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Coronavirus Canino (CCoV): isolamento e detecgdao molecular em
amostras clinicas.

RESUMO - Até o momento, a doenga causada pelo coronavirus canino (CCoV)
nao foi totalmente elucidada, e o papel que o CCoV desempenha na patogenia
da enfermidade ndo esta bem estabelecido. Somente apds o aparecimento da
SARS (Sindrome Respiratoria Aguda) em seres humanos causada por um
coronavirus em 2002 isolado de um mamifero selvagem, foram desenvolvidos
varios estudos com coronavirus de diversas espécies na busca de variantes
circulantes. Poucos estudos tém reportado a presenga dos CCoV e suas
variabilidades no Brasil. Enterites virais sdo responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade na clinica de pequenos animais e, embora existam
diversos agentes etiologicos descritos, o CCoV e o CPV ainda séo
considerados uns dos principais patégenos causadores de gastroenterite
aguda em cées jovens. Para o presente estudo, foram colhidas 100 amostras
de fezes de cées atendidos em uma rotina hospitalar veterinaria com sinais
clinicos de gastroenterite (hemorragica ou n&o). Foram amplificados RNA do
CCoV e o DNA do CPV nas amostras testadas. Alguns dos produtos da
amplificagdo para CPV foram purificados, sequenciados, alinhados e
submetidos ao GenBank para deteccao do CPV-2c e caracterizagao do CCoV.
O CCoV mostrou-se presente em 6% das amostras analisadas, enquanto o
CPV-2a foi identificado em 43% das amostras e o CPV- 2b em 18% do total.
Um pool de amostras submetidas ao sequenciamento e analise filogenética
identificou o CPV-2c, revelando que a nova variante ja esta presente em
Aracatuba — SP. A analise filogenética para o CCoV evidenciou que as
amostras analisadas pertencem ao subtipo CCoV-lla (pantrépica), reforcando a
importancia da identificagdo desse agente na populagao canina, uma vez que
as vacinas disponiveis atualmente ndo possuem as novas variantes e de modo
que os caes do Brasil estdo susceptiveis a graves surtos, como ja descritos em
outros paises.

Palavras-chave: Cées, Diarreia, Gastroenterite, Parvovirus Canino, PCR



Canine Coronavirus (CCoV): isolation and molecular detection in clinical
samples.

SUMMARY - Until now, the disease caused by the canine coronavirus (CCoV)
was not fully elucidated, the CCoV role in the pathogenesis of the illness is not
quite established. Only after the SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome)
appearance in human beings caused by a coronavirus in 2002, isolated of a
wild mammal, many studies were developed with coronavirus of different
species in search of circulating variants. Few studies had reported the presence
of CCoV and his variability’s in Brazil. Viral enteritis are responsible by high
morbidity taxes and mortality in the small animals clinic and, although there are
several etiologic agents described, the CCoV and the CPV are not yet
considered a major cause of acute gastroenteritis pathogens in young dogs. For
the present study, were collected 100 stool samples from dogs attended in a
veterinary hospital routine with clinical signs of gastroenteritis (hemorrhagic or
not). The CCoV and CPV RNA were amplified in the tested samples. Some of
the by-products from the CPV amplification were purified, sequenced, aligned
and subjected to the GenBank for the detection of CPV-2c¢ and characterization
of CCoV. The CCoV was present in 6% of the analyzed samples, while CPV-2a
was identified in 43% of samples and CPV-2b in 18% of the total. A sample pool
submitted to the sequencing and filogenetic analysis identified the CPV-2c,
reveling that the new variant is already present in Aragatuba — SP. The
phylogenetic analyses for CCoV revealed that the studied samples belong to
the Subtype CCoV-lla (pantropic), strengthening the agent identification
importance in the canine population, once that the actual available vaccines
don’t have the new variants so that the dogs from Brazil are susceptible to

severe outbreaks, as described in other countries.

Key-words: Hemorrhagic gastroenteritis, Dogs , Diarrhea , PCR, RT -PCR.
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1. INTRODUCAO

As gastroenterites sdo responsaveis por grande parte da casuistica de
doencas encontradas na clinica médica de pequenos animais. As enterites
virais sdo consideradas uma das causas mais comuns de diarreia infecciosa
em filhotes e compdem um grupo de doencas de extrema importancia na rotina
clinica devido as altas taxas de morbidade e mortalidade observadas, apesar
do advento da vacinagdo. Entre os principais agentes etioldgicos estdo o
parvovirus canino (CPV-2), o coronavirus canino (CCoV), o rotavirus canino
(CRV) e o virus da cinomose canina (CDV).

Isolado em 1978 (APPEL et al., 1979) o parvovirus canino possui
destaque entre os agentes etioldgicos responsaveis por gastroenterite em caes
jovens, uma vez que além de possuir uma elevada frequéncia na populagéo
canina, possui grande resisténcia no ambiente, de modo que esta amplamente
difundido na populacdo canina mundial, na qual o virus original foi substutuido
por novas variantes antigénicas denominadas CPV-2a e CPV-2b (DECARO et
al., 2006). E importante considerar ainda que, uma nova variante do CPV-2,
denominada CPV-2c foi descrita por Buonavoglia et al. (2001) na Italia, ja
havendo relatos em outros paises (NAKAMURA et al.; 2004; DECARO et al.,
2006). Na América do Sul foi descrito pela primeira vez no Uruguai por Pérez et
al. (2007). No Brasil, Streck et al. (2009) identificaram o tipo 2c em amostras
provenientes de fezes de caes da regido metropolitana de Porto Alegre e
trabalhos recentes tem mostrado o CPV-2c como o subtipo mais prevalente
nas infec¢des por CPV-2 no pais (Pinto et al., 2012; Fontana et al. 2013).

Por sua vez, o Coronavirus canino (CCoV) é considerado um dos
principais patdégenos causadores de gastroenterite aguda em caes jovens. A
enterite por coronavirus € tipicamente menos grave que a enterite classica por
parvovirus e raramente causa diarreia hemorragica, septicemia e morte
(NELSON E COUTO, 2010). A infecgao por CCoV facilita a infeccéo por outros

virus, de modo que a co-infecgdo pode agravar a intensidade da diarreia. Sao
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conhecidos dois gendtipos: CCoV-l e CCoV-II, amplamente distribuidos pelo
continente europeu (DECARO et al., 2010), onde varios surtos ja foram
relatados, principalmente em locais como canis e abrigos. Ainda, o subtipo
CCoV-IlI é dividido em dois subtipos , CCoV-lla e CCoV-llb, os quais possuem
recombinacdo genética com FCoV-Il e o TGEV, respectivamente (DECARO et
al., 2010). Buonavoglia et al. (2006), relataram um surto fatal de CCoV-lla na
Italia, no qual filhotes com menos de 60 dias vieram a 6bito. Este subtipo
(pantrépico) é altamente patogénico e é responsavel pela doenca sistémica em
infeccbes naturais e experimentais (BUONAVOGLIA et al., 2006; DECARO et
al.; 2008), sendo encontrado em diversos 6rgaos parenquimatosos.

O CCoV-Il tem distribuicdo mundial, com destaque na Europa (DECARO
et al., 2009) e Asia (SOMA et al., 2010). No Brasil, um estudo recente
identificou o CCoV-Il na populagdo canina (PINTO, 2013) e sua posterior
caracterizagdo e analise filogenética identificou que os subtipos lla e Ilb
encontrados nas amostras brasileiras, sao similares ao ja descritos em outros
paises (COSTA et al., 2014; PINTO et al., 2014).

Desse modo, identificacdo do CCoV e suas variantes é importante para
o monitoramento deste agente na populagcdo canina brasileira, contribuindo
para o estudo de suas filogenias e epidemiologia. Ademais, as vacinas
amplamente utilizadas nao possuem as novas variantes de tal patdgeno,
deixando a populagdo canina susceptivel aos surtos, como ja relatados em
varios paises, comprometendo a sanidade e levando ao o6bito diversos animais.

Frente ao exposto, a presente pesquisa visou identificar a presenca do
material genético RNA viral do coronavirus canino tipo | e Il e suas variantes:
CCoV-lla, CCoV-lIb (TGEV-like), bem como a presenga de infecgdes e co-

infecgcbes por outros agentes virais em caes com quadro de gastroenterite.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Coronavirus Canino
2.1.1 Caracterizagao e classificagao

Os coronavirus séo classificados na ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae; pertencem ao género Alphacoronavirus e a espécie
Alphacoronavirus-1, juntamente com o coronavirus felino (FCoV) e o virus da
gastroenterite transmissivel suina (TGEV), uma vez que tais agentes possuem
mais 96% de similaridade genética (GONZALEZ et al., 2003; CARSTENS,
2010). Os principais sinais clinicos associados a infecgao gastrointestinal dos
animais acometidos pelo virus incluem letargia, anorexia, émese e diarreia,
durando de uma a duas semanas (DECARO et al.,, 2008). Observa-se uma
variagao de cor amarelo a esverdeado na diarreia, que em algumas vezes
também pode ser hemorragica. O CCoV (Figura 1) replica-se primariamente na
extremidade das vilosidades do intestino delgado, causando infeccdo litica,
seguida de descamacdo e encurtamento das mesmas, com consequente
diarreia em 18 a 72 horas poés-infecgdo. Ainda, esse virus geralmente é
encontrado em co-infecgdes com bactérias, parasitos e outros virus como o
adenovirus e parvovirus canino (CAV e CPV-2), respectivamente (PRATELLI et
al., 2001).

