJETIVO GERAL

» Investigar o perfil de transcricdo do IFN tipo I em aves infectadas com cepa cléssica

do virus da Bronquite Infecciosa (VBI).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Infectar as aves;

= Coletar o baco e a glandula de harder das aves infectadas;

= Pesar os tecidos coletados;

= Extrair RNA do bacgo das aves;

* Quantificar o RNA extraido no espectrofotometro;

= Correr géis de eletroforese;

= Sintetizar cDNA;

* Desenhar primers;

» Estudar a eficiéncia de amplificacdo dos genes estudados;

» Estudar a expressdao de TLR3 do bago de aves infectadas com cepa classica (M41) do
VBI em diferentes horas ap6s infecgao;

» Estudar a expressdo de IFN-alfa do baco de aves infectadas com cepa cléssica (M41)
do VBI em diferentes horas apds infeccao;

» Estudar a expressdao de IFN-beta do baco de aves infectadas com cepa classica (M41)

do VBI em diferentes horas ap6s infecgao.



48

IV - ARTIGO




49

ARTIGO A SER SUBMETIDO AO JOURNAL VIRAL IMMUNOLOGY

Viral
Immunology

Perfil de Transcricao do Interferon tipo I e TLR3 em galinhas

infectadas com o Virus da Bronquite Infecciosa das Aves

SILVA, R.R'; BERTANI, G. R*.

Abstract

This work aimed to study the profile of transcription of genes involved in innate
immunity, TLR3 and IFN I in chickens infected with classical strain (M41) of the
Infectious Bronchitis Virus in chickens. The spleen tissue of birds infected and
uninfected (control) were assessed for 6, 12, 24 and 96 hours post infection (hpi) for the
difference in gene expression using the method for quantitative real-time polymerase
chain reaction (PCR). Chickens infected with the strain classical Infectious Bronchitis
Virus (M41) present in the initial phase of infection (6, 12, 24 hpi) increased expression
of IFNa, followed by removal of a signaling pathway TLR3 and no significant change
in the expression of IFNf.
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1. Introdugao

O Virus da Bronquite infecciosa
(VBI) ¢ um coronavirus de galinhas
(Gallus gallus), causa uma doencga viral
aguda e altamente contagiosa, causando
grandes perdas econdmicas & industria
avicola em todo o mundo, apesar das
tentativas de controle por vacinagao.
(16,22). No Brasil, a BI (Bronquite
Infecciosa) ¢ uma doenca endémica,
permanecendo como problema
econdmico importante para avicultura.
Os surtos no pais tem ocorrido com
frequéncia e com a emergéncia de novas
variantes do virus (22).

O VBI das galinhas pertence ao
género Coronavirus, familia
coronaviridae e ordem Nidovirales,
sendo este o prototipo da familia (22).
Sao virus envelopados, com 120 nm de
diametro, seu genoma consiste de RNA
de fita simples polaridade positiva de 28
a 32 kb que codifica quatro proteinas
estruturais: Glicoproteina S (Spike),
proteina do envelope (E), proteina de
membrana (M) e a proteina N forma o
nucleocapsideo  viral ~ (16). Os
coronavirus também codificam
proteinas acessorias cujas fungdes sao

desconhecidas, mas sabe-se que ndo sdo

requeridas para replicagdo in vitro,

porém podem estar envolvidas na
patogénese (36).

Virus da Bronquite Infecciosa ¢
descrito com um patéogeno de aves da
espécie Gallus Gallus que replica
primariamente no trato respiratorio, mas
também em células epiteliais de outros
orgdos, dentre o0s quais o sistema
digestivo,reprodutor e urindrio das aves.
(38,39).

Diferentemente dos estudos
em mamiferos, ainda permanece uma
caréncia de informagdes sobre a
resposta imune antiviral em galinhas.

