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NEGRAO, F. J. Avaliacdo molecular parcial do gene da hemaglutinina do virus
da cinomose canina. 2004. 101f. Dissertagcédo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2004.

RESUMO

Urina e leucocitos de 56 cdes com diagnostico clinico de cinomose foram avaliados
comparativamente pela técnica de Transcricdo Reversa seguida de Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (RT-PCR) para o gene da hemaglutinina (Gene H) do virus
da cinomose canina, urina e leucdcitos de 56 cdes com diagndstico clinico de
cinomose. De acordo com a predominancia dos sinais clinicos os caes foram
distribuidos em trés grupos (17=sistémicos; 8=neuroldgicos e 31=sistémicos e
neurologicos). A amplificacdo do segmento de 721 pares de base foi possivel em
45/56 caes. Em 34/45 caes o CDV foi detectado tanto em urina e quanto em
leucdcito. Em 11/45 cées somente um tipo de material biologico foi positivo (urina
1/45 e leucdcito 10/45). A variedade de sinais clinicos da cinomose canina e a
escolha do material pode gerar resultados falso negativos, principalmente em céaes
com sinais clinicos somente sistémicos, grupo A onde 7/17 animais foram negativos
quando comparados com 1/8 do grupo B e 3/31 do grupo C, é aconselhado o uso de
no minimo duas amostras bioldgicas para detectar o CDV. Em outro estudo 27 cées
positivos e 5 caes negativos pela técnica de RT-PCR para o gene da nucleoproteina
do CDV (Gene N) foram distribuidos em quatro grupos (A= sinais clinicos
sistémicos; B= sinais clinicos neurolégicos 8; sinais clinicos sistémicos e
neurologicos 9 e D= controle 5 caes). Para o ensaio de polimorfismo no tamanho
dos fragmentos de restricdo as enzimas Hinf | e Rsa | foram selecionadas para
determinar o perfil de restricdo do produto amplificado de 721 pb do gene H
diretamente das amostras biolégicas e das estirpes padrdo Onderstepoort, Rockborn
e Snyder Hill do CDV. Todos os produtos da RT-PCR geraram com a enzima Hinf |
dois fragmentos visualizados com 320 e 250 pb. Com a enzima Rsa | todas as
amostras de campo geraram dois fragmentos visualizados de 320 e 230 pb. A
estirpe Onderstepoort apos a digestdo com a enzima Rsa | foi cortado em 363 pb e
327 pb. O perfil de restricdo das estirpes Rockborn e Snyder Hill foi 0 mesmo com
dois fragmentos de 363 e 358 pb, confirmando a analise computacional. A estirpe
Rockborn nédo apresenta a sequéncia do gene H depositada em banco de dados
publico. Os produtos da RT-PCR e da RFLP foram determinados por eletroforese em
gel de agarose corado a 2% com brometo de etidio e os fragmentos de menor peso
molecular ndo puderam ser visualizados. A relacdo molecular demonstrada pela
RFLP sugere que as amostras do CDV circulantes na regido norte do Parana seja
diferente das estirpes padrdo do CDV e essas diferencas no perfil de restricao
podem caracterizar diferengas moleculares.

Palavras- chave: Cinomose canina. Gene H. Material biolégico. RT-PCR. RFLP.
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hemagglutinin gene. 2004. 100p. Dissertation (Master's degree in Animal
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ABSTRACT

Urine and leucocytes from 56 dogs with canine distemper clinical diagnosis were
evaluated by use in reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) to
canine distemper virus (CDV) hemagglutinin gene. In accordance with clinical signs
the dogs was disposed in tree groups (A/systemic=17; B/neurological=8; C/systemic
and neurological=31) the partial amplification from 721 base pare was possible 45 of
56 dogs. In 34 of 56 dogs the CDV was detected such in urine as in leucocytes. In 11
of 45 dogs only one biological sample was positive (urine=1 dog; leucocytes=10
dogs). It is advisable at least two biological sample to detect the CDV. The variability
of canine distemper sings and the material choice may be to generate false-negative
results principally en dogs with only systemic clinical sings (A group) where in 7 of 17
dogs was negative when compared with 1/8 B group and 3/31 C group, it is advisable
at least two biological sample to detect the CDV. In other experiment 27 dogs
positive and 5 negative by RT-PCR to CDV nucleoprotein gene were disposed in four
groups in accordance with clinical sings (systemic=10 dogs; neurological=8 dogs;
systemic and neurological= 9; control=5). To restriction fragment length
polymorphism assay (RFLP) the enzymes Hinf | and Rsa | were selected to
determine the RFLP pattern from 721 base pare (bp) fragment of haemagglutinin
gene was amplified by using directly biological sample and the laboratory CDV strain
Onderstepoor, Rockborn and Snyder Hill. Everyone PCR products after digestion
with Hinf | were cut in two seeing fragment of 320 and 230 bp. The wild-type CDV
PCR products later than digestion with Rsa | were cut into two seeing fragment
around 360 and 230 bp that differ from the laboratory CDV strain. The Onderstepoort
PCR product after than digest with Rsa | was cut in 363 and 327 bp. The RFLP
pattern with Rsa | from Snyder Hill and Rockborn were the same two fragments with
363 and 358 bp. The Rockborn strain don’t have the genome in public database, but
the computational analysis using public nucleotide sequence database and this study
show the same RFLP pattern for Onderstepoort and Snyder Hill. The PCR and RFLP
products were detected by electrophoresis in 2% agarose gels with ethidium bromide
staining and the little fragments don’t be seeing. The molecular relationships showed
in RFLP analysis suggest that wild-type current in north Parana are unlike from
laboratory CDV strains, and this different RFLP pattern may be characterize
molecular distinction.

Keywords: Canine distemper. H gene. Biological sample. RT-PCR. RFLP.
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1 CINOMOSE CANINA

1.1 INTRODUGCAO

A partir do primeiro estudo descritivo realizado em 1771, na Europa
(FANKHAUSER, 1982), até o surgimento das primeiras vacinas nos anos de 1950 e
1960, a cinomose canina foi considerada uma doenca viral incontrolavel (FENNER et
al., 1993; TIPOLD, 1995). Dentre os caes ndo vacinados € a doenca infecciosa com
maior taxa de mortalidade e representa até 15,3% de todas as doencgas inflamatorias
do sistema nervoso central (GREENE; APPEL, 1998). No Brasil a cinomose pode
representar em torno de 6% de todas as ocorréncias atendidas em clinicas
veterinarias e ser responsavel por 11% das mortes de cdes (GOUVEIA et al., 1987;
HEADLEY; GRACA, 2000).

Nos ultimos anos, ha relatos de doenca pelo virus da cinomose
canina (canine distemper virus —CDV-) em outras espécies de carnivoros (APPEL
et al.,, 1994; CARPENTER et al., 1998), resultado na mudanca de caracteristicas do
CDV, o qual apresentava uma gama restrita de hospedeiros (WILD et al.,1995). A
capacidade do CDV em infectar primatas ndo humanos e o envolvimento em
doencas humanas como esclerose mdltipla e doenca de Paget € controverso
(APPEL; SUMMERS, 1999). Entretanto, é consenso que o CDV deve ser investigado
quanto ao seu papel frente a essas afirmacdes (YOSHIKAWA, et al., 1989;
CARTWRIGHT et al., 1993; GORDON et al., 1993; VANDEVELDE; ZUBLIGGEN,
1995).

Surtos de cinomose vém sendo relatados em todos os continentes,
em cées vacinados e nédo vacinados (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993; APPEL
et al., 1994; MORREL, 1994; MOCHIZUKI et al., 1999), a negligéncia dos
proprietarios em relacdo a vacinacdo e ou reforco vacinal; a influéncia de anticorpos
passivos no momento da vacina e a possibilidade de falha vacinal por mutacédo de
escape, sao responsabilizados pelo aparecimento destes surtos (HAAS et al., 1997).

Dados imunologicos e a comparacdo entre as sequéncias do
genoma viral das estirpes isoladas do CDV demonstram que a maior glicoproteina

de membrana, a hemaglutinina (H), € a mais variavel das proteinas do CDV e
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portanto, o melhor local para pesquisa e monitoramento das mudancas genéticas no
CDV (ORVELL et al., 1990; BOLT et al., 1997; HAAS, et al., 1997; MOSHIZUKI et
al., 1999).
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2 ETIOLOGIA

A etiologia viral da cinomose canina foi demonstrada em 1905, por
Carre, por meio de inoculacédo experimental, sendo confirmada em 1923 por Putoni.
Porém, os avancos foram desencadeados pelos experimentos de Dunkin e Laidlaw
(1926a, 1926b) que demonstram a suscetibilidade do Ferret (Mustela putorun furo)
ao virus da cinomose constituindo assim a base para o desenvolvimento de soros
hiperimune e vacinas (FANKHAUSER, 1982).

O CDV pertence a familia Paramyxoviridae e ao género Morbillivirus
(FENNER, 1993), género que inclui o virus do sarampo do homem (measles virus
—MV-); phocine distemper virus (PVD); o virus da peste dos pequenos ruminantes
(PPRV) e o rinderpest virus (RPV). Considerado exotico no Brasil, 0 RPV é confinado a
ordem dos mamiferos herbivoros Artiodactyla (bovinos, antilopes, girafas, suinos e
cervos) e representa o arquétipo viral do género Morbillivirus. Ha afirmacdes que o CDV
e 0 MV surgiram da adaptacdo do RPV a novos hospedeiros (NORRBY et al., 1985;
WILD et al., 1995; BOLT et al. 1997).

Apesar de existirem diferencas de patogenicidade e antigenicidade
entre as estirpes do CDV isoladas, os virus sdo de um unico sorotipo (APPEL,;
SUMMERS, 1999), sendo o cdo domeéstico considerado o reservatorio do virus
(GREENE; APPEL, 1998).

2.1 ORGANIZACAO VIRAL

O virion é envelopado, pleomorfico e relativamente grande, variando
de 150 a 250 nm (PRINGLE, 1999).0 genoma viral consiste de uma fita RNA de
polaridade negativa, ndo segmentada, com 16.000 a 20.000 pb de extensao,
protegida pelo nucleocapsideo formado pela proteina N, associada as proteinas L e
P (DIALLO, 1990; BARBEM et al., 1999). As proteinas N, P e L formam o complexo
ribonucleoproteico (RNP) que atua na transcricéo e replicacdo viral (SHIDHU et al.,
1995).
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O capsideo apresenta simetria helicoidal e € circundado por um
envelope lipoprotéico derivado da membrana da célula hospedeira (GREENE;
APPEL, 1998). As projecdes peplomeéricas glicoproteicas sdo formadas por proteinas
integrais denominadas de hemaglutinina (H) e proteina de fuséo (F) que se projetam
na face externa. Na parte interna do envelope esta a proteina Membrana-associada
ou Matriz (M) € a responsavel pela interacdo entre as proteinas H e F e o RNP do
virus (APPEL, 1987; DIALLO, 1990; SHIDHU et al., 1995).

O genoma viral possui seis janelas de abertura de leitura (open reading
frame —ORF-). A organizacdo gendmica a partir da extremidade 3’ € constituida pelo
gene da proteina do nucleocapsideo (N), o gene da fosfoproteina (P), o gene da proteina
da matriz (M), o gene da proteina de fusdo (F), o gene da proteina hemaglutinina (H) e o
gene da grande proteina (Large—L-), a qual esta proxima a extremidade 5 do genoma,
todos os genes intercalados por regides de ndo codificacdo protéica (CURRAN et al.,
1992).

2.2 REPLICACAO VIRAL

A replicagdo inicia-se com a entrada do virus na célula susceptivel,
que pode ocorrer de duas formas distintas: por um processo alternativo de
endocitose, englobamento das particulas virais pelos fagossomas que no citoplasma
funde-se ao lisossoma formando o fagolisossoma que por diferenca de pH (pH
acido) libera o nucleocapsideo viral no citoplasma celular (WILD et al., 1995) ou pela
adsorcdo, onde a proteina H media a ligacdo a um receptor celular e com a
participacdo da proteina F, na forma de F, que clivada em F; e F, promove a fusao
do envelope viral com a membrana plasmatica da célula hospedeira, liberando o
nucleocépsideo para o citoplasma (LAMB; KOLAKOFSKY, 2001).

ApoOs a entrada na célula ocorre o desnudamento do genoma viral, o
RNA livre é transcrito por seis unidades de polimerase viral (KOLAKOVSKI et al.,
1998) no citoplasma em RNAm, que servira como molde para a traducdo dos genes
em proteinas virais e molde para a replicacdo da fita negativa do genoma, no
decorrer do processo as fitas da progénie viral sdo empacotadas no capsideo
protéico (LAMB; KOLAKOFSKY, 2001).
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Durante o ultimo estadio da replicacao viral as proteinas do envelope
migram para a membrana da célula hospedeira, os nucleocapsideos agrupam-se
préximo a membrana celular e sao liberados da célula pelo processo de brotamento,
adquirindo um envoltorio lipoprotéico, derivado da membrana da célula hospedeira
onde estdo presentes as proteinas H e F. A proteina M desempenha uma importante
funcdo na liberacdo do virus maduro (LAMB; KOLAKOFSKY, 2001). A
Nucleoproteina (N) é o antigeno viral produzido em maior concentracdo durante a

replicagéo viral devido a polaridade transcricional (BARBEM et al., 1999).

2.3 ADAPTACAO A UMA NOVA ESPECIE

A adaptacdo do virus a uma nova espécie, provavelmente, envolve a
habilidade em reconhecer e usar um tipo diferente de receptor celular para a ligagao
e entrada na célula hospedeira. A clonagem e o sequenciamento do CDV, MV e
RPV tem possibilitado a andlise comparativa evolutiva. Esta analise determina que a
glicoproteina responsavel pela ligacdo, proteina H € a menos conservada, com
somente 34% de homologia entre 0 MV e o CDV e responsavel pelo uso de um
receptor celular diferente com a evolucdo destes virus nas diferentes espécies
animais (WILD et al., 1995).

2.4 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS E MOLECULARES

A andlise de estirpes vacinais e selvagens dos virus CDV, RPV e
MV, utilizando ensaios de radioimunoprecipitacdo e imunofluorescéncia com
anticorpos monoclonais heterdlogos para representar a relacao frente as proteinas
virais (N, L, M, H, F e P), demonstrou que os epitopos das proteinas N e F
apresentam um alto grau de homologia, as proteinas P e M, apresentam homologia
parcial e a proteina H apresenta baixo grau de homologia (SHESHBERADARAN et
al., 1986; BOLT et al., 1997).
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Nas estirpes do CDV avaliadas a maior variagdo ocorre na proteina
H e as proteinas F e P sdo pouco afetadas (BOLT et al., 1997). Reatividade cruzada
e reac0es tipo especifica sdo obtidas com as proteinas virais internas (M, P e N)
(SHESHBERADARAN et al., 1986). As proteinas H e F induzem a formacéo de
anticorpos neutralizantes, sendo os anticorpos anti-F mais eficientes na protecao
pela sua maior homologia (DIALLO, 1990).

O sequenciamento do genoma do CDV demonstra um grau de
homologia de 53% no gene que codifica a proteina H e 77% no segmento do gene
gue codifica a proteina N. O gene que codifica a proteina M tem 67% de homologia
para a sequéncia de nucleotideos e 76% de homologia para a sequéncia de
aminoécidos quando comparada a outros Morbilivirus (ROZENBLATT et al., 1985;
BELLINI et al., 1986; LOFFLER et al., 1997).

O CDV para fins didaticos tem sido classificado em dois grupos
distintos, para a analise da diversidade genética. Um grupo é denominado de CDV
antigo (Old CDV) e inclui as estirpes padrdo e vacinais isoladas nas décadas de 50 e
60 (Onderstepoort, Lamberle, Convac, Rockborn, Snyder Hill) e utilizadas nas vacinas
até hoje. O outro grupo é denominado de novo CDV (new CDV) e inclui as estirpes
isoladas na Europa, na América do Norte e na Asia (MOSHIZUKI, 1999).

Uma nova classificacdo €é proposta a partir da andlise dos
nucleotideos do gene H do CDV, correlacionando a origem das estirpes isoladas
recentemente e as diferentes areas geograficas. As estirpes selvagens e vacinais
demonstram pronunciada diferenca entre os nucleotideos e a forma da proteina H,
dividindo as estirpes em genogrupos distintos, mas ndo agrupados por espécies e sim
por regides geograficas (BOLT, et al.,1997). A analise filogenética do gene H das
estirpes virais isoladas em cédes na Alemanha (HAAS et al.,1997) e em carnivoros na
Africa (CARPENTER et al.,1998), revelou que estas estirpes sdo distintas
geograficamente e as linhagens ou genogrupos ndo estdo exclusivamente agrupadas
com a espécie hospedeira (HARDER et al., 1996; BOLT et al., 1997; CARPENTER et
al.,1998).