FIGURA 1 - Micrografia eletrdnica de um coronavirus. Fonte:
http://blogs.discovermagazine.com



http://blogs.discovermagazine.com/
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Os coronavirus sado envelopados, pleomorficos, aproximadamente
arredondados com até 220nm de diametro. Possuem RNA fita simples n&o
segmentado, sentido positivo com 27 a 31 kb de comprimento (Figura 2A),
nucleocapsideo de simetria helicoidal em associagdo com a nucleoproteina N
(LAl e HOLMES, 2001). Seu genoma é composto por genes codificadores de
proteinas estruturais: proteina de nucleocapsideo (N), proteina de matriz (M),
proteina de envelope (E) e proteina de espicula (S) (MASTERS, 2006)
(FIGURA 2B). A proteina S é a principal proteina estrutural de envelope do
coronavirus, a qual forma projegcbes de 20nm de comprimento, sendo
responsavel pela atividade hemaglutinante e o principal alvo para anticorpos
neutralizantes. Ha ainda, uma segunda espécie denominada de coronavirus
respiratorio canino (CRCV), formalmente conhecido como Betacoronavirus I,
género Betacoronavirus (CARSTENS, 2010), a qual foi relatada causando

afeccgdes respiratérias em caes (ERLES et al., 2003).
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FIGURA 2 - A) Representagédo esquematica do genoma do CCoV; B) llustragao esquematica
de um virion com os seus componentes. M: proteina de membrana; E, S:
glicoproteinas do envelope; N:nucleoproteina.;RNA:genoma. Fonte: Lovato e
Dezengrine (2007).
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2.1.2 Patogenia e Epidemiologia

A infeccdo por CCoV é restrita ao trato gastrointestinal e ocorre
principalmente em canis e abrigos para caes, uma vez que por se tratar de um
virus altamente contagioso se difunde rapidamente pela populagdo canina. A
principal via de infeccéo é oral, sendo as fezes e fomites as principais fontes de
infecgdo. O CCoV é eliminado nas fezes por até 2 semanas pos-infeccao,
prolongando-se por até 180 dias em alguns casos. Caes saudaveis podem
excretar o virus nas fezes por longos periodos (BRANDAO, LOVATO e
SLHESSARENKO, 2012).

O CCoV ¢é classificado em dois genotipos: CCoV tipo 1 (CCoV-Il) e o
CCoV tipo 2 (CCoV-Il) (DECARO et al., 2008). O CCoV-Il foi descrito apds a
ocorréncia de um surto de doencga severa em filhotes de cdes (BUONAVOGLIA
et al.,, 2006). O virus foi encontrado nas fezes e em varios Orgaos
parenquimatosos, sendo isolado em cultivo celular e inoculado em caes livres
de patégenos especificos (SPF), reproduzindo doenga. Os animais vieram a
Obito, confirmando a viruléncia do novo tipo.

O CCoV-ll embora descrito em diversos paises de todo o mundo,
mostra-se mais prevalente em paises do continente europeu (DECARO et al.,
2009) e asiatico (SOMA et al., 2010). O CCoV-Il pode ser classificado em dois
subtipos: CCoV-lla e CCoV-lIb (DECARO et al., 2009). O subtipo CCoV-lIb tem
sido relatado em varios paises europeus ERLES e BROWLIE, 2009; DECARO
et al.,, 2010), entretanto ainda que tenha sido detectado em o6rgaos, ndo se
mostrou estar relacionado a doenga sistémica em caes (DECARO et al., 2009).
Ja o CCoV-lla é responsavel pela ocorréncia de diversos surtos fatais da
doenca.

No Brasil, o primeiro estudo que identificou o CCoV-Il na populagao
canina é recente (PINTO, 2013). Neste estudo, o CCoV-lla foi encontrado nas
fezes e em diversos érgédos como cérebro, coragao, pulmao, bacgo, figado, rim,
entre outros, em 3 de um total de 5 caes com até 6 meses de idade que vieram
a Obito com gastroenterite hemorragica no sul do pais. Ainda, a analise
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filogenética mostrou que os subtipos circulantes no sul do pais sdo similares
aos ja descritos em outros paises (PINTO et al., 2014). Outro estudo conduzido
por Costa et al. (2014), no estado do Rio de Janeiro, analisou amostras de
fezes de 250 animais atendidos em um periodo de 6 anos, das quais 30 foram
positivas para CCoV apdés RT-PCR. Destas, 19 foram caracterizadas como
CCoV-Il baseado nas alteragbes dos aminoacidos encontradas na proteina M.
Ademais, ainda que 6 dessas amostras analisadas apresentassem
substituicbes n&o descritas previamente, o estudo também mostrou a
similaridade genética das amostras brasileiras com as encontradas na
literatura, fazendo-se necessario estudos futuros para esclarecer a importancia
e consequéncia dessas alteragdes encontradas apenas nas amostras

brasileiras.

2.1.3 Manifestagoes Clinicas e Lesdes

Enquanto os animais infectados por CCoV-l manifestam sinais clinicos
leves a moderados, a infecgdo por CCoV-Il é caracterizada por sintomas e
lesGes mais graves, independentemente da co-infec¢do por outros agentes. Os
animais apresentam febre, letargia, anorexia, émese, diarreia (hemorragica ou
nao), sinais neurolégicos (ataxia, convulsbes) e acentuada leucopenia,
principalmente por linfopenia. O 6bito pode ocorrer de 2 a 3 dias apds o inicio
dos sintomas. Buonavoglia et al. (2006), relataram severas lesbes no trato
gastrointestinal, figado, bago, pulmdes e rins. A via de infecgéo € fecal-oral e a
replicagao ocorre nas vilosidades, assim que o virus atinge o intestino delgado.
Apos dois dias da infeccdo as particulas virais ja sdo excretadas pelas fezes e
os sinais clinicos tem inicio de 1 a 4 dias pos-infecgao.

Macroscopicamente, observa-se enterite leve a moderada nas infecgoes
por CCoV, com conteudo liquido de coloracdo amarela ou esverdeada, além de
dilatac&o do instestino delgado e evidenciagao das placas de Peyer . A mucosa
intestinal encontra-se hemorragica e/ou hiperémica e os linfonodos
mesentéricos podem estar edemaciados. Ja os achados microscépicos

caracterizam-se por atrofia das vilosidades intestinais, achatamento das células
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epiteliais e aumento de celularidade da Iamina prépria. (BRANDAO, LOVATO e
SLHESSARENKO, 2012). Além desses achados, animais com infec¢gao por
CCoV-Il, apresentam outros érgaos comprometidos com diversas alteragoes,
tais como: severa necrose hepatica e renal, aumento e congestao esplénica
com severa deplegdo linféide e ainda, congestdao pulmonar (ZICOLA et al.,
2012).

2.1.4 Diagnéstico, profilaxia e controle.

A detecgéo do virus nas fezes ou intestino € a forma mais utilizada para
o diagnéstico, diferenciando-a de outros agentes causadores de enterite (CPV,
CAV, rotavirus e o virus da cinomose canina). A microscopia eletrénica é
utilizada para visualizacdo do agente nas fezes, entretanto outros métodos
diagnosticos como a técnica de RT-PCR realizada diretamente das fezes, tem
sido utilizados principalmente em pesquisas, mostrando-se capaz de detectar
menores quantidades de virus excretados nas fezes, por maiores periodos de
tempo (PRATELLI et al., 2006).

O isolamento viral tem sido utilizado com sucesso por alguns
laboratérios e as células de linhagem de fibrossarcoma canino A-72
mostraram-se particularmente susceptiveis ao CCoV, nas quais o virus produz
efeito citopatico caracterizado pela formagao de sincicios (RUGGIERI et al.,
2007). Além dessa linhagem, outras células como as de embrido e a linhagem
de rim felino mostraram-se susceptiveis (BRANDAO, LOVATO e
SLHESSARENKO, 2012).

Entre as técnicas soroldégicas temos a soroneutralizagdo (SN),
imunoperoxidase (IPX) e o ELISA. Deve-se considerar, no entanto, que
sorologia tem pouca utilidade diagndstica, haja vista a distribuigdo do virus na
populagéo canina e a grande quantidade de infecgées subclinicas (PINTO,
2013). Ademais, a detecgao de anticorpos no soro nao indica necessariamente
exposigao recente ao agente. Ha um kit de ELISA que detecta IgM disponivel
comercialmente para uso em clinicas e consultérios. Alguns estudos com

inoculacdes experimentais demonstraram a presenca de IgM no plasma 3 dias
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apos a inoculagdo, assim, pode-se inferir que a presencga de tal imuglobulina no
soro indica infeccdo recente pelo CCoV (BRANDAO, LOVATO e
SLHESSARENKO, 2012).

