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RESUMO

A Cinomose Canina € uma doenca infecciosa multissistémica que acomete cées (Canis
lupus familiaris) e algumas outras espécies da ordem carnivora, com alta taxa de mortalidade e
letalidade entre os canideos. O diagnostico € baseado no histérico clinico do animal, na
avaliacdo fisica e em exames laboratoriais. A protedmica € uma ferramenta que vem sendo
utilizada para auxiliar no diagnéstico de doengas infecciosas por meio de identificacdo e
rastreamento de biomarcadores, produzidos pelo organismo em resposta a infec¢do ou detec¢do
de proteinas do agente infeccioso, presentes no sangue de pacientes infectados. O objetivo deste
trabalho foi descrever o proteoma diferencial de cdes infectados por Canine Distemper Virus
em busca de possiveis biomarcadores proteicos produzidos pelos animais em resposta a doenca
e detectar a presenca de proteinas virais nos mesmos. As amostras de soro de animais sadios e
doentes (infectados) foram disponibilizadas pelo Laboratorio de Tecnologia Biomolecular da
UFPA (LTB) e analisadas por RT-PCR para confirmacdo da infeccdo. Posteriormente, as
amostras (n=4 por grupo) foram preparadas para as analises protedmicas, em que as proteinas
presentes no soro passaram por processos de reducdo, alquilacdo, digestdo e dessalinizacéo,
gerando peptideos tripticos. As andlises protebmicas foram realizadas, em triplicata técnica,
utilizando uma plataforma de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em
escala nano (nanoLC-MS/MS). A identificacdo, quantificacdo das proteinas por label-free e as
analises estatisticas foram feitas usando softwares dedicados. Além disso, as andlises de
biologia de sistemas foram realizadas usando ferramentas computacionais gratuitas
disponiveis. As proteinas diferencialmente expressas demonstraram correlagdo com processos
bioldgicos da resposta inflamatoria e resposta imune inata. Dentre elas, as que apresentaram
possibilidade para biomarcacdo foram: Alfa-2-HS-glicoproteina (Fetuina-A) e Proteina de
ligagdo a vitamina D (GC-Globulina). Além disso, uma proteina viral foi detectada somente
em amostras de animais doentes. Dessa forma, por meio da protéomica descritiva e diferencial
do soro de caes infectados foi possivel apontar proteinas que poderdo contribuir no

diagnostico e/ou prognéstico da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Cinomose; Canine distemper virus; LC-MS/MS; Protedmica.



ABSTRACT

Canine distemper is a multisystemic infection that affects dogs (canis lupus familiares)
andsome other species of the carnivorous order and has a high mortality and lethality rate among
canids. The diagnosis is based on the animal's clinical history, physical evaluation, and
laboratory testing. Proteomics is a tool that has been used to help in the diagnosis of infectious
diseases by the identification and tracking of biomarkers produced by the organism in response
to infection, or by the detection of proteins of the infectious agent present in the blood of an
infected patient. The objective of this work was to describe the differential proteome of dogs
infected with Canine Distemper Virus in search of possible protein biomarkers produced by the
animals in response to the disease and to detect the presence of viral proteins. Samples were
provided by the Biomolecular Technology Laboratory of UFPA (LTB) and analyzed by RT-
PCR for confirmation of such infection. Subsequently, the samples were prepared for proteomic
analyses in which the proteins present in the serum underwent the processes of reduction,
alkylation, digestion, and desalting, generating tryptic peptides. The proteomic analyses were
performed using liquid chromatography coupled to a nanoscale mass spectrometry platform
(nanoLC-MS/MS). Label-free protein identification and quantification as well as statistical
analyses were performed using dedicated software. In addition to it, systems biology analyses
were performed using freely available computational tools. The differentially expressed
proteins showed correlation with biological processes of the inflammatory response and innate
immune response. Thus, by means of descriptive and differential proteomics from the serum of
infected dogs it was possible to point out proteins that may contribute to the diagnosis and/or

prognosis of the disease.

KEYWORDS: Canine distemper; Canine Distemper Virus; LC-MS/MS; Proteomics.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui cerca de 54,2 milhdes de cdes em seu territorio, dados estes obtidos pelo
instituto Pet Brasil (IPB), onde a regido Norte concentra 6,3% dessa populagéo (IPB, 2019). O
convivio entre cdes e humanos ocorre ha milhdes de anos, promovendo beneficios e maleficios
relacionados a qualidade de vida de ambos, essa relacdo sofreu mudancas sociais e
comportamentais diminuindo riscos como a transmissdo de doengas ou infecgdes, acidentes,
maus tratos e abandono por parte dos tutores, demonstrando carater ético e legal (ALMEIDA
etal., 2014; PAULA et al., 2018).

O bem-estar animal discorre sobre a adocao de praticas continuas que garantem a satde

fisica e psicoldgica dos animais, fundamentando-se nos principios das cinco liberdades:
nutricional, sanitaria, ambiental, comportamental e psicolégica (Santos et al., 2014). Em caso
de animais domiciliados é de responsabilidade dos tutores promover as condi¢des adequadas
para 0 bem-estar animal, assim como é de responsabilidade do Estado a promocéo de politicas
publicas que visem a saude e qualidade de vida dos animais ndo domiciliados (Almeida, 2014).

A auséncia de vacinag&o e/ou erro no uso de protocolo vacinal, sdo uma das principais
causas de falha vacinal (BIEUZUS et al., 2018). Consequentemente, diversos surtos de
infeccdes entre os animais emergem rapidamente, a exemplo da Cinomose Canina (CC),
infeccdo multissistémica que acomete cdes e outros animais da ordem carnivora, doenca esta
que tem alta letalidade, ficando atras apenas da Raiva (POSTIGO, 2017; SANTOS, 2018). Essa
infeccdo apresenta um problema de salde publica animal que necessita de atencdo, devido a
sua endemia e reemergéncia em varias regiées que tinham a doenca controlada pela vacinacao
(Fischer et al., 2016).

