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1. INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (canine distemper virus, CDV) é relacionado a
enfermidades em canideos domésticos e selvagens, e em mamiferos da familia
Felidae, Mustelidae, Procyonidae e Viverridae. Pertencente a familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae e ao género Morbillivirus, o CDV tem
genoma RNA e envelope lipoproteico. Em cdes domeésticos os principais sintomas
observados séao febre, anorexia, diarreia, vomito, desidratagéo, depressao, sinais
respiratdrios como pneumonia, hiperqueratose nasal e dos coxins, sinais nervosos
como mioclonias e incoordenacao (FLORES, 2007).

A proteina do nucleocapsideo (NP) esta associada com o genoma do CDV,
formando o nucleocapsideo, sendo responséavel pela protecdo do material genético
contra a digestdo de enzimas (FLORES, 2007). Ela é produzida em grande quantidade
nas células do hospedeiro (STETTLER; ZURBRIGGEN, 1995), sendo expressa logo
no inicio do ciclo de replicacao viral (LATHA et al., 2007b).

Nesse trabalho foi utilizada uma proteina do nucleocapsideo do virus da
cinomose expressa de forma recombinante (rNPCDV). A rNPCDV avaliada é
resultado de uma regido conservada do gene da nucleoproteina do CDV (NP do CDV)
que, apo6s ser selecionada, teve o cédon otimizado e o0 gene sintético resultante foi
inserido em um vetor pAE e clonado em cepas de Escherichia coli TOP10F
(FERNANDES, 2015).

Uma importante técnica de diagndstico soroldgico € o ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), que apesar de ter sido desenvolvido para deteccdo de
antigenos, sua maior utilizacdo € empregada na deteccdo de anticorpos (FLORES,
2007). De acordo com MESSLING et al. (1999), a técnica de ELISA é amplamente
utilizada na deteccéo de anticorpos contra o CDV e outros morbilivirus. Além disso, ja
foi relatado o uso da NP do CDV no diagnéstico imunolégico de caes infectados.
(LATHA et al. 2007b)

O objetivo deste trabalho foi demonstrar as propriedades antigénicas da
rNPCDV através da técnica ELISA indireto

2. METODOLOGIA
Animais e amostras soroldgicas

Foram analisadas amostras de soro de 35 canideos domeésticos, com historico
positivo de cinomose ou vacinados contra o CDV. A coleta foi realizada tanto no
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Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de Pelotas (HCV UFPel),
quanto a domicilio, com autorizagdo dos tutores. As amostras de sangue foram
coletadas pela veia cefadlica e entdo armazenadas em tubos sem substancia
anticoagulante, para obtencéo dos soros, que foram armazenados a temperatura de -
20°C até seu uso. Como controle positivo foram utilizadas amostras dos soros de 4
cdes com historico de vacinagéo recente. Cinco amostras de soro obtidas de filhotes
sem vacinacao foram utilizadas como controle negativo. Em ambos controles a
confirmagéo foi dada através do teste de soroneutralizagéo.

Antigeno rNPCDV

Uma regido conservada da proteina do nucleocapsideo do virus da cinomose
canina (NP) foi expressa em E. coli cepa Star e purificada por cromatografia de
afinidade (rNPCDV) A expresséao da rNPCDV foi confirmada por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) e western blot utilizando anticorpos monoclonais anti
His-Tag (FERNANDES, 2015).

ELISA indireto com soros de caes domésticos

A rNPCDV foi utilizada para a sensibilizacdo de microplacas de 96 cavidades
na concentracao de 0,5ug/ml, em tampéao carbonato-bicarbonato, pH 9,6, 100ul/poco,
a 4°C overnight. Decorrido o periodo, a placa foi lavada com PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS-T), pH 7,4. Foi feito bloqueio com 100ul/poco de solucdo de PBS-T e
leite em p6 desnatado a 5% por 1h a temperatura ambiente, seguido de trés lavagens
com PBS-T. Apés, foram adicionadas as amostras de soro no volume de 50u diluidas
a 1:20 em PBS-T. Ap6s 1h de incubacao a 37°C, as placas foram lavadas e, em
seguida, adicionados 50ul/po¢co de imunoglobulina de coelho anti-IgG de céo
conjugada a peroxidase diluida a 1:2000 em PBS-T. Depois da incubacéo por 1h a
temperatura de 37°C, foram feitas trés lavagens. A revelagéo foi feita com 100ul/poco
de solucéo contendo peréxido de hidrogénio a 0,15% em orto-fenilenodiamina (OPD)
em tampdo citrato-fosfato, pH 5,0. Apés 15 minutos a placa foi lida em
espectrofotometro com filtro de 450nm. As dilui¢Bes utilizadas foram determinadas
anteriormente por “checkboarding”. O ponto de corte foi o valor da média dos controles
negativos em soma com dois desvios padrao destes mesmos controles.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante destacar que a rNPCDV, uma vez comprovada sua
antigenicidade, pode ser aplicada em estudos para verificacdo do status sorologico de
céaes frente ao virus da cinomose canina. No presente estudo, dos 35 soros avaliados,
apenas o soro de um céo nao reagiu contra a proteina rNPCDV, 0 que representa
97,15% de animais com anticorpos capazes de reconhecer a NPCDV. A negatividade
sorologica de um dos animais (2,85%), pode ser efeito de uma falta de soroconversao
ou um resultado falso-negativo.

Outros pesquisadores encontraram resultados semelhantes com relacéo a
antigenicidade da proteina NP. MESSLING et al. (1999), descrevem que a detec¢ao
de anticorpos contra o CDV € baseada no ensaio de soroneutralizacao e, que o ELISA
ndo possui grande aceitacdo. Relatam ainda que este fato se deve, em parte, a fonte
de antigenos virais, que exige purificacdo por centrifugacdo por gradiente de
densidade a partir de sobrenadantes de culturas de células Vero infectadas, para
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evitar reacOes falso-positivas e baixa especificidade. Por esse motivo, desenvolveram
um ensaio de ELISA de captura utilizando a proteina N recombinante do CDV
produzida no sistema de baculovirus. O ensaio resultante provou ser superior ao de
soroneutralizagdo no que diz respeito a sensibilidade e especificidade.

De acordo com LATHA et al. (2007b), o teste de ELISA-IgM realizado com
proteina NP do CDV recombinante, produzida com a regido mediana conservada e
funcional mostrou uma forte correlacdo e boa concordancia comparado ao antigeno
de cultura em células Vero. O mesmo ocorreu com LATHA et al. (2007a), que
inseriram o gene da proteina no vetor pRSET B, clonaram-na em uma cepa E. Coli
DH5a e testaram-na através do ELISA para deteccdo de I1gG, demonstrando que a
proteina N recombinante possui propriedades antigénicas assim como a rNPCDV
utilizada neste ensaio. Por esta razdo, os autores recomendam sSeu uso no
sorodiagnostico nos casos de cinomose canina.

O ensaio de ELISA indireto realizado por Yl et al. (2016) mostrou que 0S Soros
de rato anti-CDV foram capazes de reconhecer um epitopo linear minimo da proteina
N recombinante produzida em E. coli BL21, e afirmam que esta estrutura viral pode
ser usada no diagnostico de CDV e também de outros morbilivirus.

4. CONCLUSOES

O ELISA indireto realizado no presente estudo demonstrou que a rNPCDV
possui caracteristicas antigénicas para reagir com IgG de cées que foram imunizados
contra o virus da cinomose. Os resultados indicam que a rCDVNP avaliada neste
estudo possui potencial para ser utilizada em ensaios de imunodiagnostico da
cinomose canina.
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