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RESUMO: A cinomose canina é uma das enfermidades infectocontagiosas mais importantes que acomete os
cdes. E uma doenca causada pelo virus da Cinomose (CDV), um Paramyxovirus, do género Morbilivirus, de
ocorréncia mundial, sem sazonalidade, sem predilecdo de sexo ou raca, apresenta maior incidéncia em animais
jovens, podendo acometer todas as idades. Ainda que seja reconhecido um Unico sorotipo do CDV, surtos ocorridos
nos Ultimos anos nos Estados Unidos e estudos de filogenia com base principalmente no gene H realizados também
em outros paises tém apontado para um distanciamento genético entre as amostras de CDV utilizadas como estirpes
vacinais e as estirpes circulantes na popula¢do canina doméstica e silvestre. Com base neste contexto, o objetivo
deste estudo foi realizar a analise molecular e filogenética do gene H de estirpes isoladas do CDV em caninos
domeésticos e silvestres naturalmente infectados. Para analise filogenética foram selecionadas sequéncias completas
do gene H de variantes do CDV isoladas no Brasil e Estados Unidos de canideos domésticos e silvestres, em seguida
foram analisadas pelo programa PAUP v.4.0 utilizando o método de Maxima Parcimdnia com modelo de busca
Branch-and-Bound. Os resultados obtidos sugerem que o grupo de isolados do CDV no brasil sdo distintos dos
isolados norte-americanos e préximos genotipicamente dos isolados vacinais. Além disso, a filogenia viral dos
isolados do CDV em animais silvestres indica os cdes domésticos como fonte de infeccdo para estes carnivoros
selvagens.
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SUMMARY - Canine distemper is one of the most important infecto-contagious diseases that affects dogs. It is a
disease caused by the Canine Distemper Virus (CDV), a Paramyxovirus, of the genus Morbilivirus, worldwide,
without seasonality, without predilection for sex or race, has a higher incidence in young animals, and can affect all
ages. Although a single CDV serotype has been recognized, outbreaks in recent years in the United States and studies
of phylogeny based primarily on the H gene, also conducted in other countries, have pointed to a genetic distance
between the CDV samples used as vaccine strains and the circulating strains in the domestic and wild canine
population. Based on this context, the objective of this study was to perform the molecular and phylogenetic analysis
of the H gene from strains isolated from CDV in naturally infected domestic and wild canines. For phylogenetic
analysis, complete sequences of the H gene of CDV variants isolated from Brazil and the United States were selected
from domestic and wild canids, then analyzed by the PAUP v.4.0 program using the Maximum Parsimony method
with Branch-and- Bound. The results obtained suggest that the group of CDV isolates in Brazil are distinct from the
North American isolates and genotypically close to the vaccine isolates. In addition, the viral phylogeny of CDV

isolates in wild animals indicates domestic dogs as a source of infection for these wild carnivores.
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INTRODUCAO

A cinomose canina € uma das enfermidades infectocontagiosas mais importantes que
acomete os cdes. E uma doenca causada pelo virus da Cinomose (CDV), um Paramyxovirus, do
género Morbilivirus, de ocorréncia mundial, sem sazonalidade, sem predilecdo de sexo ou raca,
apresenta maior incidéncia em animais jovens, podendo acometer todas as idades. Apresenta
quadro clinico sistémico e/ou neuroldgico, dependendo da idade do animal, do estado
imunoldégico e da cepa viral (ARNS; SPILKI; ALMEIDA apud FLORES, 2007).

O CDV ja foi relatado em varias espécies das familias dos: Canidae, Ailuridae,
Mustelidae, Hyaenidae, Ursidae, Viverridae, Procyonidae e Felidae (HIRAMA et al. 2004). Em
muitas partes do mundo, o cachorro doméstico é considerado hospedeiro de manutencdo e fonte
de infeccdo deste virus para diversos animais silvestres (ROELKE-PARKER et al. 1996).

O genoma do CDV é composto de uma molécula de RNA de fita simples com cerca de
15,5 kb e polaridade negativa, que codifica seis proteinas: proteina da matriz (M), proteina de
fusdo (F), hemaglutinina (H), nucleoproteina (N), polimerase (L) e fosfoproteina (P), das quais as
mais estudadas sdo a hemaglutinina e a nucleoproteina, cujos genes sdo comumente utilizados
para estudos filogenéticos (PARDO et al., 2005).

A hemaglutinina esta presente na superficie do envelope viral e é responsavel pela ligacdo
dos virions a receptores da célula hospedeira e tem um papel importante na inducdo de imunidade
especifica pelo hospedeiro, além de exercer funcao relevante na neuro-invasividade do CDV, em
razdo de possuir sitios envolvidos na interacdo com receptores presentes nas células do sistema
nervoso. Além disso, o gene que codifica a proteina H é altamente varidvel e pode ser utilizado
para analises filogenéticas do CDV (ARNS; SPILKI; ALMEIDA apud FLORES, 2007; ROSA et
al., 2012).

Ainda que seja reconhecido um unico sorotipo do CDV, surtos ocorridos nos ultimos anos
nos Estados Unidos e estudos de filogenia com base principalmente no gene H realizados
também em outros paises tém apontado para um distanciamento genético entre as amostras de
CDV utilizadas como estirpes vacinais e as estirpes circulantes na populagdo canina domestica e
silvestre (DEMETER et al., 2010; MARTELLA et al., 2006).