O diagnostico correto da cinomose também é um fator determinante no controle da
doenca. Atualmente, o diagnostico por RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain
Reaction) € tido como mais sensivel e confidvel. No entanto, o alto custo de insumos
laboratoriais, equipamentos e limitagdes como, dificuldades de testar a infinidade de patégenos
raros que podem causar uma determinada patologia e, incapacidade de identificar patégenos
novos ou inesperados, eventualmente provenientes de saltos entre espécies, acabam
dificultando o uso desta metodologia (FISCHER et al., 2016; PESERICO et al., 2019).

A investigacdo de biomarcadores, por uso de analise imunogenética e protedmica, pode
auxiliar na confirmacdo de diagnostico por RT-PCR, e/ou ser uma nova ferramenta para

diagnostico. Determinar as proteinas subjacentes envolvidas nos varios estagios da infeccao por
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CC abre espaco para a descoberta de biomarcadores no diagnostico e prognostico, sendo a
protedmica uma ferramenta para esse proposito (WHENTTON et al., 2022)

A protebmica € a ciéncia que abrange identificar e quantificar todos os componentes de
um proteoma, conjunto de todas as proteinas expressas por um genoma (Wasinger et al., 2013),
e vias bioquimicas que estdo envolvidas em fisiopatologias, incluindo caracteristicas das
mesmas, como estrutura primaria e covalente, conformagfes (proteoma estrutural),
modificacbes pos-traducionais, expressdo (isoformas, splicing alternativo, polimorfismo),
localizacdo e mudancas em funcdo de um estimulo, espaco, tempo e tipo celular (Nogueira et
al., 2014). Caracterizar quantidade, estabilidade e status de modificaces das proteinas sdo de
interesse da protedmica, e servem para aprimorar nossa compreensdo basica sobre como as
células, seja tecido ou organismo, funcionam e se comunicam, como também para indicar
marcadores de processos celulares que ocorreram inadequadamente (MOSELEY et al, 2018).
Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar possiveis candidatos a biomarcadores
proteicos para Cinomose Canina, através do uso da protedmica com a ferramenta de busca de

tais moléculas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi realizar o proteoma diferencial do soro de cées
acometidos pela cinomose canina com intuito de prospectar possiveis biomarcadores proteicos

para essa doenca.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar o proteoma diferencial do soro de cées infectados pelo Virus da Cinomose

Canina (Canine Distemper Virus — CDV);
o Detectar proteinas do CDV no soro das amostras coletadas;

e Prospectar possiveis biomarcadores proteicos que sirvam como indicadores de CDV.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Virus da Cinomose (CDV)

As primeiras investigacOes sobre a doenca e agente etioldgico da cinomose canina datam
do século XIX. Edward Jenner, médico que desenvolveu a vacina contra a variola, descreveu
os sinais clinicos de Canine distemper virus (CDV) em 1806, mas foi Henri Carré, médico
veterinario, quem demonstrou e isolou o agente etioldgico pela primeira vez, em 1905
(MURPHY et al., 1999; MELLO et al., 2008). Porém, a teoria ndo foi aceita na época e a
Bordetella bronchiseptica foi considerada como o agente etioldgico da infeccéo, visto que essa
bactéria era frequentemente encontrada em cdes com manifestacbes clinicas da doenca. O
patologista Patrick Ladlaw e o veterindrio George Dunkin confirmaram em 1926 a etiologia
viral de CDV, e a Bordetella bronchiseptica passou a ser entendida como uma causa de infeccao
bacteriana secundaria (APPEL; SUMMERS, 1999). Carré, no inicio do século XX, fez
isolamento do agente por meio da inoculacdo de secrecdo nasal de cées infectados em caes
jovens, assim, reproduzindo experimentalmente a doenca (MURPHY et al., 1999; MELLO et
al., 2008).

O virus da Cinomose Canina (VCC) pertence a familia dos Paramyxoviridae, ao género
Morbilivirus da espécie Morbilivirus Canino e da ordem dos Mononegavirales (ICTV, 2022).
Os morbilivirus sdo esféricos, envelopados, de aproximadamente 100-250 nm de didmetro. Seu
genoma é composto de uma molécula de RNA de fita simples e polaridade negativa (- sSSRNA),
ndo segmentada, com tamanho de aproximadamente 15,5 KB. Todos os genomas de
morbilivirus codificam seis proteinas estruturais e duas ndo estruturais, com a seguinte ordem:
a hemaglutinina (H), proteina de fusdo (F), a proteina de matriz (M), a polimerase (L), a
fosfoproteina (P) e a nucleoproteina (N). As duas proteinas acessérias C e V sdo expressas a
partir do quadro de leitura aberto P e estdo envolvidas na interferéncia da resposta imune inata
e na infectividade das particulas, como mostrado na Figura 1 (LOOTS et al., 2017; PARDO;
JOHNSON; KLEIBOEKER, 2005; POSTIGO, 2017; PFEFFERMANN, 2018).
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Figura 1 — Particula viral do virus da Cinomose Canina. Virus morfologicamente esférico e envelopado. O
genoma dos Morbilivirus pode resultar na produgdo de seis proteinas estruturais e duas ndo estruturais. Sendo que
cada um dos seis genes contém uma ORF (Open Reading frame [fase de leitura aberta]), as proteinas sdo
produzidas individualmente (PFEFFERMANN, 2018). Fonte: PFEFFERMANN, 2018; Adaptado de
VIRALZONE, 2018.