Com relagdo ao controle e profilaxia, o primordial € que se evite o
contato de cées soronegativos com animais infectados. Condigdes de estresse
ocasionadas por superpopulagdo, desmame precoce e infecgdes
concomitantes por outros agentes, causam imunossupressdo e favorecem o
desenvolvimento de enterite nos animais infectados. (BRANDAO, LOVATO e
SLHESSARENKO, 2012). Por se tratar de um virus envelopado, no ambiente &
facilmente inativado por calor e solventes lipidicos. Em temperaturas baixas
pode manter-se viavel por longos periodos.

O tratamento baseia-se na restituicao do equilibrio hidro-eletrolitico e
controle das infecgbes secundarias (NELSON E COUTO, 2010). As vacinas
atenuadas forma testadas com bons resultados e caes vacinados por via oral
apresentaram titulos mais altos de IgA dos que os vacinados por via
intramuscular, além de nao excretarem o virus nas fezes como foi observado
nos animais que receberam a vacina por via intramuscular. E sabido que as
vacinas disponiveis no mercado ndo apresentam os subtipos em sua
formulacdo e alguns trabalhos mostram que subtipos de CCoV-Il tem uma
limitada reacdo cruzada com o gendtipo CCoV-l presente nas vacinas
comerciais disponiveis atualmente, comprometendo a eficiéncia vacinal
(DECARO et al., 2009).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Foram colhidas 100 amostras de fezes de caes atendidos no Hospital
Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira” da Faculdade de Medicina Veterinaria
de Aracatuba - SP, apresentando sinais clinicos de gastroenterite

(hemorragica ou nao). No grupo experimental foram incluidos animais com até
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1 ano de idade, de diferentes ragas, de ambos os géneros, com ou sem
histérico prévio de vacinagdo. Apdés anamnese, os animais foram submetidos
ao exame fisico e avaliagao laboratorial (hemograma) conforme as normas do
HV. As fezes (aproximadamente 1g) colhidas, por vezes com sondas e/ou por
eliminacdo espontanea, foram mantidas em freezer a -20°C até o momento de
seu processamento. Imediatamente ao chegar ao Laboratério de Virologia e
Cultivo Celular, da FMVA, as fezes foram diluidas a 20% (p/v) em DMEM-F12
adicionado de uma solugdo antibidtico e antimicotico na proporgédo de 10%
(Sigma-Aldrich).

3.2 Triagem para CPV-2, CAV e CDV

Conforme descrito anteriormente, as mesmas amostras foram
submetidas a reagdo em cadeia da polimerase para parvovirus tipo 2 (CPV-2)
(BUONAVOGLIA et al., 2001), adenovirus canino tipo 1 e 2 (CAV-1 e CAV-2)
(Hu et al., 2001) e RT-PCR (canine distemper virus—CDV) (FRISK et al., 1999),
a fim de que outras gastroenterites virais e possiveis co-infeccoes fossem

identificadas.

3.3 Extragao de DNA (CPV-2a e CPV-2b)

O DNA viral foi extraido do sobrenadante da suspensao fecal pelo
método do Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico (25:24:1) com algumas
modificagdes. Em tubos cbdnicos de 1,5 ml foram adicionados 700 pl de cada
amostra e, posteriormente 500 pl do tampao Viral Lysis Buffer do Kit comercial
RNA/DNA PureLink™ (Invitrogen®). Essa suspensdo ficou 15 min em
temperatura ambiente e apds esse tempo foi centrifugada durante 5 min a
13.000 rpm, aproximadamente 7,500 x g (centrifuga 5415, Eppendorf). O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento remanescente no tubo foram

adicionados 500 pl do mesmo tampao e 50 pl de proteinase K (10 mg/
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Invitrogen®). Os tubos foram entdo colocados em banho-maria a 56 °C, por
cerca de 1 h para desintegragédo de possiveis fragmentos da mucosa intestinal.
Em seguida, foram adicionados 500 ul da solucdo de Fenol: Cloroférmio: Alcool
Isoamilico (25:24:1) (Sigma-Aldrich®) a cada amostra com agitagdo manual
leve. Apos 2 min, a 4 °C uma nova centrifugacéo foi realizada durante 2 min a
7,500 x g, como descrito anteriormente. Apds a centrifugagao, a parte superior
aquosa foi gentilmente removida e transferida a um novo tubo e adicionado 1
ml de etanol a 100% (Merck®). Apds nova centrifugagdo por 5 min a 7,500 x g o
etanol foi removido e visualizado o pellet (DNA) que foi ressuspendido e 10 pl

de agua ultra pura livre de RNA/DNA (Invitrogen®).

3.3.1 Reagao em cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase ou PCR foi conduzida em
conformidade com o kit Jumpstart™ (Sigma-Aldrich) sem nenhuma
modificagdo. Os primers para CPV-2a e CPV-2b foram os mesmos descritos
por Buonavoglia et al. (2001) e amplificam 681pb e 427pb, respectivamente.
Para a reacao de PCR foram adicionados a tubos de 0,2 ml 12 ul do Jumpstart
ReadyMix, 1 pl de cada primer (10 pmol), 1ul MgSOy, 2,5 ul de agua ultrapura
e 7 ul de DNA (x 10 ng). As condigbes de ciclagem foram: 94 °C por 5 min, 94
°C por 1 min, 56 °C por 1min e 72 °C por 2 min por 34 vezes, e a extensio final
72 °C por 10 min.

Os produtos de PCR foram visualizados em eletroforese em gel de

agarose a 1% em transluminador UV e documentados.

3.4 Isolamento Viral

As suspensdes fecais foram submetidas ao isolamento em
monocamadas de células de adenofibrossarcoma canino - A72 (ATCC CRL
1542) gentilmente cedidas pelo laboratério Biovet. Para tanto, as suspensoes ja
diluidas em 1:20 em DMEN-F12 foram submetidas a filtracdo 75-um para
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remogao de debris celulares, em seguida submetidas em 45-um e 25-uym.
Monocamadas de células com 80% de confluéncia foram cobertas com 1 ml da
suspensao viral, e apos 90 min (adsorgao) o indculo foi removido e adicionado
meio DMEM-F12 com antibiéticos e sem soro fetal. As garrafas de células
foram incubadas em estufa de CO, por 5 dias consecutivos. Os efeitos
citopaticos foram observados e documentados apds 3 passagens consecutivas
para todas as amostras. Para a confirmacgédo da presenca viral foi realizada a

analise molecular para CCoV.

3.5 Detecgcao de CCoV-l e CCoV-II

3.5.1 Extracao do RNA

RNA viral foi extraido do sobrenadante da suspenséo fecal pelo método
TRIzol® LS (Invitrogen®, USA). Em tubos cdnicos de 1,5 ml foram adicionados
700 pl de TRIzol® e, posteriormente 350 ul de cada amostra. Essa suspensao
ficou 10 min a 4 °C e, ap6s esse periodo, foi acrescido 200 pl de cloroférmio a
cada amostra com agitagdo manual leve. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados durante 15 min a 7,500 x g (centrifuga 5415, Eppendorf). Apds a
centrifugacao, a parte superior aquosa foi gentiimente removida e transferida a
um novo tubo ao qual foi adicionado 700 pl de acool isopropilico a 4 °C. Os

tubos foram entdo acondicionados em freezer -86 °C até a proxima etapa.

3.5.2 Transcrigao Reversa (cDNA)

Para a realizacdo da transcricdo reversa, o RNA extraido na etapa
anterior foi primeiramente precipitado, lavado e ressuspendido. Para tanto, o
material ainda congelado foi centrifugado a 7,500 x g (centrifuga 5415,
Eppendorf) durante 15 min, a fim de que o RNA precipitado formasse um pellet
em forma de gel no fundo e nas paredes do tubo. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 1 ml de etanol a 100 % (Merck®), sendo

novamente centrifugado a 7,800 x g (centrifuga 5415, Eppendorf) durante 5
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min. Apds essa etapa, o etanol foi descartado, o pellet ressuspendido em 10 pl
de agua ultra pura livre de RNA/DNA (Invitrogen®) e incubado a 4°C durante 5
min.

Para a transcricdo reversa foi utilizado o kit Enhanced Avian Reverse
Transcriptase [eAMV" RT] (Sigma-AIdrich®). Em tubos de 0,2 ml foram
adicionados 5 pl do RNA, 1 yl de 10 mM dNTP mix, 1 pl do primer Oligo (dT)z23
e 3 pl de agua. Os tubos foram incubados a 70 °C durante 10 min. Apds, foram
adicionados 2 ul de 10x Buffer para AMV RT, 1 yl de RNase Inhibitor e 6 ul de
agua. Apos um spin foi adicionado 1 pl da enzima Enhanced Avian RT em cada
tubo, os quais foram incubados por 46 °C durante 50 min. Imediatamente apds

foi realizada a reacao de PCR.

