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RESUMO

O virus da cinomose canina (CDV) é um relevante patégeno de caninos
domésticos e carnivoros selvagens. Pertencente & familia Paramyxoviridae e
ao género Morbillivirus, o CDV constitui o agente etiolégico de uma infecéo
enzodtica mundialmente. Alguns relatos de cées supostamente vacinados que
desenvolveram a doenca trazem a tona questionamentos sobre a eficacia das
formulag@es vacinais frente as cepas selvagens, levantando algumas hipoteses
acerca da evolugdo do CDV. Com o objetivo de produzir uma linhagem do virus
de CDV capaz de reproduzir a enfermidade em camundongos e analisar o
gene da Hemaglutinina do virus CDV em amostras de campo de céaes
naturalmente infectados no Brasil, esta dissertacdo sera apresentada na forma
de dois artigos cientificos. No primeiro, foi proposto o estabelecimento de uma
linhagem de CDV neurotropica para camundongos, capaz de induzir a doenca
a partir de uma cepa de CDV brasileira selvagem, através de inoculacéo
intracerebral em camundongos Swiss neonatos, observando-se através de
andlises moleculares que ndo houve amplificagdo do material genético viral de
interesse. No segundo artigo, amostras clinicas de c&es naturalmente
infectados no Brasil foram submetidas a um estudo filogenético utilizando o
genoma full-lenght da glicoproteina H do CDV, onde foram obtidos cinco
isolados distintos: H_CDV_A5 MG, H CDV_A2 PE, H CDV_A8 PE,
H CDV_A10 PE, H_CDV_Al16 _PE, todos agrupados no genogrupo
Europa/América do Sul-1, grupo distinto do que abrange as cepas vacinais.
Pesquisas de polimorfismos ja descritos na literatura foram realizadas nos
aminoacidos gerados, onde foi detectada a substituicio R580Q nas amostras
isoladas de Pernambuco, importante na eficiéncia da fusédo e expressédo da

superficie proteica da hemaglutinina.

Palavras-chave: Morbillivirus canino; Hemaglutinina; Filogenia; Polimorfismo;

Neuroadaptacdo; Camundongos Swiss; Pernambuco; Minas Gerais.
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ABSTRACT

Canine distemper virus (CDV) is a relevant pathogen of domestic canines and
wild carnivores. Belonging to the Paramyxoviridae family and the genus
Morbillivirus, CDV is the etiologic agent of an enzootic infection worldwide.
Some reports of supposedly vaccinated dogs that developed the disease raise
guestions about the efficacy of vaccine formulations against wild-type strains,
raising some hypotheses about the development of CDV. With the objective of
producing a CDV virus strain capable of reproducing the disease in mice and
analyzing the Hemagglutinin CDV virus gene in field samples from naturally
infected dogs in Brazil, this dissertation will be presented in the form of two
scientific articles. In the first, it was proposed the establishment of a neurotropic
CDV line for mice, capable of inducing the disease from a wild Brazilian CDV
strain, through intracerebral inoculation in Swiss neonatal mice, observing
through molecular analyzes that there was no amplification of viral genetic
material of interest. In the second article, clinical samples of naturally infected
dogs in Brazil were submitted to a phylogenetic study using the full-lenght
genome of CDV H-glycoprotein, where five different isolates were obtained:
H_CDV_A5 MG, H_CDV_A2 PE, H _CDV_A8 PE, H_CDV_A10_PE,
H_CDV_A16_PE, all grouped in the genogroup Europe / South America-1, a
group distinct from that covering the vaccine strains. Polymorphism studies
already described in the literature were performed on the generated amino
acids, where the R580Q substitution was detected in samples isolated from
Pernambuco, important in the fusion efficiency and expression of the protein
surface of hemagglutinin.

Keywords: Canine Morbillivirus; Hemagglutinin; Phylogeny; Polymorphism;

Neuroadaptation; Swiss mice; Pernambuco; Minas Gerais.
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QUALIFICACAO DO PROBLEMA

A cinomose é uma doenca viral, infecciosa, imunossupressora,
altamente contagiosa, que acomete principalmente os cées e € causada pelo
virus da cinomose canina (CDV) (Silva et al., 2007). E considerada uma das
principais infeccdes virais em cées e tem sido descrita como capaz de causar
doenca em carnivoros de outras familias em todo o mundo (Cho e Park, 2005),
além de ser a segunda doenca infecciosa com maior relevancia entre caninos
domésticos, devido as suas altas taxas de morbidade e mortalidade (Negréo et
al., 2006).

As semelhancas clinicas e moleculares entre os virus da cinomose e do
sarampo, caracterizam o furdo (Mustela putorius furo) infectado com o virus
CDV como um modelo experimental e capaz de expressar sinais clinicos
semelhantes a sindrome do virus do sarampo em humanos (MeV), permitindo
a identificacdo de determinantes de viruléncia e atenuacdo, bem como a
avaliacdo de seguranca e eficacia de novas terapias e vacinas (Da Fontoura
Budaszewski e Von Messling, 2016). Entretanto, essa infec¢éo resulta em altas
taxas de mortalidade desses animais (Von Messling et al., 2003; Von Messling
et al., 2004), e o uso de cepas de CDV neuroadaptadas em ratos recém-
nascidos foi descrito como sendo capazes de induzir uma infeccdo neuroldgica
cronica (Bernard et al., 1983), sendo dessa forma, um modelo animal ideal para
estudos tanto de viruléncia como de infec¢cdes cronicas, substituindo mais
facilmente os furbes, uma vez que ndo costumam sobreviver a infeccao
experimental.

A medida mais eficaz conhecida contra o virus CDV é a imunizacdo. As
vacinas anti-CDV foram produzidas a partir da década de 60, havendo grande
impacto, reduzindo o indice de animais afetados (Harder e Osterhaus, 1997).
Entretanto, ainda sao utilizadas as mesmas cepas vacinais, havendo relatos
que revelam aumento na incidéncia da infeccdo em animais vacinados
(Blixenkrone-Moller et al., 1993; Ek-Kommonen et al., 1997; Haas et al., 1997;
Jozwik e Frymus, 2002; Norris et al., 2006; Calderon et al.,, 2007;Simon-
Martinez et al., 2008; Fischer, et al., 2016). Uma das razbes por suspeitas de
falhas vacinais deve-se a grande variabilidade genética entre as cepas do
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CDV(Hashimoto et al., 2001; Si et al., 2010). A analise filogenética do gene da
hemaglutinina, o mais variavel entre os Morbillivirus, permite a classificacao
das cepas em genétipos, 0s quais se agrupam em relacdo a distribuicdo
geografica (Blixenkrone-Moller et al., 1993).

A realizacdo da presente pesquisa implica nha obtencdo de uma linhagem
viral do CDV adaptada a camundongos, para que seja possivel realizar estudos
referentes ao diagndstico, tratamento e desenvolvimento de vacinas, tanto para
cinomose quanto para sarampo, ambos semelhantes molecular e clinicamente.
Outra esfera abordada na presente pesquisa envolve a avaliacdo do panorama
das cepas virais de CDV atuantes na regido geografica estudada, uma vez que
h& escassez destes dados e com isso, serd possivel comparar a cepa utilizada
nas vacinas comerciais atuais com as cepas de circulantes, avaliando sua

proximidade genética, estimando sua viabilidade na protecdo dos animais

pertencentes a regido estudada.
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REVISAO DE LITERATURA

1- Morfologia e classificacao taxondmica

O agente etiolégico envolvido € um RNA-virus, denominado cinomose
(Canine Distemper Virus - CDV), pertencente a ordem Mononegavirales,
familia Paramyxoviridae e género Morbillivirus, onde também estédo
identificados virus do sarampo (MeV), virus da cinomose focina (PDV), virus
da peste de pequenos ruminantes (PPRV), virus da peste bovina (RPV),
Morbillivirus cetaceo (CeMV) e mais recentemente, Morbillivirus felino (FeMV)

(King et al., 2011; Woo et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1- Arvore filogenética ilustrando as diferentes espécies do género Morbillivirus
com a representacdo de alguns de seus respectivos hospedeiros. Fonte: Acervo
pessoal.
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CDV é um virus envelopado e de carater pleomoérfico que contém o
genoma em cadeia de RNA de sentido negativo. O nucleocapsideo viral possui
simetria helicoidal, e possui de 13 a 18 nm de diametro por 600 a 1.000 nm de
extensdo (Arns et al., 2012). O RNA viral codifica a0 menos oito proteinas:
hemaglutinina (H), proteina de fusdo (F), matriz associada ao envelope (M),
fosfoproteina (P), polimerase viral (L) e Nucleoproteina (N), e duas proteinas
secundarias nao-estruturais (C e V), codificadas como unidades extra-

transcricionais, incorporado ao gene P (Lamb e Parks, 2013) (Figura 2).

? Hemagglutinin (H)

? Fusion protein (F)

O Polymerase (L)

0 Phosphoprotein (P)

Q Nucleocapsid (N)

Q Matrix protein (M)

3L N - pviaH M FH n H L -
Figura 2- Diagramas esquematicos do virion morbiliviral (superior) e seu genoma
(inferior). Fonte: (Liu et al., 2016)

2- Proteinas virais

2.1- Proteinas do complexo RNP (Ribonucleoproteinas)
2.1.1- Nucleocapsideo (N)

No momento pés-transcricdo, a proteina N possui alta producdo e
associacdo com o acido nucleico, encarregando-se de proteger o genoma
contra a digestdo por nucleases, por servir encapsulando o genoma em um
nucleocapsideo resistente a agdo de RNase. Nos Paramixovirus, cerca de 80%

da sequéncia da proteina do nucleocapsideo é conservada (Arns et al., 2012).
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Segundo Liston e colaboradores (1997), durante a etapa transcricional e

de replicacdo, a proteina N realiza a fusdo a polimerase, associa-se a
polimerase (P-L) compondo o complexo RNP (Ribonucleoproteina).

2.1.2- Fosfoproteina (P)
A proteina P tem importante fungcdo na RNA-polimerase RNA-

dependente (RpRd), atuando como cofator da polimerase. Quando em
conjunto com a proteina do nucleocapsideo, € responsavel ainda pela
formacdo de agregados citoplasmaticos, conhecidos como corpusculos de
inclusdo ou corpusculos de Lentz, nas células infectadas (Arns et al., 2012).
Seu genoma codifica mais duas proteinas: C e V, onde desempenham papéis
fator infectivo e inibicdo imunologica do hospedeiro, respectivamente (Von
Messling et al., 2006).

2.1.3- Polimerase (L)
Constitui a proteina em menor quantidade, e é responsavel pelas

funcbes cataliticas de RpRd. A sequéncia de nucleotideos responsavel por

traduzir a proteina L € bastante preservada (Arns et al., 2012).

2.2- Proteinas do envelope

2.2.1- Hemaglutinina (H)

A proteina H tem como funcdo primaria a atividade de ligacdo aos
receptores da célula hospedeira, além de interagir com a proteina de fusao
para auxiliar na fixacdo e fusdo do envelope viral com a membrana da célula
hospedeira, mecanismo que permite o ingresso do virus na célula (Moss e
Griffin, 2006).

von Messling e colaboradores (2001) realizaram estudos utilizando virus
recombinantes onde concluiram que a proteina H é a principal atuante na
eficiéncia da fusdo, funcdo anteriormente remetida a proteina F, além do que, a
proteina H tem a capacidade de determinar a citopatogenicidade in vitro.