As duas glicoproteinas de superficie relacionadas com a entrada do virus na célula
hospedeira sdo a Hemaglutinina (H) que tem a funcéo de adsorcao viral na célula hospedeira, e
a Proteina de Fusdo (F) que tem papel fundamental na dispersdo do virus no hospedeiro por
mediar sua penetracdo na célula (VON MESSLING et al., 2001; LAMB & KOLAKOFSKY,
2013).

A Fosfoproteina (P) forma o complexo polimerase com a proteina Polimerase para a
sintese de RNA. A partir do mesmo gene pode ser gerado trés proteinas distintas: P, Ce V. A
proteina P € um componente do complexo e replica-se para a sintese de RNA, embora ndo seja
essencial a replicacdo viral, pode ser um importante determinante de viruléncia. A proteina C
possivelmente teria um papel na inibicdo seletiva da sintese de RNA, auxiliando na transicdo
da transcricdo primaria para a replicacdo do genoma viral. Quanto a proteina V, sua funcéo
também ndo esta claramente elucidada, mas é possivel sugerir que esta possui influéncia na
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sintese de RNAmM. As proteinas V e C possuem participacdo na evasao da resposta inata pelo
virus (VON MESSLING, 2017).

A proteina de Matriz (M) atua na maturacdo e no agrupamento de particulas virais, além
de servir como um ponto de ancoragem para as glicoproteinas de superficie (H e F). Ela
preenche o espaco entre 0 nucleocapsideo e o envelope viral, constituindo assim a proteina mais
abundante no virion. A proteina M est& implicada no controle dos niveis de sintese de RNA
(VON MESSLING, 2017). Por sua vez, a Nucleoproteina é responsavel por empacotar o RNA
viral, baseado na expressdo génica, serve como um template para a transcricéo e replicacédo pela
polimerase viral. Também tem funcdo de agrupar os componentes virais quando interage com
a proteina M (VON MESSLING, 2001; VON MESSLING, 2017). Por fim, a proteina
Polimerase (L) é a menos abundante nos virions, sua funcédo esta relacionada com a atividade
catalitica da RNA-polimerase RNA-dependente (RdRp) (VON MESSLING, 2017).

O CDV ¢é um virus envelopado, acaba sendo inativado por solventes lipidicos, como
cloroférmio e éter. Sua inativacdo também ocorre por agentes oxidantes, fenol, formalina e
solucdes de hipoclorito. E sensivel a pH 4cido e aquecimento a 56°C no tempo de 30 minutos.
Virions sdo bastante labeis, porém, em temperaturas de -50°C continuam viaveis por meses
(ARNS et al, 2012; BUDASZEWSKI, 2013). Essa familia contém virus que sdo altamente
infecciosos, que tem sua disseminacdo feita por via respiratoria, causando uma
imunossupressao intensa em populagdes que ndo foram expostas previamente, podendo causar
um alto surto de morbidade e mortalidade (VON MESSLING et al., 2003; LEMPP et al., 2014).

3.2 Epidemiologia

A Cinomose Canina (CC) é uma doenga infectocontagiosa multissitemica causada pelo
Canine Distemper Virus (CDV). Esse virus afeta principalmente cdes domésticos (Canis lupus
familiaris) e outros animais de diferentes espécies da ordem dos carnivoros, como mamiferos
das familias Canidae, Mustelidae, Hyaenidae, Procyonidae, Ailuridae, Viverridae, Felidae,
Ursidae, Phocidae, Tayassuidaee e Cercopithecidae (ARNS et al., 2012; CHO E PARK, 2005;
COTTRELL etal., 2013; LEMPP et al., 2014; SANTOS, 2018).

De acordo com Blancou (2004), ha relatos da doenca que datam de 1746 na América do
Sul e aproximadamente em 1760 na Espanha, Inglaterra, Italia e Russia. Por volta de 900 cées
foram a dbito em 1763 na capital da Espanha, Madri. Nos livros do século XV, j& sdo relatadas

grandes epidemias da doenca por toda a Europa. A teoria de que a Cinomose poderia ter sido



18

importada do Peru para a Europa, aconteceu em 1853, e teria sido levada por colonizadores
espanhdis (BAUMANN, 2004).

3.2.1 Prevaléncia No Brasil

A CC tem ocorréncia mundial, sem sazonalidade, sem predilecdo por sexo ou raca e
apresenta uma maior incidéncia em animais jovens nao vacinados, mesmo que possa acometer
caes de todas as idades. No Brasil, a doenca é endémica e suas informacbes sobre a
epidemiologia molecular dessa infecgdo viral sdo escassas. Por isso ha uma necessidade de
desenvolver estratégias mais apropriadas e eficientes para fazer a caracterizagcdo mais completa
dos novos isolados de variantes do CDV existentes no Brasil.

A infeccdo pelo CDV é enzoo6tica no mundo inteiro. Paises em desenvolvimento, como
0 Brasil, a situacdo epidemiolégica da cinomose é semelhante e apresenta uma frequéncia
relativamente elevada da ocorréncia dessa moléstia, pois ainda existe uma escassez na adocao
de acdes profilaticas por parte dos tutores dos animais ao que se refere as doencas infecciosas
e parasitarias. Essa situacdo é diferente em paises desenvolvidos que conseguiram reduzir a
incidéncia da doenca pela vacinagcdo massiva, mas ainda apresentam surtos esporadicos de
cinomose (ARNS et al., 2012; NELSON e COUTO, 2010; SANTOS, 2018; SILVA et al.,
2018). Estima-se que, em nosso pais, 0 grau de infeccdo seja significativamente maior que o
grau da doenca, e que acima de 50% das infeccdes em cdes domésticos possam ser subclinicas.
Filhotes e cdes jovens sdo mais acometidos pela CC, contudo, a faixa etéria entre os trés a seis
meses apresenta um maior nimero de casos (MARTINS; LOPES; FRANCA, 2009).