O reconhecimento do virus ¢ um
evento chave que desencadeia a
resposta antiviral do hospedeiro. Este
reconhecimento ¢ dependente de uma
familia de receptores de reconhecimento
padrao conhecido como Receptores Toll
like (TLRs) (3). J& foram identificados
pelo menos 13 destes TLRs e ortologos
tem sido observado em uma variedade
de espécies, incluindo galinhas e com
homologia a muitos componentes das
conhecidas vias de sinalizagdo TLR
(23), sugerindo que ha uma
consideravel similaridade entre os
sistemas TLRs de mamiferos e galinhas.
Em mamiferos a resposta imune
antiviral envolve TLR 3,7,8 € 9, todos
os quais sdo considerados importantes

no reconhecimento de acido nucléico
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viral (23), em aves, TLR3 esta envolvido
no reconhecimento viral . Estas moléculas
incluem dsRNA que medeiam uma via
antiviral mediada por TLR3 (29,30);
WANG et al.,, 2006, demonstrou que
TLR3 ¢ um importante componente da
imunidade inata na defesa do
hospedeiro contra IBV (23).

Da mesma forma que nos
mamiferos em que TLR3 ¢ um gene
induzivel de INF, o mesmo €é verdadeiro
para galinhas, evento comprovado
Philbin et al., (2005) que demonstrou
que TLR3 de galinhas ¢ um gene
estimulador de INF sendo facilmente
induzido por INFa e INF B (15).

Galinhas também respondem a
dsRNA (15) e dependem do TLR3
(11,30). Viérios estudos permitem
concluir que TLR3 ¢ um receptor de
sinalizacdo  considerado  “perigoso”,
pois através da sua presenga em células
imunes € ndo imunes estd também
envolvido no controle do balango entre
tolerancia e inflamacdo e de outro lado
inflamacao e doenga (23).

Para estudar o papel do TLR3 e
IFN I na resposta imune de galinhas, foi
observada a expressio destes genes em
galinhas infectadas com diferentes
cepas virais em diferentes horas s

infeao.

Materiais e Métodos

Infeg Experimental das aves e coleta

dos tecidos.

Foram selecionados 48 galinhas
da linhagem Leghorn SPF (specific
pathogen free), da Embrapa Suinos e
Aves —SC, com 26 dias de idade para o
desafio com a cepa chssica do Virus da
Infeciosa M41(

82828). A  dose

Bronquite
Massachussetts
infectante por ave foi 10% em dose DIE
50%.

Dois  grupos  experimentais
foram estudados: 1) grupo controle:
aves infectadas com placebo (n=24) e 2)
grupo M41:grupo infectado com a cepa
chssica do VBI M41 (n=24). A inoculao
do virus ocorreu atraws da via intra-
ocular. Em diferentes horas ps infeco
(hpi), o bap e a ghndula de harder foram
coletados, pesados e armazenados em
nitrognio liquido. Foi considerado hpi
zero no dia da inocula onde os tecidos
de 8 aves foram coletado antes da
infegp. E  posteriormente, foram
coletados os tecidos em 6, 12, 24 ¢ 96

horas pis infec.

Extralo do RNA total das

amostras de bao.
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O RNA total foi obtido a partir
da extr@ com isotiocionato de
guanidina, fenol, clorofyimio baseado no
mitodo de Chomcznsky & Sacchi,
utilizando-se o reagente TRIZOL,
recomendages do

seguindo-se  as

fabricante.