E no gene que codifica a hemaglutinina que se encontra a maior
variagdo antigénica, conferindo a essa proteina viral o foco primario em
estudos epidemioldgicos e moleculares referentes ao virus em questdo
(lwatsuki et al., 1997; Ilwatsuki et al., 2000; Von Messling et al., 2001; Martella
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1bp CDV genome size 15,690 bp 15,690 bp

Iml|Illtll|ll|Illllllll]lllllllll]lllIllllI|Ilu|llll|lllllllll|mlIlllI]IIIIIIIII|II!IIIIII|II|I|

7,079 bp 8,902 bp
Hemagglutinin size 1,824 bp
et al.,, 2011). Em contrapartida, os genes N e L compartilham de alto grau de
similaridade entre as cepas isoladas de CDV, tendo a proteina N dentro do
grupo dos Paramixovirus, cerca de 80% de sua sequéncia proteica conservada
(Castilho et al., 2007; Sawatsky e Von Messling, 2011; Arns et al., 2012)
(Figura 3).

Figura 3- Organizagcdo do genoma viral, com foco da proteina hemgalutinina. Fonte:
Acervo pessoal.

2.2.2-Proteina de fuséao (F)

A proteina F participa dos processos de fusdo e penetracdo dos virus a
célula do hospedeiro, sendo sintetizada como um precursor inativo, FO, onde
apos a clivagem, converte-se em sua forma biologicamente ativa através de F1
e F2, que se mantém aproximadas através de pontes dissulfeto. Uma
particularidade na familia Paramyxoviridae, € a necessidade de um pH neutro
para a execucao da atividade fusogénica dessa proteina (Scheid e Choppin,
1977; Arns et al., 2012).
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2.2.3-Proteina da matriz (M)

Compde a camada interna entre o nucleocapsideo e envelope, formando
a camada mais farta no virion. Desempenha papel na relacdo entre o
nucleocapsideo viral e a membrana celular do hospedeiro, alicercando a
morfogénese viral, auxiliando na maturacao e brotamento de novas particulas
virais (Arns et al., 2012).

3- Genotipagem

Recentemente pode-se observar o crescimento do numero de estudos
acerca da diversidade e relacfes filogenéticas, onde técnicas moleculares sao
ferramentas importantes para os estudos de epidemiologia e dinamica das
diferentes estirpes de CDV em circulagéo.

A base de classificacao filogenética do CDV em diferentes genotipos é
realizada através da analise da Hemaglutinina (H), uma vez que é tida como a
proteina mais variavel do genoma viral (Blixenkrone-Moller et al., 1993).

As cepas de CDV ja descritas sdo associadas principalmente a nove
genotipos, embora ocorram divergéncias entre os autores. Os gendtipos
descritos sao: America-1, onde se enquadram as cepas vacinais; America-2,
onde séo agrupados os isolados da América do Norte; Europe, no qual incluem
isolados principalmente obtidos de cées da Europa, também observados em
circulacdo na América do Sul (Panzera et al., 2012), onde se admite também a
classificacdo de Europe/South America-1; Europe Wildlife, incluindo
principalmente cepas obtidas de animais selvagens na Europa; Arctic, onde
s&o agregados as cepas obtidas do Artico, porém também ocorre a inclusdo de
cepas europeias; Asia-1 e Asia-2, onde séo dispostos os isolados de diversos
paises Asiaticos, separados em dois grupos distintos; South Africa, cepas
obtidas na Africa do Sul; e South America-2, onde estdo dispostos os diferentes
isolados obtidos nos paises da América do Sul (Mochizuki et al., 1999;
Calderon et al., 2007; Kapil et al., 2008; Gamiz et al., 2011; Negrao et al., 2013;
Budaszewski Rda et al., 2014; Espinal et al., 2014; Fischer et al., 2016). Fora
0S grupos mais comumente associados as cepas documentadas, algumas

sequéncias sdo descritas associadas a cepa vacinal Rockborn, formando um
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cluster denominado Rockborn-like (Martella et al., 2011; Budaszewski Rda et
al., 2014; Ke et al., 2015).

4- Variabilidade genética

As mutagbes manifestam-se naturalmente como reflexo de falhas
proprias da polimerase, que atuam incorporando nucleotideos incorretos
durante a etapa de replicacdo do genoma, e com isso, tem-se a principal causa
de variabilidade genética observada em Morbillivirus.e outros virus de RNA
nao-segmentados. Os mutantes virais gerados durante o processo replicativo
podem ou ndo expressar uma vantagem seletiva, sendo esse o fator que define
se seréo ou ndo mantidos no genoma (Moraes et al., 2012).

Estudos demonstraram uma forte pressdo seletiva nos aminoacidos
530 e 549 do gene da hemaglutinina, tais residuos compfem a regiao
responsavel pela ligacdo com o receptor da célula do hospedeiro, estando
associados a eventos de spillover- determinagcédo remetida a capacidade viral
de infectar novos hospedeiros. 22 substituicbes de aminoacidos identificadas
nestas regides estao relacionadas a virus isolados de hospedeiros silvestres
(Mccarthy et al., 2007).

O termo recombinacéo é utilizado para designar um evento de permuta
entre sequéncias genéticas de dois genomas. Dois processos recombinantes
sdo descritos para virus de RNA, um replicativo e um nao-replicativo, sendo o
modelo replicativo o que leva a transferéncia do complexo de replicacdo de
uma fita de RNA para outra, enquanto o modelo nédo replicativo ocorre uma
ruptura na fita de RNA que aprimore a formacdo de um genoma hibrido
(Moraes et al., 2012).

No que concerne o CDV, os principais indicios de recombinacdo
compreende as glicoproteinas H e F, ambas responsaveis pelo tropismo
celular, e com isso, equivalendo a um expressivo ganho evolutivo, uma vez que
essas proteinas tem relacdo com a agdo de anticorpos neutralizantes dos

hospedeiros (Da Fontoura Budaszewski et al., 2016).
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5- Hospedeiros e fatores epidemiolégicos

A infecdo causada pelo virus da cinomose é enzodtica mundialmente,
apresentando frequéncia significativa em animais mais jovens e ndo vacinados
(Arns et al., 2012).

Um relevante aspecto da biologia do CDV € a quantidade de novos
hospedeiros infectados. CDV ja foi descrito em mamiferos das familias
Canidae, Mustelidae, Hyaenidae, Procyonidae, Ailuridae, Viverridae, Felidae,
Ursidae, Phocidae, Tayassuidae e Cercopithecidae (Cho e Park, 2005; Cottrell
et al., 2013; Lempp et al., 2014). Ao final da década de 80, algumas espécies
de vida livre, incluindo espécies com risco de extincdo, que até entdo ndo eram
consideradas susceptiveis ao virus apresentaram alguns surtos da doenca
(Mccarthy et al., 2007). Acredita-se que devido a modificacBes do ecossistema,
adaptacado do virus a fatores epizodticos, e em conjunto com o surgimento de
variantes, o virus passou a apresentar novos hospedeiros incomuns, como 0S
felideos selvagens, incluindo hienas e ledes (Appel et al., 1994; Barrett, 1999),
além do relato de alguns surtos em mamiferos de vida marinha (Barrett e Rima,
2002; Kuiken et al., 2006; Butina et al., 2010) e mais recentemente, casos de
CDV em primatas ndo humanos (Qiu et al., 2011; Sakai et al., 2013), e pandas
gigantes (Jin et al., 2015; Feng et al., 2016; Zhao et al., 2017). Suinos e Felinos
domésticos tem predisposicdo ao CDV, porém ndo ha o desencadeamento da
doenca clinica nestas espécies (Gaskin, 1974), ja tendo sido inclusive descrita
a infeccdo experimental em gatos domésticos livres de patdégenos especificos
(SPF), onde foi observado a replicacdo viral e sinuosa linfopenia, porém com
auséncia de sinais clinicos (Harder et al., 1996; Martella et al., 2008).

Tal como outros virus envelopados, CDV € rapidamente inativo no
ambiente e a transmissdao ocorre via animal-animal diretamente,
estabelecendo-se através dos aerossois e goticulas infectantes oriundas das
excrecoes e secrecdes corporeas dos animais infectados (Headley et al.,
2012), podendo ser detectado em altos titulos a partir destas secrecdes e
excrecoes, inclusive urina (Elia et al., 2006). Um estudo recente apresentou a
transmissao horizontal através de pulgas (Ceratophyllus sciurorum) em furbes
de uma fazenda dinamarquesa, onde foram realizados estudos moleculares
tanto nos furdes quanto nas pulgas e foi observado 100% de equivaléncia entre
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0s genes da proteina H de CDV isolados dos furdes e das pulgas (Trebbien et
al., 2014).

A susceptibilidade da infeccdo gira em torno de fatores climaticos,
apresentando-se nas épocas mais frias do ano, fatores imunes, onde animais
mais jovens (até os seis meses de vida) sdo mais passiveis, uma vez que a
imunidade materna declina nesse periodo e se o animal ndo receber a
vacinacdo adequada tem grandes chances de ser acometido (Martella et al.,
2008). Cadelas prenhes infectadas estdo habilitadas a realizar a transmisséo
viral por via transplacentaria, o0 que pode gerar abortos, fetos natimortos ou o
nascimento de filhotes fracos e imunossuprimidos (Arns et al., 2012).

Os Morbillivirus de forma geral induzem clinica semelhante entre si, tal
como febre, secrecdo nasal serosa e tosse, além de sinais respiratorios e
gastrointestinais, muitas vezes complicados por infeccbes bacterianas
secundarias. Outro ponto de destaque entre os Morbillivirus € a capacidade de

imunossupressao severa (Von Messling et al., 2003; Griffin, 2007).

6- Patogenia

CDV inicia a infeccdo em novos hospedeiros primeiramente através do
trato respiratério superior, quando inalados, os virions estabelecem a infeccao
primaria por fusdo dependente do receptor na membrana plasmética (Smith et
al., 2009). Dois receptores celulares sdo atribuidos em infec¢cdes por
Morbillivirus: molécula sinalizadora de ativacdo de linfécitos (SLAM / F1 ou
CD150), expressa por subconjuntos de timdcitos, células dendriticas, células
estaminais hematopoiéticas, macréfagos e linfécitos T e B (Tatsuo et al., 2000)
e molécula de adeséao celular de nectina 4 (nectina-4), expressa no complexo
de juncdo aderente de células epiteliais (Muhlebach et al., 2011; Noyce et al.,
2011). A patogénese viral tem ampla dependéncia dos receptores celulares,
sendo a infecgdo mediada pelo receptor SLAM indispensavel para a entrada e
disseminagéo viral (De Swart et al., 2007; Leonard et al., 2008) e infecgao
mediada pela nectina-4 importante para a transmissao do virus (Noyce e
Richardson, 2012).