Budaszewski e colaboradores (2014), com base na analise filogenética do gene H em
amostras de animais colhidas de varias regides do Brasil observaram variantes que pertencem
ao genotipo denominado América do Sul-1/Europa, que sé&o incluidos nos isolados do sul do
Brasil, Uruguai, Argentina e paises europeus e do genédtipo Rockborn, que inclui genotipos
isolados nos Estados Unidos e China. De acordo com Santos (2018), fica evidenciado as
relacdes dos parametros entre patogenicidade e filogenia, dos isolados brasileiros e as cepas
usadas como referéncias advindas de outros paises, principalmente as utilizadas para produgéo
de vacinas, que ndo sdo bem conhecidas ainda. Sendo assim, investigacoes adicionais se fazem
necessarias para uma melhor caracterizacdo das mudangas que sdo causadas por mutacGes

genicas na proteina H de CDV que foram isolados no pais.
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3.2.2 Transmissao

A infeccdo por CC ocorre a qualquer época do ano e se d& através da inalagdo de
aerossois com particulas virais eliminadas por um animal infectado que entra em contato com
0 epitélio do trato superior de outro animal. Contato direto com as secre¢des nasais, orais €
urina de animais que estejam infectados sdo a principal forma de transmissao do CDV.

Inicialmente, sua replicacdo ocorre dentro das células mononucleares nos tecidos do
trato respiratorio superior e, entdo, se espalha rapidamente para as amigdalas e linfonodos
regionais. Essa infec¢do viral acontece devido o tropismo por células que expressam o receptor
SLAM (CD150 - molécula de sinalizacdo para ativacdo linfocitica), presente nos timaocitos,
linfcitos ativados, macrofagos e células dendriticas (RENDON-MARIN et al., 2019) (Figura
2). As particulas virais se replicam nos macréfagos e se disseminam pelas células do tecido
linfoide e para todo sistema reticuloendotelial (SRE), causando uma viremia primaria. O virus
pode ser encontrado no timo, bacgo, linfonodos, medula-éssea, estbmago, intestino e figado.
Posteriormente, com o sistema linfoide infectado, ocorre a imunossupressao que resulta em
infeccdes oportunistas como conjuntivite, rinite e broncopneumonia as quais sdo comumente
vistas nas infeccdes por CDV. Apds a infeccdo, os animais excretam o virus nos fluidos
corporais por periodos prolongados de até 90 dias (APPEL M. J. G., 1987; APPEL &
SUMMERS, 1999; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 1995; ARNS et al., 2007; NELSON e
COUTO, 2010).

Associada ao segundo pico febril, as células mononucleares recém-infectadas levam a
uma viremia secundaria. A infeccdo resultante de células epiteliais no pulmao, bexiga e pele
ocorre através da interacdo com o receptor nectina-4 (receptor relacionado a poliovirus 4)
(NOYCE; DELPEUT; RICHARDSON, 2013; RENDON-MARIN et al., 2019).
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Figura 2: Ciclo de replicagéo do Virus da Cinomose Canina. A etapa de reconhecimento das particulas virais
envolve os receptores das células hospedeiras (SLAM/CD150 ou nectina-4). Apos a fusdo, ocorre a liberagéo da
ribonucleoproteina no citoplasma. Os processos de replicagdo, transcricdo e brotamento da particula viral séo
ilustrados. Fonte: Adaptado por DA COSTA, 2021 de RENDON-MARIN et al., 2019.

Por volta do quarto ao sexto dia de infecgdo ocorre o primeiro pico febril e a leucopenia
por linfopenia, causada por dano viral direto aos linfécitos T e B. A imunossupressao pode ser
explicada pelo tropismo viral com estas células. O que possivelmente reflete a destruigdo
mediada por virus das células imunes, bem como a modulacdo da resposta imune inata (VON
MESSLING, 2017; TABANEZ, 2019). Posteriormente, entre o oitavo e o nono dia de infecgo
ocorre disseminacdo para os tecidos, epitelial e nervoso. Dependendo da resposta imune do céo,
e principalmente pela producéo de anticorpos neutralizantes, por volta do 14° dia de infeccéo,
0 virus podera ser eliminado da maioria dos tecidos e o animal infectado ndo apresentara mais
0s sinais da doenca (TABANEZ, 2019).
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3.2.3 Sinais Clinicos

A Cinomose canina pode se apresentar em trés formas clinicas: subaguda, aguda e
crénica, com manifestacdes gastroentéricas, respiratoria e neuroldgicas (SUMMERS et al.,
1995). Infeccbes oportunistas, seja bacteriana e/ou viral, contribuem para um aumento na
gravidade dos sintomas clinicos (POZZA, 2005).

Na forma subaguda é observado uma diminui¢do no apetite, febre, infeccdo do trato
respiratorio superior, dispnéia, tosse e secrecdo oculonasal mucopurulenta (APPEL, 1998).Ja
na forma aguda os sintomas mais comuns ocorrem apos 3 a 6 dias de iincubacéao, onde o animal
infectado apresenta uma condicdo bifasica na temperatura corporal, quando ocorre picos
superiores a 41°C, a qual o pico secundario corresponde a uma severa leucopenia
(principalmente linfopenia) em conjunto com outros sinais clinicos, como conjuntivite,
secrecdo nasal, anorexia, tosse, vomitos, depressdo e diarreia (MURPHY, 1999).

A forma crénica esté relacionada aos sintomas neuroldgicos, que sucedem 0s sintomas
sistémicos. Contudo, esses sintomas podem resultar de uma infec¢do subclinica sistémica.
Descoordenagdo motora e ataques convulsivos séo comuns, e pode ocorrer paresia, tremores,
hiperqueratose, rigidez cervical, nistagmo e mioclonia. Geralmente, animais infectados por
CDV e com sintomas neurologicos acabam néo resistindo, j& 0s que se recuperam permanecem
com sequelas (APPEL, 1987).