Andlise do RNA extraido

A integridade das amostras de RNA
foi verificada por eletroforese em gel de
agarose a 1,0% contendo formaldeido
(Proquimicos) a 2,2M e tamppio MOPS
(Fluka) [MOPS a 20mM (pH 7,0)
acetato de sdio a 8mM e EDTA almM
(pH 8,0)], preparado com &ua
esterelizada tratada com DEPC (Sigma)
, segundo as recomendales Sambrook et
all.  Pipetou-se em  tubos de
microcentifuga de 0,2mL, 3ul. de RNA
total, 1puL de MOPS 10X,1,74uL de
formaldeido a 40% e SpL de formamida
(Bio Basic Inc). A seguir, os tubos
foram incubados por quinze minutos a
65 °C e imediatamente transferidos para
um banho de gelo. Em seguida, foi
acrescentado em cada tubo 2ul. do
tampo de amostra tratado com &ua
DEPC [glicerol a 50%, azul de
bromofenol a 0,25%, xilenocianol FF a
0,25% e EDTA (Grupo Quimica) a ImM
(pH 8,0)] e 1puL de brometo de etdio

(Amresco). As amostras foram enfo
aplicadas no gel imerso em tampho
MOPS (Fluka) 1X [MOPS a 20 Mm
(pH 7,0), acetato de sdio (Vetec) a
8Mm e¢ EDTA a 1Mm (pH 8,0)]. A
separao eletrofoktica foi feita a 100W
utilizando a fonte modelo EEL 300. As
bandas no gel foi visualizada por meio
da incidncia de radiafo ultravioleta em
uma dmara escura equipada com um
transluminador LPIX-HE (Loccus) e
uma dmera digital acoplada a um
microcomputador dotado de software
(Lpix Image HE) de captura e arndlise de
imagens em tempo real.

As amostras de RNA também foram
submetidas a leitura espectrofotomirica
em BioPhotometer Plus (Eppendorf)
nos comprimentos de onda 260 a 280nm
para a determina da concentrao de
RNA total em cada amostra extraida e de
uma estimativa do seu grau de pureza a
partir da relao A260/ A280. A
concentrgpp das amostras pode ser
verificada atraws do seguinte dlculo:
Concentrgo= A260 x 40 x FD (Fator de
Dilugo), em que, A260¢a absortincia a
260 nm, 40¢o coeficiente de extinfo para
RNA, FD¢é o fator de diluo da amostra.
O preparo das amostras para quantificao
procedeu-se da seguinte maneira:
Branco: 10uL de PBS e amostra: 2uL
da amostra + 98uL de PBS (1/10).
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Transcrigo Reversa — Sintese de

cDNA .

Para obter-se 0 DNA
complementar (cDNA) que serviria
posteriormente como molde para
amplificago pela reapo em cadeia de
polimerase  (PCR), uma aliquota de
equivalente a 5Sug do RNA total foi
utilizada na reafo de transcro reversa. A
reafo de transcrio reversa foi feita em um
Termociclador Biorad My cycler
(Biorad),

seguindo o  protocolo

experimental recomendado pelo
fabricante da enzima Improm-II™
Reverse Trancriptase (Promega):
cDNAS foram sintetizados apartir de Jug
de RNA total de amostras de bao e ulde
oligo dT primer eagua livre de nucleases
para um volume final de Jul
Posteriormente  adicionou-se a
reago: 4ul de 5X reaction buffer, 1,2l de
MgCl, (1.5Mm), 0,5ul de inibidor de
nuclease e 1l da enzima Transcriptase
reversa, completando a rea para um
volume final de 20 . A reao foi
inicialmente submetida a uma incubai
por 70C por cinco  minutos,
posteriormente a reao foi colocada 44C
por cinco minutos, € em seguida a reao
foi submetida @ um novo aquecimento

42C por 60 minutos, procedendo-se a

inativao da enzima a 70°C por 15

minutos.

Desenho e otimizados dos primers.

Os primers usados foram obtidos
da literatura, GAPDH (LIU,2010),
MRPS27,3 actina (MARCHESIN,2008)
TLR3 e IFNa (KARPALLA,2008), e o
gene IFNP foi desenhado baseado em
alinhamentos feitos no programa

computacionalPrimer3 (http://frodo.wi.

mit.edu/cgibin/primer3_primer3 www.

cgi) usando sequencias do banco piblico
de dados, GeneBank. Na tabela 1, fim-se

os genes uitlizados para o qPCR.