A propagacdo ocorre inicialmente em macrofagos e linfocitos B e T

circulantes, disseminando-se pela via linfatica local até as tonsilas e linfonodos

22



brénquicos e faringeos (Nelson e Couto, 2006). Esta multiplicacéo viral inicial
nos tecidos linfoides leva a uma depresséo imune critica e prolongada (Deem
et al., 2000; Vandevelde e Zurbriggen, 2005; Greene e Appel, 2006). Em um
periodo de quatro a seis dias pés- infeccdo tem-se o inicio da replicacao viral
no sistema linfoide, medula 6ssea, timo, baco, linfonodos mesentéricos, placas
de Peyer, células estomacais, células de Kupffer e células mononucleares ao
redor dos vasos pulmonares e bronquiais, levando a uma consequente viremia
e com isso, o primeiro pico febril, acompanhado por leucopenia devido a danos
virais nas células linfoides (Greene e Appel, 2006; Maclachlan e Dubovi, 2011).
Em média oito a dez dias pés-infeccdo, CDV movimenta-se por meio de vias
hematogénicas ou via LCR para os tecidos epiteliais e 0 sistema nervoso
central, levando a sinais clinicos tipicos do sistema nervoso (Summers et al.,
1979; Higgins et al., 1982; Maclachlan e Dubovi, 2011).

Apls a dispersdo sistémica do virus, 0s sinais clinicos podem
desaparecer, devido ao aumento da titulacdo de anticorpos, ocorrendo entéo
excrecao do virus através da maioria dos tecidos. Todavia, podera ocorrer a

persisténcia viral por longos periodos em tecidos uveais, neurbnios e

Q)/

tegumentos e a recuperacdo da enfermidade estd diretamente ligada
interrupcédo da replicacao viral (Greene e Appel, 2006).

6.1- Disseminacéao viral no SNC

As células mononucleares sdo responsaveis por conduzir o CDV para o
sistema nervoso central através de diferentes vias: liquido cefalorraquidiano,
epéndima dos ventriculos e barreira hematoencefélica (Arns et al., 2012). O
virus promove agregacdo das células contiguas, permitindo a passagem do
genoma viral célula-célula, evitando a exposicdo a fatores imunologicos do
hospedeiro, facilitando o processo de propagacéao viral (Murphy et al., 1999).
No SNC, os pontos de escolha para tropismo do CDV sédo a substancia branca
cerebelar, a regido periventricular e ao redor do quarto ventriculo, a medula
Ossea e a via Optica. De modo geral, as lesdes desmielinizantes sdo as mais
usuais e ocorrem em funcdo da replicagdo viral na regido da substancia
branca. O processo desmielinizante ocorre por mecanismos principais: dano da

propria mielina ou células mielinogénicas, chamado de desmielinizacao
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primaria ou lesdo axonal que promove um efeito secundario na degeneracao
mielinica, chamado de desmielinizacdo secundaria (Arns et al., 2012; Carvalho
et al., 2012).

Uma parte da populacdo de animais que adquirem a doenca nhao
consegue montar uma resposta imune adequada e o virus continua a sua
multiplicacdo massivamente por todo o corpo. Boa parte dos animais

acometidos morre 2 a 4 semanas apos a infeccao (Martella et al., 2008).

6.2- Resposta imunoldgica

A resposta imune do sistema inato é a primeira forma interventiva em
oposicao a infeccao ocasionada pelo CDV, sendo primordial para a producdo
de citocinas que promovem a resposta imune adaptativa permeada por células
(Tizard, 2012). Entretanto, com o tropismo do CDV por células do sistema
imune inato, a eficacia da resposta desse sistema fica comprometida, levando
a uma leucopenia grave e perda de capacidade proliferativa de linfécitos,
resultando em imunossupressao e aumento da predisposicédo do hospedeiro a
infeccdes oportunistas, configurando uma das principais causas de O&bitos
associado aos Morbillivirus (Laine et al., 2005; Beineke et al., 2009).

Para que ocorra a solucdo da infec¢cdo pelo CDV, é necessario que
respostas imunes humorais e celulares acontecam, estando a amplitude
dessas respostas diretamente ligada a intensidade da doenga. De modo geral,
a reacao do sistema imune humoral na cinomose ocorre produzindo anticorpos
contra nucleoproteinas virais, em seguida sendo estabelecida a resposta imune
humoral especifica a proteinas de envelope viral (Miele e Krakowka, 1983;
Rima et al., 1991). Uma vez que ndo ha esta resposta adequada, a doenca
encaminha-se para um estado clinico agudo que muitas vezes encaminha-se
para o Obito rapidamente. Entre o 10° e 14° dia poés-infec¢do, € possivel
mensurar anticorpos especificos contra o virus, onde direcionam para a
persisténcia ou eliminagao viral, sendo a eliminacédo diretamente dependente
da especificidade da imunoglobulina envolvida fornecer agao contra o envelope

proteico viral (Krakowka et al., 1975).
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7- Diagnostico laboratorial

Uma grande variedade de indicadores clinicos e de técnicas laboratoriais
vem sendo realizados a fim de levar a um diagndstico antemortem decisivo da
enfermidade. Todavia, alguns fatores interferem para que o correto diagndstico
seja realizado, tais como a duracdo da viremia, manifestacées multissistémicas

e resposta imune humoral e celular ausentes ou tardias (Frisk et al., 1999).

7.1 Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia (IF) pode ser realizada tendo como
base uma diversidade de amostras clinicas, como swabs conjuntival, nasal e
vaginal, utilizando anticorpos policlonais ou monoclonais. Entretanto, é uma
técnica capaz de detectar antigenos apenas nas trés primeiras semanas pos-
infeccdo, quando o virus ainda encontra-se presente em células epiteliais
(Appel, 1987). Uma vez utlizada para deteccdo nas fases subagudas e
cronicas da doencga, esta técnica pode gerar resultados falso-negativos (Jozwik

e Frymus, 2005).

7.2- Sorologia

Métodos sorolégicos, como ELISA e soroneutralizagdo (SN), apresentam
valor limitado ao diagndstico, uma vez que altos titulos de anticorpos anti-CDV
nao sao diferenciados entre infeccdo natural, imunidade protetiva pelo uso de
vacinas ou transferéncia passiva de anticorpos maternos (Shin et al., 1995;
Frisk et al., 1999; Kim et al.,, 2001). Anticorpos presentes no LCR sao
sugestivos de cinomose, em casos de encefalite (Tilley e Smith, 2008). Por
outro lado, em casos severos da doenca, o titulo de anticorpos pode estar
baixo devido a imunossupressao causada pelo virus (Amude et al., 2007).

7.3-Isolamento viral

O diagnaostico viral baseado no cultivo celular é classificado como
fastidioso e demorado, além de ter baixa aplicabilidade no diagndstico para a
rotina clinica, pois o virus necessita de adaptacdo ao cultivo, atraves de
sucessivas passagens as cegas, antes que o crescimento viral seja

demonstrado pela formacéo de efeito citopatico (ECP), entretanto, nem todas
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as células desenvolvem ECP quando infectadas com CDV (Appel, 1987; Shin
et al., 1995; Frisk et al., 1999; Kim et al., 2001; Arns et al., 2012).

Diferentes linhagens celulares como a B95a, Vero e Vero-DST vem
sendo empregadas no isolamento de novas cepas de CDV (Seki et al., 2003).

Uma célula do tipo Vero, que expressa receptor para morbilivirus (SLAM
ou CD150) foi desenvolvida, e mostrou-se demasiadamente sensivel para
deteccdo de CDV por inoculagdo de amostras clinicas, apresentando ECP a
partir de vinte e quatro horas pés-inoculacdo (Seki et al., 2003). O receptor
Slam é o mais importante receptor da célula hospedeira para a proteina H do
CDV (Lan et al., 2005).

7.4- RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase seguida da transcriptase reversa
(RT-PCR),vem sendo amplamente utilizada no diagndéstico do CDV, por tratar-
se de um meétodo rapido, sensivel e especifico (Frisk et al., 1999; Rzezutka e
Mizak, 2002; Shin et al.,, 2004; Saito et al., 2006), principalmente quando
comparada aos métodos diagndsticos usuais, como microscopia eletronica,
isolamento viral, imunofluorescéncia e ELISA, levando-a ao patamar de teste

de eleicao para o diagnéstico conclusivo da cinomose (Elia et al., 2006).

8- Controle e profilaxia

A Unica forma eficiente de controle da cinomose é através da vacinacgao
sistemética. Durante a década de 1950, vacinas vivas modificadas (MLV)
contra o virus da cinomose foram disponibilizadas e amplamente utilizadas,
refletindo na reducéo drastica da doenca entre a populacdo de caes (Harder e
Osterhaus, 1997). A maioria das formulacdes vacinais comerciais tem como
base as cepas tipo MLV, sendo a estirpe Onderstepoort, isolada na Africa do
sul em 1956, a mais amplamente utilizada. Outras cepas também utilizadas sé&o
a Snyder Hill e Lederle (Martella et al., 2008), que sao filogeneticamente
relacionadas (Harder e Osterhaus, 1997). A cepa Rockborn, isolada pela
primeira vez na Suécia (Rockborn, 1959), ainda € encontrada em algumas
formulacbes comerciais, embora se tenha alguns relatos de retencdo da

patogenicidade (Martella et al., 2011).
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No mercado de vacinas, também esta disponivel um tipo recombinante,
baseado em vetor canaripox (rCDV) que expressa as proteinas H e F da
estirpe Onderstepoort (Pardo et al., 1997). No quesito de vacinas
recombinantes, outros virus tém sido utilizados, incluindo adenovirus (Fischer
et al., 2002), virus da raiva (Wang et al., 2012; Wang et al., 2014) e virus
vaccinia (Wild et al., 1993; Stephensen et al., 1997; Welter et al., 1999; 2000)

Uma grande diversidade de fatores pode levar a falhas vacinais, dentre
eles: a interferéncia de anticorpos passivos oriundos da mée; falhas individuais
na resposta imune; qualidade, titulacdo, conservacédo, acometimento por outras
enfermidades simultaneamente a vacinacdo (Negréo et al., 2006), além disso,
alguns trabalhos evidenciam ainda a divergéncia antigénica entre as cepas
vacinais e as cepas de campo (Hashimoto et al., 2001; Si et al., 2010). Apesar
de diversos relatos e estudos epidemioldgicos publicados acerca do aumento
da incidéncia da infeccdo por CDV em caes vacinados ou nao (Blixenkrone-
Moller et al., 1993; Ek-Kommonen et al., 1997; Haas et al., 1997; Jozwik e
Frymus, 2002; Norris et al., 2006 Calderon et al., 2007; Simon-Martinez et al.,
2008), ainda ndo ha esclarecimento sobre a causa das falhas vacinais
ocorridas (Da Fontoura Budaszewski et al., 2016). Nos casos em que caes
filhotes recém-vacinados desenvolvem a doenca, na maioria das vezes, tem
relacdo com a infec¢cdo por cepa de campo antes do desenvolvimento da
imunidade ativa. A imunidade passiva passa a declinar 15 dias ap6s o
desmame, fato que os deixa propensos a infec¢do pelo CDV. Se o animal for
primovacinado antes dos anticorpos da mé&e sejam abrandados
completamente, a resposta vacinal do animal pode ser comprometida, visto que
0 antigeno presente na vacina serd inativado pelos anticorpos ainda existentes,
nao por uma resposta imune propria (Martella et al., 2008; Arns et al., 2012).