As estirpes do CDV isoladas apresentam patogenicidade distinta e
homologia de 99% entre as bases do gene N e assim consideradas antigenicamente
idénticas. O gene N contém 1683 nucleotideos e o grau de homologia das estirpes
selvagens com a estirpe vacinal Onderstepoort é de 93,2%. Entre essas estirpes a
sequéncia de aminoacidos (523 aa) tem 95,2% de homologia (YOSHIDA et al., 1988).
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A estirpe selvagem A75/17 é capaz de produzir infeccdo persistente
em vivo e apresenta alteracbes no gene N e no gene M, essas alteracdes
determinam mudancgas na proteina deduzida e afetam o processo de brotamento e
podem exercer um papel na persisténcia, essa mutagcdo nao ocorre em outras
estirpes virais como a estirpe Snyder Hill que € neurotrdpica, virulenta e incapaz de
causar infeccdo persistente (STETTLER et al., 1997).

A andlise do gene H, descrita na Alemanha, sugerem que a
diferenca entre a sequéncia das estirpes selvagens circulantes, comparadas com as
estirpes vacinais, ocorreu naturalmente no campo, apos 60 anos ou apds 0s
progenitores virais terem circulado antes de serem isolados e atenuados (HAAS et
al.,1997).

E pouco provavel que a adaptacdo ao cultivo celular tenha causado
as mudancas radicais na sequéncia do virus desde seu isolamento. No caso do RPV
a analise molecular da estirpe vacinal, ap6s multiplas passagens em cultura de
célula, apresentou mais de 99% de semelhanca com virus inicialmente isolado
(BARRON; BARRET, 1995). A sequiéncia de aminoacidos da Hemaglutinina do RPV
selvagem isolado difere em 10-12 % da sequéncia da Hemaglutinina das estirpes
vacinais. Variacdo semelhante as encontradas no CDV e no MV quando
comparadas as estirpes selvagens com as vacinais (TAMIN et al., 1994; HAAS, et
al.,1997; MOSHIZUKI et al., 1999).

A proteina H tem a sua maior regido hidrofobica perto do N-terminal,
supostamente, serve para ancorar a proteina na membrana viral. As regidoes
hidrofébicas s&o inteiramente conservadas (DIALLO, 1990). Mudancas no
processamento antigénico da proteina H, provavelmente, sdo determinados pela
cisteina, um importante aminoacido estrutural, com um papel maior na conformacéo
da estrutura protéica (HU; NOORBY, 1994).

Entretanto, em todas as estirpes do CDV os residuos de cisteina
estdo completamente conservados. Sitios de Glicosilagdo ou residuos de
asparoginina, podem alterar o peso molecular da proteina e interferir na propagacao
viral, entre as estirpes isoladas ndo héa indicio de diferenca do comportamento viral,
pois as alteracbes nos Sitios de Glicosilagdo sdo ocasionais e sugerem uma co-
circulacao de estirpes virais (MOSHIZUKI et al., 1999; VON MESLING et al., 2001).
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3 EPIDEMIOLOGIA

A disseminacdo da doenca é feita principalmente por aerossois,
também, ocorrendo transmissao transplacentaria. Na fase de viremia, o CDV esta
presente em alto titulo nas secrecdes e excrecdes, independente da presenca ou
auséncia de sinais clinicos. A excrecao viral inicia-se, aproximadamente, sete dias
pés-infeccdo (PI), podendo persistir por até 60 a 90 dias. O CDV é extremamente
sensivel, ndo persistindo no canil apos a remocao do céo infectado, a viabilidade da
particula viral a 20°C em suspensao de tecido e exudatos, é de no maximo 3 horas
(GREENE; APPEL, 1998).

Os caes com infeccdo assintoméatica representam uma importante
fonte de disseminacdo da doenca (GREENE; APPEL, 1998; APPEL; SUMMERS,
1999). Os filhotes ao perderem a imunidade passiva e 0s animais que nao Sao
imunizados, periodicamente, sdo 0s principais responsaveis pela manutencdo do
virus no ambiente (APPEL; SUMMERS, 1999).

Além dos membros da familia Canidae (cdo, coiote, lobo, chacal,
raposa e dingo), o CDV tem como susceptiveis: as familias Mustelidae (furdo, ferret
e marta), Procionidae (jupara, quati, guaxinim e panda), Ailuridae (panda vermelho),
Viveridae (gato de alcalia), Hyaenidae (hiena), Protelidae (protelo-mamifero
semelhante a hiena), alguns membros da familia Ursidae, Tayassuidae (Javalis-
pecari de coleira, Tayassu tajacu), Felidae (ledes, tigres e oncas) e mamiferos
marinhos de varias familias (baleias, golfinhos, botos, leGes marinhos e focas)
(APPEL; SUMMERS, 1995; ANDERSON, 1995; DOMINGO et al., 1995).

Em Santa Maria, Rio Grande do Sul um levantamento
epidemiolégico dos anos de 1985 a 1997 demonstra que 11,5 % (250/2136) dos
animais apresentavam lesdes histologicas compativeis com cinomose (HEADLEY;
GRACA, 2000). E, no periodo de janeiro de 1981 a agosto de 1983, nos animais
atendidos no Hospital Veterinario (HV) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), observou-se uma prevaléncia de 6,1% de cinomose canina entre todos 0s
casos atendidos no HV, com maior freqiiéncia em animais situados na faixa etaria
entre 2,1 a 12 meses, e que 22,3% dos animais com cinomose tinham recebido uma
ou mais doses de vacina (GOUVEIA et al., 1987).
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O CDV é enzodtico mundialmente, ocorrendo epizootias em areas
onde a doenca inexistia por muitos anos e onde ha populacao altamente susceptivel
(APPEL, 1987). Recentemente, surtos epidémicos de cinomose em cées vém sendo
relatados na Europa, na Asia e na Africa onde em alguns surtos os animais haviam
recebido uma ou mais doses de vacina (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993;
MORREL, 1994; APPEL et al., 1994; MOCHIZUKI et al., 1999).

A cinomose é considerada responsavel pela extincdo do Black-
footed Ferret (Mustela nigripes) selvagem (ANDERSON, 1995). Surtos com alto
coeficiente de mortalidade, também vem sendo relatados nos ultimos anos e com
certa frequéncia em ledes e hienas na Africa (HAAS, et al., 1996; MORREL, 1996;
ROELKE-PARKER et al., 1996), mustelideos na Europa (VAN MOOL et al., 1995) e
grandes felinos e javalis em cativeiro na América do Norte (APPEL; SUMMERS,
1995).

A mortalidade varia de acordo com a espécie susceptivel chegando
a 50% nos cées, 100% nos mustelideos e 0% nos felinos domésticos (LOFFLER et
al., 1997). Os felinos domésticos e 0s suinos sdo conhecidos como susceptiveis mas
nao desenvolvem a doenca clinica e ndo excretam o virus (APPEL et al., 1974).

No Brasil ndo ha estudos do envolvimento do CDV nas doencas que

causam mortalidade nos animais selvagens e de quais estirpes virais circulam.
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4 PATOGENIA

A manifestacéo da infec¢cdo depende do titulo viral inicial, da estirpe
vacinal, da idade do animal e do titulo de anticorpos (Ac) neutralizantes para o CDV
(APPEL, 1969; APPEL; SUMMERS, 1999). O aparecimento das lesdes varia de trés
semanas a trés meses, com a cura ou morte do animal (APPEL, 1969; APPEL,
1970). O CDV ao entra em contato com o epitélio do trato respiratério superior, nas
primeiras 24 horas pos-infeccao (Pl), se replica nos macrofagos e dissemina-se por
via linfatica até os linfonédos regionais e tonsilas. Por dois a quatro dias ocorre 0
aumento da carga viral nos linfonodos pulmonares e tonsilas e por volta do 7° dia ja
esta presente em todo o tecido linfatico (APPEL; SUMMERS, 1999).

Neste periodo entre 0 2° e o 6° dia PI ocorre o primeiro pico febril
gue coincide com o aparecimento de interferon na circulacdo (APPEL; SUMMERS,
1999). Do quarto ao sexto dia ja esta ocorrendo multiplicagdo viral dentro dos
foliculos linféides do baco e do timo, nas células de Kupffer do figado, na lamina
propria do estbmago e intestino delgado (APPEL, 1970).

Por volta do 8° a 9° dia os animais que desenvolvem Ac
soroneutralizante com titulo maior ou igual a 100 debelam a infeccdo e podem néo
apresentar sintomatologia. Se a resposta imune € inconsistente o animal pode vir a
Obito sem apresentar sinais clinicos da doenca. Sem resposta imune protetora
ocorre a disseminacdo hematégena para o epitélio e/ou sistema nervoso central
(SNC) levando aos sinais clinicos. Neste periodo ocorre o segundo pico febril
(APPEL, 1969; APPEL, 1970; APPEL; SUMMERS, 1999).

A lesdo ocorre aparentemente nos locais de predilecdo do virus, o
desenvolvimento de uma resposta imune muito lenta direciona ao desenvolvimento
de doenca aguda ou subaguda (APPEL, 1970). A infec¢do subaguda é caracterizada
por progressdo tardia, com sinais sistémicos mais brandos e por alteragbes
neurologicas em grau variado (APPEL; SUMMERS, 1999). A infeccdo cronica é
consequéncia da resposta imune humoral (MORITZ et al., 2000) .

A entrada do virus no SNC ainda ndo é bem compreendida, a
barreira hematoencefalica impede a entrada do virus no SNC e h& necessidade de
uma viremia de grande magnitude e grande extensdo para quebrar esta barreira
(SUMMERS et al., 1978). A trombocitopenia induzida pelo CDV pode aumentar a
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permeabilidade capilar e permitir o acesso direto de complexo antigeno-anticorpo ao
SNC. Virus associados a plaquetas podem infectar diretamente o endotélio como
consequéncia do processo de fusdo (KRAKOWKA et al., 1987).

As células T e CD4 positivas servem como alvo para o virus durante o
estagio agudo da infeccdo. A distribuicio do CDV foi examinada por
imunohistoquimica com anticorpos monoclonais especificos. O antigeno viral foi
localizado em células T-dependente e em foliculos de 6rgaos linféides (IWATSUKI et
al., 1995).

Ha estudos que demonstram a presenca do virus associado a
linfécitos no espaco perivascular do SNC, entretanto este foi demonstrado 10 dias Pl
guando jA esta estabelecida as lesdes. A frequente ocorréncia de lesdes
periventriculares e sub-meningiais e a facilidade em encontrar o virus nas células do
plexocordide e epéndima sugere a entrada do virus junto com os componentes do
liguido cérebro espinhal (Cerebrospinal Fluid —CSF-), presumidamente associado a
células do sistema imune infectadas (VANDEVELDE; ZUBRIGEN, 1995). No CSF o
virus pode ser encontrado nas células mononucleares, as quais tem sido observada
fundindo-se com as células ependimais (HIGGINS, et al., 1982; VANDEVELDE;
ZUBRIGEN, 1995).

Estirpes virais que induzem doenca de curso agudo fatal
aparentemente se localizam na substéancia cinzenta e determinam destruicao neuronal
(BLIXENKRONE-MOLLER et al, 1993; WILD et al, 1995) resultando
predominantemente em encefalite (VANDEVELDE; ZUBRIGEN, 1995; GREENE;
APPEL, 1998). Enquanto, estipes virais que induzem a doenca cronica as lesbes
tendem a se localizar na substancia branca levando a desmielinizagdo (APPEL,;
SUMMERS, 1999).

Os estudos sobre a patogenia da infeccdo do CDV no SNC
consideram dois estadios de desenvolvimento da desmielinizacdo um agudo e outro
cronico. A desmielinizagédo inicial ocorre em torno da terceira semana PI, sem a
participacdo de resposta imune inflamatoria, pois coincide com uma extensa
imunossupressao (VANDEVELDE; ZUBRIGEN, 1995).

Dependendo do grau e da velocidade da resposta imune 0s animais
podem se tornar moribundos ou se recuperar apés desenvolver uma doenca leve ou
subclinica. Um grupo intermediario de animais recupera-se lentamente ou

parcialmente e tendem a desenvolver doenca cronica ou recidivante com progressao
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da desmielinizacdo como resultado de reacBes imunopatolégicas (VANDEVELDE;
ZUBRIGEN, 1995).

Os oligodendrécitos sao as células formadoras de mielina no SNC e
ndo tem a capacidade de expressar proteinas virais (VANDEVELDE; ZUBRIGEN,
1998). A extensdo da lesdo provocada pelo CDV nessas células, parece nao ser
significativa para explicar a ocorréncia da desmielinizacdo (CARLTON; MCGAVIN,
1998). Outros trés mecanismos sao propostos para o0 desenvolvimento da
desmielinizacdo. O primeiro envolve a capacidade de astrocitos e macrofagos em
produzir fatores de necrose tumoral em resposta aos antigenos virais e o segundo a
citotoxicidade mediada por células dependente de Anticorpos (CARLTON;
MCGAVIN, 1998). O terceiro mecanismo seria a formagao de anticorpos antimielina,
a presenca dessas imunoglobulinas ja esta correlacionada com o desenvolvimento
das lesdes celulares no SNC (KRAKOWKA et al., 1973).

A persisténcia viral no SNC e a capacidade de produzir doenca
desmielizante progressiva (Old Dog Encephalitis —ODE-) estdo associadas a dois
processos que interferem na liberacdo das particulas virais e a exposicao de
proteinas imunogénicas no espaco extracelular. O primeiro processo € a
disseminacdo néo citolitica do virus e o segundo o reduzido brotamento viral, isto
leva a ativagdo dos macrofagos, entretanto, forma-se uma resposta imune antiviral
eficiente para evitar a disseminagdo, mas ineficiente para debelar a infecgao.
(ZUBLIGGEN et al., 1995; STETTLER et al., 1997).
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5 IMUNOLOGIA

O objetivo da vacinacédo é a formacao de anticorpos para a protecao
do organismo contra a entrada do agente infeccioso, a entrada do CDV ocorre pela
integracdo entre as 2 glicoproteinas de superficie H e F, presentes na superficie da
membrana, as quais sao o alvo dos mecanismos de defesa. A proteina H in vitro é o
antigeno envolvido na neutralizacdo, mas in vivo, o Ac antiproteina F evita a
expansao da infeccao e o desenvolvimento da doenca (NORRBY et al., 1986).

O desenvolvimento do sistema imune fetal, segue um padréo
comum, o feto ndo é totalmente indefeso ao nascimento, mas com menor
capacidade de resposta que um adulto, pois o desenvolvimento da resposta imune
humoral, imunocompeténcia, desenvolve-se a partir do terco final de gestacéo
(JACOBY, 1969).

O datero, ambiente estéril, torna a resposta imune do feto a
hostilidade do meio sempre priméria, lenta e com baixos niveis de anticorpo,
concluindo-se que a imunidade passiva € muito importante para a protecao do feto e
do recém nascido. (JACOBY, 1969; MCDONALD, 1992).

Os anticorpos especificos formados ativamente pela mde em
resposta a exposicao a um determinado agente patogénico, sao transferidos para o
feto, imunidade passiva, por via transplacentaria em quantidade significativa, sendo
que a maior quantidade de anticorpos é transferida para o neonato através do
colostro até 48 horas ap6s o nascimento (JACOBY, 1969; MCDONALD, 1992).

A quantidade de anticorpos transferida da mée para o filhote
dependente do estatus imunitario e nutricional da mae e da permeabilidade do trato
digestivo do neonato a imunoglobulina, sendo essa permeabilidade inversamente
proporcional ao tempo poOs-nascimento. O tempo necessario para que as
imunoglobulinas decrescam a niveis ndo protetores € dependente de sua
concentracao inicial (MCDONALD, 1992; GREENE; APPEL, 1998).

A imunidade passiva, pode perdurar em média por 33 dias e 0s
anticorpos residuais podem interferir na resposta protetora das vacinas (OTT, 1966;
APPEL; SUMMERS, 1999). O aumentado da incidéncia de cinomose em cées,

nestes anos recentes, dentre outros fatores por falhas de vacinacdo pode ser em
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decorréncia da interferéncia da imunidade passiva residual (APPEL; SUMMERS,
1999).