Eficencia de Amplificao

Neste estudo, foi utilizado uma
curva de dilugo para determinar a
eficencia de amplificado de cada gene. A
eficencia de amplifica@o de cada gene foi
determinada a partir de uma curva de
dilugo seriada de cDNA (POLL). A
curva padio foi feita apartir da média de
10 #plicas de cada concentraip de cDNA.
Com estes resultados foi construido um
giéfico correlacionando Cq (ciclo PCR)
versus a concentrad da dilugo seriada, a
partir da qual obteve-se uma curva de
regres$io linear para determinar o slope

,que foi utilizado para calcular a
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eficéncia de amplificafo usando a equaio
(1), determinada por Rasmussen (2001).
Eficéncia (E) = [10°"*P91 (1)

RT —PCR Quantitativa em tempo Real

Aps a extragd do RNA usando a
metodologia de Trizol, purificago do
RNA e sntese de cDNA, com os
procedimentos descritos anteriormente,
s procedemos o estudo de expressio dos
genes, TLR3, IFNa e IFN por PCR
em tempo Real , usando o marcador
SYBR Green (Quantifast/Qiagen). Oito
animais de cada hpi (6,12,24,96), foram
avaliados individualmente para o nivel
de expressio de TLR3,IFNa e IFNP e tés
genes constitutivos foram usados para
normalizar os dados.

A amilise da expressio dos genes
foi realizada utilizando-se 0
termociclador Applied Biosytems -
Model real time — 7500). Cada reafo foi
preparada com 21l de cDNA(%ug), 1Qul do
mix SYBR Green PCR
(Quantifast/Qiagen) e 1 pmol de cada
primer, forward e reverse,completando
a reado comgua para um volume final de
2Qu. As condifes da read para todos os
pares de primers foram: incubai de 95C
por 10 minutos; 40 ciclos de 95 °C por

genes.

15 segundos e extenso 6(0°C por 30
segundos. Ao trmino da rea, a curva de
melting foi determinada para cada gene
entre as temperaturas 75C a 95C. Todo
o experimento de PCR em tempo real
incluiu duas amostras como controle

negativo.

Anllise dos dados e Anlise

estatistica

Para arndlise dos dados do PCR
em tempo real foi utilizado o método de
quantificao relativa, mtodo comparativo
22CT para  amllise  eficiente  das
mudargas relativasa expressio do gene de
interesse e controle (Livak,2001). O
termo CT representa o ciclo da PCR em
que o aumento da fluores@ncia acima do
nivel basal foi detectado. A mudama na
quantidade de DNA detectada ¢
calculada pelo mftodo mencionado
acima, onde AACT = (CT gene alvo —
CT gene controle). Como neste
experimento Foi utlizado 3 genes
controles a normaliza® dos dados foi

feita a partir da nmédia geonttrica dos 3

Resultados e Discussao
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Extraio do RNA total

Aps obter o RNA total as
amostras ~ foram  submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1%, onde
foi possivel verificar a integridade do
RNA pela presera de bandas estrutural

de RNA ribossomal (288, 18S, 5,8S).

Especificidade dos primers e

Eficencia de amplificao

As condifes dimas de amplificao
de cada gene foi estabelecida e a
especificidade da reafo para cada primer
foi wverificada por temperatura de
melting (Tm) e por eletroforese em gel
de agarose, onde ms observamos a
preseca de uma (nica  banda
correspondente ao tamanho esperado do
produto de cada gene amplificado.

Anrdlise da Tm para cada gene foi
realizada pelo software do equipamento
Thermocycler machine — Model real

eficéncia de amplificafo em arélise

de expressio relativa.