3.5.3 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi conduzida em
conformidade com o kit Jumpstart™ (Sigma-Aldrich) sem nenhuma
modificagdo. O par de primers CCoV1, CCoV2 (HERREWEGH et al., 1998) que
amplifica 409 pb foi utilizado para detec¢ao do Coronavirus canino (CCoV) nas
amostras. EL1F, EL1R e S5, S6 foram os pares de primers utilizados para
diferenciacdo de CCoV | (346 pb) e CCoV Il (694 pb), respectivamente
conforme descrito por Pratelli et al. (2004). Para a identificagcdo do subtipo
CCoV lIb (TGEV-like) foi utilizado o par de primers CEPol-1, TGSP-2 (370 pb)
descrito por Erles e Brownlie (2009). Para a reacdo de PCR foram adicionados
a tubos de 0,2 ml 12 ul do Jumpstart ReadyMix, 1 pl de cada primer (10 pmol),
1ul MgSOy, 4,5 pl de agua ultrapura e 5 ul de cDNA (x 10 ng). As condi¢des de
ciclagem foram: 94 °C por 5 min, 94 °C por 1 min, 56 °C por 1min e 72 °C por 2
min por 34 vezes, e a extensao final 72 °C por 10 min.

Os produtos de PCR foram visualizados em eletroforese em gel de

agarose a 1% em transluminador UV e documentados.
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3.6 Sequenciamento e analise filogenética do CPV-2

3.6.1 Alinhamento e arvore filogenética

O kit QIA quick PCR Purification (Qiagen ™) foi utilizado de acordo com
o protocolo do fabricante para purificar os produtos amplificados na PCR. Antes
de iniciar a marcagao fluorescente da sequéncia de interesse, foi realizada a
desnaturacao da molécula de DNA por aquecimento do mesmo a 95 °C por 10
min. A reacdo de marcacgao fluorescente foi realizada através de 30 ciclos de
95 °C por 20 seg e 60 °C por 1 min, de uma solugdo composta por: 4 ul de
DNA, 10 pmol do primer, 3 ul de agua destilada e 4 ul do mix de PCR Dye;
contendo tampéao, Taq polimerase, dNTP normal e dNTP marcado com
fluoroforo Kit Big Dye U2.0 (Applied Biosystem ™). Terminada a reacdo de
marcacao fluorescente para o sequenciamento, foram adicionados nas placas
2 ul do tampao acetato de sodio de sédio-EDTA e 80 pl de etanol a 95%. Estes
foram levados ao vortex e posteriormente centrifugados a 2,500 g a 25 °C por
30 min. Apd6s a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
foram adicionados 100 ul de etanol a 70% e as placas centrifugadas a 2,500 g
a 25 °C por 1 min. O sobrenadante foi novamente removido. O processo de
precipitagéo foi finalizado por meio de uma centrifugacéo adicional a 2,500 g a
25 °C com as placas invertidas. Por fim, as placas, protegidas da luz, foram
deixadas a temperatura ambiente por cerca de 30 min. A estocagem foi
realizada a -20 °C.

As reagdes foram submetidas ao sequenciador ABI PRISM 310 (Genetic
Analyzer, Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster city, USA). A analise das
sequéncias foi realizada com o emprego dos programas de bioinformatica Bio-
Edit (HALL, 1999) e ClustalW, versao 1.83 (THOMPSON et al.,, 1997) para
alinhamento e edigao das sequéncias, MEGA 4 (TAMURA et al., 2007) para a

confecgao da arvore filogenética e o suite de aplicativos.



27

3.6.2 GenBank accession numbers

As sequéncias geradas nesse estudo para o Parvovirus Canino foram
submetidas ao Banco de Dados GenBank e a elas foram atribuidos os
seguintes numeros de acesso (AN ou numero de acesso). KP694302,
KP694303, KP694304, KP694305, KP604306. Sequéncias de referéncia foram
utilizadas nesse estudo de construgcado de arvore filogenética sob os numeros
de acesso para Parvovirus Canino 2a (JX898891, JX898892, JX898893,
JX898894, JX898895, JX898896 e JX898897), Parvovirus Canino 2b
(JX898898, JX898899, JX898900 e JX898901) e Parvovirus Canino 2c
(JF796185, JF796206, JF796207, JF796208 e JF796209). Para executar o
alinhamento do 2c, as sequencias de referéncia utilizadas foram: nucleotideos
(U72696, M74852, U22896) e aminoacidos (AIW27672, AIW67583, AIW67587,
AIW67523).

3.7 Sequenciamento e analise filogenética do CCoV

3.7.1 Alinhamento e arvore filogenética

O alinhamento das sequéncias foi realizado com o aplicativo ClustalW,
versdao 1.83 (THOMPSON et al. 1997). Imperfeicbes nos alinhamentos e
artefatos presentes nas sequéncias foram editados minimamente usando a
versao V.7.0.9.0 do aplicativo Bio-Edit (HALL, 1999). Previamente a
reconstrugdo filogenética, foi analisado o modelo de substituicdo de
nucleotideos através do Modeltest. A reconstrugédo filogenética foi realizada
pelo método de neighbor-joining, Kimura-2 parametros através do programa de
computador MEGA 4 (Tamura et al. 2007). As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias nucleotidicas dos genes M e S de outros isolados

de CCoV existentes no GenBank.

3.7.2 GenBank accession numbers

As sequéncias geradas nesse estudo para o Coronavirus Canino foram

submetidas ao Banco de Dados GenBank e a elas foram atribuidos os
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seguintes numeros de acesso (AN ou numero de acesso): KR105599,
KR105600, KR105601 e KR105604 para o gene M e KR105602 e KR105603
para o gene S. As sequencias de referéncia para CCoV-I, CCoV-lla e CCoV-lIb

foram utilizadas no estudo para a construgao da arvore filogenética do gene S.

4. RESULTADOS

4.1 Detecgao do CPV-2a e CPV-2b

Os resultados obtidos apds a reagdo em cadeia da polimerase para CPV
estdo demonstrados na figura 3. Foram consideradas positivas para CPV-2a as
amostras cuja amplificagdo resultou em um produto de 681 pb (Figura 4A).
Para detecgdo CPV-2b, considerou-se a visualizacdo de produtos de 427 pb
(Figura 4B). Ainda foi observada a presenga de co-infecgao (CPV-2a e CPV-

2b) nas amostras analisadas.

CPV-2a
30%

Negativos
52%

CPV-2a/2b
13%

CPV-2b
5%

FIGURA 3 — Prevaléncia da infecgdo por CPV de acordo com as variantes (CPV-2a e CPV-2b)
na populagao estudada.
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4.2 Isolamento Viral

As amostras colhidas foram submetidas ao isolamento viral com trés
passagens (cegas) consecutivas. Em relagdo ao controle negativo foram
observados efeitos citopaticos de lise celular, arredondamento celular,
presenca de células no sobrenadante (Fig. 5A e B). Na literatura consultada,
ha poucos relatos (PINTOS et al., 2011; PARK et al., 2012) do isolamento de
CPV neste sistema biol6gico, em contrapartida o isolamento de CCoV so foi
descrito usando esse tipo celular, entretanto sem nenhuma fotodocumentacao

dos efeitos citopaticos.

4.3 Detecgcao do CCoV-l e CCoV-Ii

Das 100 amostras colhidas, todas foram submetidas a deteccdo do
CCoV-l e CCoV-Il. Um total de 6% das amostras foram consideradas positivas
quanto a presenca de CCoV, com a visualizagao de produtos de 409 pb (Figura
6A). Ainda, 1 das 100 amostras foi considerada positiva para o CCoV-Il por
revelar um produto de 694 pb (Figura 6B). Com relagdo a co-infecgado por
CCoV e CPV, 2 das 100 amostras foram positivas tanto para o CCoV e
quanto para o CPV (CPV-2b).

4.4 Sequenciamento e analise filogenética do CPV-2

As sequéncias KP694304 e KP694306 foram agrupadas,
respectivamente, dentro de clusters contendo as sequéncias 2a e 2b,
sugerindo que essas amostras tiveram origem nos tipos 2a e 2b. A sequéncia
KP694305 foi agrupada entre as sequéncias 2c, o que confirma os resultados
do alinhamento (Figura 7). O alinhamento mostra que essa sequéncia
apresenta uma substituicdo de aminoacido (Asp-426 por Glu-426) o que
caracteriza o tipo 2c (Figura 8) (DECARO et al., 2009; STRECK et al., 2009).
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4.5 Sequenciamento e analise filogenética do CCoV

As sequéncias KR105602 e KR105603 foram agrupadas,
respectivamente, dentro de clusters contendo as sequéncias CCoV-lla (Figura
9).

FIGURA 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% revelando peso molecular de 1 Kb plus. A)
Produto amplificado de 681 pb, correspondente ao CPV 2a; B) Produto
amplificado de 427 pb, respectivo ao CPV 2b.
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FIGURAS 5 - Fotomicrografia em contraste de fase dos principais efeitos citopaticos
observados no processo de isolamento viral.