A duracdo, gravidade e a letalidade da doenca estéo diretamente ligadas a viruléncia da
cepa, as condi¢cdes do ambiente e ao perfil imunolégico do animal, caracterizados por sinais
respiratorios, gastrintestinais, dermatolégicos, oftalmoldgicos e neuroldgicos (FENNER, 2004;
GREENE; APPEL, 2006; MANGIA; PAES, 2008).
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Figura 3: Apresentacdo Clinica de Cinomose em cées. A) Hipoplasia de esmalte dentario; B) Blefarite, alopecia
periocular, ceratoconjuntivite seca e hiperqueratose em plano nasal; C) Hiperqueratose em plano nasal, blefarite e
dermatite ulcerativa; D) Ulceracdo corneana por ceratoconjuntivite seca; E) Dermatite pustular em abdémen.
Fonte: TABANEZ, 2019.

Sd0 observados com maior frequéncia, alteracdes gastrointestinais, respiratorias,
oculares e neuroldgicas. Seus sinais clinicos sdo parecidos com o de outros agentes patogénicos,
o que dificulta no diagnostico clinico (SHELL, 1990; POZZA, 2005). Essa infec¢do apresenta
uma taxa de morbidade e letalidade alta; cerca de 60 a 70% dos animais infectados véo a o6bito,
fazendo com que a letalidade dessa enfermidade fique atrds apenas da doenca causada pelo
virus da raiva. As cepas Snyder hill e R252 sdo as que mais causam mortes, por serem altamente
neurotrdpicas e imunossupressoras (POSTIGO, 2017; SANTOS, 2018).

3.2.4 Profilaxia e Controle

Protocolos terapéuticos especificos para tratamento de cdes que foram infectados por
CC ainda ndo existem. Entretanto, ja é possivel encontrar tratamento para sintomas e de suporte,
como: antieméticos, antipirético, uso de antimicrobianos para tratar enfermidades bacterianas
concomitantes, corticosteroides; suplementacdo vitaminica e mineral; broncodilatadores e
expectorantes; anticonvulsivantes (CRIVELLENTI & CRIVELLENTI, 2012; PORTELA et
al., 2017).
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A prevencéo para a CC depende da vacinacdo com cepas atenuadas, vacinas com virus
vivo modificado ou vacinas recombinantes (poxvirus aviario como vetor do DNA
complementar [cDNA] dos genes das proteinas H e F do CDV), em formula¢gGes mono ou
polivalentes, a qual € a estratégia mais usada no combate a Cinomose. O sucesso das vacinas
disponiveis depende da variabilidade antigénica que existe entre isolados do CDV, além da
qualidade dos imundgenos e da resposta de cada individuo vacinado (ARNS et al., 2007;
MARTELLA et al. 2008).

Entretanto, se a producéo de anticorpos for intermediaria neste periodo, ou se houver
um retardo na producdo, o virus podera persistir em alguns tecidos, como o0 nervoso, uveal e
tegumentar (coxins). Cdes com resposta imune baixa apresentam disseminacdo do virus por
todos os tecidos, incluindo epitélio gastrointestinal, tegumentar, enddcrino, genitourinario e
respiratorio (TABANEZ, 2019).

Varios fatores podem ser atribuidos a falha vacinal: diferencas individuais dos animais
vacinados; genética; idade; nutricdo; estado de salide em que o animal se encontra; meio
ambiente e situagdes de estresse. Porém, o fator de diferencgas antigénicas, entre as linhagens
do CDV de campo e vacinal, ttm chamado mais a atencdo dos pesquisadores (DONG et al.,
2015; BHATT et al., 2019).

O CDV é caracterizado por mudancas evolutivas com alta diversidade genética, até o
momento foram descritas 17 principais linhagens, incluindo América 1-5, Europa selvagem,
Avrtico, Africa do Sul, América do Sul-I1/Europa, América do Sul 1-3, Rockborn-like e Asia 1-
4. Essas classificacdes estdo relacionadas a origem geografica onde essas linhagens foram
detectadas (BUDASZEWSKI et al., 2016; FISCHER et al., 2016; ANIS et al., 2018;
PIEWBANG et al., 2019; ROMANUTTI et al., 2020).

Ao longo dos dltimos anos estudos soroldgicos e moleculares do CDV tém sido
realizados em alguns paises (Figura 4). A frequéncia de positividade, de infeccdo por CDV, no
geral foi alta, entretanto, existe uma menor positividade para aquelas regides consideradas
desenvolvidas, pois a vacinacao contra a Cinomose continua com valor elevado na maioria dos
paises em desenvolvimento (COSTA et al., 2019; DORJI et al., 2020).

Os poucos relatos existentes de pesquisas soroldgicas e moleculares, estdo concentrados
em alguns estados das regides Sul e Sudeste do pais, com varia¢des de positividade entre 8 a
70% (COSTA et al., 2019). Estes dados demostram a necessidade de estudos epidemioldgicos
com o intuito de maior conhecimento para vigilancia e analise de medidas de controle de saude
publica animal (COSTA, 2021).
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Figura 4: Distribui¢do geografica de estudos analisando o nivel de infec¢do viral. Fonte: COSTA, 2021.
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0217594.)

3.3 METODOS DIAGNOSTICOS

O diagndstico é baseado no historico clinico do animal, onde temos, avaliacéo fisica e
exames laboratoriais. Com um diagnostico rapido e eficiente podemos evitar que infeccdo passe
para a fase neuroldgica, a qual normalmente chega a ser a mais fatal, e também evitar a
transmissibilidade para animais que sejam susceptiveis. As alteracGes laboratoriais ndo sdo
conclusivas e o cdo pode apresentar anemia, trombocitopenia, neutropenia, linfopenia,
hiperproteinemia com hipoalbuminemia. Sinais como vomito, diarreia e desidratacdo podem
levar a hiponatremia, hipocalemia e hipocloridemia. Aumento moderado da atividade das
transaminases pode ocorrer principalmente por hipoxia ou infeccdo secundaria (TABANEZ,
2019).