O CDV em filhotes, infectados por via transplacentaria, podem
desenvolver sinais clinicos indicativos de doenca neuroldgica durante as primeiras
quatro a seis semanas de vida. Em geral os sinais clinicos surgem entre o 14° e o0 18°
dias poés-infeccdo e incluem dispnéia, depressdo, anorexia, prostracdo e colapso,
animais que sobrevivem podem apresentar imunodeficiéncia permanente e apresentar
severo dano no esmalte, dentina ou raiz dos dentes. Aborto ou o0 nascimento de
animais debilitados sdo dependes do periodo da gestacdo em que ocorreu a infeccéo
(GREENE; APPEL, 1998).

Céaes gnotobidticos infectados com estirpe virulenta do virus da
cinomose e em ambiente controlado, desenvolvem no estagio agudo da infeccdo uma
severa imunossupressdo em decorréncia da replicacdo viral no tecido linfoide
(KRAKOWKA et al.,, 1975a). Sem uma resposta antiviral efetiva esses cdes podem
desenvolver rapidamente uma doenga progressiva e morrer, 0s caes que sdo hébeis
em formar uma resposta imune a infeccdo pelo virus da cinomose recuperam-se com
poucos ou sem sinais clinicos durante o curso da doenca, ja animais que demoram a
formar resposta imune protetora tendem a desenvolver uma doenca neurologica
cronica. Quadros que se agravam com o envolvimento de agentes bacterianos
secundarios (KRAKOWKA et al., 1975b; APPEL, 1970; APPEL, 1969).

A resposta imune depende da cepa viral e capacidade de resposta
do sistema imune (APPEL; SUMMERS, 1999). Os anticorpos das classes da
imunoglobulina M (IgM) e 1gG aparecem no inicio da infec¢do, sendo que a IgG € a
imunoglobulina mais importante para a imunidade. Sendo que a IgM pode ser
detectada por um periodo que varia de 5 semanas a 3 meses (APPEL, 1987).

O anticorpo IgM pode ser detectado em amostras de soro de cées
que manifestam a doenca, utilizando um ensaio imunoenzimético (ELISA) ou pelo
método de imunofluoréscencia indireta. Entretanto, esta se apresenta, também, alta
apos vacinacao. O liquor de céaes que se recuperam ou de caes vacinados nao
apresenta Anticorpos ou interferon (APPEL; SUMMERS, 1999).

Caes que tém sido vacinados com CDV inativado nédo séao
protegidos contra infec¢do com virus selvagem, mas séo protegidos contra a doenca
clinica, quando vacinados com vacinas vivas atenuadas adquirem longa imunidade,

semelhante a aquela em decorréncia da imunidade pés-infeccao (APPEL, 1987).



26

6 MANIFESTACAO CLINICA

A gravidade e variedade de sinais clinicos da cinomose sao
dependentes da estirpe viral, do local de replicacdo do virus e do estatus e/ou
competéncia imunolégica do animal (RUDE, 1987; SHELL, 1990; TIPOLD, 1992). A
apresentacao dos sinais clinicos da cinomose canina varia de inaparente a doenca
grave, com ou sem sinais relacionados ao SNC, porém aproximadamente 50% a
75% das infeccbes pelo CDV em cées sao inaparentes ou muito brandas (GREENE;
APPEL, 1998; APPEL; SUMMERS, 1999).

O CDV é linfotropico e leva a uma intensa imunossupressao
(APPEL; SUMMERS, 1999), que pode desencadear infeccbes em estado de laténcia
como a herpesvirose e a toxoplasmose. Essas doencas, também, ocorrem em
carnivoros domésticos e selvagens, mustelideos e procionideos levando a infeccbes

mistas e aumentando a gama de sinais clinicos (DITERS; NIELSEN, 1978).

6.1 SINAIS CLINICOS SISTEMICOS

No inicio da infeccdo os sinais de cinomose pode ser confundidos
com outras doencas infecciosas (RUDE, 1987; SHELL, 1990). A doenca é
caracterizada pela presenca de dois picos febris e o periodo de incubagé&o varia de 2
a 4 dias e o primeiro pico febril e os sinais clinicos que o seguem ocorrem trés a
seis dias pos-infeccao (Pl) e podem passar despercebidos. Os sinais sistémicos que
sugerem infeccdo pelo CDV como, descarga nasal e ocular serosa a
mucopurulenta, depressdo e anorexia, coincidem com o segundo pico febril que
ocorre sete a dez dias PI (APPEL; SUMMERS, 1999).

Apesar da cinomose se manifestar com diferentes sinais clinicos, a
ocorréncia simultanea de um grupo desses sinais facilita o diagndstico clinico da
doenca, uma vez que nenhum deles é considerado patognomdnico da infeccao
(APPEL; SUMMERS,1995).

A evolucdo da doenca coincide com a falha do sistema imune e o

aparecimento de sinais gastrintestinais, como diminuicdo ou auséncia de apetite,
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vomito, diarréia (mucosa a liquida) e tenesmo, podendo resultar em grave
desidratacdo (APPEL; SUMMERS,1995). Nesta fase sinais como secrecao nasal,
tosse, dispnéia, apatia, febre e a ceratoconjuntivite seca (KCS) também sdo muito
comuns (GREENE; APPEL, 1998).

A imunossupressao determinada pela replicacdo viral facilita a
instalacdo de infeccBes bacterianas secundarias. Durante esta fase o animal pode
apresentar doenca aguda, com sinais no SNC inicial ou tardio, ou morte subita por
uma doenca sistémica (GREENE; APPEL, 1998; GRONE, 1998; APPEL;
SUMMERS, 1999).

6.2 SINAIS CLINICOS DE DOENCA NEUROLOGICA

Os sinais clinicos envolvendo o SNC podem ocorrer i)
simultaneamente aos sinais sistémicos; i) uma a trés semanas ap0s 0 inicio dos
sinais sistémicos; ou iii) meses a anos apos a resolucdo da doenca sistémica
(GREENE; APPEL, 1998).

Nas infecgOes pelo CDV, sdo descritas quatro formas de encefalite i)
uma grave e aguda, que afeta os caes jovens, e que apresenta sinais sistémicos e
neurologicos, ii) outra cronica que atinge os cées adultos, onde os sinais sistémicos
podem ou ndo ocorrer em associacao aos neuroldgicos, iii) a encefalite do céo velho
(Old Dog Encephalitis—ODE-) onde se observam somente alteracdes neuroldgicas
sem doenca clinica anterior e iv) a encefalite recidivante crénica (ERC) onde se
observam somente alteracGes neuroldgicas, que geralmente ocorrem meses a anos
apos a resolucdo dos sinais sistémicos (BRAUND,1994; AXTHELM; KRAKOWKA,
1998).

A forma neurolégica mais comum de cinomose é a Encefalite do Céo
Jovem (ECJ), que geralmente é precedida de sinais sistémicos da infec¢cdo. Os
sinais neuroldgicos séo variados e sugerem uma distribuicdo multifocal das lesdes
(HOERLEIN; VANDEVELDE, 1978; BRAUND,1994; AXTHELM;KRAKOWKA, 1998).

Os sinais corticais e subcorticais da ECJ incluem convulsao
generalizada, alteracdes comportamentais, como depressdo e desorientacdo. Os

sinais de localizacdo no tronco encefalico incluem incoordenacdo motora, queda,
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inclinacdo da cabeca, nistagmo, mioclonias e ocasionalmente mono ou paraplegias
(HOERLEIN; VANDEVELDE, 1978; AXTHELM; KRAKOWKA, 1998).

Assim como na forma sistémica os sinais clinicos da forma
neurolégica da cinomose sdo muito variaveis (ZUBRIGGEN et al., 1995). Cdes com
sinais neurolégicos determinados pelo CDV geralmente apresentam convulsdes,
ataxia cerebelar vestibular ou sensorial e mioclonias que sao mais observadas nos
musculos mastigatorios (SHELL, 1990). Caes adultos e animais parcialmente imunes
podem desenvolver sinais neurolégicos subitos (JOHNSON, 1987).

No Brasil em estudo realizado por Gebara (2002), usando como
diagnéstico a técnica de RT-PCR para deteccdo de um fragmento do gene N do
CDV, encontrou os animais um quadro convulsivo em 11 animais, sendo que 3
animais apresentavam sO convulsdo, em 4 casos estava associados a ataxia e
mioclonia, em 3 somente associado a ataxia e somente em 1 estava associado a
mioclonia.

Animais com encefalomielite pelo CDV, também podem desenvolver
cegueira em decorréncia de uveite anterior e neurite Optica que s&o sinais
caracterizados por pupilas dilatadas e sem resposta a luz (RUDE, 1987; SHELL,
1990). Outros sinais clinicos relacionados ao CDV também s&o observados, tais
como hipoplasia do esmalte dos dentes, osteosclerose metafiseal dos ossos longos,
osteodistrofia hipertréfica e artrite reumatdide (BELL; CARTER, 1991; APPEL,
SUMMERS, 1995; BAUMGARTNER et al.,1995; TIPOLD, 1995). Hiperqueratose de
focinho e coxim plantar, sdo mais freqiente em animais com encefalomielite
(BRAUND, 1994; GREENE; APPEL, 1998).

A encefalite por reversao vacinal, geralmente, ocorre uma ou duas
semanas apos a vacinagcao. Apresenta alta taxa de mortalidade e sinais clinicos de
alteracbes de comportamento, convulsbes e cegueira (TIPOLD, 1995; APPEL;
SUMMERS, 1999).
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7 DIAGNOSTICO

Os patégenos do SNC levam a importantes doencas inflamatérias em
todas as espécies animais. Provocam graves e extensos danos neurolégicos que
resultam na morte do animal e/ou em grande prejuizo econdmico (TIPOLD, 1995). A
cinomose canina ainda € uma das doengas neurologicas mais graves dos caes
domésticos e selvagens susceptiveis e determina alta mortalidade principalmente em
animais jovens. Os caes que sobrevivem a cinomose podem apresentar distlrbios
neurolégicos incompativel com a vida do animal ou ainda torna-lo dependente de
anticonvulsivos por toda a vida (APPEL; SUMMERS, 1999; RUDE, 1987).

Muitas doencas do SNC sdo causadas por agentes infecciosos ja
conhecidos como virus, protozoarios e fungos, embora haja outros casos em que a
etiologia ainda é desconhecida (THOMAS, 1998). O diagnéstico precoce das doencas
de etiologia conhecida como cinomose auxilia e direciona o tratamento dos animais e
a promove a adogcdo de medidas profilaticas para evitar sua propagacdo (GEBARA,
2002).

7.1 DIAGNOSTICO CLiNICO

Os achados clinicos encontrados na anamnese e no exame fisico,
nem sempre sao conclusivos para o diagnéstico definitivo da cinomose, porém a
ocorréncia simultanea de um grupo desses sinais facilita o diagndstico da doenca,
apesar de nenhum sinal clinico ser considerado patognoménico da infeccao
(BLIXENKRONE-MOLLER, 1989; APPEL; SUMMERS, 1995). Nos estagios iniciais
da doenca ou durante uma infeccdo moderada, os sinais podem ser inaparentes ou
nao caracteristicos, tornando-se aparentes e conclusivos quando todos os sitios

alvo ja estdo comprometidos (WRIGHT et al., 1974)
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7.1.1 Provas complementares

7.1.1.1 Hematologia

A proliferacdo do virus nos orgaos linféides determina neutropenia,
monocitopenia e linfopenia. Ocorre comprometimento tanto dos linfocitos B como T.
A trombocitopenia inicial € decorrente da lise das plaguetas e por diminuicdo na
producdo com a evolucéo da doenca (APPEL; SUMMERS, 1999, KRAKOWKA et al.,
1987). A linfopenia e a trombocitopenia acompanhada de monocitose podem ser
vistas na fase aguda da doenca (APPEL; SUMMERS, 1999).

Em um estudo desenvolvido na Universidade Estadual de Londrina
(GEBARA, 2002), o resultado do hemograma foi inconsistente para o diagndstcio
definitivo. Os cées positivos e negativos controle pela técnica de RT-PCR para
cinomose pela técnica, apresentaram os valores obtidos no hemograma similares.

O decréscimo da proteina sérica total incluindo a albumina e
aumento da concentracdo de alfa e gama globulina, sdo alterac6es que podem estar
presente em outras doencas virais e de cunho inflamatorio, ndo sendo consideradas

especificas para a cinomose canina (SHIN et al.,1995; MORITIZ et al., 2000).

7.1.1.2 Exame do Liquido Cefalorraquidiano

Os animais portadores de um quadro agudo de cinomose podem
apresentar uma encefalomielite ndo inflamatoria, que resulta em desmielinizacao
com sinais clinicos de doenca neuroldgica, mas que ao exame do liquor nao
apresentam alteracdes significativas. Entretanto, aumento na concentracdo de
proteina no liquor superior a 25mg/dL, associado a leucocitose com a predominancia
de linfocitose, é considerado indicativo da forma inflamatdria de encefalomielite
determinada pelo CDV (FEITOSA et al., 1997; FRISK et al., 1999).

Os niveis de glicose e cloreto no liquor e no soro de animais com

cinomose nao foram distintos dos encontrados em animais que nao apresentavam o
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quadro. Aumento nos nivel de creatina fosfoquinase (CPK) e aspartato
aminotransferase (AST) acima dos padrdes de normalidade podem ser encontrados
em caes com cinomose (FEITOSA et al., 1997).

O aumento da CPK é em decorréncia da degeneragdo da bainha de
mielina, entretanto, pode ser encontrado em qualquer degeneracdo do SNC e em
cdes com cinomose o nivel de CPK pode se encontrar dentro da normalidade. A
AST pode permanecer dentro da normalidade e situagBes ndo especificas como
convulsdes podem desencadear o aumento (FEITOSA et al., 1997).

7.1.1.3 Pesquisa de Corpusculo de Incluséo

A presenca de corpusculo de Inclusdo (CI) tipico, encontrado no
nacleo ou no citoplasma das células infectadas também é considerado definitivo
como diagnéstico etioldgico da infecgdo pelo CDV (BLIXENKRONE-MOLLER, 1993),
mas sua auséncia nao exclui a infeccéo pelo CDV (APPEL; SUMMERS,1999).

Os corpusculos redondos ou ovoides com 5 a 20um de diametro,
podem ser encontrados em neutrofilos do sangue periférico, raspados de pele em
preparados (imprints) de conjuntiva e epitélio vaginal e com menor freqiiéncia sao
detectadas em linfdcitos circulantes, pele, coxins plantares, epitélio da bexiga e
conjuntiva (ALLEMAN et al.,1992; APPEL; SUMMERS,1999).

7.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

7.2.1 Exame histopatolégico

Os exames histopatologicos podem ser realizados em fragmentos
de pulmao rins, bexiga, baco, linfonodos, intestino delgado e estbmago, porém no
SNC, em particular no cérebro e cerebelo, as lesbes sdo mais caracteristicas e
podem ser usadas como diagnéstico definitivo da infecgcdo pelo CDV (HAAS et
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al.,1996; GREENE; APPEL, 1998) porém este é um método de diagnostico post
mortem.

Os achados macroscépicos encontrados incluem atrofia de timo
nas infecgBes pré-natal ou neonatal; pneumonia e enterite catarral nas infec¢des
pos-natal com doenca sistémica; lesdo do trato respiratorio superior com
conjuntivite, rinite, inflamacédo traqueobrénquica; hiperqueratose de focinho e
coxim plantar em cdes com doenca neurolégica. Também podem ser encontrados
congestdo meningeal ocasional, dilatagdo ventricular, defeito do esmalte
dentario, epididimite intersticial moderada e orquite (HAAS et al., 1996;
GREENE; APPEL, 1998).

No exame histopatolégico dos oOrgdos co-relatos detecta-se a
pneumonia intersticial catarral, nefrite intersticial subaguda moderada; gastrite
nao supurativa moderada; encefalite com desmielizacdo no cerebelo e atrofia
com deplecao de linfécitos e necrose nos foliculos do baco e linfonédos. (HAAS
et al.,, 1996; GREENE; APPEL, 1998). Corpusculos de inclusdao podem ser
encontrados nas células alvo do pulmao, bexiga, baco e demais Orgaos
(CARLTON; MCGAVIN, 1998; MORITIZ et al., 2000).

