RT-PCR PARA IDENTIFICACAO DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA
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RESUMO

Descreve-se a técnica por RT-PCR para identificacdo do virus da cinomose
canina em treze amostras de animais suspeitos, uma amostra para o controle
positivo para CDV que foi amplificada em células MDCK, uma amostra para o
controle negativo (adicionado agua ultra pura em vez do cDNA). O resultado obtido
foi a amplificacdo da sequéncia do gene P do CDV do tamanho esperado para oito
das treze amostras testadas. Constatou-se que RT-PCR é um método molecular de
diagnostico com alta sensibilidade e especificidade.

INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (canine distemper virus - CDV) é um virus
envelopado, com genoma RNA fita simples e polaridade negativa. Pertence ao
género Morbillivirus da familia Paramixoviridae, e é considerado um dos mais
importantes patdogenos de caes domésticos (McCandlish, 2001).

O CDV é geralmente transmitido por aerossoOis contaminados ao trato
respiratério superior. A primeira replicacdo viral ocorre no tecido linfoide,
promovendo uma severa e duradoura imunossupressao. Os linfécitos T sdo mais
afetados do que os linfocitos B, sendo rapidamente depletadas as células CD4+. As
células CD8+ séo afetadas com menor severidade, sendo as que recuperam
relativamente mais rapido (VANDEVELDE, 2004).

Em cerca de 10 dias, o CDVV inicia a disseminar a partir dos sitios de
replicacdo priméria para varios tecidos epiteliais e sistema nervoso central (SNC).
Gracas a disseminacdo e infeccdo das estruturas epiteliais pode ocorrer uma
variedade de sinais respiratérios, gastrintestinais e dermatoldgicos. A complicacéo
mais grave do CDV é decorrente da infeccdo do SNC, quando varias sindromes
neurolégicas podem ocorrer, a maioria com progndsticos desfavoraveis
(VANDEVELDE, 2004).

A infeccdo produz severa doenca e grande mortalidade, principalmente em
filhotes com menos de trés meses de idade, em virtude do sistema imune do animal
ainda néo esta perfeitamente capacitado para suportar uma doenca causada por um
virus altamente virulento (McCaw et al, 1998). Os sinais clinicos da enfermidade
variam de acordo com a viruléncia da cepa viral, condicbes ambientais, idade e
estado imunologico do hospedeiro, sendo que tosse, diarréia, vémitos, anorexia,
desidratacdo, e perda de sangue com debilitacdo sdo comumente observados em
caes com cinomose aguda. Corrimento oculonasal mucopurulento e pneumonia
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frequentemente resultam de infec¢cdes bacterianas secundarias. Uma erupcgao
cutanea, progredindo para pustulas, pode ocorrer especialmente no abdémen e os
sinais neurolégicos comecam uma a trés semanas ap0s a recuperacdo da doenca
sistémica e incluem hiperestesia, rigidez cervical, convulsdes, sinais cerebelares e
vestibulares e ataxia (Swango, 1992).

Recentemente foi descrito a presenca de linhagens de CDV distintas
geograficamente, reveladas através de analise filogenética (lwatsuki et al, 1997;
Mochizuki et al, 1999; Lednicky et al, 2004). Algumas cepas de CDV utilizadas em
vacinas comerciais no Brasil, como por exemplo Onderstepoort, Rockborn e
SniderHill, foram produzidas ainda na década de 50 e 60, e analises antigénicas e
moleculares demonstraram a existéncia de diferenca entre essas e amostras atuais,
isoladas no Japéo e EUA (Gemma et al,1996; Ohashi et al, 1998). No Rio Grande do
Sul, especialmente na regido de Pelotas, tém sido observados frequentes e severos
surtos de cinomose. Embora varia¢des individuais de imunidade ou falha na
vacinacdo ndo possam ser excluidas como cusas da ocorréncia desses quadros
severos de cinomose, deve ser ressaltada a importancia da avaliacdo da
possibilidade de existéncia de cepas locais com caracteristicas moleculares que
resultem em acentuada viruléncia ou, talvez, com gendtipo diferente das amostras
vacinais.

O objetivo desse trabalho foi obter a amplificacdo do gene P do CDV a partir
de amostras clinicas de animais suspeitos de cinomose. Futuramente seréo
caracterizadas molecularmente para avaliar a existéncia de diferencas gendmicas
entre amostras de CDV que circulam na regiéo de Pelotas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas dez amostras de cérebro e pulmado e trés amostras de
sangue de animais suspeitos de cinomose para executar a técnica de reacao da
polimerase em cadeia (PCR). Das amostras dos 6rgdos uma parte do material foi
armazenada em solucdo de formaldeido 10% e outra parte, aproximadamente, 100
mg de cada tecido foi macerado e homogeneizado em 1ml de Trizol®, sendo
armazenado em eppendorf a -70° C. As amostras de sangue foram processadas até
a obtencao de leucdcitos, e, apos centrifugacdes e lise das hemacias com cloreto de
amoénia, o pellet de leucécitos formado foi suspendido em 1ml de Trizol® e
armazenado a-70° C.