A identificagdo do patdgeno é realizada por testes de PCR, um diagndstico direto onde
é feito a amplificacdo de &cidos nucleicos alvo. De acordo com Peserico et al. (2019), embora
essa abordagem seja altamente especifica e constantemente validada, ela sofre uma série de
limitacdes, incluindo as dificuldades de testar a infinidade de patdgenos raros que podem causar
uma determinada patologia e sua incapacidade de identificar patdgenos novos ou inesperados,
eventualmente provenientes de saltos entre espécies. Portanto, a disponibilidade de outras
técnicas mais rapidas e de amplo alcance tem se tornado cada vez mais importante no meio de

diagnostico laboratorial de doencas infecciosas.
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3.3.1 Metodos de detecgédo

3.3.1.1 Imunoflorescencia (IFA)

Técnica utilizada para demonstrar se existe a presenca de anticorpos, ou de antigeno
viral. Sdo usados esfregacos de impressdes da conjuntiva, esfregaco de material sanguineo e
biopsias de pele, para antemortem, ou é feito uso de tecidos do intestino, rim, estomago, pulmao,
cérebro, rim e bexiga, que sdo coletados quando feito a necropsia. Células infectadas também
podem ser utilizadas, é feita a fixacdo em lamina para deteccao de anticorpos. Esses anticorpos
sdo marcados com corante fluorescentes que revelam a formacao do complexo virus-anticorpo
(POTGIETER et al., 1989; ATHANASIOU et al., 2017).

3.3.1.2 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays)

O ELISA tambem faz deteccdo de anticorpos, ou antigenos, contra o CDV. Outras
plataformas do ELISA vém sendo desenvolvidas com o propoésito de contribuir para um
diagnostico mais exato. Uma das plataformas exploradas é a producdo da proteina N e sua
adsorcdo aos micropocos da placa de ELISA, permitindo-se assim uma detec¢do de anticorpos
especificos contra 0 CDV. Sendo assim, com a exploracdo de outras plataformas, Zhang et al.
(2020), estdo gerando anticorpos monoclonais contra a proteina de Fusao (F), assim permitindo

que sejam usadas para deteccdo de anticorpos que sejam neutralizantes contra o virus.

3.3.1.3 Imunoensaio Cromatografico

Por ser um teste com mais praticidade, ele é bastante usado em clinicas e consultorios
veterinarios. Os Kits detectam a presenca de antigenos virais na amostra biologica. A técnica é
feita com um fluxo lateral da amostra, na qual corre por capilaridade em uma membrana de
nitrocelulose. Metodo diferenciado de deteccdo direta que evidencia a interacdo antigeno-
anticorpo (AN et. al., 2008; MARTELLA et al, 2008).
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3.3.1.4 Isolamento Viral

O isolamento pode ser realizado por meio da inoculagdo de amostras clinicas (secre¢do
nasal, ocular e sangue) em células de linhagem. Metodologia de rotina laboratorial, pois €
demorado, com um custo alto e possibilidade de detec¢édo reduzida (VON MESSLING, 2017).

3.3.1.5 Deteccdo de RNA Viral (RT-PCR)

A RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction), é tida como padrdo
ouro no quesito deteccdo molecular, e é considerada um método especifico de diagnostico e
amostras de soro, sangue total, urina e liquor se apresentam mais sensiveis na detec¢do de CDV
por RT-PCR (TOZATO, 2016; FISCHER et al., 2016). De acordo com Da Costa (2021), a RT-
PCR requer ensaios mais especializados para distin¢do entre virus de campo e vacinal, sendo
ensaios que ndo estdo disponiveis rotineiramente. Fischer e colaboradores (2016)
desenvolveram primers para uso de deteccdo entre as estirpes selvagens e vacinais de CDV,
mas 0 alto custo de insumos laboratoriais e equipamento para utilizacdo de PCR em tempo real,

acaba dificultando o uso desta metodologia.

3.4 SANGUE COMO FONTE DE BIOMARCADORES PARA DOENCAS

Os fluidos corporais sdo excelentes materiais biologicos, pois podem ser utilizados para
desenvolvimento de ferramentas de diagnostico e prognostico, com uma coleta simples usando
técnica pouco invasiva. O plasma ou soro sanguineo possui uma grande facilidade de acesso e
um dos mais difundidos métodos de extracdo de tecido. Seu uso como fonte de investigagdo é
aplicado em diversas areas, sendo a area clinica um importante exemplo. O sangue é utilizado
para diagnostico de doencas e para monitoramento da homeostase (SCHIESS; WOLLSCHEID;
AEBERSOLD, 2009; GUEST et al., 2015; MAYNE et al., 2016; GEYER et al., 2017).

Toda mudanca fisioldgica, como exemplo, tecidos doentes, liberam proteinas no sangue
e elas podem ser indicadoras de doenca ou de estagios de desenvolvimento, quando em
concentragdes elevadas. Sendo assim, 0 sangue tem um papel importante na identificagdo do
estado do individuo, sendo um interessante alvo de estudo para biomarcadores (SCHIESS;
WOLLSCHEID; AEBERSOLD, 2009; GUEST et al., 2015; MAYNE et al., 2016; GEYER et
al., 2017).
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Sangue, plasma e soro estdo entre as fontes mais uteis de marcadores bioldgicos que
podem oferecer informagfes sobre os processos fisioldgicos e patoldgicos do organismo
(OMENN et al., 2005). As fracOes sanguineas sdo bem semelhantes, enquanto o soro ¢ um
material de escolha para diversos testes de diagnostico pelo motivo de anticoagulantes presentes
no plasma interferirem em alguns métodos que sdo empregados, o plasma é um material mais
estavel para avaliacdo de proteinas com baixo peso molecular, que sdo encontradas na matriz
liquida (HUIJBERS et al., 2010).