As alteracGes no sistema nervoso, diferem na distribuicdo e na
natureza, quando comparadas com as lesdes observadas em outras encefalites e
sdo caracterizadas por serem bem delimitadas, de aspecto esponjoso, com
desmielinizacdo e a presenca de acumulo de células mononucleares
perivascular (manguitos perivasculares) e corpusculos de inclusdo podem ser
encontrados nas células alvo da replicagcdo, principalmente em astrécitos
(CARLTON; MCGAVIN, 1998; MORITIZ et al., 2000).
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7.2.2 Diagndéstico Etiologico

7.2.2.1 Deteccao do virus

7.2.2.1.1 Microscopia eletrénica

O diagnéstico pode ser feito pela visualizacdo da particula viral
através da Microscopia Eletrdnica (ME) em preparacdes de fezes, sedimento urinério,
plaguetas e outras secrecdes de cdes com cinomose canina (AXTHELM,;
KRAKOWKA, 1987; ALLERMAN et al., 1992; APPEL; SUMMERS,1999). Porém sua
utilizacéo é limitada pelo alto custo do equipamento e a necessidade de méo-de-obra
altamente especializada (SAITO, 2001; GEBARA, 2002).

7.2.2.2.2 Isolamento viral

O isolamento do CDV virulento tem se mostrado dificil em células de
rotina e a taxa de sucesso € baixa. (GREENE; APPEL, 1998). Em casos agudo e
subagudo, pode-se isolar o virus em linfonédos, bago e células do timo (APPEL,
1987).

O CDV tem um tropismo por linfécitos, mas pode ser cultivado em
culturas, primaria ou continuo, de células de rim de cdo ou furdo, células de rim de
macaco verde africano (Vero) e linhagem celular de linfécito B de sagii (B95)
(BUXTON et al., 1977; HIRAYAMA et al., 1985; KAI et al., 1993). O isolamento viral
em cultivo celular ndo € uma metodologia muito freqiente no diagndstico da cinomose
canina, por ser trabalhosa, demorada e pode fracassar se 0 cdo ndo estiver em fase
aguda da infeccdo. O efeito ciotopatico em cultivo celular (ECP) é dificil de ser
observado mas pode resultar na formacdo de células gigantes multinucleadas
denominadas sincicio (APPEL; SUMMERS, 1999; FRISK et al., 1999).
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7.2.2.2 Deteccéo das proteinas virais

A  soroneutralizacdo, a fixacdo de  complemento, a
imunoprecipitacdo, a imunofluorescéncia indireta e 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA), podem ser usadas para a deteccdo de anticorpos para o virus da cinomose
no soro e no liquor proporcionando dados de valores diagndsticos e prognosticos
(BARBEN et al., 1999). Entretanto os animais que morrem de cinomose podem ou
nao apresentar titulos de Anticorpos (Ac) mensuraveis para o CDV (APPEL,
SUMMERS, 1999).

O CDV possui somente um sorotipo apesar das diferencas de
patogenicidade entre as estirpes isoladas (exemplo: Rockborn, Ondesteport, Snyder
Hill, R-252). Estirpes com diferentes propriedades biologicas, podem ter o0 mesmo
padrdo de resposta por analise com anticorpos monoclonais (APPEL; SUMMERS,
1999).

O aumento da concentracao da proteina no liquor, indica a presenca
da Imunoglobulina G (IgG) com atividade especifica anti-CDV. Ao analisar o liquor,
aumento de IgG e leucocitose com linfocitose, tem sido relacionada a encefalite
inflamatoéria pelo CDV, em cdes com a barreira hematoencefalica intacta, isso
porque a formacao de anticorpos é produzido localmente e em caes vacinados esta
alteracdo nao € observada (APPEL; SUMMERS, 1999; VON MESSLING et al., 1999;
ZUBRIGGEN et al., 1995).

7.2.2.3 Deteccao do genoma viral

As metodologias como a hibridizag&o in vitro e RT-PCR, técnicas de
biologia molecular, sdo as ferramentas mais utilizadas tanto para a rotina quanto
para a pesquisa, como método diagndstico a técnica de RT-PCR é o método mais
utilizado e esta contribuindo para o diagndstico etiolégico de diversas viroses em
animais e humanos (HAAS et al., 1991; FRISK et al., 1999; MORITZ et al., 2000;
SAITO et al., 2001; GEBARA et al., 2002).
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Esta técnica tem sido empregada com sucesso na deteccdo do CDV
em diferentes tipos de amostras biolégicas como sangue, soro, urina e fragmentos
de 6rgdos (SAITO et al.,, 2001; FRISK et al., 1999; SHIN et al., 1995). O limite
técnico da deteccdo da técnica de RT-PCR foi de 0,02 TCID50 em células
mononucleares do sangue periférico, confirmando a viremia cinco dias pés-desafio
(WELTER et al., 1999).

O RT-PCR rotineiramente esta substituindo os métodos de cultura
celular pela fastigiosa natureza do CDV em vitro, detectando o RNA do CDV em
material biologico. Quando o CDV é detectado em material biologico pela técnica de
RT-PCR, uma RFLP ¢é aplicada ao produto do RT-PCR como tentativa de genotipar
0 gene H. A diferenciacdo das estirpes do CDV é feita pela andlise dos sitios de
glicosilacdo e residuos de cisteina do gene H (MOSHIZUKI, 1999). Em muitos
estudos os virus sdo analisados apds o isolamento e passagem em sistema de
cultivo celular o que pode levar a mutacdo e comprometimento do trabalho
(MOSHIZUKI, 1999).

O exame molecular pode ser feito diretamente com espécimes
clinicos, podendo ser positivo mesmo quando a imuno-istoquimica, ME e o
isolamento viral forem negativos. Isto demonstra, portanto, que este método direto é
mais apropriado para elucidar a epidemiologia e a virologia molecular das
dificultosas estirpes de CDV, especialmente quando materiais fresco e suficiente
para o isolamento ndo estdo disponiveis. Entretanto, a selecdo do oligonucleotideo
iniciador (primer) consiste em um ponto critico para o experimento (MOSHIZUKI et
al., 1999).
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8 TERAPIA E CONTROLE AMBIENTAL

A Unica pratica efetiva para o controle da cinomose canina até o
presente momento € a vacinagdo, associada a medidas de higiene padréao
(CHAPPUIS, 1995). O progndstico da doenca € reservado na maioria dos casos
principalmente naqueles em que sinais neurolégicos estdo presentes (GREENE;
APPEL, 1998).

A vacinacao profilatica € a maneira mais segura e eficaz de controlar
a disseminacdo do CDV (RUDE, 1987). Para evitar a interferéncia de anticorpos
maternais é recomendado iniciar a vacinacdo em filhotes com 5-7 semanas de idade
e com doses adicionais a cada 3-4 semanas, até o filhote completar 14 semanas de
idade. A revacinacéo anual é indicada e importante pois o titulo de anticorpos em um
terco dos cées vacinados diminui chegando a titulos ndo protetores em um ano
(CHAPPUIS, 1995).

O tratamento é sintomético com a utilizagcao de antibioticos de amplo
espectro em decorréncia da imunossupressao determinada pelo virus que pode
determinar infeccdo secundaria que € responsavel pelo aumento na taxa de
mortalidade de 70 a 80 % dos infectados (APPEL, 1987). Nao existe medicamento
ou quimioterapico efetivo, até 0 momento, para o tratamento da cinomose (APPEL,;
SUMMERS, 1999). A fluidoterapia é utilizada para corrigir o desequilibrio provocado
pela anorexia, vbmito e diarréia; vitaminas do complexo B e tratamento
anticonvulsivo sao indicados como terapia auxiliar (RUDE, 1987).

O CDV ao sofrer acdo de raios ultravioletas é eliminado em 15
minutos, porém proteinas e agentes antioxidantes ajudam a protegé-lo da inativacao
no meio ambiente e por ser envelopado é sensivel a detergentes, a solventes
lipidicos (éter, cloroférmio e fendis), hipoclorito de sédio e a ambnia quaternaria e
seus derivados, € extremamente susceptivel ao calor e a secagem, sendo inativado
a temperatura de 50° C a 60° C por 30 minutos (APPEL; SUMMERS, 1999;
GREENE; APPEL, 1998).

O CDV pode permanecer viavel por até uma hora a 37° C e por no
maximo trés horas em suspensdes de tecidos e exudatos a 20° C. Em climas
quentes, o CDV nao persiste no canil apés a remocdo do céo infectado, pois a

viabilidade da particula viral € maior em temperaturas mais frias. Em temperaturas
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gue variam de 0 a -4° C o CDV pode permanecer por varias semanas infectante no
ambiente e em temperaturas menores que -65° C permanece infectante por anos
(GREENE; APPEL, 1998).

A participagdo de espécies selvagens como reservatorio da doenca
ainda € um fato discutido e uma incégnita epidemiolégica (HAAS et al., 1997; BOLT
et al., 1997).



38

9 CONSIDERACOES EM SAUDE PUBLICA

Anticorpos para CDV podem ser detectados em niveis elevados em
alguns cées com artrite reumatdide no soro e fluido sinovial, enquanto que em
outros caes com artrite reumatoéide de etiologia inflamatdria ou degenerativa inexistiu
esta condicao (BELL et al., 1991;FENNER et al., 1993; GREENE; APPEL, 1998).
Estudos moleculares detectaram o genoma do nucleocapsideo do CDV em células
de ossos de pessoas com esclerose multipla. Se o virus € um agente etiologico da
doenca ou uma infeccdo oportunista, necessita ser comprovada (CARTWRIGHT et
al., 1993; GORDON et al., 1993).

O virus do sarampo e o virus da cinomose causam uma
enfermidade com curso semelhante e grave em seus respectivos hospedeiros,
caracterizada por febre, exantema e leucopenia. Ambos 0s virus sarampo e
cinomose, respectivamente, sao capazes de determinar uma infeccao persistente no
sistema nervoso central (SNC) levando a doenca neurolégica grave, lenta e
progressiva (VANDEVELDE; ZUBLIGGEN, 1995; ZUBLIGGEN et al., 1995)

Os mecanismos da doenca neuroldgica lenta em cdes mais idosos
(Old Dog Enchephalitis -ODE-) que € diretamente correlacionada com a presenca e
persisténcia do virus no SNC, é o modelo experimental para estudar a doenca grave
e geralmente fatal que acomete jovens pacientes humanos, pos-infeccéo pelo MV,
denominada de panencefalite esclerosante sub-aguda (Subacute Sclerosing
Panencephalites - SSPE) (ROZENBLATT et al., 1985; YOSHIKAWA et al., 1989;
VANDEVELDE; ZUBLIGGEN, 1995).

O virus vacinal do sarampo € capaz de produzir uma infeccdo nao
contagiosa no sistema linféide dos cées, semelhante ao CDV vacinal (GREENE;
APPEL, 1998) e o CDV selvagem é capaz de infectar naturalmente primatas néo
humanos. Em uma epidemia em macacos japoneses (Macaca fuscata), em 1989,
surge o primeiro relato de um caso fatal de encefalite viral determinado pelo CDV em
primatas ndo humanos (YOSHIKAWA et al., 1989).

Apesar de todas estas evidéncias ainda € controversa a participacao
do virus da cinomose na esclerose multipla em humanos. Pois esta suposi¢do, nao é

bem sustentada pelos experimentos realizados nos ultimos 15 anos. Quanto a
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participacdo do CDV na doenca humana de Paget, ainda nédo foi provada (APPEL,
SUMMERS, 1999) .

O envolvimento do CDV nas doen¢as humanas considerado até o
momento somente especulagdo (APPEL; SUMMERS, 1999). Entretanto, é consenso
entre os estudiosos que estudos sao necessarios para eliminar qualquer davida que

reste.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar parcialmente o gene da hemaglutinina do virus da cinomose canina

detectado em caes naturalmente infectados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica de rt-pcr para a deteccdo do gene da hemaglutinina do

virus da cinomose canina.

e Avaliar o perfil de restricdo do produto do gene da hemaglutinina amplificado
pela técnica de rt-pcr com as enzimas hinf i e rsa i em estirpes padrao
disponiveis do cdv e de amostras identificadas em caes com direntes sinais

clinicos da cinomose canina .

e Comparar dois tipos de amostras bioldgicas (urina e leucécitos) para o

diagnéstico do cdv para a rt-pcr
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3 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

3.1 AVALIACAO MOLECULAR PARCIAL DO GENE DA
HEMAGLUTININA DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA

DETECTADO EM CAES NATURALMENTE INFECTADOS

(PAPER)

3.2 AVALIACAO COMPARATIVA DA URINA E DE
LEUCOCITOS COMO AMOSTRA BIOLOGICA PARA

DETECCAO DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA, PELA

RT-PCR (SHORT COMMUNICATION)
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AVALIACAO MOLECULAR PARCIAL DO GENE DA HEMAGLUTININA DO VIiRUS
DA CINOMOSE CANINA DETECTADO EM CAES NATURALMENTE
INFECTADOS

Resumo: As enzimas Hinf | e Rsa | foram selecionadas para o uso na técnica de
polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorphism—RFLP-) para determinar o perfil de restricdo do virus da cinomose
canina (canine distemper virus —cdv-) circulante na regido norte do Parana/Brasil.
Um fragmento do gene da Hemaglutinina com 721 pares de base (bp) foi amplificado
pela técnica da RT-PCR em amostras bioldgicas colhidas de 27 cées naturalmente
infectados pelo CDV e de trés estirpes padrdo: Snyder Hill, Onderstepoort e
Rockborn. Em todos os amplificados das amostras de campo, independentemente
dos sinais clinicos, o perfil de restricdo foi o mesmo. Todos os produtos do PCR
geraram, com a enzima Hinf |, dois fragmentos visualizados com 320 pb e 250 pb.
Em todas as amostras de campo a enzima Rsa | produziu dois fragmentos de 360 pb
e 230 pb. O perfil de restricdo das estirpes Rockborn e Snyder Hill foi 0 mesmo com
dois fragmentos de 363 e 358 pb. Confirmando a analise computacional nas
sequencias disponiveis no GenBank. A estirpe Rockborn ndo apresenta a seqiiéncia
do gene H depositada em banco de dados publicos. Os produtos da RT-PCR e da
RFLP foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etidio e os fragmentos com 77, 69 e 5 pb (Hinf I) e 31 pb (Rsa ),
deduzido por meio de andlises computacionais ndo puderam ser vistos. Esse
método pode ser Util para o diagndstico ante e post mortem da cinomose canina,
pois pode ser aplicado em urina, sangue (pool de granulécitos e linfocitos), liquor e
fragmento de O6rgdos (cérebro, cerebelo e medula espinhal). As relacdes
moleculares demonstradas na andlise por RFLP sugeriram que as amostras do CDV
circulantes no norte do Parang, sao distintas das estirpes padrdo do CDV, o que

pode caracterizar diferencas moleculares.

Palavras- chave: Cinomose canina. Gene H. Enzimas de restricao.RFLP.
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MOLECULAR PARTIAL EVALUATION OF CANINE DISTEMPER VIRUS
HEMAGGLUTININ GENE DETECTED IN DOGS WHIT NATURAL INFECTION

Abstract: The enzymes Hinf | and Rsa | were elected to use in the Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) Assay to determine the pattern of wild-type
canine distemper virus (CDV) in North of Parana/Brazil. The CDV 721 base pare (bp)
fragment of haemagglutinin gene was amplified using RT-PCR in biological sample
from 27 dogs with natural canine distemper infection, and in tree laboratory CDV
strains: Snyder Hill, Onderstepoort and Rockborn. All PCR product of wild-type CDV
amplified have the same RFLP pattern from both enzymes. Everyone PCR products
after digestion with Hinf | were cut in two seeing fragment of 320 and 250 bp. Using
the enzyme Rsa I, two fragment around 360 and 230 bp were seen in the wild-type
CDV PCR products. In the Onderstepoort with Rsa | were seen two fragment with
363 and 327 bp and in both Snyder Hill and Rockborn fragments with 363 and 358
bp. The Rockborn strain don't have the genome in public database, but the
computational analysis using public nucleotide sequence database in this study
showed the same RFLP pattern for Onderstepoort and Snyder Hill. The PCR and
RFLP products were detected by electrophoresis in 2% agarose gels with ethidium
bromide staining and the little fragments with 77, 69 and 5 bp (Hinf I), and 31 bp (Rsa
[) assessed in computational analysis weren't be seen. This method could be useful
to ante and post mortem canine distemper diagnosis, because can be applied in
urine, blood (pool of granulocytes and lymphocytes) cerebrospinal fluid and organs
fragments (brain, cerebellum and spinal cord). The molecular relationships showed in
RFLP analysis suggested that wild-type current in North Paran& are diferent from
laboratory CDV strains, and this RFLP pattern could characterize molecular

distinction.