Normalizap dos Dados

A normalizap dos dados do RT-
PCR quantitativo pelo uso de genes de
refegncia € correntemente o mtodo mais

aceitivel para corrigir possiveis variades

time -7500 (Applied Biosytems v.2.04).
Esta anilise permite verificar a qualidade
da reao, augncia de contaminantes ou
gerago de produtos inespecificos. A Tm
avalia a dissociago da fita dupla de DNA
com aumento da temperatura, € o0
produto presente na reado ¢ considerado
espedfico quando apenas um pico €
gerado; a Tm ¢ definida quando a curva
atinge um plab.

Genes apresentaram efictncia
entre 2,5 ¢ 4,49. (tabela 2). De acordo
com Meijerink et al; (2001) para uma
RT-PCR ser considerada reproduzvel, a
amplificapo deve ser prxima a 100% a
cada ciclo da reap. O valor da eficéncia
deve ser aproximadamente 2, o que
significa que o material gemdmico dobra
a cada ciclo , correspondendo a 100%
de eficencia.

De acordo com Bustin (2009) o
metodo da curva de diluo trata-se de
uma informafo confével e transparente
para determinar a
geradas durante a extrad do RNA total,
sntese do cDNA e quantificagn. No
presente estudo ms investigamos a
estabilidade da expressbo dos genes de
refeencia: GAPDH, MRPS27 e f actina,
¢ a normaliza® dos dados foi feita a
partir da nédia geondrica destes tes
genes. Estes genes esfio envolvidos em

numerosos processos biobgicos, por
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exemplo, GAPDH estt envolvido no
metabolismo da glicose, MRPS27 na
sntese da protena mitocondrial e f3
actina esti envolvido na motilidade,

estrutura e integridade celular.

Andlise da Expressio Relativa

Os Receptores Toll like $o
essenciais no reconhecimento de Padies
Moleculares Associados aos Patgenos,
uma vez que estes receptores €0
induzidos ocorre a ativa@p de vias de
sinaliza®o intracelular (7). TLR3
reconhece dsRNA induzindo a transcrio
de proteinas e citocinas envolvidas na
resposta imune do hospedeiro, dentre os
quais os IFN tipo I (32). Para saber se
O TLR3 e IFN pode estar associado
com a resposta a infe@ ao Virus da
Bronquite Infecciosa das aves, foi
investigado a expressio destas mobculas
no bao de aves infectadas com cepa
chssica do VBIL

Galinhas inoculadas com M41
ou PBS (controle) em 6,12,24,96 horas
ps infego, respectivamente foram
analisadas por qRT-PCR para expressio
de mRNA de TLR3, IFN a e IFN B. O
que se observou durante o perodos
analisados da infeg com a cepa clssica
do VBI (M41), foi que no hpi 6 o

houve aumento significativo na

expres$io de TLR3, o que se evidenciou
foi uma supress$io de TLR3,uma vez que
os niveis de expresfio apresentaram-se
mais baixos quando comparado o grupo
controle, quanto ao IFN B este manteve
os niveis basais similar ao grupo o
infectado, A o IFN o apresentou um
aumento significativo na expressio logo
nas primeiras seis horas s infeg. Nos
hpi 12 e 24 observou-se que, enquanto
a expressio dos IFNs tendeu a uma
diminugo, o TLR3 exibiu uma tendncia
de aumento de expresso. Nas 96 horas
ps infegp, €m-se um  aumento
significativo na expressdo de todos os
genes (figura 1,2, 3).

De uma maneira geral os virus
tem a capacidade de estimular a
resposta IFN. Em mamiferos, TLR3 ¢ o
principal receptor de reconhecimento de
dsRNA viral. O mesmo ¢ atribudo a
galinhas, onde um amplo perfil de
expresgio dos TLRs tem sido reportado
em aves White Leghorn, inclusive
TLR3; implicando seu potencial papel
no reconhecimento do patgeno viral
(8,11).