Tendo em vista que realizar a titulacdo de anticorpos maternais em cada
filhote é inviavel, a estratégia vacinal aconselhavel para vacinas MLV é a
imunizacdo a cada 3- 4 semanas entre as primeiras 8 a 16 semanas de idade.
Desta forma, garante que o filhote receba pelo menos uma dose vacinal em
uma idade em que a imunidade passiva fornecida pela mée seja insuficiente
para obstruir a imunizacdo ativa (Schultz e Conklin, 1998; American Animal
Hospital Association Canine Vaccination Task et al., 2011).
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Precaucdes em funcéo da biosseguranca constituem importante medida
no controle da enfermidade, e devem ser tomadas por parte das pessoas
envolvidas nos cuidados dos animais acometidos. O uso de luvas descartaveis,
o descarte ou esterilizacdo de fémites, a antissepsia pessoal e ambiental e o
isolamento de animais acometidos ou suspeitos sdo acdes importantes para
promover um controle adequado do CDV (Arns et al., 2012). O virus é labil e
sensivel a desinfetantes comuns, entretanto, realizar a limpeza eficaz das

instalacdes possui certa dificuldade (Maclachlan e Dubovi, 2011).
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OBJETIVOS

Geral:
Produzir uma linhagem do virus da cinomose canina (CDV) capaz de

reproduzir a enfermidade em camundongos e analisar o gene da Hemaglutinina

do virus CDV em amostras de campo de cdes naturalmente infectados no

Brasil.

Especificos:

1.

Replicar o virus da cinomose em passagens sucessivas em
camundongos;
Avaliar a morbidade e mortalidade ocasionada pelo virus nos

camundongos;

3. Caracterizar a cepa neuroadaptada por analise filogenética;

Realizar triagem por PCR convencional para o gene N das amostras

clinicas recebidas;

Realizar PCR convencional para o gene H nas amostras positivas na

triagem;

Processar a partir dos amplicons obtidos na PCR do gene H, o
sequenciamento genético de cada amostra;

Avaliar a diversidade genética entre os isolados virais;

Comparar filogenéticamente as cepas encontradas a campo com as

cepas comerciais utilizadas.
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Resumo

O virus da cinomose canina (CDV) € o agente etiologico de uma das mais
importantes doencas infecciosas da clinica de caninos, e é capaz de acometer
carnivoros de diversas ordens. O patdgeno pertence ao mesmo género que o
sarampo em humanos e ja foi sugerido seu envolvimento no estudo na
esclerose mudltipla. Para que seja possivel estudar diversos aspectos da
doenca é importante que se estabeleca um modelo experimental animal capaz
de reproduzir a patologia em laboratério. O furdo (Mustela putorius furo) vem
sendo utilizado como modelo experimental para o sarampo e até para
cinomose, mas a desvantagem desse modelo animal estad nas altas taxas de
mortalidade apresentadas, além das dificuldades de manejo desta espécie em
laboratorio. Por este motivo, a utilizacdo de camundongos como modelo
experimental tem sido utilizado para estudos de viruléncia e infeccdo cronica.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estabelecer uma linhagem de CDV
neurotrépica para camundongos, a partir de uma cepa brasileira selvagem,
isolado em laboratério a fim de que seja possivel reproduzir a doenca nesses
animais. Foram realizadas inoculacdes intracerebrais em camundongos em
passagens sucessivas e atraves de técnicas moleculares foi observado que a
amostra que constituiu um pool de cérebros coletados dos camundongos
inoculados ndo amplificou o material genético viral de interesse, mesmo apos
sucessivas passagens cerebrais e apds a tentativa de aumento do titulo viral
por passagem em cultivo celular.

Palavras-chave: Cinomose canina; camundongos Swiss; modelo animal; cepa

neurotropica
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Abstract

Canine distemper virus (CDV) is the etiologic agent of one of the most important
infectious diseases of the canine clinic, and is efficient of attacking carnivores of
various orders. The pathogen belongs to the same genus as measles in
humans and has already been implicated in multiple sclerosis. To be able to
study several aspects of the disease, it is important to establish an experimental
animal model capable of reproducing the pathology in the laboratory. Ferret
(Mustela putorius furo) has been used as an experimental model for measles
and canine distemper, but the disadvantage of this animal model is the high
mortality rates presented, besides the difficulties of handling this species in the
laboratory. For this reason, the use of mice as an experimental model has been
used for studies of virulence and chronic infection. Thus, the objective of this
work was to establish a neurotropic CDV line for mice from a wild Brazilian
strain isolated in the laboratory in order to reproduce the disease in these
animals. Intracerebral inoculations were carried out in mice in successive
passages and through molecular techniques it was observed that the sample
constituting a pool of brains collected from the inoculated mice did not amplify
the viral genetic material of interest, even after successive cerebral passages
and after the attempt to increase the viral titer by passage in cell culture.

Keywords: Canine distemper; Swiss mice; animal model; neurotropic strain

Introducéo
A cinomose é uma doenca viral, infecciosa, imunossupressora,

altamente contagiosa, que acomete principalmente os cées e é causada pelo
virus da cinomose canina (CDV), (Silva et al., 2007). E considerada uma das
principais infecgdes virais em caes e tem sido descrita como capaz de causar
doenca em carnivoros de outras familias em todo o mundo (Cho e Park, 2005),
além de ser a segunda doenca infecciosa com maior relevancia entre caninos
domésticos, devido as suas altas taxas de morbidade e mortalidade (Negrao et
al., 2006).

O virus da cinomose canina pertence a ordem Mononegavirales e
constitui o género Morbillivirus, juntamente com o virus do sarampo (MeV), o
virus da cinomose focina (PDV), o virus da peste de pequenos ruminantes
(PPRV), o virus da peste bovina (RPV), Morbillivirus cetaceo (CeMV) e mais
recentemente, Morbillivirus felino (FeMV) (King et al., 2011; Woo et al., 2012),
O CDV integra a familia Paramyxoviridae, sendo componente da subfamilia
Paramyxovirinae, e quase todos os membros apresentam equivalente tropismo

e distribuicdo de tecido em seus respectivos hospedeiros (Von Messling et al.,

31



2003; Griffin, 2007). A participacdo dos Morbillivirus em doencgas
desmielinizantes como a esclerose multipla em humanos tem sido discutida,
podendo o CDV atuar como modelo de estudo para essa enfermidade
(Baumgartner e Alldinger, 2005; Sips et al., 2007).

As semelhancas clinicas e moleculares entre os virus da cinomose e do
sarampo, caracterizam o furdo (Mustela putorius furo) infectado com o virus
CDV como um modelo experimental e capaz de expressar sinais clinicos
semelhantes a sindrome do virus do sarampo em humanos (MeV), permitindo
a identificacdo de determinantes de viruléncia e atenuacdo, bem como a
avaliacdo de seguranca e eficacia de novas terapias e vacinas (Da Fontoura
Budaszewski e Von Messling, 2016). Entretanto, essa infecgéo resulta em altas
taxas de mortalidade desses animais (Von Messling et al., 2003; Von Messling
et al., 2004).

O uso de cepas de CDV neuroadaptadas em ratos recém-nascidos foi
descrito como sendo capazes de induzir uma infeccdo neurolégica cronica em
ratos, sendo dessa forma, um modelo animal ideal para estudos tanto de
viruléncia como de infec¢des cronicas (Bernard et al., 1983), substituindo mais
facilmente os furbes, uma vez que ndo costumam sobreviver a infecgéo
experimental. Os sinais clinicos da cepa neuroadaptada em camundongos
incluem conjuntivite, depressao, sinais neuroldgicos (paralisia, mioclonia,
convulsdo) e obesidade (Bernard et al., 1983; Takenaka et al., 2016).

O presente estudo teve por objetivo produzir uma linhagem do CDV
capaz de reproduzir a enfermidade em camundongos.

Material e métodos

1-Cultivo celular e virus

Células de VerodogSLAMtag (VDST) foram cultivadas em meio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM High Glucose, Sigma) contendo 10% de soro
fetal bovino (FBS, Gibco), 1% de penicilina / estreptomicina e L-glutamin 1 mM
(Gibco) a 37 °C em uma estufa umidificada a 5% de CO2. Zeocin (Invitrogen)
sera adicionado a 1 mg/ mL para manter a selecdo da expressdo de SLAM

(Signaling lymphocytic activation formule) nas células VerodogSLAM.
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Uma cepa do tipo selvagem do CDV (CDV / LDM-BTU-2, nUmero de acesso do
GenBank 147 KX434626) isolada de espécimes clinicos caninos foi usada
neste estudo.

A estirpe CDV / LDM-BTU-2 foi propagada em céulas VerodogSLAM e o0s
estoques virais foram preparados recolhendo as células infectadas mais o
sobrenadante quando o efeito citopético era ~80% e foi armazenado em

aliquotas a -80 °C.

2- Experimentacédo animal

Foram selecionados 40 camundongos neonatos, albino suico, sem
separacao de sexo, nos quais 30 animais foram direcionados para inoculacéo
viral e 10 animais como controle negativo. Os procedimentos de
neuroadaptacdo foram baseados Bernard et al (1983), com algumas
modificagcdes. Os camundongos foram inoculados pela via intracerebral,
realizada no vértice de um triangulo regular que une o olho direito e a orelha
ipsilateral, ao lado da sutura cranial com 0,2mL da cepa de CDV brasileira ou
PBS, utilizando-se 3 animais por passagem, totalizando 10 passagens. A cada
cinco dias os animais inoculados foram eutanasiados e os cérebros coletados e
macerados. Um terco do material cerebral foi re-inoculado no grupo seguinte
de 3 animais, outro terco foi inoculado em células Vero/SLAM para isolamento
e caracterizacdo viral e o restante do material foi congelado a -80°C. Os
animais do controle negativo foram eutanasiados ao final do experimento e as
amostras também foram divididas e inoculadas em células Vero/SLAM e a

outra metade congelada.

3- Caracterizagéo in vivo
Apdés a conclusdo das passagens, o material obtido dos cérebros da
passagem 1, da passagem 10 e do PBS foram inoculadas em TCID50 (50%
dose infectante para cultivo celular) em trés grupos de 10 camundongos com
21 dias de idade. Trés dias pos-inoculacdo foram selecionados trés animais de
cada grupo para serem eutanasiados e necropsiados para coleta de 6rgaos
para a virologia, que foram congelados, e para analise histopatolégica, que
foram fixados em formalina. Os demais animais foram acompanhados
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diariamente por 21 dias para avaliacdo da morbidade e mortalidade atraves de
parametros clinicos e fisiol6gicos. ApOos o experimento, 0s animais foram
eutanasiados através do método da superdosagem de barbitarico, pela
aplicacdo de 100 mg/kg, de pentobarbital por via intraperitoneal e apés a

constatacéo do obito.

4-Biologia molecular

Para confirmacdo da presenca do virus entre as passagens, o material
teve seu RNA extraido, através do kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Alemanha) e posteriormente, submetido a reagdo em cadeia da polimerase
seguida da transcriptase reversa, utilizando o kit ImProm-lI™ Reverse
Transcription System (Promega, EUA) e realizacdo de PCR convencional,
utilizando GoTag® DNA Polymerase (Promega, EUA). Para a reacdao de PCR
convencional, foram utilizados os primers P1 e P2 seguindo o protocolo
proposto por Frisk,1999. O protocolo de ciclagem de temperatura consistiu em
uma etapa de desnaturacdo inicial de 2 minutos a 95°C; 40 ciclos,
compreendendo o processo de desnaturacao, 95°C por 1 minuto, anelamento a
59°C por 2 minutos, extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido de um ciclo de
extensdo final de 72°C por 5 minutos.