Keywords: Canine distemper. H gene. Restriction enzymes. RFLP.
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INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (Canine Distemper Virus —CDV-), classificado na
familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus (PRINGLE, 1999), é o agente etiologico
da cinomose que é considerada uma das principais infec¢fes virais em caes e
outros carnivoros (APPEL; SUMMERS, 1999). A cinomose é uma doenca
multissistémica, de evolugcdo aguda, sub-aguda ou crdnica, que além dos sinais
clinicos sistémicos pode também evoluir para graves sinais neuroldgicos. Em cées a
infeccdo é altamente contagiosa e ocasiona altas taxas de letalidade (TIPOLD,

1995).

A cinomose é de ocorréncia mundial (APPEL et al., 1994), entretanto, em
varios paises devido a vacinacéo regular de grande parte da populacédo canina a
frequéncia da doenca clinica tem diminuido substancialmente, sendo relatados
apenas focos esporadicos (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993; MORREL, 1994;
HAAS et al.,, 1997, MOSHIZUKI et al., 1999). No Brasil a cinomose ainda é
endémica podendo representar até 6% de todas as ocorréncias clinicas e até 11%

das mortes em cdes (GOUVEIA et al., 1987; HEADLEY; GRACA, 2000).

O CDV é um virus com genoma RNA fita simples de polaridade negativa,
constituido por seis genes que codificam (3'-5’) as proteinas N (nucloproteina), P
(fosfoproteina), M (proteina matriz), F (proteina de fusdo), H (hemaglutinina) e L
(grande proteina) (DIALLO, 1990). Andlises moleculares tém demonstrado grande
similaridade entre as estirpes avaliadas (BOLT et al., 1997; HAAS et al., 1997).
Estudos realizados com anticorpos policlonais revelaram, até o momento, apenas

um sorotipo viral (CHAPUIS, 1995).
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A principal glicoproteina do envelope do CDV, a proteina H, € a mais variavel
e consequentemente, é proposta para monitorar mudancas genéticas no virus
(ORVELL et al., 1990). Andlises filogenéticas realizadas no gene H demonstraram
diferencas genéticas relacionadas com a origem geografica das amostras do CDV
(HARDER et al., 1996) e de outros paramixovirus relacionados, como o virus da
peste bovina (RPV) (CHAMBERLAIN et al., 1993) e o virus do sarampo (MS) (RIMA
et al., 1995).

A adaptacdo viral a uma nova espécie hospedeira, provavelmente envolve a
habilidade do virus em reconhecer e usar diferentes receptores celulares para a
ligacdo e a entrada na célula hospedeira. Andlises comparativas da evolucédo de
estirpes do CDV, MS e RPV determinaram que a glicoproteina H é a menos
conservada, com somente 34% de homologia entre o0 MS e o CDV (WILD et al.,
1995). O isolamento viral e a manutencdo em vitro por sucessivas passagens do
virus em células de linhagem continua, podem levar a mutacfes pontuais (antigenic
drift) adaptativas o que pode dificultar a analise da sequéncia amplificada
(MOSHIZUKI et al., 1999).

Estudos envolvendo baterias de anticorpos monoclonais realizados com
estirpes vacinais do CDV e estirpes isoladas de casos clinicos demonstraram grande
variacdo antigénica na proteina H e maior estabilidade nas proteinas F e P
(HANBURGER, et al., 1991; BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993). A hemaglutinina
€ a proteina com maior variacdo antigénica entre todas as estirpes do CDV
estudadas até o momento (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1992; BOLT et al., 1997;
HAAS et al., 1999; MOCHIZUKI et al., 1999).

Relatos de falhas vacinais na profilaxia da cinomose canina séo frequentes

(BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993; MORREL, 1994; HAAS et al., 1997). Uma
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gama de fatores, incluindo aqueles inerentes ao animal e ao antigeno, pode ser
responsavel pela ocorréncia de cinomose em céaes vacinados (HAAS et al., 1997).
As estirpes empregadas na grande maioria das vacinas atenuadas utilizadas em
todo o mundo, inclusive no Brasil, surgiram no inicio de 1960 (CHAPPUIS, 1995). Os
estudos com o objetivo de caracterizagcdo antigénica e molecular de amostras
selvagens do CDV, bem como a comparacdo destas caracteristicas com aquelas
obtidas com as estirpes vacinais, ainda séo realizados de forma esporadica em todo
o mundo (MOSHIZUKI et al., 1999; BOLT et al., 1997; HAAS et al., 1997).

Como a analise do gene H do CDV possibilita a organizacdo das estirpes
virais em genotipos (BOLT et al., 1997), o presente trabalho teve como objetivo a
comparacao entre estirpes do CDV padrdo e do virus selvagem circulante em
animais com diferentes formas clinicas da doenca, por meio do perfil de restricdo de
produtos da amplificacdo de um segmento de 721 pb do gene H de amostras de
CDV provenientes de material biologico colhido de cées com diferentes sinais

clinicos da infeccao.

MATERIAL E METODOS
Virus e Células

As estirpes Rockborn e Ondersteport do CDV foram amplificadas em células
MDCK (Madin and Darby canine kidney —~MDCK-) e a estirpe Snyder Hill amostra
liofilizada, amostras provenientes da American Type Culture Colection (ATCC)

foram utilizadas como controle positivo.
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Amostras vacinais do parvovirus canino, do coronavirus canino, do
parainfluenzavirus canino, do adenovirus canino e do rabdovirus foram utilizados na

avaliacao da especificidade da RT-PCR.

Animais

Foram selecionados para esse estudo 32 cées provenientes do Norte do
Parana atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina,
Londrina/Parana, Brasil, no periodo de maio a hovembro de 2003.

Foram incluidos no experimento os animais submetidos a RT-PCR para a
deteccdo do gene da nucleoproteina (N) do CDV, 27 positivos com sinais clinicos
sugestivos de cinomose canina e ou com parametros hematologicos e bioquimicos
compativeis com a infeccéo e cinco caes politraumatizados.

De acordo com os sinais clinicos apresentados os animais foram subdivididos
em quatro grupos. No grupo A foram incluidos dez cdes que apresentavam um ou
mais sinais clinicos comuns a forma sistémica da cinomose canina tais como
hipertermia, diarréia, vomito, reducdo ou auséncia de apetite, tenesmo, secrecao
nasal, tosse, dispnéia, apatia e ceratoconjuntivite seca. O grupo B foi constituido por
oito animais com manifestacao clinica de um ou mais sinais compativeis com a forma
neurologica da cinomose como convulsdo, mioclonia, rigidez cervical, hiperestesia,
tremores musculares, paresia, paralisia, ataxia, mudancas comportamentais,
depressdo e desorientacdo. No grupo C foram incluidos nove céaes que
apresentavam, simultaneamente os sinais clinicos encontrados nas formas sistémica
e neuroldgica da cinomose canina, descritos nos grupos anteriores. O grupo D foi
constituido por cinco cédes sem sinal clinico de infeccdo que foram encaminhados

para eutanasia devido a politraumatismo. No Quadro 1 tem-se a distribuicdo dos
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grupos de cées utilizados para a caracterizacdo do gene da H do virus da cinomose

canina de acordo com a forma clinica da doenca.

Quadro 1 — Distribuicdo dos grupos de cdaes utilizados para a
caracterizacdo parcial do gene da hemaglutinina do virus da
cinomose canina de acordo com a forma clinica da infeccao,
Londrina —PR, 2003.

Grupo Forma clinica Numero de animais avaliados
A Sistémica 10
B Neurolégica
C Sistémica e
Neurolégica
D Controle 5
Total 32

Amostras bioldgicas

Todas as amostras biologicas foram obtidas de forma indolor e respeitando-se
as normas de bem-estar e conforto dos animais.

De todos os animais foram colhidos 2 mL de urina, por meio de cistocentese ou
sondagem uretro-vesical, e 3 mL de sangue com anticoagulante por venopuncao. Dos
animais incluidos nos grupos B, C e D, sob anestesia geral, ainda foram colhidos 1 a 3
mL de liquido céfalo-raquidiano, por meio da punc¢éo do espaco subaracnoéide através
da cisterna magna. Nos animais dos grupos B, C e D, cujos proprietarios optaram pela
eutanasia, foram colhidos fragmentos de cérebro, cerebelo e medula espinhal durante
a necropsia.

As amostras foram processadas imediatamente apds a colheita ou estocadas
no maximo por 48 h a -20°C. Aliquotas de 100 uL de sangue foram submetidas a

centrifugacdo a 10.000 x g por 15 min em gradiente de Percoll (Sigma, EUA) na
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densidade de 1,08 g/mL, para a obtencao de leucdcitos, esses foram recolhidos e
ressuspensos em 1 mL de PBS pH 7,2 (137 mM NaCl, 3 mM KCIl, 8 mM
Na,HPO,4,15 mM K,;H,PO,). Apos a centrifugacdo o sedimento foi ressuspenso em
300 pL de PBS.

Os fragmentos de SNC foram triturados em “stomatcher “ na proporcdo de
10% (peso/volume) em PBS, apo6s centrifugados a 3.000 x g por 15 min o

sobrenadante foi recolhido em frascos estéreis até o processamento .

Extracdo do Acido Nucléico

Aliquotas de 300 puL do sobrenadante de uma das estirpes padrdo como
controle positivo, 300 uL de &gua ultra-pura autoclavada como controle negativo e
300 ul das amostras biologicas foram submetidas a extracdo de RNA pelo método

da silica / tiocianato de guanidina (BOMM et al., 1990).

Oligonucleotideos Iniciadores (primers)

Para a deteccdo do gene N foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
(primers): CDV1 [769] (+) 5ACAGGATTGCTGAGGACCTAT3, e CDV2 [1055] (-)
5'CAAGATAACCATGTACGGTGC3' (FRISK et al.,1999).

Para a amplificacdo do gene H do CDV, os primers NAW1 [7570] (+)
5’ATCGGCAGCAAAYCCTATC3', e NAW2 [8291] (-) 5 TGGCAACTGTCYTCCTCC3
foram desenhados com o auxiio do programa Gene Runner 3,05
(www.generunner.com), utilizando como base o genoma da estirpe Onderstepoort

disponivel sob o numero AF378705 nas bases publicas de informacdo gendmica


http://www.generunner.com/
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(GenBank). Para a escolha da regido a ser amplificada utilizou-se as sequéncias
conhecidas do gene H dos morbillivirus de cées, carnivoros ndo-domésticos, roedores
e mamiferos marinhos e os softwares ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e o

software BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov.) (ALTSCHUL et al., 1990).

Transcricdo Reversa seguida de Reacédo em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR)

Para a transcrigdo reversa (RT) utilizou-se 9 uL de RNA, 20 pmol do primer
CDV1 (gene N) ou NAW 1(gene H). Apoés incubacgéo a 70° C por 10 min, seguida de
imersdo em gelo, adicionou-se a solu¢cdo RT-MIX constituida por 0,8 mM de dNTP
(Invitrogen®), 1 x PCR buffer (20 mM Tris HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 1,5 mM de MgCls,
60 unidades da enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen®) e agua ultrapura
autoclavada para a obtencdo do volume final de 20uL. A RT foi realizada a 42 °C por
30 min.

Para a PCR foram utilizados 5 pL do cDNA e PCR-MIX contendo 20 pmol de
cada primer (CDV1 e CDV2 ou NAW1 e NAW2), 0,8 mM de dNTP (Invitrogen®), 1 x
PCR buffer (20 mM Tris HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 1,5 mM de MgCl,, 2,5 unidades de
Taq DNA polimerase Recombinante (Invitrogen®) e agua ultrapura autoclavada para o
volume final de 50 uL .

O processo de amplificacéo foi realizado em termociclador (MJ Research Co.
Water Town, MA, EUA) programado com as seguintes condicbes de tempo e
temperatura: uma etapa de 94°C/1 min, seguido, por 40 ciclos de 94 °C/1 min,
59°C/2 min (gene N) ou 54°C/1 min (gene H), 72°C/1 min e uma etapa de extensdo

final de 7 min a 72 °C.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Polimorfismo no Tamanho dos Fragmentos de Restricao (RFLP)

Com base na analise das seqUéncias do gene H das estirpes do CDV
disponiveis no GenBank, realizadas com os softwares Gene Runner e ClustalW,
foram escolhidas duas enzimas para a clivagem do produto amplificado pela RT-
PCR. Na simulacdo computacional a enzima Hinf | apresenta sitios de restricao
conservados em todas as estirpes do CDV sequénciadas até o momento, gerando
fragmentos com tamanho de 320, 250, 77, 69 e 5 (pb) e foi empregada para
caracterizar a especificidade do produto amplificado.

Para a caracterizacdo molecular parcial das estirpes de CDV provenientes de
caes com diferentes formas clinicas da doenca, foi selecionada a enzima Rsa |. No
produto amplificado do gene H (721 pb) proveniente da estirpe Snyder Hill é
encontrado um Unico sitio de clivagem gerando fragmentos de 358 e 363 pb. Na
estirpe Onderstepoort do CDV séo encontrados, nesse mesmo produto, dois sitios
de restricdo gerando fragmentos de 363, 327 e 31 pb.

Para a clivagem do produto de 721 pb, 1 uL de cada enzima (Hinf I, Rsa | - 10
unidades / pL, Invitrogen ®), 2 pL de seu tampé&o (respectivamente, React | e React
II) e 18 uL do produto amplificado foram encubados a 37°C, em frascos diferentes,

conforme protocolo descrito pelo fabricante.

Analise do produto

Os produtos amplificados pela RT-PCR e os clivados pelas enzimas de
restricdo foram analisados em eletroforese em gel de agarose 2% em tampéo TBE
pH 8,4 (Tris 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM), corado em solugédo contendo
0,5 pg/mL de brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. As imagens foram
capturadas em sistema digital Kodak (Taiwin 32 - Kodak®) e armazenadas

digitalmente.



62

RESULTADOS E DISCUSSAO

A RT-PCR para a amplificacédo parcial do gene H do CDV apresentou resultado
positivo em todos os 27 caes incluidos nesse estudo. Independentemente da forma
da infeccéo, sistémica, neurologica ou a associacdo de ambas, em pelo menos uma
amostra bioldgica de cada animal foi amplificado o produto com 721 pb.

Nenhum dos materiais utilizados como controle negativo da reacao (agua
ultrapura autoclavada, amostras vacinais de virus caninos, urina e leucocitos de caes
controle) foram positivos na técnica de RT-PCR demonstrando a especificidade da
técnica (Fig.1).

Embora, o objetivo principal da RT-PCR com primers especificos para o gene
H néo fosse o de diagndstico do CDV, esses resultados demonstram a especificidade
dos primers desenvolvidos e da técnica padronizada. Apesar do gene N ser mais
estavel que o gene H, os primers NAW1 e NAW2 foram desenhados para
hibridizarem em regides constantes presentes em todas as estirpes do CDV com
sequéncias disponiveis no GenBank. A confirmacéo do resultado positivo em 100%
dos animais avaliados demonstra que a RT-PCR desenvolvida nesse estudo pode
também ser utilizada como uma ferramenta adicional para o diagnostico da cinomose
canina, podendo ser realizada a partir de diferentes amostras clinicas tais como,
urina, liquor, leucocitos e fragmentos de orgaos.

O CDV apresenta como caracteristica molecular a grande similaridade,
observada em reacbes de seqienciamento, entre as varias estirpes isoladas de
animais com diferentes manifestacdes clinicas, de espécies animais e de regides
geograficas. Entre os seis genes do CDV, o quinto gene (3'-5") codifica a proteina

hemaglutinina, localizada no envelope viral e indutora de anticorpos neutralizantes.
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A andlise filogenética do gene H do CDV tem possibilitado a organizacdo das
estirpes virais em grupos, independentemente da espécie animal no qual foi isolado e
com nitida distribuicdo geografica. Por todos estes fatores, o gene H € o0 mais
indicado para o monitoramento de variacbes moleculares no CDV (BOLT et al., 1997;
MOSHIZUKI et al., 1999).

A regido do gene H amplificada pelos primers NAW1 e NAW2, em andlise
computacional, apresenta homologia média de 97% entre as estirpes do CDV com
sequéncias disponiveis no GenBank. As estirpes selvagens comparadas a estirpe
Onderstepoort apresentam homologia de 91% e com a estirpe Snyder Hill de 94%.