FIGURA 6 - Eletroforese em gel de agarose 1% revelando peso molecular de 1 Kb plus. A)
Produto amplificado de 409 pb, correspondente ao CCoV; B) Produto amplificado
de 409 pb e 694 pb respectivamente, correspondente ao CCoV II.
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FIGURA 7 - Arvore filogenética do Parvovirus Canino utilizando o método Neighbor-Joining,

U72696
M74852
U22896
BCLZ27672
RIWGT587
AIWE7583
BIWET7523
KP654305

realizada no MEGAA4.
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FIGURA 8 - Alinhamento das sequéncias 2c. Em amarelo, a mutagdo D-426-E. As sequéncias

foram alinhadas utilizando o Editor de alinhamento de sequéncia BioEdit V.7.0.9.0
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Figura 9 - Arvore filogenética do Coronavirus Canino, para o gene S utilizando o método
Neighbor-Joining, realizada no MEGA4.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a prevaléncia de agentes virais em filhotes de
cdes com gastroenterite visto as altas taxas de morbidade e mortalidade
observadas ainda apés o advento da vacinacdo. E sabido que o coronavirus
canino é frequentemente encontrado em co-infecgées com bactérias, parasitos
ou mesmo outros virus como o parvovirus (CPV), virus da cinomose canina
(CDV) e o adenovirus canino (CAV) (PRATELLI et al.,, 2001). Embora n&o
tenham sido detectados animais com resultados positivos para o CDV e CAV,
houve um numero expressivo de amostras positivas para o CPV. As co-
infeccbes (CPV/CCoV), descritas na literatura em paises da Europa Ocidental,
Grécia, Franga, Bélgica e Brasil (DECARO et al., 2009; NTAFIS et al., 2010;
ZICOLA et al.; 2012; PINTO et al.,, 2013) também foram confirmadas na
presente pesquisa em 33,3% das amostras positivas para CCoV.

As técnicas de PCR e RT-PCR, conforme descrito na literatura, se
mostraram eficazes para o diagndstico dos agentes virais pesquisados, por
serem mais especificas e sensiveis quando comparadas a outras técnicas
como ELISA, HA e isolamento viral. A PCR tem sido utilizada como método de
escolha para detecgao do CPV em fezes de caes (MOCHIZUKI et al., 1993; DE
MARI et al., 2003). Ainda, embora existam diversos métodos diagnosticos, a
técnica de RT-PCR realizada diretamente das fezes se mostrou capaz de
detectar menores quantidades de particulas virais de CCoV excretadas nas
fezes, por maiores periodos (PRATELLI et al., 2004) e, por esse motivo foi
utilizada neste estudo.

A prevaléncia da infec¢do por CPV-2a (43%) na presente pesquisa € um
resultado relevante, uma vez que a variante CPV-2b tem sido descrita na
literatura como a mais observada em varias regides do Brasil a partir de 1990,
segundo um estudo conduzido por Pereira et al. (2000). No Rio Grande do Sul
e Rio de Janeiro, entre os anos de 2005 e 2007, foram observados resultados

semelhantes, mostrando o subtipo CPV-2b como o mais frequente nas
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amostras de fezes obtidas de cédes daquela regido nesse periodo (COSTA et
al., 2005; DEZENGRINE et al., 2007). Um recente trabalho realizado no Brasil
por Pinto et al. (2012), mostrou que entre os anos de 2008 e 2010 o CPV-2c ja
se mostrava como o tipo mais prevalente no pais, presente em 78,6% das
amostras positivas para CPV-2, sugerindo uma provavel substituicdo do CPV-
2a e CPV-2b na populagdo canina brasileira, ja observada em outros paises.
Todavia, Pérez et al. (2012) e Calderdn et al. (2015) revelaram que em paises
da América do Sul como Uruguai e Argentina, houve o reaparecimento do
subtipo 2a na populagdo canina, que desde a emergéncia da variante 2c em
tais paises nédo era observado. Em 2010 Pérez et al. (2012), constataram a
prevaléncia do CPV-2a em 38% dos casos, sendo este o primeiro relato em

que a frequéncia da variante 2a foi maior em uma populagao canina em que o
CPV-2c era prevalente.

Ainda, o resultado do sequenciamento e analise filogenética revelou que
as além dos subtipos CPV-2a e CPV-2b, o CPV-2c encontra-se presente nas
amostras analisadas. O recente aparecimento da variante CPV-2c aliado ao
ressurgimento do CPV-2a é evidéncia de uma elevada taxa de mutagao para
este virus de DNA equivalente ao observado em virus RNA (SHACKELTON et
al., 2005; DECARO et al., 2007). Semelhantemente ao constatado por Castro
et al. (2010) no Rio de Janeiro e por Fontana et al. (2013) no centro-oeste do
pais, a mutagao descrita possui na posi¢ao 426 da proteina VP2 do capsideo a
substituicdo do aminoacido Asp pelo Glu, idéntica a relatada na ltalia por
Buonavoglia et al. (2001). Contudo, mais amostras devem ser analisadas a fim
de se investigar a ocorréncia de outras mutagdes, como ja foram descritas na
América do Norte (HONG et al., 2007).

Com relaggo ao CCoV, a frequéncia observada nas amostras
analisadas, ainda que menor quando comparada ao CPV, revela que tal
patdgeno encontra-se presente na populagao canina de Aragatuba-SP, sendo o
agente etiolégico responsavel por casos de gastroenterite, uma vez que, dos 6
animais com resultados positivos, apenas 2 apresentaram co-infeccdo com

CPV. E importante ressaltar, que em 50% dos cdes que apresentaram
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amplificagdo de RNA do virus pela técnica de RT-PCR foram observados sinais
clinicos mais severos, como anorexia, émese e diarreia hemorragica, diferindo
dos comumente descritos na infecgao por CCoV-l. Por outro lado, é sabido
que as infecgdes ocasionadas pelo CCoV-ll costumam ser mais graves,
estando ou ndo correlacionadas a outros agentes (BUONAVOGLIA et al.,
2006).

O CCoV-Il foi identificado apdés um surto de doencga clinica severa em
caes (BUONAVOGLIA et al., 2006) e embora seja mais frequente na Europa e
Asia, foi recentemente descrito no Brasil (COSTA et al., 2014; PINTO et al.,
2014). Varios estudos demonstram a importédncia do Coronavirus Canino
(CCoV) como agente de diarreia em filhotes de cées, e a alta diversidade
genética destes virus tem propiciado o aparecimento de variantes altamente
virulentas que causam doenga sistémica e fatal em filhotes de caes
(BUONAVOGLIA et al., 2006; DECARO et al., 2009; PINTO et al., 2014). O
resultado do sequenciamento e analise filogenética revelou que as amostras
analisadas pertencem ao subtipo CCoV-lla, denominado pantropico, o que
justifica o quadro clinico severo observado em metade da populagdo avaliada.

Todas as amostras foram submetidas ao isolamento viral em
monocamadas de células A72 (ATCC CRL 1542) e os resultados positivos
foram confirmados por RT-PCR. A observacao dos isolados em microscépio de
fase invertido permitiu a visualizagao de efeitos citopaticos de lise celular,
arredondamento celular e presenca de células no sobrenadante, semelhante
ao descrito por outros autores que conduziram estudos com o isolamento do
CCoV nesse tipo de cultura celular (MARSILIO et al., 2002; RUGGIERI et al.,
2006).

E importante ressaltar que, no inicio do projeto, as primeiras amostras
foram submetidas aos processos de congelamento e descongelamento
diversas vezes, até que as técnicas de extracdo do DNA e RNA estivessem
bem estabelecidas e que, por esse motivo pode ter ocorrido degradagao
enzimatica do RNA viral em tais amostras, apesar de estarem estocadas em

freezer -80 °C. Ainda sabe-se que o virus é fragil e se rompe facilmente quando
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as amostras sdao manipuladas de maneira inadequada (NELSON E COUTO,
2010).

Ainda, as amostras foram colhidas dos pacientes atendidos no Hospital
Veterinario da Unesp — Aragatuba sendo necessario um acompanhamento da
rotina clinica, que nem sempre foi possivel, tendo em vista a necessidade do
processamento das amostras. Outro fator a se considerar € que, tratando-se de
um Hospital Veterinario Universitario de uma instituicdo publica de ensino, o
publico alvo tem menor poder aquisitivo e os caes atendidos muitas vezes
chegam a instituigdo dias apds o inicio dos sinais clinicos, quando ha uma
menor quantidade de particulas virais excretadas pelas fezes, além de
infeccbes secundarias. Nesse aspecto, a utilizagdo de outras técnicas como a
gPCR poderiam produzir um resultado diferente do observado, haja vista a
maior sensibilidade quando comparada a PCR convencional.

Uma das amostras positivas para CCoV-Il foi proveniente de um animal
com esquema vacinal completo, o que reforga o sugerido por Decaro et al.
(2009) de que ha possibilidade dos subtipos de CCoV-Il terem uma limitada
reacdo cruzada com o genotipo CCoV-l presente nas vacinas comerciais
disponiveis atualmente, comprometendo a eficiéncia vacinal.