Estudos com clulas de galinhas
HEK-29, que expressam chTLR3
respondem a poly (I:C), mas ro a
agonistas TLR7 ou TLRO,utilizando um
repter NFkB (27), confirmando assim

que chTLR3 atua como um receptor
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para agonistas TLR3. Corroborando a
importante atua@p dos receptores Toll
like na resposta a infego viral, Karpala
demonstrou que frangos infectados com
influenza avaria HSNI1 resultou em
marcado aumento de TLR3 e IFNf nos
tecidos do pulnfio,bap e &rebro em 24
horas s infego (9). Diferentemente do
que foi observado por Karpalla,2008, os
resultados obtidos aqui foram que
galinhas infectadas com o Coronavirus
VBI o estimulou um aumento da
expressio de TLR3 e IFN nas primeiras
24 horas ps infeg.

Si¥n, 2004 em experimentos com
macfagos obteve que a expressd de
TLR3 ¢ estimulada por IFNa. Ambos
Influenza Virus e Sendai virus infectam
macifagos e o conhecidos produzir
Interferon tipo I. Sendai Virus induz a
ativado de altos niveis de expressio de
IFNa , IFNB e TLR3 aps p¥-tratamento
com IFNo, o mesmo foi observado
em clulas infectadas com Influenza A;
confirmando p#vias observaies que [FNa
regula a expressio dos receptores Toll
like em macifagos. Neste estudo
observou-se que nos momentos inicias
da infego houve um aumento na
expressio de IFNa, o que pode-se sugerir
que a tendncia de aumento na expressio
de TLR3 nas 12 horas ps infego seja
devido ao estimulo do IFNa.

TLR3 pode mediar estimula
inata por dsRNA e é importante para
induo de IFNa e IFNP (19), no entanto
outros experimentos sugerem que a
prodwo de IFNa em clulas dendiiticas
em resposta & dsSRNA citoslico ¢ TLR
independente. De acordo com Dieboldd
(2003), a prodwo de interferon possa
requerer o reconhecimento de dsRNA
por um receptor de reconhecimento
padfo intracelular, Proteina kinase R, ¢
uma quinase citoslica ativada por
autofosforilap ou ligap a dsRNA
Embora PKR esteja  envolvida
primariamente em inibir a replicao viral
tem sido evidenciado em resposta a IFN
para alguns virus. Estabelecendo que
PKR pode participar da induo de altos
niveis de IFN tipo I independente de
TLR3 ou outros TLRs (6). A presena de
vias alternativas que podem levar a
indwo de IFN tipo I poderia ser uma
explicgpo para o fato de neste
experimento as aves infectadas
apresentarem altos niveis de IFNa nas
primeiras 6 horas ps infeco; seguido de
uma aparente repressio do TLR3 o que
nos leva a pensar que a indugo de [FNa
em bronquite infecciosa das galinhas
ocorra de forma independente da via de
sinaliza@ TLR3.

ABm dos TLRs outras vias

podem responder ao dsRNA, no entanto
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8o se sabe o exato papel dos TLRs ou
das proteinas citoslicas RIG1 e Mda5 em
detectar coronavirus, ainda que wias
familias de virus codifiquem produtos
que antagonizam a sinalizaf neste nivel
(10,34). Coronavirus podem também
codificar proteinas que bloqueiam os
sensores para RNA viral; embora o
exato mecanismo o tenha sido
elucidado € possivel que o genoma viral
seja seqiestrado, possivelmente pela
protena N viral, de tal maneira que o
RNA viral fique protegido das protenas
sensores do hospedeiro (8,10).

Varios patgenos neutralizam a
resposta interferon e at mesmo outros
componentes importantes do sistema
IFN, isto ilustra o quio importante € este
sistema para o controle de uma
diversidade de organismos infecciosos.
(5,9). Por

desenvolvido estratgias de escape da

1SS0, 0S virus tem
resposta IFN, que pode ser agrupada em
duas categorias: supressio da indwo de
IFN (14,15) ou supresso da sinalizao
(24,27). De acordo com o evidenciado

neste experimento pode-se sugerir que

algum mecanismo desenvolvido pelo
virus o faz escapar dos receptores de
reconhecimento paddo, TLR3, po¥m
vias alternativas que levam a indufo de
IFN tipo I parece se o mecanismo pelo
qual o virus induz a expressio de I[FNa.