5- Aspectos éticos

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (IAM), e aprovado perante licenca
de nimero 111/2017.

6- Resultados
ApGs a primeira passagem intracerebral nos camundongos neonatos,
ao final do quinto dia, foi observado que esses animais ndo apresentaram
qualquer alteracdo comportamental ou fisiologica. Foi realizada a eutanéasia e
entdo a coleta de material cerebral, onde uma parte foi levada para analise por
biologia molecular e outra parte preservada por congelamento rapido em -80°C.
Apos as analises moleculares por RT-PCR, concluiu-se que os cérebros
do grupo de camundongos que constituiu a primeira passagem nao amplificou
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material genético do virus de interesse. Foi repetido o protocolo de passagem
cerebral, dessa vez, separando parte da aliquota viral para prosseguir com
andlise molecular, onde foi constatado que a aliquota viral do estoque né&o
amplificou o material genético viral. A aliquota viral em estoque foi entdo re-
inoculada em cultivo celular utilizando células VDST para a tentativa de
aumento de titulo viral, e apGs sucessivas passagens, o material continuou com
baixa titulacdo e ndo foi possivel seguir com as inoculagfes intracerebrais nos

camundongos e consequentemente com a caracterizacgao viral in vivo.

7-Discussao

Os modelos animais fornecem a base de grande parte da compreenséao
atual do tropismo e da patogénese, e sdo fundamentais para o
desenvolvimento e anuéncia de farmacos e vacinas (De Vries et al., 2017).

Quando comparados os possiveis modelos animais para o CDV, muitos
estudos trazem o uso de ferretes (Evermann et al., 2001; Von Messling et al.,
2003; Da Fontoura Budaszewski e Von Messling, 2016; De Vries et al., 2017),
porém, o uso dessa espécie tende a uma alta taxa de mortalidade (Von
Messling et al., 2003; Von Messling et al., 2004; Da Fontoura Budaszewski e
Von Messling, 2016), além de néo ser de facil execucao no Brasil, uma vez que
nao € uma espécie tipica de nossa fauna.

Estudos envolvendo a infec¢do por CDV em roedores de laboratério sao
executadas, como Bernard et al. (1983), onde foi realizado um estudo em que a
cepa vacinal Onderstepoort do CDV foi passada 10 vezes em cérebro de
camundongos recém-nascidos tipo Swiss e a cepa adaptada ao camundongo
mostrou sintomas neuronais letais tipicos, sinalizando que o camundongo € um
modelo animal adequado para a neuroviruléncia do CDV. No presente estudo,
nao conseguimos replicar as inoculagbes intracerebrais nos camundongos,
uma vez que o estoque viral ndo manteve o titulo adequado.

Idealmente, o patdgeno em estudo ndo deveria precisar ser adaptado
ao modelo animal e o processo da doenca deveria recapitular todo o espectro
clinico natural, entretanto muitas vezes o patdogeno ou hospedeiro deve ser
geneticamente alterado para produzir doencas (De Vries et al., 2017). Diversos
estudos de infec¢cao por CDV em modelos animais usam cepas recombinantes
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ou clonadas para otimizar a infeccao (Von Messling et al., 2003; Takenaka et
al., 2016; De Vries et al., 2017). Incluindo cepas com passagens seriadas em
ovos embrionados (Morse et al., 1953).

No presente estudo foi utilizada uma cepa de campo propagada em
cultivo celular, e ndo foram realizadas técnicas a fim de potencializar os efeitos
infectivos e com isso, obter maior sucesso no processo neuroadaptativo do
CDV em camundongos, que sugere 0 uso dessas técnicas para a realiza¢do de

trabalhos futuros no referido escopo.
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Resumo

O virus da cinomose canina (CDV) é o agente etioldégico de uma das principais
enfermidades infecciosas que acomete tanto os cdes domésticos quanto 0s
animais selvagens, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade. O
genoma viral codifica seis proteinas distintas, sendo a Hemaglutinina (H) a que
apresenta a maior variabilidade genética, atuando como base para analises de
filogenia molecular. A diversidade do gene H pode estar associada ao
impedimento do reconhecimento por anticorpos neutralizantes, induzidos pela
vacina, resultando em falha vacinal levando a estudos recentes que visam
comparar as cepas de campo com cepas vacinais de referéncia que estédo
vinculadas ao genogrupo América-1. O estudo em questdo objetivou analisar o
gene da Hemaglutinina do virus CDV em amostras de campo de caes
naturalmente infectados no Brasil. O sequenciamento realizado a partir dos
fragmentos que representam toda a sequéncia do gene H demonstrou cinco
isolados distintos. A analise filogenética alcancada enquadrou os isolados
descritos no cluster Europa/América do Sul-1, onde estdo classificadas as
demais cepas do Brasil, e que diferem substancialmente das cepas vacinais
utilizadas no pais. Foi realizada uma analise com base nos aminoacidos
gerados, demonstrando que as substituicdes especificas no sitio de ligacdo ao
receptor SLAM do gene da hemaglutinina, previamente ligados a emergéncia
de doencas em novos hospedeiros ndo foram detectados nestas sequencias,
entretanto, a substituicdo R580Q foi detectada nos isolados provenientes de
Pernambuco, tida como iminentemente deletéria para a eficiéncia da fusdo e
expressdo da superficie da proteina de ligacdo. Tais achados demonstram que
a variabilidade genética das cepas de campo do virus da cinomose de areas
endémicas no Brasil necessita de melhores estudos para determinar a real
protecdo vacinal alcancada para este virus.

Palavras-chave: Morbillivirus canino; Hemaglutinina; Filogenia; Polimorfismo;
Pernambuco; Minas Gerais.
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Abstract

Canine distemper virus (CDV) is the etiological agent of one of the major
infectious diseases affecting both domestic dogs and wild animals, resulting in
high rates of morbidity and mortality. The viral genome encodes six distinct
proteins, with Hemagglutinin (H) being the most genetically variable, acting as
the basis for molecular phylogenetic analysis. The diversity of the H gene may
be associated with the impairment of vaccine-induced neutralizing antibody
recognition, resulting in vaccine failure leading to recent studies comparing field
strains with reference vaccine strains that are linked to genome-wide America-
1. The present study aimed to analyze the Hemagglutinin gene of the CDV virus
in field samples from naturally infected dogs in Brazil. Sequencing from the
fragments representing the entire H gene sequence demonstrated five distinct
isolates. The phylogenetic analysis of the isolates described in the cluster
Europe / South America-1, where the other strains of Brazil are classified, differ
substantially from the vaccine strains used in the country. An analysis was
performed based on the generated amino acids, demonstrating that the specific
substitutions at the SLAM receptor site of the hemagglutinin gene, previously
linked to the emergence of diseases in new hosts were not detected in these
sequences, however, the R580Q substitution was detected in the isolated from
Pernambuco, considered to be imminently deleterious to the efficiency of fusion
and expression of the surface of the binding protein. These findings
demonstrate that the genetic variability of the field strains of the distemper virus
in endemic areas in Brazil requires better studies to determine the actual
vaccine protection achieved for this virus.

Keywords: Canine Morbillivirus; Hemagglutinin; Phylogeny; Polymorphism;
Pernambuco; Minas Gerais.

1-Introducao

O virus da cinomose (CDV), pertencente a ordem Mononegavirales,
familia Paramyxoviridae e género Morbillivirus, no qual também estdo
identificados virus do sarampo (MeV), virus da cinomose focina (PDV), virus da
peste de pequenos ruminantes (PPRV), virus da peste bovina (RPV),
Morbillivirus cetaceo (CeMV) e mais recentemente, Morbillivirus felino (FeMV)
(Kim et al., 2001; Woo et al., 2012), é o agente etioldgico da cinomose, uma
enfermidade sistémica grave, de carater imunossupressor e altamente
contagiosa, que afeta uma ampla gama de carnivoros terrestres e marinhos, e
primatas ndo humanos (Kuiken et al., 2006; Butina et al., 2010; Qiu et al., 2011;
Cottrell et al., 2013; Sakai et al., 2013; Feng et al., 2016).

O CDV possui genoma de RNA negativo de fita simples, néo

segmentado, com 15,690 kb de comprimento e codifica seis proteinas no qual,
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a hemaglutinina (H) possui importante papel no que se refere a imunidade
especifica do hospedeiro e por questdes de adaptacdo, exibe expressiva
variabilidade genética no genoma, sendo o foco dos estudos epidemiolégicos e
de andlises filogenéticas que envolvem o CDV (Haas et al., 1997; Hashimoto et
al., 2001; Von Messling et al., 2001; Martella et al., 2006).

As cepas de CDV descritas na literatura sdo distribuidas em nove
genotipos diferentes, embora alguns autores apresentem opiniées divergentes.
Os gendtipos descritos sdo: America-1, onde se enquadram as cepas vacinais;
America-2, onde sao agrupados os isolados da América do Norte; Europe, no
qual incluem isolados principalmente obtidos de cdes da Europa, também
observados em circulacdo na América do Sul (Panzera et al., 2012), onde se
admite também a classificacdo de Europe/South America-1; Europe Wildlife,
incluindo principalmente cepas obtidas de animais selvagens na Europa; Arctic,
onde sdo agregadas as cepas obtidas do Artico, porém também ocorre a
inclusdo de cepas europeias; Asia-1 e Asia-2, onde séao dispostos os isolados
de diversos paises Asiaticos, separados em dois grupos distintos; South Africa,
cepas obtidas na Africa do Sul; e South America-2, onde estdo dispostos 0s
diferentes isolados obtidos nos paises da América do Sul (Calderon et al.,
2007; Gamiz et al., 2011; Negrao et al., 2013; Budaszewski Rda et al., 2014;
Espinal et al., 2014; Fischer et al., 2016). Além dos grupos mais comumente
associados as cepas documentadas, algumas sequéncias sdo descritas
associadas a cepa vacinal Rockborn, formando um cluster denominado
Rockborn-like (Martella et al., 2011; Budaszewski Rda et al., 2014; Ke et al.,
2015).

Embora a incidéncia da enfermidade pode ser reduzida drasticamente
através da utilizacdo de vacinas, alguns casos de filhotes de cées vacinados
gue contrairam a enfermidade foram relatados (Norris et al., 2006; Lee et al.,
2010), e apesar das varias explicagbes mencionadas, a causa exata da falha
vacinal permanece inédita. Como as cepas CDV vacinais se tornaram
amplamente utilizadas, sua interacdo com cepas de tipo selvagem é uma
qguestao importante que exige uma maior investigacao (Ke et al., 2015).

Estudos recentes trazem novas informacdes sobre a epidemiologia
molecular desta enfermidade no Brasil (Budaszewski Rda et al., 2014; Fischer
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et al., 2016; Cortez et al., 2017), no entanto, ainda existe escassez de dados no
gue concerne a algumas regides brasileiras. Com isso, buscamos analisar o
gene da Hemaglutinina do virus CDV em amostras de campo de caes

naturalmente infectados em diferentes regifes do Brasil.