Biomarcadores sdo utilizados como indicadores de processos bioldgicos, seja normal ou
patogénico, de resposta farmacoldgica a tratamentos ou intervencédo terapéutica, para detectar
ou confirmar a presenca de uma doenca ou condic¢do de interesse, ou até mesmo para identificar
individuos com um sub-tipo de doenca. Os biomarcadores podem ser do tipo molecular, seja na
medicdo de glicose ou medicdo/deteccdo de proteinas, presenca ou auséncia de uma ou mais
moléculas bioquimicas aumentadas ou diminuidas (GEYER et al., 2017; BEST, 2021). Tais
indicadores, dispdem de vérias aplicacfes, especialmente na area clinica permitindo um
diagndstico mais preciso, fornecendo informagdes moleculares sobre a patologia da doenca e
ajuda na escolha de acbes terapéuticas mais rapida, oferecem também oportunidade de
caracterizacdo de disfuncdes moleculares associadas a doenga ou mesmo a sua progressao, de
acordo com a condicdo manifestada individualmente pelo paciente (Mc GORRY’; YUNG, 2003;
ANDERSON, 2010).

3.5 PROTEOMICA COMO FERRAMENTA PARA DIAGNOSTICO

As proteinas sdo importantes reguladoras da homeostase celular e estimulantes dos
mecanismos celulares, e avaliar a interrupgdo desses mecanismos e estabelecer quais proteinas
estdo envolvidas, facilitara no diagnostico e prognostico (ANJO et al., 2017; WHENTTON et
al., 2020).

O surgimento da protedmica ocorreu na era p6s-genémica, e é a area que visa descrever
0 conjunto de proteinas atuantes em diversos processos bioldgicos. Esta ferramenta € utilizada
para estudo global e em larga escala das proteinas de uma céelula em um determinado estado
fisiologico e determinada condicdo, relacionando ndo somente a nimeros de proteinas como
interacBes proteina-proteina e as modificagdes pds-traducionais. Por meio dela é possivel
identificar e quantificar as proteinas e as vias bioquimicas envolvidas na fisiopatologia de

doencas, e tem sido utilizada para predicdo de biomarcadores sanguineos para auxilio no
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diagnostico de doencas (WILKINS et al., 1996; GODOVAC-ZIMMERMANN et al., 2001;
JENSEN et al., 2002; GARCIA ROSA, 2019).

Uma vantagem da protemica comparada a métodos enzimaticos ou baseados em
anticorpos, esta na utilizacdo da espectrometria de massas (MS), a qual é capaz de mensurar
com uma alta precisdo as massas de peptideos derivados da digestdo especifica de proteinas. A
MS né&o necessita de reagentes para afinidade e pode ser configurada de forma néo direcionada,
de modo que ndo precise de conhecimento prévio da doenga. Ela é capaz de fornecer
rapidamente quantidades substanciais de informac®es clinicas e bioldgicas a partir do material
bioldgico acessivel. Desta maneira, a protebmica baseada em MS se tornou uma tecnologia
poderosa na pesquisa de biomarcadores, e € ideal para ser aplicada em situacdes que necessitem
de respostas mais rapidas (SCHIESS; WOLLSCHEID; AEBERSOLD, 2009; SURINOVA et
al., 2011).

3.5.1 Analises Protedbmicas

A abordagem protedmica vem ganhando espago como estratégia investigativa e se
mostrando eficaz na medicina translacional, do leito do paciente a bancada do laboratério, com
a identificacdo da doenca gue o acomete e no conhecimento da sua fisiopatologia para a
pesquisa de possiveis alvos terapéuticos (CHIOU et al., 2011).

Trés técnicas analiticas sdo utilizadas em estudos proteémicos: eletroforese (uni ou
bidimensional), cromatografia liquida (LC) e espectrometria de massas (MS). No entanto, a
maioria dos trabalhos atuais em protedmica vém fazendo uso somente de LC e MS.

O estudo protedmico em larga escala pode ser feito nas modalidades top-down, middle-
down e bottom-up (ou shotgun) (NOGUEIRA; DOMONT, 2014), cujas caracteristicas estdo

resumidas na tabela 1.
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Tabela 1: Estrategias Proteémicas.

Bottom-up/Shotgun Middle-down Top-down
Proteomics Proteomics Proteomics
Amostra de proteinas Lisados celulares ou teciduais, fraces subcelulares, etc.
Fracionamento da Gel, LC,_ IEF, etc. Dependente de Gel, LC, IEF, etc.
amostra (opcional) tamanho
Digestio proteolitica Geralmente usando Restrita i
g P tripsina
Fracionamento dos SCX, IEF, RPC, etc. Dependente de i
peptideos (opcional) tamanho
Fragmentacéo de Fragmentacéo de Fragmentacéo de
LC-MS/MS peptideos peptideos maiores proteinas
Identificacdo de Identificacdo de Identificacdo de
Banco de dardos proteinas proteinas proteinas

LC: Cromatografia liquida; IEF: Focaliza¢do isoelétrica; SCX: Cromatografia de troca catidnica; MS/MS:
espectrometria de massas em série; RPC: cromatografia de fase reversa.
Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2013.