Estudos com outros coronavirus
animais (MHV,VBLTGEV)
demonstraram que estes virus falharam
em induzir em induzir IFN tipo I em
cultura de clulas(32).

Galinhas infectadas com a cepa
chssica do Virus da Bronquite Infecciosa
(M41) apresentaram na fase inicial da
infeg, primeiras 6,12 ¢ 24 horas ps
infeg, aumento na expressio de IFNa,
seguido por uma supressio da via de
sinalizag TLR3 enquanto que os niveis
de basais

de IFNB permaneceram

inalterados.

Table 1 gRT-PCR primer and sequences. F(Forward) ,R (Reverse).

Gene

Primer

Sequence (5°-3’)

pb Acession no.

TLR3

F GCAACACTTCATTGAATAGCCTTGAT 92

EF137861
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R GCCAAACAGATTTCCAATTGCATGT
INFa F GGACATGGCTCCCACACTAC X92477
R TCCAGGATGGTGTCGTTGAAG 74
INFp F ACAACTTCCTACAGCACAACAACTA NM_001024836.1
R ACGTGTCGGAAGCAGTCAC 82
GAPDH F TGCCATCACAGCCACACAGAAG AF047874.1
R ACTTTCCCCACAGCCTTAGCAG 123
B—actina | F ATGAAGCCCAGAGCAAAAGA L08165.1
R CTCCTCAGGGGCTACTCTCA 134
MRPS27 | F GCTTGTTCTTGCTCCCACTC 427216
R TAACCCTGACCACCCAACTC 104
Table 2. R-squared (R?) and efficiency of the genes studied
Gene  Regressionequation  Replicas R? Efficiency
INFu y=-2,032x + 21 84 10 0,945 3.1
INF[p y=-2.065x + 26.84 10 0,970 3,0
TLR3 y=-1842x + 2767 10 0,842 2,4
GAPDH y=-2,500x + 27 10 10 0,9881 2,5
MRPS527 y=-1,531x + 22,26 10 0,953 4,4
f} - actina y=-1994x + 23,14 10 0,590 3,1
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Transcription of interferon alfa three genes normalized relative to

uninfected birds
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Figurel. Expression of the IFN alfa spleen of chickens infected with M41 and

uninfected

control) at different times post infection (hpi). * p < 0,05.
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Figure 2. Expression of the IFN beta spleen of chickens infected with M41 and

uninfected

(control) at different times post infection (hpi).
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Transcription of TLR3 three genes normalized relative to
uninfected birds
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Figure 3. Expression of the TLR3 spleen of chickens infected with M41 and uninfected

(control) at different times post infection (hpi). * p <0,05.
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V - CONCLUSAO
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» Galinhas infectadas com cepa chssica (M41) do virus da Bronquite Infecciosa
exibem um perfil de resposta imune inata envolvendo a induo imediata de

Interferon alfa, em contrapartidaduma supressio da resposta TLR3.

» A resposta do Interferon beta rioé eficaz nas fazes iniciais da infeg com o virus

da Bronquite Infecciosa.
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VI - ANEXOS
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Figura 1. Eficiéncia GAPDH.
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Figura 2. Eficiéncia MRPS27. EF = Eficiéncia
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Figura 4. Eficiéncia Interferon alfa.
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Figura 5. Eficiéncia Interferon beta.
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Figura 6. Eficiéncia do TLR3.