Em todos os animais foi descrito quadro clinico de gastroenterite,
salientando-se a importancia do diagnéstico diferencial entre a enterite causada
pelo CPV e CCoV, haja vista a similaridade observada muitas vezes na
manifestagcédo clinica de ambas as doencgas. Estudos futuros s&o necessarios
para avaliar o comportamento desses agentes na populagdo canina, bem como
a eficiéncia das vacinas ja disponiveis no mercado atualmente, uma vez que as

mesmas nao contem as novas variantes descritas.

6. CONCLUSOES

O estudo permite concluir que o Parvovirus canino é o virus mais

prevalente na populagdo canina estudada, sendo o subtipo CPV-2a o agente
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etiolégico responsavel pela maioria dos casos de gastroenterite. Ainda, o
sequenciamento parcial dos produtos de amplificagdo e a analise filogenética
identificaram que o subtipo CPV-2c esta presente nas amostras analisadas e
que ha similaridade das variantes observadas com as ja descritas em outros
paises., sendo este o primeiro relato em Aracatuba — SP.

Com relagcdo ao CCoV, o resultado do sequenciamento e analise
filogenética revelou que as amostras analisadas pertecem ao subtipo CCoV-lla
(pantrépica), reforcando a importadncia da identificacdo desse agente na
populacdo canina, uma vez que as vacinas disponiveis atualmente nao
possuem as novas variantes e de modo que os cides do Brasil estdo

susceptiveis a graves surtos, ja descritos em outros paises.
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Clinical and hematological findings were correlated with the diagnosis of Canine
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exitents sequences in GenBank. 48 % of the animals were positive for CPV by
PCR of which 30% were positive for CPV- 2a and 5 % CPV -2b. It was still
observed the presence of co-infection (CPV- 2a and CPV- 2b) by 13% samples.
A pool of samples subjected to sequencing and phylogenetic analysis detected
the presence of CPV- 2c variant . Anemia and leukopenia were associated with
CPV infection . It was also observed that leukopenia and hypoglycemia are
correlated with a worse prognosis for these animals.

INDEX TERMS: Gastroenteritis - complete blood count - CPV - PCR.

RESUMO.-[Primeiro relato e caracterizagdo molecular do Parvovirus
Canino tipo C em Aracatuba, Sao Paulo, Brasil] Alteragdes clinicas e
laboratoriais foram correlacionadas com o diagndstico de Parvovirose Canina
em filhotes naturalmente infectados. 100 amostras de fezes foram colhidas e
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase para parvovirus tipo 2 (CPV-2).
Os produtos da amplificagao foram purificados, sequenciados e alinhados com
a utilizacdo do pacote MEGA versao 4.1. As amostras analisadas foram
comparadas com sequéncias de CPV-2 exitentes no GenBank. 48% dos
animais foram positivos para CPV por PCR dos quais 30% foram positivos para
CPV-2a e 5% para CPV-2b. Ainda foi observada a presenga de co-infec¢ao
(CPV-2a e CPV-2b) em 13% das amostras. Um pool de amostras submetido ao
sequenciamento e analise filogenética detectou a presenca variante CPV-2c.
Anemia e leucopenia foram associadas com a infec¢do por CPV. Ainda foi
observado que associagao de leucopenia e hipoglicemia estao correlecionadas
com um pior progndstico para os animais doentes.

TERMOS DE INDEXACAO: Gastroenterite, hemograma, CPV, PCR.

INTRODUCAO

As enterites virais sdo consideradas uma das causas mais comuns de

diarreia infecciosa em filhotes e compdem um grupo de doencas de extrema
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importancia na rotina clinica devido as altas taxas de morbidade e mortalidade
observadas, apesar do advento da vacinagdo. Entre os principais agentes
etiolégicos estao o parvovirus canino (CPV-2), o coronavirus canino (CCoV), o
rotavirus canino (CRV) e o virus da cinomose canina (CDV).

Isolado em 1978 (Appel et al. 1979) o parvovirus canino possui destaque
entre os agentes etioldgicos responsaveis por gastroenterite em caes jovens,
uma vez que além de possuir uma elevada frequéncia na populagao canina,
possui grande resisténcia no ambiente, de modo que esta amplamente
difundido na populagdo canina mundial na qual o virus original foi substutuido
por novas variantes antigénicas denominadas CPV-2a e CPV-2b (Decaro et al.
2006). E importante considerar ainda que, uma nova variante do CPV-2,
denominada CPV-2c foi descrita por Buonavoglia et al. (2001) na Italia, ja
havendo relatos em outros paises e também no Brasil (Nakamura et al. 2004,
Decaro et al. 2006, Pinto et al. 2012). Tal variante diferencia-se das demais por
apresentar na posicaéo 426 da proteina VP2 do capsideo uma substituicdo do
aminoacido Asp pelo Glu.

Diversas técnicas sao utilizadas para o diagnéstico da parvovirose
canina, entre elas, a avaliagdo das alteragdes hematoldgicas dos animais
doentes. Embora nao seja suficiente para especificar o agente etiolégico da
gastroenterite, essa avaliagdo fornece informagdes importantes como os
principais diagnosticos diferenciais a serem considerarados, a resposta do
paciente frente ao tratamento e progndstico. Assim, o objetivo desse trabalho
foi identificar e caracterizar o CPV na populagcdo canina estudada além de
correlacionar as alteragbes clinicas e hematolégicas nos animais que

apresentaram amplificacdo de DNA do virus pela técnica de PCR.
MATERIAL E METODOS
Casos clinicos. Foram colhidas 100 amostras de fezes de céaes

atendidos no Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira” da Faculdade

de Medicina Veterinaria de Aracatuba — SP, entre os anos de 2013 e 2014,
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apresentando sinais clinicos de gastroenterite (hemorragica ou ndo). No grupo
experimental foram incluidos animais com até 1 ano de idade, de diferentes
ragas, de ambos os géneros, com ou sem historico prévio de vacinagao. Apds
anamnese, os animais foram submetidos ao exame fisico geral e avaliagédo
laboratorial (hemograma). As fezes (aproximadamente 1g) colhidas com
sondas e/ou por eliminagcado espontanea foram mantidas em freezer a -20°C até
0 momento de seu processamento.

Avaliagao hematoldgica e Glicemia. O sangue colhido por venopungao
de jugular no primeiro atendimento foi armazenado em tubos com &acido
etilenodiamino tetra-acético 10 % (EDTA) para a realizagdo do hemograma. A
contagem total de células foi realizada em contador automatizado (CC 530 -
CELM®, Brasil). A contagem diferencial de células de cada amostra foi obtida
ap6s a analise do esfregaco sanguineo corado com Pandtico Rapido
(Laborclin®). A glicemia foi mensurada no momento em que se procedeu a
colheita do sangue, com a utilizagdo do glicosimetro Accu-Chek Performa Nano
(Accu-Chek®).

Extragcao do DNA viral. O DNA viral foi extraido do sobrenadante da
suspensao fecal pelo método do Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico (25:24:1)
com modificagbes. Em tubos conicos de 1,5 ml foram adicionados 700 pl de
cada amostra e, posteriormente 500 ul do tampéao Viral Lysis Buffer do Kit
comercial RNA/DNA PureLink™ (Invitrogen®). Essa suspens&o ficou 15 min em
temperatura ambiente e apds esse tempo foi centrifugada durante 5 min a
13.000 rpm, aproximadamente 7,500 x g (centrifuga 5415, Eppendorf). O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento remanescente no tubo foram
adicionados 500 pl do mesmo tampdo e 50 ul de proteinase K (10 mg/
Invitrogen®). Os tubos foram entdo colocados em banho-maria a 56 °C, por
cerca de 1 h para desintegragao de possiveis fragmentos da mucosa intestinal.
Em seguida, foram adicionados 500 pl da solugcdo de Fenol: Cloroférmio: Alcool
Isoamilico (25:24:1) (Sigma-AIdrich®) a cada amostra com agitagcao manual
leve. Apds 2 min, a 4 °C uma nova centrifugagao foi realizada durante 2 min a

7,500 x g, como descrito anteriormente. Apds a centrifugacao, a parte superior
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aquosa foi gentilmente removida e transferida a um novo tubo e adicionado 1
ml de etanol a 100% (Merck®). Apds nova centrifugacéo por 5 min a 7,500 x g o
etanol foi removido e visualizado o pellet (DNA) que foi ressuspendido e 10 pl
de agua ultra pura livre de RNA/DNA (Invitrogen®).

Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR foi conduzida em
conformidade com o kit Jumpstart™ (Sigma-Aldrich) sem nenhuma
modificagdo. Os primers para CPV-2a e CPV-2b foram os mesmos descritos
por Buonavoglia et al. (2001) e amplificam fragmentos de 681pb e 427pb,
respectivamente. Para a reacdo de PCR foram adicionados a tubos de 0,2 ml
12 pl do Jumpstart ReadyMix, 1 pl de cada primer (10 pmol), 1ul MgSOy, 2,5 yl
de agua ultrapura e 7 ul de DNA (x 10 ng). As condi¢des de ciclagem foram: 94
°C por 5 min, 94 °C por 1 min, 56 °C por 1min e 72 °C por 2 min por 34 vezes, €
a extensao final 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados em
eletroforese em gel de agarose a 1% em transluminador UV e documentados.