Assim, fica evidenciado que as relacdes dos parametros de patogenicidade e de filogenia,
entre os isolados de campo e as estirpes de referéncia do CDV, especialmente aquelas utilizadas
na producgdo de vacinas, ainda ndo é muito bem conhecida, de forma que investigacdes adicionais
sdo necessarias para melhor caracterizar as mudancas causadas por mutagdes e/ou recombinagdes

génicas na proteina H das variantes do CDV.
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Com base neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a analise molecular e
filogenética do gene H de estirpes isoladas do CDV em caninos domésticos e silvestres
naturalmente infectados no Brasil e nos Estados Unidos (EUA).

MATERIAL E METODO

Sequéncias

Para andlise filogenética foram selecionados sequéncias completas do gene H de variantes
do CDV isoladas no Brasil e EUA de canideos domésticos e silvestres. Como grupo controle
foram utilizadas sequéncias das estirpes vacinais Onderstepoort, Snyderhill e Lederle. O virus da
peste dos pequenos ruminantes foi utilizado como grupo externo. Todas as sequéncias foram
obtidas no genbank (National Center for Biotechnology Information

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov]).

Alinhamento e analise filogenética do gene H

Os dados das sequéncias foram montados e editados usando o programa BioEdit v.7.2.6.
O alinhamento de nucleotideos obtidos das sequéncias do gene H do CDV isolado de cdes,
juntamente com isolados de campo de animais silvestres e cepas de vacinas de diferentes regides
geogréficas, foram realizados com ClustalW v.1.4.

A andlise filogenética baseada no alinhamento de nucleotideos das sequéncias completas
do gene H foi realizada pelo programa PAUP v.4.0 utilizando o método de Maxima Parcimonia
com modelo de busca Branch-and-Bound, respectivamente. A avaliacdo estatistica foi proposta
por 1000 analises ndo-paramétricas de bootstrap. Os genétipos CDV foram distinguidos com base
em um critério de diferenca de pelo menos 5% no nivel de nucleotideo. Dentro de cada genotipo,
as cepas no mesmo clado com valores elevados de bootstrap que mostraram pelo menos 98% de
identidade de nucleotideos foram consideradas pertencentes ao mesmo subgendétipo. Com base
nesta metodoligia a arvore de consenso foi gerada e editada no software FigTree, V.1.4.

RESULTADO

A anélise das amostras brasileiras (AY548111, AY548110, AY548109) revelou elevada
identidade com amostras de estirpes vacinais (100% a 84% EF418782Lederle; GU138403Snyder
e EU143737onderstepoort). Entretanto, amostras do CDV isoladas de cédes dos Estados Unidos
(EU098105, EU098104, EU098103 e EU098102) ficaram distantes dos gendtipos brasileiros,

porém estavam mais proximos dos isolados do CDV em raposas silvestres (87% a 52%
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KC916716batearedfox e JN153019wildredfox); este grupo encontra-se geneticamente mais
distante do grupo nomeado vacinal, composto das estirpes vacinais Snyder, Onderstepoort e
Lederle (Figura 1).

Figura 1. Arvore filogenética enraizada utilizando a sequéncia de nucleotideos de um segmento
do gene que codifica a proteina H do CDV. As sequéncias derivadas de paramixovirus dos
pequenos ruminantes (AJ512718ruminants; KF648288ruminants) foram utilizadas como grupo

externo. Valores de bootstrap inferiores de 70 ndo sdo mostrados
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DISCUSSAO

A cinomose é considerada a doenga infecciosa mais importante entre os canideos
domeésticos e silvestres, sendo 0s cées seus principais reservatorios (HIRAMA et al. 2004).

Nas ultimas décadas, a analise do gene H e de outros genes do CDV permitiram
identificar diversas classes filogenéticas classificadas de acordo com sua origem geografica em
canideos domésticos e animais silvestres (MOCHIZUKI et al. 1999, MARTELLA et al. 2002,
PARDO et al. 2005).

A andlise filogenética realizada neste trabalho, sugere que as amostras brasileiras
avaliadas neste estudo encontram-se geneticamente relacionadas as linhagens vacinais. E notavel
nos resultados obtidos, o afastamento das amostras de campo americanas em relacdo ao grupo
isolado no Brasil e as estirpes vacinais. O que difere dos resultados encontrados por Rosa et
al.(2012), que descrevem o surgimento de amostras brasileiras geneticamente relacionadas as

linhagens europeias e norte-americanas.
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Entretanto, as amostras isoladas de animais silvestres (raposas) neste estudo estdo mais
proximas das amostras norte-americanas 0 que sugere uma adaptacdo e evolucdo entre as
espécies domeésticas e silvestres desta regido.

Alguns autores alegam, que devido ao aumento de cdes abandonados, principalmente em
proximidades com ambientes naturais o surgimento da doenca em animais silvestres vem
aumentando significativamente. E as amostras isoladas em animais silvestres diferenciam das
amostras vacinais (ARNS; SPILKI; ALMEIDA apud FLORES, 2007; BRICKNER 2003).

Segundo Garcia, Calderon e Ferreira. (2012), o cdo é transmissor de mais de 100 doencas
infeciosas como a raiva e a cinomose, e a persisténcia desta Gltima, gera um grande impacto no

contexto de conservacao de animais silvestres.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que o grupo de isolados do CDV no brasil s&o distintos dos
isolados norte-americanos e proximos genotipicamente dos isolados vacinais.

A filogenia viral dos isolados do CDV em animais silvestres indica os cdes domésticos
como fonte de infeccdo para estes carnivoros selvagens. Estes resultados sugerem o potencial de
transmissdo entre cdes domesticos e carnivoros selvagens, no entanto estudos de epidemiologia

molecular mais amplos sdo necessarios para caracterizar sua origem evolutiva.
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