As amostras armazenadas em formaldeido foram submetidas a analise
histol6gica para investigar se os materiais apresentavam lesfes sugestivas de
cinomose. Quatro amostras de érgaos de animais diferentes apresentaram lesdes
no cérebro ou pulmdes, tais como gemastocitos, espongiose e manguitos
perivasculares, que seriam sugestivos da enfermidade. Com base na histopatologia
foram separadas as quatro amostras com lesdes, seis amostras sem leséo
histologica e as trés amostras de sangue para extracao do RNA e anélise molecular.

A extracdo de RNA foi realizada com Trizol, de acordo com o protocolo do
fabricante (Invitrogen). Resumidamente, as amostras de tecido armazenadas com
Trizol foram homogeneizadas e incubadas por 5 minutos a 15 a 30°C para permitir a
completa dissociacdo de complexos de nucleoproteinas. Foram adicionados 0,2 ml
de cloroférmio por ml de Trizol, e os tubos homogeneizados vigorosamente por 15
segundos e incubados a 15 a 30°C por 2 a 3 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 2 a 8°C. Apos a centrifugacdo, a mistura



foi separada em trés fases: uma vermelha, de fenol-cloroférmio, uma interfase, e
uma incolor aquosa, correspondente aquela em que permanece o RNA. O isolado
de RNA foi precipitado da fase aquosa misturando o alcool isopropilico (0,5 ml de
alcool para cada 1 ml de Trizol). As amostras foram incubadas a 15 a 30°C por 10
minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 2 a 8 °C. O sobrenadante foi
removido e o pellet de RNA lavado com etanol 75%. As amostras foram misturadas
através do vortex e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos a 2 a 8 °C. Ao final do
procedimento, o pellet de RNA foi seco brevemente e ressuspendido em agua livre
de RNase para padronizacdo da quantidade de RNA entre as amostras, por
espectrofotometria em absorbéancia 260 e 280.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se 5 pug do RNA total, em uma
reacdo de 25 ul que conteve ainda 150 ng de “random” primers (Invitrogen), 1 ul de
desoxinucleosideos trifosfatados (dNTP’s — 10 mM), tampdo de sintese (New
England Biolabs), 0.1 M DDT, 40 U de RNaseOUT (Invitrogen) e 40 U de
Transcriptase reversa M-MuLV (New England Biolabs), segundo a metodologia
descrita (Ulett 2000). Apds incubacdo por 10 min a 25 °C, as amostras foram
incubadas a 42 °C por 50 min, e entdo por 70 °C durante 15 min, em termociclador
(Biocycler - MJ96). O cDNA obtido foi estocado a -70 °C.

Foram selecionadas quinze amostras para efetuar a técnica, treze amostras
eram de animais suspeitos de cinomose, uma amostra para o controle positivo para
CDV que foi amplificada em células MDCK, uma amostra para o controle negativo
(adicionado agua ultra pura em vez do cDNA). Foram utilizados 2 pl de cDNA, 0,25
pl de dNTP (20 mM), tampédo - PCR 1 X, 3 mM de MgCl, 0,3ul de Tag DNA
polimerase (1,5 U), e 4gua ultra pura autoclavada para o volume de 25 pl.

Os primers utilizados foram descritos no trabalho de Maes et al (2003) e
sintetizados para amplificacdo de um segmento do gene que codifica a
nucleoproteina P do CDV (gene P). O primer “forward” foi 5° AAG AGG TTA AGG
GAA TCG 3, e o primer “reverse” 5° GAG AAA AGC TCA TCA TCG 3, resultando
num produto de 585 pares de bases (bp).

A reacao foi executada no termociclador, utilizando as seguintes condicdes de
tempo e temperatura: uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos; 45
ciclos de %4°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1minuto; uma
etapa de extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados pela PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE 1X (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 2 Mm; pH 84), sob voltagem constante (180V) por
aproximadamente 60 minutos. O gel foi corado em solucdo contendo 0,3 pl de
brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido amplificagdo do tamanho esperado através da técnica de RT-PCR
para oito das treze amostras de tecido e sangue testados. Nas Figuras 1 e 2 pode
ser observada a amplificacdo obtida através da reacéao.



585 bp

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da RT-PCR
resultando na amplificacdo de CDV (gene P). Linha 1, marcador de peso molecular;
Linha 2, amostra negativa; Linha 3, amostra positiva (cérebro); Linha 4, controle
negativo; Linha 5, amostra negativa; Linha 6, amostra positiva (cérebro).

585 bp —

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose de produtos da RT-PCR
resultando na amplificacdo de CDV (gene P). Linha 1, marcador de peso molecular;
Linha 2, amostra negativa; Linha 3, amostra positivo (leucécitos); Linha 4, amostra
negativa; Linha 5, amostra negativa; Linha 6, amostra positiva (cérebro); Linha 7,



amostra positiva (cérebro); Linha 8, amostra positiva (cérebro); Linha 9, controle
negativo; Linha 10, controle positivo.

CONCLUSOES

A RT-PCR é um método molecular de diagnéstico que, se adequadamente
padronizado, apresenta alta sensibilidade e especificidade. No presente trabalho foi
possivel a obtencdo dos resultados esperados, ou seja, amplificacdo de sequéncia
do gene P do CDV.
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