2-Material e Métodos

2.1-Extragcédo e transcrigcdo reversa O RNA total obtido a partir de amostras
clinicas de urina e swabs oculares e nasais de animais acometidos foi
submetido ao processo de extracao utilizando o kit QlAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen®, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA foi
transcrito reversamente com auxilio do primer P2 (Tabela 1) (Frisk et al., 1999),
utilizando o kit ImProm-lI™ Reverse Transcription System (Promega®, EUA),

de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.2-Amplificacao por PCR

Foram realizadas duas etapas de amplificacdo por PCR, a primeira foi
considerada uma etapa de triagem para classificar as amostras positivas, onde
foi adotado o protocolo proposto por Frisk et al. (1999) com modificactes.
Nesta etapa inicial foram utilizados os primers P1 e P2 (Frisk et al., 1999), o
protocolo de ciclagem de temperatura consistindo em uma etapa de
desnaturacao inicial de 2 minutos a 95°C; 40 ciclos, compreendendo o
processo de desnaturacdo, 95°C por 1 minuto, anelamento a 59°C por 2
minutos, extensao a 72°C por 1 minuto, seguido de um ciclo de extenséo final
de 72°C por 5 minutos.

A segunda etapa de amplificacdo por PCR foi utilizada nas amostras
positivas na etapa de triagem, onde o RNA das amostras selecionadas foi
transcrito reversamente com o primer H5R (Tabela 1), utilizando o protocolo ja

descrito.
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Tabela 1- Primers utilizados no estudo.

Nucleotide

Primer Gene Sequence (5°- 3) Direction position
P13 ACAGGATTGCTGAGGACCTAT + 769-789
P22 = CAAGATAACCATGTACGGTGC - 1055-1035
H1F® CCGACAGACATTCAAGCA + 6833-6850
H1RP H AACCGTAACCCAACCTCAT - 7380-7398
H2F® AGATTGCTGAAAGAGGATA + 72927310
H2R® H ACATACCTTGGCTTTGGAA = 7909-7927
H3F® GTGGAGCTACTACTTCAG + 7644-7661
H3R® H TGTCAACCGCCCATAAGAT - 8290-8308
H4F® CTGAGAAACAAGAGGAACAA + 8181-8200
HAR® H TCATCCCACACAAAACATT - 8772-8790
H5F GTTTATTATGTTTATGACCC + 8681-8700
H5R® H ATTCTCTCTTTGATATTACG - 9168-9187

2 Primers RT-PCR (Frisk et al., 1999);

& Primers RT-PCR (Negrdo et al., 2013) with modifications;

A amplificacdo foi conduzida utilizando os primers baseados no protocolo de

(Negrao et al., 2013), (Tabela 1) com modificacbes em alguns nucleotideos

sinalizadas em vermelho (Tabela 2). A ciclagem das temperaturas adotadas

consistiu em uma desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos, 40 ciclos da

seguinte repeticdo: desnaturagcao por 1 minuto a 95°C, anelamento por 1minuto

a 45°C, extensédo por 1 minuto a 72°C e um ciclo de extensao final de 5 minutos

a 72°C.
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Tabela 2- Primers originais utilizados por Negréo et al., 2013.

Nucleotide
Primer Gene Sequence (5- 3) Direction position
NAH12 CCAACAGACACTCAAGCA + 6833-6850
NAH22 H AACCGTAACCCAATCTCAT - 7380-7398
NAH3b AGATTGCTGAAAGAGGATA + 7292-7310
NAH4® H ACATACCTTGGCTTTGGAA - 7909-7927
NAH5¢ GTGGAGCTACTACTTCAG + 7644-7661
NAH6¢ H TGTCAACCGCCCATAAGAT - 8290-8308
NAHT7d CTGAGAAACAAGAAGAACAA + 8181-8200
NAH8¢ H TCATCCCACACAAAACATT - 8772-8790
NAH9= GTTTATTATGTTTATGACCC + 8681-8700
NAH10= H ATTCTCTCTTTGATATTACG - 9168-9187
2 Primers H1
& Primers H2
¢ Primers H3
2 Primers H4
e Primers H5

2.3-Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR do gene H foram purificados com PureLink™ PCR
Purification Kit (Invitrogen®, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Os
produtos purificados foram quantificados por espectrofotometria, através do
NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific®, EUA). Os pares de primer
utiizados no sequenciamento genético foram o0s mesmos utilizados na
amplificacéo por PCR do gene H (Tabela 1).

As amostras previamente amplificadas e purificadas foram submetidas
ao sequenciamento de DNA utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems®, EUA), e os produtos purificados com
Etanol/EDTA(AppliedBiosystems® EUA), ambos os métodos seguindo as
instrucbes do fabricante. Todos os fragmentos foram analisados através do
sequenciador automatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®, EUA)
disponivel para utilizagdo no Nucleo de Plataformas Tecnologicas do CPgAM/
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FIOCRUZ. As sequéncias obtidas foram alinhadas usando o software
DNASTAR®- Lasergene® SeqMan Pro™ (© 1988-2017).

2.4-Analise filogenética

Os dados das sequéncias obtidas foram montados e editados em um
comprimento total de 1824 bp usando o programa SegMan (pacote de software
DNAStar Lasergene, Madison, WI, EUA).

Para verificar a integridade e similaridade das sequéncias, as amostras
foram submetidas a uma busca em banco de dados publicos- NCBI, através da

ferramenta BLAST (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/).

As sequéncias obtidas foram inicialmente alinhadas utilizando o
programa MAFFT (Katoh et al., 2017). Os algoritmos de Neighbor-Join e BioNJ
foram utilizados em uma matriz de distancias entre os pares estimadas usando
a abordagem MVI (Maximum Composite Likelihood), com base na sequéncia
do gene H de comprimento total. As arvores NJ foram construidas usando o
programa MEGA X (Kumar et al., 2018). O modelo de melhor ajuste para o
conjunto de dados de sequéncias foi 0 modelo Kimura de 2 parametros
(Kimura, 1980). A confiabilidade das arvores foi estimada pela analise
bootstrap (BS) de 1000 conjuntos de dados pseudoreplicados (Felsenstein,
1985).

2.5-Anélise de aminoéacidos da proteina H

Sequéncias de 607 aminoacidos foram geradas a partir das ORFs da
proteina H de cada uma das novas cepas descritas. As sequéncias foram
alinhadas com a sequéncia de proteina da cepa vacinal Onderstepoort do CDV,
utiizando o Mega X (Kumar et al., 2018), para explorar seus perfis de
similaridade. A predicao de locais de N-glicosilacéo foi realizada com auxilio do
servidor NetNGlyc 1.0 (Gupta et al., 2004).

3-Resultados
Incialmente, 24 amostras de urina e secregcdo conjuntival de caes
naturalmente infectados com o virus da cinomose canina testadas em PCR-
Real Time foram cedidas gentilmente pelo TECSA laboratérios. Ao chegarem a
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nosso laboratdrio, as amostras foram testadas para o CDV através de PCR
convencional e destas, apenas cinco amostras foram classificadas para a etapa
seguinte de RT-PCR do gene H. Tanto o controle positivo quanto negativo
incluidos nas amplificacdes de RT-PCR responderam como esperado.

Apos a realizacao do sequenciamento, foi confirmado que os fragmentos
amplificados correspondiam ao gene de interesse, sendo as sequéncias
denominadas H_CDV_A2_MG, proveniente de um cdo doméstico da cidade Belo
Horizonte, estado de Minas Gerais e H_CDV_A5 PE, H_CDV_A8 PE,
H_CDV_A10_PE e H_CDV_A16_PE provenientes de cdes domésticos da cidade
de Recife, estado de Pernambuco. As sequéncias dos isolados analisados no
presente estudo foram depositadas no GenBank com os seguinte cédigos de
acesso: H_CDV_A5 PE (MK423863); H_CDV_A8 PE (MK423859);
H_CDV_A10_PE (MK423862);: H_CDV_A16_PE (MK423861); H_CDV_A2_MG
(MK423860).

Foi utilizada a ferramenta Blast para avaliar a similaridade das
sequéncias obtidas com as cepas ja depositadas no GenBank, onde observou-
se que todos os isolados analisados no estudo apresentaram 99% de
similaridade quando comparados com cepas de outras regides brasileiras, e
98% de similaridade com cepas da Argentina e Uruguai. Nao foram
encontradas outras cepas de CDV no GenBank referentes ao gene H, nas
regibes geograficas de Pernambuco e Minas Gerais, contempladas neste
estudo.

A fim de aprofundar o estudo, 56 sequéncias do CDV de diferentes
clados foram selecionadas e alinhadas com os isolados descritos (Tabela 3).

As analises filogenéticas realizadas com o método Neighbor-Joining com
base nas sequéncias nucleotidicas do gene H, formaram uma arvore
filogenética (Figura 4), no qual foi possivel avaliar que isolados de
Pernambuco e Minas Gerais foram relacionados com cepas do genogrupo
Europa/América do Sul-1 (EU/SA-1), em que também estdo agrupados os
demais isolados brasileiros ja descritos, bem como isolados da Argentina e

Uruguai.
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Tabela 3- Descricao das cepas utilizadas para o

estudo filogenético.

Access code (GenBank) Host Place Year Genotype
EU143737 Vaccine strain- Onderstepoort USA 2007 America-1
FJ461701 Vaccine strain- Nobivac DHPPI South Africa 2008 America-1
FJ461710 Vaccine strain- Canigen DHPPI South Africa 2006 America-1
AF378705 Vaccine strain- Onderstepoort USA 2008 America-1

735493 Vaccine strain- Convac Denmark 1994 America-1
JN896987 Vaccine strain- Snyder Hill USA,Boston 2011 America-1
AF259552 Vaccine strain- Snyder Hill Russia, Irkutsk 2000 America-1
AY649446 Raccoon USA 2004 America-2
AY498692 Raccoon USA 2003 America-2

X84998 Phoca sibirica United Kingdom 1995 Artic

ZA7760 Dog Denmark 1995 Artic
AF172411 Dog China 1999 Artic
DQ191767 Dog Taiwan 2005 Asia 1
AB212964 Dog Japan 2005 Asia 1
AB212963 Dog Japan 2005 Asia 1
AB212730 Dog Japan 2005 Asia 2
AY297454 Dog Japan 2003 Asia 2
AY297453 Dog Japan 2003 Asia 2
FJ392651 Dog Argentina 2008  South America 2
KC257463 Dog Argentina, Buenos Aires 2012  South America 2
KC257464 Dog Argentina, Buenos Aires 2012 South America 2
KF835423 Dog Colémbia, Medellin 2013  South America-3
KF835424 Dog Colédmbia, Medellin 2013 South America-3
KF835425 Dog Colombia, Medellin 2013  South America-3

X84999 Raccoon United Kingdom 1995 Europe-2

ZA7759 Mink Denmark 1995 Europe-2
GQ214369 Stone marten Austria, Vienna 2009 Europe-2
JX912968 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 Rockborn-like
AY964114 Dog USA 2005 Rockborn-like
AF178039 Panda China 1999 Rockborn-like
GU810819 Dog Italy 2010 Rockborn-like
FJ461702 Dog South Africa 2008 Rockborn-like

277672 Dog Germany 1996 Europe 1

Z77673 Dog Germany 1996 Europe 1
DQ494317 Dog Italy 2006 Europe 1
DQ494318 Dog Italy 2006 Europe 1
EU098104 Dog Brazil, Londrina 2007 South America 1
EU098105 Dog Brazil,Londrina 2007 South America 1
JX912958 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
JX912963 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
KX434626 Dog Brazil, Botucatu 2016 South America 1
EU098102 Dog Brazil, Londrina 2007 South America 1
JX912959 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
JN215475 Dog Uruguay, Montevideo 2011 South America 1
JN215476 Dog Uruguay, Montevideo 2011 South America 1
JN215473 Dog Uruguay, Montevideo 2011 South America 1
JN215477 Dog Uruguay, Montevideo 2011 South America 1
JN215474 Dog Uruguay, Montevideo 2011 South America 1
JX912971 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
JX912975 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
JX912976 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
FJ392652 Dog Argentina 2008 South America 1
JX912978 Dog Brazil, Porto Alegre 2013 South America 1
KT429766 Dog Brazil, Londrina 2012 South America 1
KX434626 Dog Brazil, Botucatu 2016 South America 1
MG827088 Tamandua tetradactyla Brazil, Cuiaba 2018  South America 1
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Baseado na analise dos residuos de aminoacidos apresentados pelas

ORFs dos isolados descritos e nas principais substituicbes descritas na

literatura (Tabela 4) foi possivel verificar a presenca de substituicdo na posicéo

580 (R580Q) dos isolados provenientes do estado de Pernambuco (Figura 5).