As estirpes Onderstepoort e Rockborn sdo as mais utilizadas em todo o0 mundo
para a elaboracdo de vacinas (BOLT et al., 1997; MOCHIZUKI et al., 1999). A estirpe
Snyder Hill, por apresentar grande potencial neurotropico, € a mais utilizada em
experimentos de inoculacdo experimental tanto em estudos de patogénese viral
quanto de desafio pos-vacinal (SLATER, 1970). Porém, sequéncias para o gene H da
estirpe Rockborn ainda ndo sao disponiveis no GenBank.

A enzima Hinf | clivou todos os produtos amplificados do gene H nos mesmos
pontos. Tanto as estirpes padrdo (Rockborn, Snider Hill e Onderstepoort) quanto
todas as 27 amostras selvagens analisadas apresentaram com essa enzima o
mesmo perfil de restricAo que possibilitou a visualizacdo de fragmentos de
aproximadamente 320 e 250 pb. Devido as caracteristicas de porosidade do gel de
agarose os fragmentos de pequeno tamanho molecular com 77, 69 e 5 pb néo
puderam ser visualizados. Devido a conservacao de sitios de clivagem para a enzima
Hinf | dentro dos genogrupos, observada em todas as amostras seqiénciadas até o

momento, essa enzima foi escolhida para a analise da especificidade do produto
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amplificado. Esse resultado, onde todas as amostras apresentaram o mesmo perfil de
restricdo, ratifica que o produto amplificado € especifico do CDV.

A clivagem dos produtos da RT-PCR do gene H da estirpe Onderstepoort com
a enzima Rsa | produziu o perfil esperado com dois fragmentos de aproximadamente
327 e 358 pb. Nao foi possivel a visualizacdo do fragmento de 31 pb. A estirpe
Snyder Hill clivada com a enzima Rsa |, também, produziu o perfil esperado com
fragmentos de 358 e 363 pb. Entretanto, devido a pequena diferenca no tamanho
molecular (5 pb) os fragmentos co-migram.

A estirpe Rockborn, que ndo tem sequéncia genémica disponivel para o gene
H, ao ser clivada com a enzima Rsa | gerou o0 mesmo perfil da estirpe Snyder Hill. A
sequéncia do gene H da estirpe Snyder Hill possui alto grau de homologia com as
estirpes vacinais, provavelmente devido ao fato de terem sido isoladas no mesmo
periodo de tempo (HAAS, 1997).

O perfil de restricdo do fragmento de 721 pb de todas das 27 amostras de
campo do CDV, foi semelhante entre si porém, diferente do observado nas estirpes
padrédo. A clivagem dos produtos da RT-PCR das amostras de campo com a enzima
Rsa | geraram dois fragmentos de 360 e 230 pb que foram facilmente visualizados
em gel de agarose corado com brometo de etidio. Os outros fragmentos,
provavelmente, de pequeno tamanho molecular ndo foram visualizados.

O perfil de restricdo, gerado pelas enzimas Hinf | e Rsa I, foi obtido a partir do
produto amplificado pela RT-PCR que foi realizada em amostras biologicas (urina,
liquor, leucdcitos e fragmentos do SNC) colhidas em cées com sinais clinicos
sugestivos de cinomose. A realizacdo da técnica diretamente a partir do material

biolégico diminui a possibilidade de mutacdes de ponto que sdo muito comuns,
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particularmente em virus com genoma RNA, durante o isolamento viral in vitro, devido
a adaptacao do virus a célula hospedeira (BOLT et al., 1997).

Os resultados indicam que as amostras de campo, independentemente dos
sinal clinico apresentado pelos cdes nos quais elas foram identificadas, possuiam
sitios de restricdo nas mesmas posicoes. Também evidencia-se que existem
diferencas no gene H entre as estirpes que estéo circulando e determinando doenca
clinica em caes de nossa regido, com aquelas estirpes que sao largamente utilizadas
para a producdo de vacinas, para o controle e profilaxia da cinomose canina
particularmente as estirpes Onderstepoort e Rockborn.

A demonstracdo de que todas as 27 amostras de campo do CDV
apresentaram perfil de restricdo (Rsa |) diferente das estirpes vacinais, descarta a
possibilidade de que qualquer uma das amostras amplificadas pudesse ter origem
vacinal. Paralelamente, em caso de doenca clinica apds vacinacdo, a analise do
segmento de 721 pb do gene H do CDV clivado com a enzima Rsa |, no caso de perfil
diferente do esperado para as amostras vacinais descarta a reversao de viruléncia do

virus vacinal.

Estudos complementares fazem-se necessarios para avaliar se as diferencas
no gene H do CDV identificadas na analise comparativa entre estirpes padréo e de
campo, circulantes na regido Norte do Parana/Sul do Brasil, sdo suficientes para
interferir no processo de imunizacdo dos caes contra a cinomose canina. Divergéncia
no perfil de restricdo de um produto amplificado sugere diferencas na seqiéncia de
nucleotideos entre as estirpes de campo e as vacinais. Porém, ainda ndo se pode
afirmar que essas diferencas possam envolver também diferengcas em aminoacidos

da proteina H e, consequientemente, alteracao na estrutura antigénica da proteina.
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Em todo o Brasil é freqUente o relato de clinicos veterinarios de que cédes com
esquema regular de vacinacao, particularmente aqueles com ainda uma, duas ou até
mesmo trés doses de vacina, desenvolvem quadros clinicos de cinomose. Falhas
vacinais podem ser geradas por multiplos fatores como interferéncia de anticorpos
passivos, falhas individuais na resposta imune, qualidade, conservacdo e
variabilidade antigénica do imundgeno e infec¢éo anterior a vacinagao, entre outros.

A probabilidade de mutacdes do tipo adicdo, delecdo e substituicdo de
nucleotideos em virus como genoma constituido por RNA é bem maior que em virus
DNA (DIALLO, 1990). O genoma do CDV € composto por uma molécula de RNA fita
simples com polaridade negativa com aproximadamente 16.000 nucleotideos.
Apenas um sorotipo do CDV é descrito (DIALLO, 1990; PRINGLE, 1999), entretanto,
sdo conhecidas diferencas bioldgicas entre as estirpes. Ha variacbes nas formas de
manifestacéo clinica da doenca, bem como também séo passiveis de infeccdo uma
gama de hospedeiros tais como caes, roedores, carnivoros selvagens e mamiferos
aquaticos (APPEL & SUMMERS, 1999). Essas diferencas bioldgicas entre as estirpes
do CDV sugerem também a circulacéo de estirpes virais com diferencas moleculares
e/ou antigénicas que em algumas circunstancias, podem interferir tanto no
diagnéstico quanto na imunoprofilaxia da infeccdo (BOLT et al.,, 1997; HAAS et al.,
1999; MOSHIZUKI et al., 1999).

O monitoramento das caracteristicas antigénicas e moleculares de estirpes
circulantes do CDV é fundamental para o sucesso no controle da infeccao. O gene H,
por suas caracteristicas, € o mais indicado para essa analise e a obtencédo direta do
material bioldgico diminui a possibilidade de mutacdes de ponto na sequéncia de
aminoacidos que ocorrem, com maior frequéncia, durante o isolamento in vitro,

devido a adaptacao do virus a célula hospedeira (BOLT et al., 1997).
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Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que existem diferencas
moleculares entre as estirpes vacinais do CDV e aquelas presentes na regido de
Londrina/PR. O grau de interferéncia dessas diferencas nas caracteristicas
antigénicas das estirpes virais que ocasionam a cinomose canina em nossa regiao
precisa ser avaliado. Esses resultados abrem a perspectiva da elaboracdo de
analises moleculares comparativas mais complexas, particularmente com relacdo ao

sequenciamento de todo o gene H de diferentes estirpes do CDV.
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Figura 1. Resultado da RT-PCR com os primers NAW1 e NAW?2, frente a outros virus
de importancia para a espécie canina; ao virus padrdo Rockborn e urina e
leucocito de cées controle.

Canaletas 1 e 11: Padrdo de tamanho molecular 123bp (Invitrogen®)

Canaleta 2: Controle positivo da reagao (estirpe Rockborn)

Canaleta 3 PCR da estirpe Rockborn sem etapa de transcricao reversa
Canaleta 4: Adenovirus canino

Canaleta 5: Parvovirus canino

Canaleta 6: Coronavirus canino

Canaleta 7: Parainfluenzavirus canino

Canaleta 8: Urina de cao assintomatico (saudavel)

Canaleta 9: Leucécito cao assintomatico

Canaleta 10: Controle negativo da extracao (agua ultrapura)
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Figura 2. Identificagdo do gene da hemaglutinina do virus da cinomose canina, frente
as diferentes amostras hiologicas.

Canaleta 1 Padrdo de tamanho molecular 123bp (Invitrogen®)
Canaleta 2: Urina céo 16

Canaleta 3: Leucécito cdo 16

Canaleta 4: Liquor céo 16

Canaleta 5: Fragmento de bexiga cdo 16

Canaleta 6: Fragmento de cérebro cdo 16

Canaleta 7 Fragmento de cerebelo cédo 16

Canaleta 8: Fragmento de pulméo céo 16

Canaleta 9: Controle negativo da extragdo (dgua ultrapura)
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Figura3. Resultado da técnica de RT-PCR utlizando os primers NAW1/NAW2 e
CDV1/CDV2, frente a urina e leucécito como amostras biolégicas,

Canaleta 1 Padrdo de tamanho molecular 123bp (Invitrogen®)
Canaleta 2: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cdo 33
Canaleta 3: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cdo 33
Canaleta 4; RT-PCR para o gene H em urina, amostra cdo 35
Canaleta 5: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cdo 35
Canaleta 6: RT-PCR para o gene N em urina, amostra cdo 33
Canaleta 7 RT-PCR para o gene N em leucdcito, amostra cédo 33
Canaleta 8: RT-PCR para o gene N em urina, amostra cédo 35
Canaleta 9: RT-PCR para o gene N em leucdcito, amostra céo 35
Canaleta 10: Controle negativo da extra¢@o gene H (4gua ultrapura)
Canaleta 11: Controle negativo da extra¢@o gene N (4gua ultrapura)
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Figura 4. Perfil de restricdo de produtos de RT-PCR do gene da hemaglutinina do virus
da cinomose canina utilizando a enzima Hinf | e a enzima Rsa I.

Canaleta 1 Padrdo de tamanho molecular 123 bp (Invitrogen®)
Canaleta 2: RT-PCR estirpe Onderstepoort ( 721 pb)

Canaleta 3: RFLP estirpe Onderstepoort enzima Hinf | ( 320 e 250 pb)
Canaleta 4. RFLP estirpe Onderstepoort enzima Rsa | (327 e 358 pb)
Canaleta 5: RT-PCR estirpe Rockborn ( 721 pb)

Canaleta 6: RFLP estirpe Rockborn enzima Hinf | ( 320 e 250 pb)
Canaleta 7 RFLP estirpe Rockborn enzima Rsa | (363 e 358 pb)
Canaleta 8: RT-PCR estirpe Snyder Hill ( 721 pb)

Canaleta 9: RFLP estirpe Snyder Hill enzima Hinf | ( 320 e 250 pb)

Canaleta 10: RFLP estirpe Snyder Hill enzima Rsa | (363 e 358 pb)
Canaleta 11: RT-PCR amostra selvagem (721 pb)

Canaleta 12: RFLP amostra selvagem enzima Hinf | (320 e 250 pb)
Canaleta 13: RFLP amostra selvagem enzima Rsa | (360 e 230 pb)
Canaleta 14: Padrédo de tamanho molecular 100 bp (Invitrogen®)
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AVALIACAO COMPARATIVA DA URINA E DE LEUCOCITOS COMO AMOSTRAS

BIOLOGICAS PARA A DETECCAO DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA POR RT-PCR

Resumo: Urina e leucdcitos foram comparados como amostras biolégicas para o
diagnéstico molecular do virus da cinomose canina (CDV) por meio da reacdo em
cadeia pela polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR). Foram
selecionados 56 caes com diagndstico clinico de cinomose canina. De acordo com
0s sinais clinicos os animais foram distribuidos em trés grupos. O grupo A foi
constituido por 17 cédes com sinais clinicos sistémicos; o grupo B por 8 cdes com
sinais neuroldgicos e o grupo C por 31 caes que apresentavam simultaneamente
sinais clinicos sistémicos e neurologicos. Em 80,4 % (45/56) dos cées foi
amplificado um fragmento de 721 pares de base do gene da hemaglutinina do CDV.
Em 75,5% (34/45) animais o CDV foi detectado tanto na urina quanto em leucadcitos.
Em 24,4% (11/45) dos cades apenas um tipo de material biolégico foi positivo (urina
1; leucécitos 10). Esses resultados demonstram que as diferentes formas de
apresentacao clinica da cinomose canina podem dificultar a eleicdo de apenas um
tipo de amostra biolégica para a realizacdo do diagndstico etiolégico do CDV

podendo, nessa situacao, serem gerados resultados falso-negativos.

Palavras- chave: Cinomose canina. RT-PCR. Material biol6gico. Gene H.
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COMPARATIVE EVALUATION OF URINE AND LEUCOCYTES AS A
BIOLOGICAL SAMPLE FOR CANINE DISTEMPER DETECTION, USING THE

RT-PCR ASSAY

Abstract: Urine and leucocytes were comparated like biological sample to the canine
distemper virus (CDV) molecular diagnosis by reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR). Fifth-six dogs with clinical diagnostic were selected. In
accordance with clinical signs the dogs were disposed in tree groups. The A group
was formatted by seventeen dogs with systemic disease; and the B group was
formatted by eight with neurologic disease; and the C group formatted by thirty-one
dogs with systemic and neurologic signs. In 80,4 per cent (45 of 56) of the dogs were
amplified one fragment of CDV nucleoprotein gene with 721 base pare (bp). In 75,5
per cent (34 of 45) the CDV were detected such in urine as in leucocytes. In 24,4 per
cent (11 of 45) of the dogs only one biological sample was positive (urine 1 dog;
leucocytes 10 dogs). From these studies it can be concluded that great variation in
then clinical disease make difficult to etiological diagnosis and this choice may be to

generate false-negative results.

Keywords: Canine distemper. RT-PCR. Biological sample. H gene.
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Comunicacao

A cinomose canina € uma das mais importantes doencas infecciosas em caes
de todo o mundo e pode ocorrer na forma epidémica, nos paises onde a vacinacao
da populacéo canina é realizada de forma regular, e endémica, onde esta pratica de
controle e profilaxia é esporadica (GOUVEIA et al., 1987; HAAS et al., 1997).

A cinomose é causada pelo virus da cinomose canina (canine distemper virus
—CDV-) que € membro da familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus. O CDV é
um virus envelopado com genoma constituido por RNA fita simples de polaridade
negativa. Apenas um sorotipo do CDV foi descrito até o momento. Além dos cées,
algumas espécies de carnivoros ndo-domésticos, roedores e de mamiferos marinhos
sdo susceptiveis a infeccdo (APPEL; SUMMERS, 1995; PRINGLE, 1999).

Em caes a replicacdo do CDV resulta em doenca multissistémica aguda ou
subaguda, altamente contagiosa, que caracteriza-se por secre¢ao nasal e ocular
serosa a mucopurulenta, apatia, anorexia, hipertermia, diarréia, vomito, tosse,
dispnéia, desidratacdo e ceratoconjuntivite seca. Com frequéncia esses sinais
sistémicos sdo acompanhados por graves sinais neuroldgicos, como, mioclonia,
convulsdo, ataxia, paresia, paralisia e mudancas comportamentais, que podem
ocorrer durante a fase aguda da doenca ou varias semanas ou meses apoés
(GRENNE; APPEL, 1998).

No Brasil a cinomose canina é endémica e pode representar até 6% de todas
as ocorréncias atendidas na clinica (GOUVEIA et al., 1987) e pode ainda ser
responsavel por até 11% das mortes em cdes (HEADLEY; GRACA, 2000).

O CDV pode estar presente em alto titulo nas secre¢fes e excre¢des, ou

mesmo em diferentes 6rgéos ou tecidos. A excre¢do viral inicia-se aproximadamente
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sete dias pés-infeccdo e, na dependéncia da forma de apresentacao clinica, periodo
de evolucao, estirpe viral e da resposta imune do animal, pode persistir por até 60 a
90 dias, embora periodos mais curtos sejam mais frequentes. Animais infectados,
tanto na forma sintomatica quanto assintomatica, sdo importantes na cadeia
epidemioldgica da cinomose canina pois o virus eliminado no ambiente € a principal
fonte de contaminacdo dos animais susceptiveis (KRAKOWKA et al.,, 1975;
GREENE; APPEL, 1998).