Sequenciamento Nucleotidico. Os amplicons gerados na PCR foram
purificados pelo kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Buckingham, Reino Unido), de acordo com instru¢des do
fabricante. Utilizou-se para o sequenciamento o BigDye terminator cycle
sequencing ready reaction kit (Applied Biosystems, Foster city, USA), cuja
reacao consistiu de adicao de 2uL de Big Dye; 2uL do tampao Save Money 5x;
1 pmol de cada iniciador senso e antisenso em reag¢des separadas; 1 ou 2uL
de cada amostra, dependendo da intensidade da banda gerada com os
produtos purificados, agua ultra-pura g.s.p. para um volume final de 10uL. A
solucgao foi aquecida a 92°C por 1 min e 30 ciclos de 96°C por 30 s; 50°C por
15 s e 60°C por 4 min, seguido de resfriamento até 4°C até retirada do
termociclador. As amostras foram precipitadas utilizando 30 yL de agua ultra
pura livre de DNAses e 60uL de isopropanol P.A., mantidas em temperatura
ambiente por 15 min, centrifugadas a 20000xG a 17°C por 25 min. O
sobrenadante foi descartado e 150uL de isopropanol 75% foram adicionados.
Novamente as amostras foram centrifugadas a 20000xg a 17°C por 10 min e

secas. A sequéncia de nucleotideos foi determinada através de um
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sequenciador automatico de DNA (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Perkin-
Elmer Applied Biosystems, Foster city, USA).

Analise Filogenética. O alinhamento das sequéncias foi realizado com
o aplicativo ClustalW, versao 1.83 (Thompson et al. 1997). Imperfeicbes nos
alinhamentos e artefatos presentes nas sequéncias foram editados
minimamente usando a versdao 7.01 do aplicativo Bio-Edit (Hall 1999).
Previamente a reconstrucao filogenética, foi analisado o modelo de substituicao
de nucleotideos através do Modeltest (Posada & Crandall 1998). A
reconstrugao filogenética foi realizada pelo método de neighbor-joining, Kimura-
2 parametros através do programa de computador MEGA 4 (Tamura et al.
2007). As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias nucleotidicas
do gene VP2 de outros isolados de CPV existentes no GenBank . As
sequéncias geradas nesse estudo para o Parvovirus Canino foram atribuidos
0s seguintes numeros de acesso: KP694302, KP694303, KP694304,
KP694305, KP604306. Sequéncias de referéncia foram utilizadas nesse estudo
de construgdo de arvore filogenética sob os numeros de acesso para
Parvovirus Canino 2a (JX898891, JX898892, JX898893, JX898894, JX898895,
JX898896 e JX898897), Parvovirus Canino 2b (JX898898, JX898899,
JX898900 e JX898901) e Parvovirus Canino 2c¢ (JF796185, JF796206,
JF796207, JF796208 e JF796209). Para executar o alinhamento do 2c, as
sequéncias de referéncia utilizadas foram: nucleotideos (U72696, M74852,
U22896) e aminoacidos (AIW27672, AIN67583, AIW67587, AIW67523).

Analise Estatistica. Utilizou-se o programa estatistico SAS® (Statistical
Analysis System), versao 9.4. Para as alteracdes clinicas e laboratoriais nos
animais infectados foi calculado odds ratio e intervalo de confianga de 95%. A
diferenca dos sinais clinicos entre os animais positivos e negativos foi
calculada pelo teste exato de Fisher, enquanto a diferenca entre os valores dos
exames laboratoriais entre os animais que vieram a obito e sobreviveram foi
calculada pelo teste de Mann-Whitney. Para todas as comparagdes p<0,05 foi

considerado significante.
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RESULTADOS

PCR. Das 100 amostras analisadas, 48% foram positivas para CPV por
PCR. Todas foram submetidas a detecgao tanto do CPV-2a quanto do CPV-2b,
com posterior sequenciamento e analise filogenética de um pool de amostras
para deteccao da variante CPV-2c. 30% amostras foram positivas para CPV-2a
na reacao de PCR, considerando a amplificacdo de 681 pb (Fig. 1A). Ja o CPV-
2b se mostrou presente em 5% das amostras analisadas, considerando a
visualizagdo de produtos de 427 pb (Fig. 1B). Ainda foi observada a presenga
de co-infecgdo (CPV-2a e CPV-2b) em 13% amostras. As amostras negativas
foram agrupadas em um uUnico grupo, utilizado como grupo controle da
presente analise.

Imunizagao e Sinais Clinicos. Dados obtidos através dos prontuarios
dos animais mostraram que 56% receberam pelo menos 1 dose da vacina
polivalente. Os sinais clinicos avaliados (Quadro 1) foram observados tanto no
grupo de animais com resultados positivos, quanto no grupo controle e embora
nao tenha havido diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05), pode-se
sugerir que existe associagdo de desidratagdo e diarreia nos animais com
gastroenterite por CPV (p=0,098 e p=0,086), respectivamente.

Avaliagcao hematoldogica e Glicemia. Com relacdo as alteracoes
laboratoriais, a ocorréncia de anemia foi estatiscamente significante nos
animais com infecgdo por CPV (p<0,05), mostrando que ha relagdo de tal
alteracdo hematolégica com o diagndstico de CPV. Quanto aos demais
parametros hematoldgicos, observa-se uma tendéncia a linfopenia e
hipoproteinemia nos animais positivos quando comparados ao grupo controle
(p=0,051 e p=0,058), respectivamente. Os valores dos exames laboratoriais
das amostras colhidas no momento do primeiro atendimento do animal no
hospital veterinario estao representados no quadro 2. Os valores de leucécitos
totais, neutrdfilos, linfocitos e glicose foram menores nos animais que vieram a

obito devido a infecgéo por CPV.
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Sequenciamento e analise filogenética molecular. As sequéncias
KP694304 e KP694306 foram agrupadas, respectivamente, dentro de clusters
contendo as sequéncias 2a e 2b, sugerindo que essas amostras tiveram
origem nos tipos 2a e 2b. A sequéncia KP694305 foi agrupada entre as
sequéncias 2c, o que confirma os resultados do alinhamento (Fig. 2). O
alinhamento mostra que essa sequéncia apresenta uma substituicdo de
aminoacido (Asp-426 por Glu-426) o que caracteriza o tipo 2c¢ (Fig. 3) (Decaro
et al. 2009, Streck et al. 2009).

DISCUSSAO

Desde o seu surgimento no final de 1970, o CPV foi responsavel por
altas taxas de morbidade e mortalidade, no entanto, inicialmente a severidade
das infec¢des foi atribuida a falta de imunidade natural contra o virus. Apéds, o
inicio da vacinagdo dos caes e a exposi¢cao natural a infec¢do promoveu
imunidade satisfatéria, entretanto, a doenga continuou com uma alta taxa de
incidéncia principalmente em filhotes entre 1 e 6 meses de idade (Moraes &
Costa 2012). Trabalhos recentes realizados no pais revelaram que 75,7% e
69,2% dos animais infectados pelo CPV estavam nessa faixa etaria (Castro et
al., 2011, Fontana et al., 2013). O presente estudo constatou uma incidéncia
ainda maior nesses pacientes, uma vez que 87,5% dos animais positivos
tinham entre 1 a 6 meses de idade. A ocorréncia da infecgdo em animais mais
jovens provavelmente se deve aos baixos niveis de anticorpos maternos
circulantes ou ainda a um sistema imune imaturo, incapaz de obter uma
resposta adequada a vacinagao (Calderdén et al.,, 2011). A interferéncia dos
anticorpos maternos residuais que neutralizam o antigeno vacinal na
primovacinagao também pode explicar os casos de infeccao por CPV em céaes
vacinados (Decaro et al., 2006).

O diagnéstico precoce e definitivo da etiologia das gastrenterites caninas
torna-se essencial para o tratamento e controle da disseminagao do agente

etiologico, principalmente se o CPV estiver envolvido e para a alocagao
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adequada de cées com outras infec¢gdes gastroentéricas. Nesse aspecto, a
PCR vem sendo utilizada como método eficaz para o diagnostico de inumeras
doencas de etiologia viral. Estudos anteriores demonstram que a PCR é mais
especifica e sensivel para a deteccdo de CPV em fezes de caes, quando
comparada com HA, ELISA e isolamento viral (Mochizuki et al. 1993).