Ainda com base na analise de aminoacidos, foi realizada a predicdo de sitios

de N-glicosilacdo, onde foi

constatada a presenca de cinco

regioes

predispostas (19-21/ 149-151/ 309-311/ 391-393/ 422-424), (Figura 6), todas

elas ja previamente descritas em estudos pregressos.

Tabela 4- Principais mutacdes de aminoacidos e seus fenétipos relacionados, descrito

em literatura.

Mutagao

Fenotipo envolvido

Referéncia

Y549H

G/E530R/D/N

E29D

G178S

D603H/S

R508Q

1542N

Adaptacdo do virus a hospedeiros ndo canideos

Adaptacdo do virus a hospedeiros ndo canideos

Associado atroca de hospedeiro, através da forca
de evidéncia de seu envolvimento, mais fraco do
que nos residuos 530 e 549.

Associado atroca de hospedeiro, através da forca
de evidéncia de seu envolvimento, mais fraco do
que nos residuos 530 e 549.

Associado atroca de hospedeiro, através da forca
de evidéncia de seu envolvimento, mais fraco do
que nos residuos 530 e 549.

Pontencialmente prejudicial para a eficiéncia de
fusdo e expressdo de superficie da proteina de
ligacdo in vitro.

Sitio de n-glicosilacdo, associado ao aumento da
viruléncia em cepas de CDV.

(Mccarthy et al.,

(Mccarthy ef al.,

(Mccarthy et al.,

(Mccarthy et al.,

(Mccarthy ef al.,

2007)

2007)

2007)

2007)

2007)

(Sattler et al., 2014)

(Zhao et al., 2014)
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Figura 4- Relacao filogenética entre cepas selecionadas de CDV baseadas no gene H.

A histéria evolutiva foi inferida usando o método da Maxima Verossimilhanca e o0 modelo Kimura de 2 parametros.
A arvore com a maior probabilidade de log € mostrada. As arvores iniciais para a pesquisa heuristica foram
obtidas automaticamente aplicando algoritmos de Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distancias entre pares
estimadas usando a abordagem MVI (Maximum Composite Likelihood). Esta analise envolveu 58 sequéncias
nucleotidicas. Andlises evolutivas foram realizadas no MEGA X (Kumar et al., 2018). As principais linhagens séao
evidenciadas e nomeadas. As cepas encontradas neste estudo estdo agrupadas no clado Europe/South
America 1 (destaque em azul) e estdo destacadas em negrito. A cepas vacinais estdo agrupadas no clado

America 1, distante filogeneticamente das cepas descritas no presente estudo.
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Figura 5- Analise de polimorfismos nos isolados de interesse e na cepa vacinal
Onderstepoort (acesso: EU143737).

As sequéncias de aminoacidos obtidas a partir dos isolados encontrados foram alinhadas juntamente
com a cepa vacinal Onderstepoort a fim de analisar os principais polimorfismos descritos em
literatura. As posicdes 29, 178, 530, 549, 580, 603 foram analisadas e destacadas em vermelho.
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Figura 6- Alinhamento das sequéncias de amino&cidos deduzidas da proteina H de estirpes de tipo
selvagem e de vacina de CDV e predi¢cBes de sitios de N-glicosilagao.

Abreviatura para as sequéncias: cepa vacinal Onderstepoort (acesso: EU143737); A5/MG: isolado proveniente
de um cé@o doméstico da cidade de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais; A5/PE, A8/PE, A10/PE, A16/PE:
isolados proveniente de caes domésticos da cidade do Recife, estado de Pernambuco. As sequéncias Asn-X-
Ser/Thr estdo destacadas em azul. As Asparaginas (N) com previsdo de serem glicosiladas estdo destacadas
em vermelho e selecionadas na imagem.
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4- Discussao

A cinomose canina enquadra-se como uma das enfermidades virais de
maior relevancia em caes brasileiros (Headley et al., 2012; Rosa et al., 2012).
Estudos recentes sugerem o aumento da atuacdo do CDV mundialmente, com
foco especial para os casos relatados na América do Sul (Calderon et al., 2007,
Panzera et al., 2012; Espinal et al., 2014; Sarute et al., 2014; Fischer et al.,
2016). Estudos anteriores apresentam alta frequéncia de deteccdo da
enfermidade em caes sintomaticos no Brasil (Headley et al., 2012; Fischer et
al., 2016). Dentre o grupo de animais positivos para CDV estudados por
Fischer et al., 2016, 19% tinham sido submetidos a um esquema vacinal,
endossando outros estudos de surtos de CDV em animais vacinados (Norris et
al., 2006; Simon-Matrtinez et al., 2008) e por conseguinte, colocando em pauta
as possiveis causas que levam as falhas vacinais na atualidade, no qual uma
questdes discutidas deve-se a grande variabilidade genética entre as cepas do
CDvV.

Ao analisar as relacdes filogenéticas baseadas no alinhamento de
nucleotideos entre as cepas descritas no presente estudo, baseada em um
segmento de 1824pb do gene H, e as sequéncias do CDV armazenadas no
Genbank, observou-se que as novas cepas descritas agruparam-se ao clado
denominado Europa/América do Sul-1 (EU1 / SAL).

Foi sugerido que existem trés linhagens do virus circulantes entre os
paises da América no Sul, onde anteriormente eram descritas apenas duas
linhagens (Espinal et al., 2014; Sarute et al., 2014). As linhagens descritas
envolvem o clado denominado Europa/América do Sul-1, onde pbdde ser
estimado que as cepas de CDV foram introduzidas na Europa através da Italia
dando sequéncia a sua expansao e espalhando-se pelo continente e pela
América do Sul, e supdem-se que a entrada do ancestral italiano na América
do Sul tenha se dado pelo Brasil, e em seguida disseminou-se pelo Uruguai e
Argentina (Panzera et al., 2012; Budaszewski Rda et al., 2014). Um segundo
clado identificado em carnivoros selvagens e domeésticos da Argentina, €

chamado de América do Sul-2 (Panzera et al., 2012) e o ultimo clado que
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envolve cepas identificadas na Coldombia, chamado de América do Sul- 3,
descrito por Sarute et al. (2014) e Espinal et al. (2014).

Estudos de filogenia envolvendo cepas isoladas no Brasil relatam que as
cepas descritas pertencem ao clado Europa/América do Sul-1 (EU1l / SAl)
(Rosa et al.,, 2012; Budaszewski Rda et al., 2014; Cortez et al., 2017),
corroborando com os dados obtidos no presente estudo. As cepas de CDV
brasileiras analisadas sdo geneticamente relacionadas as cepas que circulam
no Uruguai, na Argentina e na Europa, e ndo foram encontradas relacées com
as linhagem sul-americanas 2 e 3, também observado por Cortez et al. (2017).

No Brasil, alguns estudos filogenéticos pregressos sdo baseados em
andlises de sequéncias parciais do gene N, uma vez que ocorre uma menor
variabilidade genética entre os isolados quando comparado com o gene H, o
que é justificado pelo fato de o gene N fazer parte da regido mais conservada
do genoma do CDV (Headley et al., 2012). Entretanto, estudos envolvendo a
inferéncia do gene H levam a analises mais robustas, uma vez que essa
glicoproteina estd sob constante pressédo evolutiva, ocasionando frequentes
mutacOes que ocorrem de forma natural (Pardo et al., 2005; Martella et al.,
2006). Em nosso estudo, utilizamos as andlises do gene N e do gene H,
funcionando a primeira como uma forma de selecionar amostras positivas para
o CDV, uma vez que esse gene tem maior conservagao e é mais viavel de
torna-lo alvo na RT-PCR. Ja a analise baseada na inferéncia do gene H foi
utilizada para uma avaliacdo da variabilidade desse gene na populacdo de
caes naturalmente infectados no Brasil, além de permitir que se realize um
paralelo envolvendo as novas cepas descritas com as cepas vacinais.

Embora ndo tenha sido possivel uma avaliacdo do perfil clinico dos
animais nos quais as amostras clinicas analisadas foram originadas, uma vez
que o presente estudo contou com a doagdo das amostras a partir de um
banco de amostras, pertencentes ao Tecsa Laboratdrios, outros estudos
apresentam consideravel divergéncia antigénica entre as cepas de campo e as
cepas de vacinas (Hashimoto et al.,, 2001), levantando questdes no que
concerne a cobertura vacinal e a inducdo de anticorpos neutralizantes
oferecidos pelas formulacdes vacinais comerciais, sugerindo a necessidade da
elaboracdo de uma formulagéo vacinal do CDV atualizada. (Anis et al., 2018).
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As cepas do CDV apresentadas neste estudo apresentaram-se em um
grupo distinto do clado composto pelas cepas vacinais (América-1),
corroborando com estudos anteriores (Martella et al., 2006; Panzera et al.,
2012; Rosa et al.,, 2012; Negrao et al., 2013; Cortez et al., 2017; Anis et al.,
2018), sugerindo uma evolucéo de forma distinta entre as cepas de campo e as
cepas vacinais, por conta de divergéncias nas pressbes de selecdo das
diferentes populacdes virais (Cortez et al., 2017).

Apoés a analise dos aminoacidos gerados a partir do gene H das cepas
descritas, foi possivel analisar a presenca de polimorfismos ja descritos na
literatura e realizar a predicdo de sitios de N-glicosilacdo nas sequéncias.
Mccarthy et al. (2007) descreveram uma mutacdo ha posicdo Y549H,
relacionado a adaptacédo do virus a hospedeiros. Cdes domésticos e canideos
selvagens sdo mais comumente acometidos com cepas 549Y, enquanto que as
cepas 549H sdo mais comumente descritas em hospedeiros ndo canideos
(Mccarthy et al.,, 2007; Nikolin et al., 2012), embora Lunardi et al. (2018)
tenham descrito uma infeccdo ativa do CDV em Tamandua tetradactyla onde
nao foi observado tal polimorfismo. Em nosso estudo, observamos que a
posicdo 549 das novas sequéncias descritas continha uma Tirosina (Y), e ao
realizarmos o paralelo com a cepa vacinal Onderstepoort (GenBank:
EU143737), observamos que havia uma Histidina (H), tipica de hospedeiros
ndo canideos. Fischer et al. (2016), relataram alta taxa da frequéncia de 549Y
em cées infectados no Brasil.