A vacinacdo é a forma mais eficaz de controle e profilaxia da cinomose
canina. O diagndstico precoce da infeccdo € uma importante ferramenta no controle
da doenca pois pode minimizar a contaminacdo do ambiente e evitar a exposi¢cao de
animais susceptiveis ao CDV (CHAPUIS, 1995; APPEL; SUMMERS, 1999; MORITZ
et al., 2000).

O diagnostico clinico, realizado com base no exame fisico, na anamnese e na
realizacdo de exames complementares, como o exame radiografico, o hemograma e
a analise bioquimica do soro e do liquor, em uma grande proporcao dos casos, gera
parametros inconclusivos pois 0 mesmo padrédo, também, pode ser encontrado em
outras doencas infecciosas e parasitarias de ocorréncia comum em caes (APPEL;
SUMMERS, 1999; MORITZ et al., 2000).

Para a realizacdo do diagnostico ante mortem da cinomose canina varios
métodos de diagnostico foram desenvolvidos, destacando-se a pesquisa de
corpusculo de inclusdo em células presentes em secrecdes e em neutrofilos
circulantes, a imunofluorescéncia direta, a imunohistoquimica e o isolamento do
CDV em cultivo celular. Porém, todos os métodos apresentam desvantagens, que
podem inviabilizar o uso rotineiro, como baixa sensibilidade e/ou especificidade,

etapas laboriosas de processamento do material biologico e tempo necessario para
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a conclusao do resultado (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993; FRISK et al., 1999;
APPEL; SUMMERS, 1999).

A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-
PCR) é uma técnica molecular que pode ser utilizada com o objetivo da identificacéo
precoce do CDV em cdes com sinais clinicos da infeccdo. Esse método de
diagnéstico ante mortem tem apresentado boas taxas de sensibilidade e de
especificidade. Entretanto, assim como outras técnicas a RT-PCR apresenta alguns
fatores que podem ser limitantes, tais como: a definicAo da regido alvo a ser
amplificada, o desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers), o método de
extracdo do acido nucléico e a selecdo do material bioldgico a ser utilizado para o
diagnéstico (FRISK et al., 1999; SAITO, 2001).

Na dependéncia exclusiva da forma de apresentacao clinica e da evolucéao da
cinomose canina o CDV pode estar presente em uma gama de amostras biolégicas.
Urina, sangue total, leucdcitos, fezes, saliva, secrecdo respiratoria, liquor podem
apresentar o virus em diferentes estadios da doenca e em diferentes titulos (SAITO,
2001; FRISK et al., 1999). A definicdo do melhor tipo de amostra biolégica a ser
enviada para a realizacdo do diagnadstico laboratorial ante mortem é de fundamental
importancia para o sucesso da técnica.

O presente estudo foi delineado com o objetivo de avaliar, comparativamente,
dois tipos de material biologico, urina e leucdcitos, para a detec¢cdo do CDV pela
técnica da RT-PCR de caes com diferentes formas clinicas da infeccéo.

A estirpe Rockborn do CDV, amplificada em células MDCK (Madin Darby
canine kidney) conforme procedimento padrdo (BUXTON et al., 1977), foi utilizada

como controle positivo nas reacdes de RT-PCR.



78

Cinquenta e seis caes com sinais clinicos de cinomose canina, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, Londrina/Paranda, Brasil, no
periodo de maio a novembro de 2003 foram selecionados para esse estudo.

De acordo com os sinais clinicos apresentados os animais foram subdivididos
em trés grupos de estudo. No grupo A foram incluidos 17 animais que apresentavam
um ou mais sinais clinicos comuns a forma sistémica da cinomose canina tais como
hipertermia, diarréia, vomito, reducdo ou auséncia de apetite, tenesmo, secrecao
nasal, tosse, dispnéia, apatia e ceratoconjuntivite seca. O grupo B foi constituido por
8 animais com manifestacdo clinica de um ou mais sinais compativeis com a forma
neurolégica da cinomose incluindo convulsdo, mioclonia, rigidez cervical,
hiperestesia, tremores musculares, paresia, paralisia, ataxia, mudancas
comportamentais, depressédo e desorientacdo. No grupo C foram incluidos 31 caes
que apresentavam, simultaneamente, sinais clinicos encontrados nas formas
sistémica e neurologica da cinomose canina e descritos nos grupos anteriores.

Anteriormente a inclusdo dos animais no experimento obteve-se o0
consentimento dos proprietarios. Naqueles cdes com sinais neurologicos
incontrolaveis e irreversiveis a eutanasia foi precedida de tranquilizacdo e anestesia
geral.

De todos os animais foram colhidos 2 mL de urina, por meio de cistocentese
ou sondagem uretro-vesical, e 3 mL de sangue com anticoagulante por venopuncao.
As amostras foram processadas imediatamente apds a colheita ou estocadas no
maximo por 48 hs a -20 °C. Para a obtencéo de leucdcitos, aliquotas de 100 uL de
sangue foram submetidas a centrifugacdo a 10.000 x g por 15 min em gradiente de
Percoll (Sigma, EUA) na densidade de 1,08 g/mL Os leucdcitos foram recolhidos e

ressuspensos em 1 mL de PBS pH 7,2 (137 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na;HPOy,,
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15 mM K;y;H,PO,4). Apbs centrifugacdo a 1.000 x g por 10 min o sedimento foi
ressuspenso em 300 uL de PBS.

Aliquotas de 300 uL das amostras clinicas foram submetidas a extracao de
RNA pelo método da silica / tiocianato de guanidina (BOMM et al., 1990). Como
controle negativo, uma aliquota de agua ultrapura autoclavada foi incluida em cada
extracao.

Para a deteccdo do gene H do CDV foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores (primers) NAW1 [7570] (+) 5’ATCGGCAGCAAAYCCTATC3 e NAW?2
[8291] (-) 5TGGCAACTGTCYTCCTCC3, que amplificam um segmento 721 pares de
bases (pb) (NEGRAO et al., 2004). Para a transcricdo reversa (RT) foram utilizados 9
uL de RNA e 1 uL (20 pmol) do primer NAWL1. ApGs incubacao a 70 °C por 10 min e
imersdo em gelo adicionou-se a solucdo RT-MIX constituida por 1,6 mM de dNTP
(Invitrogen®), 1 x PCR buffer (20 mM Tris HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 1,5 mM de
MgCl,, 60 unidades da enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen®) e agua
ultrapura autoclavada, para a obtencéo do volume final de 20uL. A RT foi realizada a
42° C por 30 min. Para a PCR foram utilizados 5 uL do cDNA e PCR-MIX contendo
20 pmol de cada primer (NAW1 e NAW2), 1,6 mM de dNTP (Invitrogen ®), 1 x PCR
buffer (20 mM Tris HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 2,5 unidades de Taq
DNA polimerase Recombinante (Invitrogen®) e &gua ultrapura autoclavada para o
volume final de 50 uL .

O processo de amplificacdo foi realizado em termociclador (MJ Research Co.
Water Town, MA, EUA) programado com as seguintes condicbes de tempo e
temperatura: uma etapa de 94°C/1 min, seguido, por 40 ciclos de 94°C/1 min, 54°C/1
min, 72°C/1 min e uma etapa de extensdo final de 7 min a 72°C. Os produtos

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE
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pH 8,4 (Tris 89 mM; acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM), corado em solucdo contendo
0,5 ug/mL de brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

Dos 56 animais avaliados, em 45 (80,3%) foi possivel a amplificagdo de um
fragmento com 721 pb, correspondente ao gene H do CDV, a partir da urina ou de
leucétcitos. A tab. 1 apresenta os resultados da RT-PCR realizada em urina e leucocito
dos trés grupos de caes avaliados.

Tabelal - Resultado da RT-PCR para o gene da hemaglutinina do

virus da cinomose canina distribuido de acordo com a forma

clinica da doenca, em cdes naturalmente infectados,
Londrina-PR, 2003.

GRuUPOS' RESULTADO TOTAL
Positivo (%) Negativo (%)
A 10 (58,8%) 7 (41,2 %) 17 (30,4%)
B 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (14,3%)
C 28 (90,3%) 3 (9,7%) 31 (55,3%)
Total 45 (80,3%) 11 (19,7%) 56 (100%)

'Grupos de cédes com manifestacéo clinica: (A) sistémica; (B) neuroldgica e
(C) sistémica/neuroldgica simultaneas. p = 0,0272 (Fisher)

A analise da Tab. 1 demonstrou que ha diferenca significativa (p= 0,0272;
teste exato de Fischer) entre os trés grupos de sinais clinicos testados em relacdo a
positividade ao RT-PCR. O percentual de positividade, de acordo com a forma de
manifestacdo clinica, foi de 87,5% e 90,3% para as formas neuroldgicas e para a
associacdo das formas sistémica e neurologica. Apenas 10 (58,8%) dos 17 animais
com manifestacdo de sinais clinicos sistémicos foram positivos. Esse menor
percentual de positividade no grupo A pode ter sido originado pelo préprio modelo de
incluséo utilizado na distribuicdo dos grupos de animais. Os sinais sistémicos como
hipertermia, diarréia, vémito, hiporexia e anorexia, tenesmo, secrecdo nasal, tosse,
dispnéia, apatia e ceratoconjuntivite seca podem ser comuns a uma seérie de outras

infeccdes (GREENE & APPEL, 1998).
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A maioria dos sinais neurologicos utilizados para incluir os cdes nos grupos B
e C, como convulsdo, mioclonia, rigidez cervical, hiperestesia, tremores musculares,
paresia, paralisia, ataxia, mudancas comportamentais, depressdo e desorientacao,
também, podem ser observados em outras sindromes neurolégicas como a
meningoencefalomielite granulomatos, toxoplasmose, neosporose, criptococose e
encefalite do Pug (TIPOLD et al., 1992; 1993; 1995). Entretanto, a mioclonia, que foi
identificada em 65,7% (23/35) dos animais desses grupos positivos pela RT-PCR, é
um sinal classico da forma nervosa da cinomose. Com isso, na presenca de
mioclonia, a chance do diagnostico clinico ser confirmado por um método de
diagnéstico laboratorial € maior do que naqueles animais onde sdo observados
apenas sinais clinicos sistémicos.

Do total de caes positivos na RT-PCR (n=45) a amplificacao parcial do gene H
do CDV foi possivel a partir de leucocitos em 44 (97,8%) animais e a partir de urina
em 35 (77,8%) animais. A Quadro 1 apresenta a distribuicdo dos resultados da RT-
PCR de acordo com o tipo de material biolégico (urina x leucocitos) empregado para
o diagndstico e os sinais clinicos apresentados pelos caes incluidos nesse estudo.

Quadro 1 Resultado da Técnica de RT-PCR para o gene da hemaglutinina do virus
da cinomose canina em urina e leucécitos distribuidos de acordo com a
forma clinica da doengca em cées naturalmente infectados, Londrina-PR,

2003
RESULTADO GRUPOS? TOTAL
URINA LEUCOCITOS A B C
+ + 6 6 22 34
. _ - 1 1
_ + 4 1 5 10
- - 7 1 3 11
TOTAL 17 8 31 56

'Grupos: (A) Caes com manifestacdo clinica sistémica, (B) neurolégica e (C)
sistémica / neurolégica simultaneas
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Apesar da virtria ser considerada uma forma de excrecao freqiente do CDV
(SHEN et al. 1981), na amostragem utilizada nesse experimento, 0s leucdcitos
apresentaram-se como o material de eleicdo uma vez que, com excecao de apenas
um animal, a quase totalidade dos caes positivos apresentou o virus em leucécitos.

A RT-PCR é um método molecular de diagnéstico que, quando
adequadamente padronizado, apresenta alta sensibilidade e especificidade.
Entretanto, na dependéncia do material biolégico a ser empregado para a realizacao
do diagnéstico, resultados falso-negativos podem ocorrer. Particularmente nas
infeccBes agudas, localizadas ou sistémicas, é possivel a eleicdo de um material
biologico para a pesquisa do agente etioldgico. Nessa situacao caracteristicas como a
patogenia, a evolucdo e os sinais clinicos da infecgcdo podem definir, com pequena
margem de erro, o material biolégico mais apropriado para a deteccdo do agente
etiologico (FRISK et al., 1999).

As diferentes formas de apresentacdo clinica e de evolucdo da cinomose
canina podem dificultar a eleicdo de apenas um tipo de material biolégico para a
realizacdo do diagnostico etioldégico dessa virose. Particularmente nas formas de
evolucado subaguda ou cronica e na auséncia de sinais clinicos sistémicos o CDV
pode ndo estar presente em 06rgados, tecidos, secrecbes e excrecfes de maneira
uniforme. Nessas situacdes, a utilizacdo de apenas um tipo de material biol6gico para
a realizacdo do diagnostico pode ser responsavel pela ocorréncia de resultados falso-
negativo (FRISK et al., 1999; MOSHIZUKI et al.,1999) .

Os cées do presente estudo foram incluidos em trés grupos de acordo com a
predominancia de sinais clinicos. A evolucdo da infeccdo ndo foi avaliada. Nessa
amostragem, na hipotese de selecdo dos leucécitos como unico material biolégico
utilizado para o diagnostico do CDV, a RT-PCR teria originado 1 (2,2%) resultado

falso-negativo, proveniente de um cao do grupo C. Na situagcdo em que apenas a
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urina fosse encaminhada para a realiza¢do do diagnostico poderiam ter sido gerados
10 (22,2%) resultados falso-negativos, distribuidos entre os cdes incluidos nos trés
grupos avaliados.

Onze (19,6%) cades foram negativos tanto na urina quanto nos leucdcitos.
Porém, provaveis resultados falso-negativos ndo podem ser excluidos pois ndo foram
utilizadas outras técnicas para avaliar a presenca ou a auséncia do CDV uma vez que
0 objetivo principal desse trabalho foi a analise comparativa do uso simultaneo de dois
materiais biolégicos para o diagndstico etiolégico ante mortem da cinomose canina.
Outras doencas infecto-parasitarias que determinam sinais clinicos semelhantes aos
utilizados para a inclusao e distribuicdo dos caes nos trés grupos estudados também
nao foram investigadas. Apenas em quatro cédes que apresentaram sinais clinicos
neuroldgicos e negativos na RT-PCR foi possivel realizar exames histopatolégicos em
fragmentos do sistema nervoso central. Em todos os quatro animais as alteragcdes
histolégicas observadas descartaram a hipétese de infecgao viral.

A possibilidade da realizacdo do diagnostico laboratorial ante mortem da
cinomose canina é de fundamental importancia para os clinicos uma vez que com a
confirmacéo e/ou exclusdo do CDV como provavel etiologia permite ao clinico a
realizacéo do progndstico de forma mais objetiva e a ado¢édo de medidas de controle e
profilaxia diferenciadas e especificas mais apropriadas para cada caso.

A otimizacdo de métodos de diagnostico sensiveis e especificos que
possibilitem a realizacdo do diagnéstico laboratorial conclusivo ante mortem do CDV,
como a RT-PCR, apresenta-se como uma opc¢ao viavel. Entretanto, esse trabalho
demonstrou que o tipo de amostra clinica submetida ao diagndstico tem também
grande importancia no resultado final da técnica. A realizacdo da RT-PCR em duas ou
até mesmo em um maior numero de amostras biolégicas, simultaneamente, pode

aumentar consideravelmente a capacidade de diagnostico da técnica.
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Figura 1. Identificagdo do gene da hemaglutinina do virus da cinomose canina em
urina e leucdcito de cées naturalmente infectados.

Canaleta 1: Padr&o de tamanho molecular 123bp (Invitrogen®)
Canaleta 2: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cao 46
Canaleta 3 RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra céo 46
Canaleta 4. RT-PCR para o gene H em urina, amostra cdo 47
Canaleta 5: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cdo 47
Canaleta 6: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cdo 51
Canaleta 7 RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cdo 51
Canaleta 8: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cao 36
Canaleta 9: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra céo 36
Canaleta 10: Controle negativo da extragcdo gene H (agua ultrapura)
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Figura 2. Identificacdo do gene da hemaglutinina do virus da cinomose canina, frente
a urina e leucécito como amostras biolégicas.