Tabela 1. Numero de amplificacbes de qRT-PCR - GAPDH

M41 CONTROLE
Hpi 3R+ 2R+ 1R+ OR+ 3R+ 2R+ 1R+ OR+
6h 8 0 0 0 8 0 0 0
12h 8 0 0 0 8 0 0 0
24h 8 0 0 0 7 0 0 0
9%6h 8 0 0 0 6 0 1 0

3R+ : Trés replicas de PCR em tempo real com resultado de amplificacédo
Positivo. 2R+.1R+.0R+ . quando apenas duas. uma ou zero amplificacéao
tiveramresultado positivo, respectivamente.

Tabela 2. Numero de amplificacbes de qRT-PCR - MRPS27

M41 CONTROLE
Hpi 3R+ 2R+ 1R+ OR+ 3R+ 2R+ 1R+ OR+
6h 8 0 0 0 8 0 0 0
12h 8 0 0 0 8 0 0 0
24h 8 0 0 0 7 0 0 0
9%6h 8 0 0 0 6 0 1 0

3R+ : Trés replicas de PCR em tempo real com resultado de amplificacédo
Positivo. 2R+.1R+.0R+ . quando apenas duas. uma ou zero amplificacéao
tiveramresultado positivo, respectivamente.

Tabela 3. Numero de amplificagbes de qRT-PCR - (3 actina

M41 CONTROLE
Hpi 3R+ 2R+ 1R+ OR+ 3R+ 2R+ 1R+ OR+
6h 8 0 0 0 8 0 0 0
12h 8 0 0 0 8 0 0 0
24h 8 0 0 0 7 0 0 0
9%6h 8 0 0 0 6 0 1 0

3R+ : Trés replicas de PCR em tempo real com resultado de amplificacédo
Positivo. 2R+.1R+.0R+ . quando apenas duas. uma ou zero amplificacéao
tiveramresultado positivo, respectivamente.



Tabela 4. Numero de amplificagbes de qRT-PCR - TLR3

Hpi
6h

12h
24h
96h

3R+
8
8
8
8

M4l
2R+

0
0
0
0

1
0
0
0
0

R+ OR+

Qa O ol O

3R+
8
8
.
6

CONTROLE
2R+ 1R+
0 0
0 0
0 0
0 1

OR+
0
0
0
0

3R+ : Trés replicas de PCR em tempo real com resultado de amplificacédo

Positivo. 2R+ 1R+.0R+ .

tiveramresultado positivo, respectivamente.

quando apenas duas. uma ou zero amplificacao

Tabela 5. Numero de amplificacbes de qRT-PCR -IFN a

Hpi 3
6h 8
12h 8
24h 8
9%h 8

R+

2
0
0
0
0

M4l
R+

1R+ OR+
0 0
0 0
0 0
0 0

3
8
8
5
6

R+

CONTROLE
2R+ 1
0 0
0 0
0 0
0 1

R+

OR+

N O & O

3R+ : Trés replicas de PCR em tempo real com resultado de amplificacédo

Positivo. 2R+ 1R+.0R+ .

tiveramresultado positivo, respectivamente.

Tabela 6. Numero de amplificacbes de qRT-PCR - IFN

Hpi
6h

12h
24h
96h

3R+
8
8
8
8

M41
2R+
0
0
0
0

quando apenas duas. uma ou zero amplificacao

1R+ OR+
0 0
0 0
0 0
0 0

3R+
8
8
7
6

CONTROLE
2R+ 1R+
0 0
0 0
0 0
0 1

OR+
0
0
0
0

3R+ : Trés replicas de PCR em tempo real com resultado de amplificacédo

Positivo. 2R+ 1R+.0R+ .

tiveramresultado positivo, respectivamente.

quando apenas duas. uma ou zero amplificacao
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Média do peso da glaindula de Harder nos diferentes hpi
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Figura 7. Relagao do peso da glandula de Harder das aves controles e infectadas em
diferentes horas p6s infecgao.

Meédia do peso do baco nos diferentes hpi
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Figura 8. Relagao do peso do bago das aves controles e infectadas em diferentes horas
p6s infeccio.
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Tabela 7. Sequéncias dos primers utlizados na PCR em tempo Real