A troca de aminoacidos R580Q do gene H é considerada incomum in
vivo e estudos associam essa permuta como sendo eventualmente prejudicial
na capacidade da fusédo e expressao de superficie da proteina de ligacdo in
vitro (Sattler et al., 2014). Um recente estudo demonstrou que esta substituicdo
tem elevada prevaléncia entre os isolados de CDV de caes infectados na
regido Sul do Brasil e em outras cepas inclusas na linhagem EU / SA1 (Fischer
et al.,, 2016). O gene H de quatro dos cinco isolados descritos no presente
estudo (amostras provenientes de Pernambuco) apresentou a Glutamina (Q)
na regido 580, comprovando os dados apresentados por Fischer et al., 2016.

No entanto, o isolado H_CDV_A2 MG apresenta a Arginina (R) tipica da
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regido, bem como a cepa vacinal Onderstepoort (GenBank: EU143737), aqui
utilizada para fins comparativos.

Outra mutacéo importante descrita na literatura é na posi¢do 530, onde
pode haver substituicbes G/E530/R/D/N. A substituicdo nesta posicdo esta
relacionada ao receptor SLAM, que envolve a ligacdo entre novos hospedeiros
nao canideos. Um estudo realizado por Mccarthy et al. (2007) concluiu que as
cepas isoladas de cdes domésticos em todo o mundo tém majoritariamente
uma Glicina (G) ou Glutamato (E) nessa regido. Nos isolados descritos, foram
observados nesta posicdo a Glicina (G), em acordo com o estudo realizado
onde cepas analisadas de caes infectados de diversas &reas do Brasil
apresentaram um G na regido 530, atestando este achado com CDV circulando
em populagbes de cées no Brasil (Fischer et al., 2016). A ocorréncia de
polimorfismos genéticos especificos neste residuo do gene H foi ligada a
emergéncia da doenca em uma série de novos hospedeiros. A presenca do
residuo S (Serina) na regiao 530 € descrito como incomum em populacdes de
cdes domésticos, canideos selvagens e hospedeiros néo canideos,
mundialmente. Entretanto, esta substituicdo é descrita em algumas sequéncias
vacinais, como pode ser observado no presente estudo através da cepa vacinal
Onderstepoort (GenBank: EU143737) (Nikolin et al., 2012).

Outras substituicbes de aminoacidos descritas nas posi¢cdes 29 (E29D),
178 (G178S) e 603 (D603H/S) do gene H do CDV, remetidas a ligacao aos
hospedeiros (Mccarthy et al., 2007), ndo foram detectadas nos isolados
descritos. A substituicdo descrita por Zhao et al. (2014) na posicao 542 (1542N),
relacionada com o aumento da viruléncia das cepas, ndo foi observada.

As mudancas que ocorrem ha etapa pos-traducional sdo fundamentais
no papel de muitas proteinas. Os sitios de N-glicosilacdo, onde sé&o
adicionados aos residuos de Asparagina (N) no reticulo endoplasmatico na
sequéncia de consenso NXS / T, podendo "X" ser qualquer aminoacido exceto
Prolina (P), s&o importantes para o correto dobramento, transporte e funcao de
glicoproteinas de fusdo e fixacdo (Sawatsky e Von Messling, 2010). No
presente estudo, os isolados apresentaram na analise preditiva, cinco
provaveis sitios de N-glicosilagdo, (19-21/ 149-151/ 309-311/ 391-393/ 422-
424), também observados por Haas et al. (1997), Pardo et al. (2005) e Espinal
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et al. (2014). Sawatsky e Von Messling (2010) desenvolveram um estudo para
esclarecer o papel dos N-glicanos no ciclo de vida do virus morbillivirus,
através de andlise mutacional da glicosilacdo da proteina H do CDV, onde
notaram a tolerancia a delecdo completa dos sitios de N-glicosilacdo da
proteina, sem se tornar afuncional, porém completamente atenuadas in vivo. O
estudo sugere ainda que a estirpe da vacina Onderstepoort pode ter perdido
véarios locais de N-glicosilacdo durante o processo de atenuacdo, onde pode
ser confirmada tal informacdo baseado na analise preditiva de sitios de N-
glicosilacdo da cepa vacinal Onderstepoort (GenBank: EU143737) utilizada em

nosso estudo.

Concluséo

Os dados apresentados no presente estudo expandem os estudos
filogenéticos na América do Sul, com foco especial para as regides
contempladas nesta pesquisa, onde ainda ndo haviam sido descritos registros
da anélise do gene H do CDV. O presente estudo fortalece os achados prévios
de que as cepas brasileiras sédo inseridas no clado Europa/ América do sul-1,
além de se apresentarem em um clado distante das cepas vacinais,
impulsionando estudos para a elaboragcdo de uma formulacéo vacinal do CDV
atualizada e com protecdo de maior abrangéncia, possivelmente reduzindo a

incidéncia e consequentemente o carater endémico da doenca.
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DISCUSSAO GERAL

O uso de modelos animais auxilia nos estudos fisiopatologicos de
diversos agravos, tornando-se fundamentais para o desenvolvimento e
certificacdo de terapias imunogénicas e de farmacos (De Vries et al., 2017).

Por seus aspectos neuropatolégicos e sua semelhanca com doencas
desmielinizantes como a esclerose multipla em humanos, o CDV é classificado
como um importante modelo de estudo para essa enfermidade (Baumgartner e
Alldinger, 2005; Sips et al., 2007). Além das doencas desmielinizantes, o CDV
tem correspondéncia com o virus do sarampo, 0 que caracteriza o furdo
(Mustela putorius furo) infectado com o virus CDV como um modelo
experimental e capaz de expressar sinais clinicos semelhantes a sindrome do
virus do sarampo em humanos (MeV), permitindo a identificacdo de
determinantes de viruléncia e atenuacdo (Da Fontoura Budaszewski e Von
Messling, 2016) Entretanto, essa infeccdo resulta em altas taxas de
mortalidade desses animais (Von Messling et al., 2003; Von Messling et al.,
2004), além de ndo ser modelo aplicavel a pesquisas brasileiras, tendo em
vista que ndo é uma espécie tipica de nossa fauna. Um interessante modelo
animal para estudos tanto de viruléncia como de infeccbes cronicas sdo os
camundongos (Bernard et al., 1983), que podem ser substitutos palpaveis aos
furdes, uma vez que ndo costumam sobreviver a infecgdo experimental.
Entretanto, em nosso estudo, ndo foi possivel a realizacdo da adaptacdo da
cepa selvagem, uma vez que 0s estoques virais ndo estavam com titulos
adequados apds algumas passagens em cérebros de camundongos recém-
nascidos.

Os estudos mais frequentes de infeccdo por CDV em modelos animais
lagam mé&o de cepas recombinantes ou clonadas para otimizar a infecgao (Von
Messling et al., 2003; Takenaka et al., 2016; De Vries et al., 2017). Incluindo
cepas com passagens seriadas em ovos embrionados (Morse et al.,, 1953).

Esta talvez seja uma alternativa viavel a fim de aumentar as particulas
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infectivas virais e porventura, obter éxito no processo neuroadaptativo do CDV
em camundongos.

Estudos que se baseiam na inferéncia do gene H do CDV levam a
analises mais robustas (Tan et al., 2011), uma vez que essa glicoproteina esta
em constante evolucdo, ocasionando frequentes mutacdes que ocorrem de
forma natural (Bolt et al., 1997; Mochizuki et al., 1999; Pardo et al., 2005;
Martella et al., 2006).

Ao analisar filogeneticamente as cepas descritas, com base no
alinhamento dos nucleotideos apresentados, e utilizando outras sequéncias do
CDV armazenadas no Genbank, observou-se que o0s isolados descritos
pertencem ao genogrupo denominado Europa/América do Sul-1 (EU1 / SAl),
onde outros estudos envolvendo isolados de diferentes regibes brasileiras
apresentam seus isolados como pertencentes ao mesmo clado (Rosa et al.,
2012; Budaszewski Rda et al., 2014; Cortez et al., 2017), corroborando com os
dados obtidos no presente estudo. As cepas de CDV brasileiras analisadas sé&o
ainda geneticamente relacionadas as cepas que circulam no Uruguai, na
Argentina e na Europa.

Os isolados do CDV aqui apresentados, se agruparame a um genotipo
contrastante ao que as cepas vacinais de referéncia compdem (América-1),
estando em acordo com estudos anteriores (Martella et al., 2006; Panzera et
al., 2012; Rosa et al., 2012; Negrao et al., 2013; Cortez et al., 2017; Anis et al.,
2018), propondo um processo evolutivo peculiar entre as cepas de campo e as
cepas vacinais, por conta de divergéncias nas pressbes de selecdo em
diferentes populacdes virais (Cortez et al., 2017).

A partir das ORFs da proteina H das novas cepas descritas, foram
codificados 607 aminoacidos para cada cepa. Uma vez que as sequéncias de
aminoacidos foram definidas, foi possivel analisar a presenca de polimorfismos
ja descritos na literatura e realizar um painel comparativo. Mccarthy et al.
(2007) descreveram uma substituicAo de aminoacidos na posicdo Y549H,
relacionado ao receptor SLAM e a adaptacdo do virus a hospedeiros néo
canideos. Tal mutacéo nao foi observada entre os isolados do presente estudo.
Sattler et al. (2014) comentam sobre uma importante substituicdo de
aminoacidos que tem efeitos negativos na capacidade da fusdo e expressao da

61



superficie da proteina de ligagdo em estudos in vitro, trata-se de uma troca de
Arginina (R) por Glutamina (Q) na regido 580 (R580Q), sendo observado e uma
de nossas sequéncias de interesse, a A5/PE e descrito por Fischer et al. (2016)
como a assinatura das cepas do clado EU/SA-1. Com a obtencédo das
sequéncias de aminoacidos, foi possivel ainda realizar a predi¢cdo de terminais
de N-glicosilagcdo, onde foi observado que as sequéncias apresentaram cinco
possiveis sitios (19-21/ 149-151/ 309-311/ 391-393/ 422-424), também
observados por Haas et al. (1997), Pardo et al. (2005) e Espinal et al. (2014).

CONCLUSOES

Conclui-se com a compilagdo de dados aqui apresentados que uma
cepa neurotrépica de CDV para camundongos é uma alternativa no auxilio aos
estudos de fisiopatolégicos ndo s6 da cinomose, mas também de enfermidades
com aspectos semelhantes ao CDV, fazendo uso de cepas geneticamente
modificadas a fim de facilitar o processo adaptativo em uma nova espécie.

Levando em conta a escassez de dados, tem-se a necessidade de mais
estudos filogenéticos na América do Sul, uma vez que a descricdo genética das
cepas de campo do CDV tem sido limitada. O presente estudo contribui para
acervos de dados filogenéticos da América Latina, além do ineditismo do
estudo, focando em regifes geograficas onde ainda ndo haviam sido descritos
registros da analise filogenética do gene H do CDV. A andlise corrobora ainda
com os achados prévios de que as cepas brasileiras sédo inseridas no clado
Europa/ América do sul-1, além de estarem filogeneticamente distantes do
grupo das cepas vacinais, incentivando a elaboracdo de um imundégeno do
CDV capaz de oferecer maior cobertura vacinal, quando em comparagdo com

as formulacdes utilizadas atualmente.
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