Sabe-se que o CPV possui afinidade pelas células de rapida divisao do
intestino, da medula 6ssea e dos tecidos linféides, causando necrose da cripta
intestinal, diarreia intensa, leucopenia e esgotamento linféide (Sherding 2008).
Na maioria dos casos de parvovirose canina aguda, é observada leucopenia no
exame hematoldgico, no entanto, muitas vezes tal alteragdo n&o esta presente
no momento do primeiro atendimento (Prittie 2004), sendo observada em 100%
dos casos, entre 0 segundo e terceiro dia de evolugdo da doenga (Hagiwara et
al. 1984), com normalizagé&o ou tendéncia a leucocitose entre o quinto e oitavo
dia, indicando-se, assim, o carater agudo do processo inflamatorio decorrente
da infecgdo. Desse modo, a avaliagdo hematoldgica dos animais infectados é
de grande valia para que a provavel etiologia seja estabelecida e para que o
tratamento seja prontamente instituido.

O presente estudo confirmou a ocorréncia de leucopenia nos animais
positivos para CPV, revelando ainda que a mesma foi mais severa nos animais
que vieram a o6bito, podendo-se inferir que a intensidade da leucopenia esta
relacionada ao prognéstico do animal. Além da leucopenia, a diminuigdo do
numero de neutrdfilos e linfocitos, também mostrou estar relacionada com um
pior progndstico para esses animais.

E importante considerar que dos 48 animais positivos para CPV, 31,25%
vieram a obito, sendo que desses, 54% estavam hipoglicémicos. Sabe-se que
em filhotes as reservas limitadas de glicogénio, os sistemas enzimaticos
imaturos e as exigéncias metabdlicas elevadas restringem a euglicemia. Se a
estes fatores somarmos a anorexia, o vOmito e a diarreia, o risco de
hipoglicemia aumenta consideravelmente (Savigny & Macintire 2007). Ainda,
ha relagao direta entre hipoglicemia e sepse, uma complicagdo comum nos

animais doentes.
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Com relacdo aos sinais clinicos, sabe-se que a principal manifestacao
da parvovirose é a gastroenterite, hemorragica ou ndo (Moraes & Costa 2012).
Neste estudo foi observado que a ocorréncia de diarreia com consequente
desidratacdo foi um achado frequente nos animais com resultado positivo,
assim, pode-se sugerir que embora n&o especificos tais sinais clinicos
associados com as alteragbes hematologicas descritas anteriormente podem
sugerir infeccdo por CPV. Ainda, considerando tais alteragcbes, a terapia de
suporte deve ser rapidamente instituida para que o equilibrio hidro-eletrolitico
seja mantido nesses filhotes.

A prevaléncia da infecgdo por CPV-2a (43%) nas amostras analisadas é
um resultado expressivo, uma vez que a variante CPV-2b era descrita como a
mais observada em varias regides do Brasil a partir de 1990, segundo um
estudo conduzido por Pereira et al. (2000). No Rio Grande do Sul e Rio de
Janeiro, entre os anos de 2005 e 2007, foram observados resultados
semelhantes, mostrando o subtipo CPV-2b como o mais frequente nas
amostras de fezes obtidas de caes daquela regidao nesse periodo (Costa et al.
2005, Dezengrine et al. 2007). Um recente trabalho realizado no Brasil por
Pinto et al. (2012), mostrou que entre os anos de 2008 e 2010 o CPV-2c ja se
mostrava como o tipo mais prevalente no pais, presente em 78,6% das
amostras positivas para CPV-2, sugerindo uma provavel substituicdo do CPV-
2a e CPV-2b na populagédo canina brasileira, ja observada em outros paises.
Todavia, Pérez et al. (2012) e Calderdn et al. (2015) revelaram que em paises
da América do Sul como Uruguai e Argentina, houve o reaparecimento do
subtipo 2a na populagdo canina, que desde a emergéncia da variante 2c em
tais paises nédo era observado. Em 2010 Pérez et al. (2012), constataram a
prevaléncia do CPV-2a em 38% dos casos, sendo este o primeiro relato em
que a frequéncia da variante 2a foi maior em uma populagao canina em que o
CPV-2c era prevalente.

Ainda, o resultado do sequenciamento e analise filogenética revelou que
as além dos subtipos CPV-2a e CPV-2b, o CPV-2c encontra-se presente nas

amostras analisadas. O recente aparecimento da variante CPV-2c aliado ao
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ressurgimento do CPV-2a é evidéncia de uma elevada taxa de mutacdo para
este virus de DNA equivalente ao observado em virus RNA (Shackelton et al.
2005, Decaro et al. 2007). Semelhantemente ao constatado por Castro et al.
(2010) no Rio de Janeiro e por Fontana et al. (2013) no centro-oeste do pais, a
mutacdo descrita é idéntica a relatada na lItalia por Buonavoglia et al. (2001).
Contudo, mais amostras devem ser analisadas a fim de se investigar a
ocorréncia de outras mutagdes, como ja foram descritas na América do Norte
(Hong et al. 2007).
CONCLUSAO

Pode-se inferir diante do exposto, que a avaliacdo das alteracbes
hematoldgicas aliada aos sinais clinicos, sdo indicadores de enterite por CPV
em filhotes. Ainda, a gravidade de tais alteragdes permite que o progndstico
seja estabelecido, alertando o clinico da necessidade urgente de intervencéo
terapéutica, com um protocolo adequado. Além disso, os resultados enfatizam
mudancgas dindmicas nas variantes do CPV, destacando a necessidade de
estudos que permitam uma melhor compreensao da epidemiologia do virus.
Com relagao ao sequenciamento e analise filogenética das amostras, embora
ja existam relatos da existéncia da variante antigénica CPV-2c no pais, esse é
o primeiro trabalho que mostra a ocorréncia da tal estirpe no noroeste de Sao
Paulo, reforcando a importancia do diagndstico diferencial entre as doencgas de

etiologia viral
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Legenda das figuras

Fig.1. Eletroforese em gel de agarose 1% revelando peso molecular de 1 Kb
plus. A) Produto amplificado 681 pb, correspondente ao CPV 2a; B)
Produto amplificado de 427 pb, respectivo ao CPV 2b.

Fig.2. Arvore filogenética enraizada utilizando a sequéncia de nucleotideos de
um segmento do gene que codifica a proteina VP2 do capsideo do CPV
confecionada pelo método Neighbor-Joining, realizada no MEGAA4.

Fig.3. Alinhamento das sequéncias 2c. Em amarelo, a mutagédo D-426-E. As
sequéncias foram alinhadas utilizando o Editor de alinhamento de

sequéncia BioEdit V.7.0.9.0.

Quadro 1. Alteragbes clinicas observadas em filhotes positivos para CPV e

grupo controle.

Alteragdes Clinicas CPV Positivo (%) OR CPV Negativa (%)
Desidratacdo 29 2,169 19
Anorexia 46 1,605 43
Emese 46 1,605 43
Hiperternia 10 1,082 9
Diarreia Hemorrdgica 26 0,6923 29
Diarreia 21 2,204 12
Hipoglicemia 22 1,587 1&
Obito 15 3.030* 6

CPV - Parvovirus Canino; OR — odds ratio; *p<0,05.
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Quadro 2. Resultado do hemograma, proteina plasmatica total e glicemia no
momento do primeiro atendimento dos animais que sobriveram e vieram a 6bito

Sobreviventes Obito
Parametros Laboratoriais Media_t SD Md Min-Max Média_t SD Md  Min-Max
RBC (5,5-8,5x 10%/uL) 5,92£1,45 3,9 2,79-10,17 3,87 £1,66 5,63 1,92-817
WBC (6,0-17,0 x 10%/uL) 5,69 £1,41* 4,5 0,53-19,4 4,66 + 6,15* 1,3 0,5-23,6
Meutrofilos (3,0-11,5x
10%/uL) 3,80 £ 3,69 2,28 0,24-13,52 3,00t412 0,78 0,15-12,%4
Linfécitos (1,0-4,5 x 10%/uL) 1,20 £1,26 0,82 0,03-7,0 1,00 £1,81 0,43 0,07-8,5
Plagquetas (180-400 x 10%/ul) 220 £128 200 20-600 139 £109 1a0 80-420
PPT (60-80 gfgL} 60,16 + 10,78 62 32-90 58,38 £ 9,63 60 42-78
Glicemia {70-110 mg/dL) 79,88 + 2247 83 18-151 68,71 + 33,48 70 20-132
Valor

es de referéncia entre parénteses; valores da tabela séo x 10° e x 10%; SD - desvio padrao; Md
- Mediana; RBC - Red blood cells; WBC - White blood cells. *p<0,05.

Fig.1. Eletroforese em gel de agarose 1% revelando peso molecular de 1 Kb plus. A) Produto
amplificado 681 pb, correspondente ao CPV 2a; B) Produto amplificado de 427 pb,
respectivo ao CPV 2b.
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Fig.2. Arvore filogenética enraizada utilizando a sequéncia de nucleotideos de um segmento do
gene que codifica a proteina VP2 do capsideo do CPV confecionada pelo método
Neighbor-Joining, realizada no MEGAA4.
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Fig.3. Alinhamento das sequéncias 2c. Em amarelo, a mutagdo D-426-E. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o Editor de alinhamento de sequéncia BioEdit V.7.0.9.0.