Canaleta 1 Padrdo de tamanho molecular 123bp (Invitrogen®)
Canaleta 2: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cao 23
Canaleta 3: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cdo 23
Canaleta 4: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cao 24
Canaleta 5: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cédo 24
Canaleta 6: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cao 26
Canaleta 7 RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra céo 26
Canaleta 8: RT-PCR para o gene H em urina, amostra cao 28
Canaleta 9: RT-PCR para o gene H em leucécito, amostra cdo 28
Canaleta 10: Controle negativo da extracdo gene H (agua ultrapura)
Canaleta 11: PCR da amostra 23 sem a etapa de RT
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4 CONCLUSOES

e A técnica de rt-pcr seguida pelo ensaio de rflp, mostrou-se como uma

alternativa viavel para a caracterizagé@o parcial do virus da cinomose canina.

e A utilizacdo do sistema de rt-pcr e rflp possibilitou a determinacdo do padrao
de restricdo do cdv selvagem circulante entre os animais avaliados e a

diferenciacao desse das estirpes padrao do cdv.

e Independente das formas de manifestacdo clinica da cinomose canina a
utiizacdo de mais de um material biolégico aumenta a capacidade de

diagnéstico etiol6gico da cinomose canina.
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ANEXO A - Lista de Reagente

1. Acido bérico (H3BO5) PM: 61,83

2. Agarose (Invitrogen ©)

3. Brometo de Etidio

4.  Cloreto de Magnésio — (Invitrogen®)

5. Cloroférmio

6. dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — (Invitrogen®)

7. EDTA dissodium  PM: 372,24

8. Enzima de Restricdo Hinf | e Rsal (Gibco BRL®)

9. Etanol — alcool etilico absoluto

10.  Fenol saturado

11. Fenol/ cloroformio — alcool isoamilico

12. Fungizona

13. Gentamicina (40 mg/mL)

14. Isotiocianato de Guanidina (Invitrogen®)

15.  Padréo 123 bp (Invitrogen®)

16. PBS

17.  PCR buffer 10 x (Invitrogen®)

18.  Percoll (SIGMA®)

19.  Primers — Oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen®)
20. Random Primer Hexameros (Promega®)

21. RNase H Reverse Transcriptase SuperScript™ Il - 200U/ul (Invitrogen®)
22.  Silica (SIGMA®)

23.  Sodio Dodecil Sulfato (SDS)

24. Tampao da amostra para PCR

25. Taq DNA polymerase, Recombinant — 5U/uL  (Invitrogen®)
26. TRIS (Hidroximetil Amino Metano) PM: 121,14
27.  Triton x-100

28.  TRIzol LS® reagent (Invitrogen®)



90

ANEXO B — Preparo de Solugdes

Tampao TRIS - acetato - EDTA

- TRIS-242¢

- Acido acético glacial - 57,1 mL
- EDTA 0,5M (pH 8,0) - 100 M|

Solucéao de Percoll
E utilizado para a separacdo dos leucécitos dos demais componentes
celulares do sangue, antes da realizacdo da extracao.
-V0O=V{(d-0.1x-0.9)/y -1}
Sendo VO = Volume de PERCOLL
V = Volume final da solugao
d = densidade final da solucéo (= 1,08)
x = densidade NaCl 1,5M (= 1.058)
y = densidade do PERCOLL (= 1.130)
Solugéo Final: - VO (calculado)
- NaCl 1,5M 1:10 da solugéo final
- dgua ultrapura (MilliQ) gsp.

Para 3000 uL de solucéo final e densidade 1.008, era utilizado 1,94 ml
de Percoll (densidade 1.130), adicionado 300 uL NaCl ( 1,5 M) e 760 uL de agua
ultrapura (agua MilliQ). Alternativamente o NaCl pode ser substituido por Sucrose a
2,5 M.

Apoés a retirada do anel celular o precipitado deve ser lavado por 2
vezes do precipitado com tamp&o PBS para retirada do Percoll, antes do inicio da
extracdo sob pena de ndo amplificacdo do material genético visto que o Percoll pode

interferir na reacao.

Solucéo de Precipitacdo de DNA Cromossomal
- 1,5ml de Tampao TRIS (10 Mm)
- 1 mM de EDTA, contendo 0,5% de Nonidet P-40



Tampao TRIS-EDTA-NaCl
- TRIS-1,2g¢

- EDTA-0,37g

- NaCl-58¢g

- Agua gsp. 1000 ml

Solucéo L6

- 120 gr de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

-22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 gr de Triton x 100

Solugéo L2
- 120 gr de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

Tampéo de corrida TBE (TRIS — Acido bérico — EDTA) 10 x [ ]

- 0,89 M TRIS ou 107,78 g (peso molecular - 121,1)

- 0,89 M acido bérico ou 55,03 g (peso molecular - 61,83)

- 0,02 M EDTA dissodium ou 7,45 g (peso molecular — 373,24)
- 1 litro de agua destilada gsp

pH = 8,4

Solucéo tampéo de fosfato salina (PBS)

-137 mM NacCl

- 3mM KClI
- 8 mM Na;HPO4
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-15mM KoH,POy4
- dgua MilliQ autoclavada gsp 1 litro
pH=7,2

Hidratacdo da silica

- 60 gr de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 ml de agua bidestilada

- Agitar e permanecer em repouso durante 24 horas

- Desprezar 430 ml do sobrenadante por suc¢ao

- Ressuspender a silica em 500 ml de agua bidestilada

- Permanecer em repouso durante 5 horas para sedimentar

- Desprezar 440 ml do sobrenadante

- Adicionar 600 uL de HCI (32% wi/v) para ajustar o pH (pH=2,0)

- Aliquotar e autoclavar

Gel de Agarose 2%

- 2 gr de agarose (Invitrogen®)
- 100 ml agua destilada qsp

- Aquecer até dissolver a agarose
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ANEXO C - Diluigao dos primers

Primer CDV1

Sequéncia: 5’aca ggattg ctg agg acc tat 3’
Posicao: 769-789

Concentracao: 60,2 nmol

60,2 x 1000 = 60200 pmol
60200/ 20 = 3010

- Solucéo estoque: ressuspender em 301,0 uL de agua MilliQ autoclavada para
obter uma solucédo 10 x [ ]

- Solucao de uso: diluir 1 parte da solucdo estoque em 9 partes de agua MilliQ
autoclavada

- Concentragao final: 20 pmol / pL

Primer CDV2

Sequéncia: 5’caa gat aac cat gta cgg tgc 3’
Posicao: 1055-1035

Concentragao: 62,7 nmol

62,7 x 1000 = 62700 pmol
62700/20 =3135

- Solugéo estoque: ressuspender em 313,5 uL de agua MilliQ autoclavada para
obter uma solugéo 10 x [ ]

- Solucao de uso: diluir 1 parte da solucédo estoque em 9 partes de agua MilliQ
autoclavada

- Concentracéo final: 20 pmol / uL
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Primer NAW1

Seqiéncia: 5’ ATCGGCAGCAAAYCCTATC3,
Posicao: 7570-7588

Concentragao: 38,9 nmol

38,9 x 1000 = 38900 pmol
38900/20 =194,5

- Solucéo estoque: ressuspender em 194,5 uL de agua MilliQ autoclavada para
obter uma solucéo 10 x [ ]

- Solucéo de uso: diluir 1 parte da solucéo estoque em 9 partes de agua MilliQ
autoclavada

- Concentracéo final: 20 pmol / pL

Primer NAW2

Sequéncia: [8291] (-) 5 TGGCAACTGTCYTCCTCC3'tgc 3
Posicao: 8273-8291

Concentracao: 48,2 nmol

48,2 x 1000 = 48200 pmol
62700/20 =2410

- Solucéo estoque: ressuspender em 241 uL de agua MilliQ autoclavada para obter
uma solugéo 10 x [ ]

- Solucéo de uso: diluir 1 parte da solucdo estoque em 9 partes de agua MilliQ
autoclavada

- Concentracéo final: 20 pmol / uL

- Y representa a base degenerada correspondente as bases Cou T
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ANEXO D — Numero de acesso das seqiiéncias do CDV (GenBank)

Onderstepoort n° DO0758;
Convac n° Z35493;

US 89 n° 747762,

DK 91 B+C n°® Z47761,;
GR 88 n°® Z47760;

404 n° Z77671,;

2544 n® Z77672,

4513 n® Z77673;

© © N o g B~ w dh -

5804/Han 90 n° X85000;
10.Ueno n°® D85753;
11.Hamamatsu n° D85754;
12.Yanaka n° D85755;

13.A 92-27/4, n° Z54156;
14.A 92-6, n°® Z54166;
15.Leopardo/US 91, n® Z47763;
16.Racoon/US 89, n°® Z47765;
17.Javali/US 89, n° Z47764,
18.Mink/DK 86, n° Z47759;
19.1493/Han 89, n° X84999;
20.Tanu 96, n°® AB01676;
21.98-002, n°® AB025270;
22.KDK-1, n® AB025271.

A estirpe vacinal Rockborn presente no Brasil ndo tem a sequéncia da ORF
H disponivel no GenBank e a estirpe vacinal Convac néao esta presente no Brasil.
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ANEXO E - Protocolos de Técnicas

Macerado de Fragmentos de Orgéos

Pesar 2 ou 4 gramas de cada 6rgao
Triturar o 6érgdo com pistilo em um cadinho contendo PBS (se for s6 fazer o PCR)

ou Meio de cultivo celular minimo essencial sem soro fetal bovino (isolamento)

3. Centrifugar a 4000 x g por 15 minutos a 4° C

Recolher sobrenadante para extracdo do RNA ou para a inoculacdo em célula de

cultura continua

Separacdo de leucdcitos em gradiente de densidade em solucao Percoll

1.

Percoll 1,08 na proporcédo de 1:2 com sangue total com anticoagulante (EDTA)

2. Centrifugagéo a 1000x g por 20 minutos, para formacgéo anel de leucdcitos
3.
4

. Lavagem das células com tampéao PBS 1:5 (alternativamente pode ser utilizado

Recolher leucécitos

NaCl 0,9% 1:5, SAITO, 2000), duas vezes, para remover solucdo de Percoll

Precipitacédo por etanol seguido da técnica de silica

1. 100 uL da amostra

2. 900 pL de L6

3. Mantemos 10 minutos sob agitacédo a temperatura ambiente

4. Adicionamos 40 ulL de silica

5. Colocamos no homogenizador de bandeja onde permaneceu por 30 minutos
a temperatura ambiente

6. Centrifugamos 30 segundos em alta rotacao

7. Desprezamos o sobrenadante

8. Lavamos com 500 uL de L2 (tiocianato de guanidina) por 2 vezes.

9. Lavamos com 1000 uL de etanol 70% por 2 vezes

10. Lavamos com 1000 uL de acetona 1 vez

11. Secamos o pelett em estufa a 37 °C por 15 minutos
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12. Adicionamos 50 uL de agua e colocamos em banho-maria a 56° C por 10
minutos e centrifugamos em alta rotacdo por 2 minutos, retiramos o
sobrenadante, repetimos a operacdo novamente.

13. Aos 100 uL obtidos adicionamos 10 uL de acetato de sodio 3 M e 400 plLde
etanol puro e mantemos a solucédo em freezer -20 °C overnight.

14. Centrifugamos a amostra em alta rotagcéo por 10 a 15 minutos, pelo protocolo
desprezariamos o sobrenadante pois é um protocolo para &cido nucléico de
alto peso molecular. Secamos o pelett na estufa e ressuspendemos em 30 uL

de agua ultrapura autoclavada.

Extracdo do RNA fenol/cloroférmio—alcool isoamilico

1.

© © N o g b~ Db

500 pl do sobrenadante de cultura celular infectada com o CDV, 500 pL da
suspensao de fragmentos de 6rgdos, ou 500 yuL das amostras clinicas (sangue,
soro, plasma, leucdcitos, urina ou liquor)

Adicionar 500 uL de fenol saturado

Homogeneizar em vortex

Banho-maria a 56° C durante 15 minutos

Homogeneizar em voértex

Centrifugar a 10.000 x g durante 10 minutos

Recolher a fase aguosa em outro tubo

Adicionar 500 pL de fenol / cloroférmio — alcool isoamilico

Homogeneizar em vortex

10.Banho-maria a 56° C durante 15 minutos

11.Centrifugar a 10.000 x g durante 10 minutos

12.Recolher fase aquosa em outro tubo
13.40 pL de NaCl a 20%

14. Adicionar etanol até completar o tubo

15.Homogeneizar por inversao
16. Estocar a —20° C por 12 horas
17.Centrifugar a 10.000 x g durante 15 minutos

18. Desprezar sobrenadante por inversao

19.Secar o pellet em estufa a 37° C
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20. Adicionar 35 uL de agua MilliQ autoclavada

Extracdo do RNA pelo método silica/ tiocianato de guanidina

1. 300 pL do sobrenadante de cultura celular infectada com o CDV, 300 pyL da
suspensao de fragmentos de 6rgdos, ou 300 pL das amostras clinicas (sangue,
leucdcitos)

2. 10 pL de silica hidratada

900 puL de solucéo L6

Homogeneizar em vértex

Agitar durante 30 minutos em temperatura ambiente

Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos

Desprezar sobrenadante

Adicionar 500 uL de solucéo L2

© © N o 0o &~ W

Homogeneizar em voértex

10. Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos
11.Desprezar sobrenadante em solu¢do contendo NaOH 10M
12.Repetir passos 8,9, 10 e 11

13. Adicionar 1 mL de etanol a 70%

14.Repetir os passos 9, 10 e 11

15. Repetir os passos 13 e 14

16. Adicionar 1 mL de acetona PA

17.Repetir passos 9, 10 e 11

18.Secar o pellet em estufa a 37° C durante 15 minutos (tubo aberto)
19. Adicionar 40 uL de agua MilliQ autoclavada
20.Homogeneizar em vortex

21.Banho-maria a 56° C durante 15 minutos
22.Homogeneizar em vortex

23.Centrifugar a 10.000 x g durante 2 minutos

24.Recolher sobrenadante
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Extracdo do RNA pela associagao das técnicas fenol/cloroformio — &lcool
isoamilico e silica/ tiocianato de guanidina.

500 uL da amostra

60 pL de SDS

Homogeneizar em vortex

Banho-maria a 56° C durante 10 minutos

500 uL de fenol / cloroférmio — alcool isoamilico
Homogeneizar em vortex

Banho-maria a 56° C durante 15 minutos

Centrifugar a 10.000 x g durante 10 minutos
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Recolher sobrenadante em outro tubo
10.Prosseguir extracdo pelo meétodo silica / tiocianato de guanidina descrito

anteriormente

Protocolo do TRIzol LS®

Colocamos 300 ul da amostra em um ependorf

Adicionamos 900 pL TRIzol®

Homogeneizamos com pipeta

Incubamos a temperatura ambiente (15-30° C) por 5 minutos
Adicionamos 240 pL Cloroférmio

Agitamos manualmente por 15 segundos

Incubamos novamente a 4 °C por 15 minutos

Centrifugamos a 12.000x g (12000 RPM) por 15 minutos em 2-8° C

Recolhemos a fase superior aquosa evitando a interfase e transferimos para

© ©® N o 0 bk 0N PRE

outro ependorf
10. Adicionamos 500 uL de alcool isopropilico para precipitar o RNA
11.Incubamos a temperatura ambiente (15-30° C) por 10 minutos
12.Centrifugamos a 12.000x g (12000 RPM) por 10 minutos a 4° C
13.Desprezamos o sobrenadante
14. Adicionamos 200 pL etanol 75% gelado
15.Homogeneizamos em vortex

16. Centrifugamos a 7.500x g (7500 RPM) por 5 minutos a 4° C
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17. Desprezamos o sobrenadante em fluxo laminar

18.Secamos o pellet por 5-10 minutos

19. Adicionamos 75 uL de agua MilliQ autoclavada com DPEC (Dietilpirocarbonato —
inibidor de RNAse.

20.Homogeneizamos com pipeta

Protocolo de extracdo de DNA de gel de agarose “QIAquick”

130 g de gel

Adicionar 400 pL tampéo QX1

Agitar manualmente

Banho-maria a 56° C por 10 minutos

Passar a amostra para coluna com tubo de coleta
Centrifugar por 1 minuto

Desprezar o filtrado

Adicionar 750 pL tampéao PE
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Repouso por 5 minutos

10. Centrifugar por 1 minuto

11.Desprezar o filtrado

12. Centrifugar por 1 minuto

13. Eluir o produto com 50 pL de agua ultrapura autoclavada
14. Centrifugar por 1 minuto

15. Armazenar o sobrenadante para uso.

Restricdo do produto por digestdo enzimética

1. 18 pL da amostra

2. Adicionar 1 pL da enzima Hinf | ou Rsa | (Invitrogen®) e 2 uL do tamp&o da
enzima (React | e React II).

3. Homogeneizar

4. Incubar a 37° C durante 2 horas
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