A abordagem protebmica top-down é amplamente aplicada na caracterizacdo de
proteinas intactas e de seus fragmentos gerados pelas reacfes de dissociacdo por captura de
elétron (ECD) ou dissociacdo por transferéncia de elétron (ETD) no espectrémetro de massas.
Estas reacGes produzem um sequenciamento mais completo da proteina, pois reduzem as
ambiguidades no mapeamento dos fragmentos permitindo a identificacdo especifica de cada
tipo proteico, e preservam as modificacbes pos-traducionais labeis. Essa metodologia prové
maior confiabilidade para quantificacdo de proteinas, uma vez que as abundancias das mesmas
sdo medidas diretamente (YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009). Devido a limitagdes
técnicas (separacdo de proteinas intactas, a qual requer o uso de equipamentos nem sempre
acessiveis) para distinguir os envelopes isotépicos de proteinas co-eluentes, a abordagem top-
down é muitas vezes limitada a analise de proteinas individuais e/ou misturas ndo muito
complexas (YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009).

A modalidade middle-down é uma abordagem voltada para explorar as vantagens da
analise de peptideos e/ou proteinas de 3 a 20kDa derivados de uma digestdo proteolitica parcial
ou limitada de um proteoma. Tais vantagens incluem um melhor fracionamento cromatografico,
uma maior cobertura de sequéncia e caracterizacdo de modificagdes pos-traducionais.
Experimentalmente, a analise de peptideos de 3 a 20 kDa simplifica as misturas complexas
geradas pela estratégia bottom-up, melhorando a performance de modalidade top-down.

Geralmente, utiliza-se reagdes enzimaticas especificas para um Unico residuo ou para uma
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sequéncia especifica de residuos o que gera uma grande proporcdo de peptideos de faixa
intermediaria de tamanho do que a digestdo triptica padrdo (WOO et al., 2012).

A estratégia bottom-up refere-se a caracterizacao de proteinas pela analise de peptideos
derivados de protedlise (na maioria dos trabalhos, utilizando a tripsina) das mesmas. Parte da
metodologia empregada na estratégia bottom-up também pode ser utilizada para os estudos do
peptidoma. Quando essa estratégia é realizada sobre uma mistura de proteinas, fornecendo uma
medida indireta, € denominada protedmica shotgun (NOGUEIRA; DOMONT, 2014; ZHANG
etal., 2013).

Em um experimento tipico de protebmica shotgun, a mistura de peptideos, que pode ser
pré-fracionada, é submetida a anélise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) em série (tandem). A identificacdo dos peptideos é feita pela comparacéo
dos espectros de fragmentacdo dos peptideos com espectros de fragmentacao tedricos gerados
da digestéo in silico de proteinas depositadas em bancos de dados. A deducédo das proteinas é
obtida pela atribuicdo das sequéncias dos peptideos as sequéncias das proteinas depositadas.
Pelo fato de os peptideos poderem ser atribuidos a uma Unica proteina ou a varias delas, as
proteinas identificadas sdo pontuadas e agrupadas com bases em seus peptideos (ZHANG et
al., 2013).

Com o0s avancos recentes de instrumentacdo, a protedmica shotgun pode ser
universalmente adotada devido a facilidade de fracionamento, ionizacdo e fragmentacdo dos
peptideos. Com isso, é o carro-chefe na analise de proteomas e suas modificacbes. Nas Ultimas
décadas, esta técnica tem sido usada na area bioldgica em diferentes pesquisas contribuindo
enormemente para 0 avango dessa area e sua combinacdo com métodos da estratégia top-down
é uma tendéncia (ZHANG et al., 2013).
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Figura 5: Fluxograma das etapas comumente seguidas em uma analise protedmica bottom-up/shotgun:
preparacao do extrato, digestdo e analise por MS. Fonte: CHEN, 2012,

3.5.2 Protedbmica Quantitativa

Atualmente, a maioria das estratégias de quantificacdo de proteinas baseadas em LC-
MS dependem da incorporacdo metabdlica ou ligacdo covalente de marcadores isotdpicos
estaveis (label-based quantitative proteomics). A marcacdo metabdlica é realizada em nivel da
proteina intacta dentro de células cultivadas, em crescimento ativo, na presenca de meios
enriquecidos com >N ou em meios contendo residuos de arginina e lisina marcados com
isétopos *3C/**N; conhecidos como marcacdo isotépica estavel de aminoacidos por cultura
celular (SILAC) (ODA et al., 1999; ONG et al., 2002).

A marcagdo covalente é frequentemente realizada em nivel de peptideo através da
introducdo de uma variedade de reagentes marcados com isétopos estaveis, como 2O
(REYNOLDS; YAO; FENSELAU, 2002), marcacdes de afinidade isotdpicas (ICAT) (GYGI
et al., 1999), marcacdes isobaricas para quantificacdo relativa e absoluta (iTRAQ) (EVANS et
al., 2012), e marcacgdes de massa em tandem (TMT) (THOMPSON et al., 2003).
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Desde a década passada, ha um interesse crescente da protedmica quantitativa no uso de
abordagens de quantificacdo que ndo fazem uso de incorporacdo metabdlica ou ligacdo
covalente de marcadores isotopicos estaveis na caracterizacdo de proteomas complexos (label-
free quantitative proteomics). Em contraste com as abordagens de marcacdo, cada amostra é
processada e analisada individualmente por LC-MS/MS em seu estado isotopico natural. A
quantificacdo € realizada ap6s a aquisi¢do dos dados, usando medic¢des de contagem espectral
ou de intensidade de ions (SODERBLOM; THOMPSON; MOSELEY, 2014).

As caracteristicas mais atraentes dessa estratégia sao: a natureza direta da preparacao da
amostra e a flexibilidade tecnicamente ilimitada do design experimental, tanto para a natureza
das amostras analisadas quanto para o nimero de amostras Unicas ou condigdes bioldgicas.
Embora a estratégia geral desse tipo de experimento protedmico quantitativo ser relativamente
direta, os estudos iniciais foram relativamente limitados pela faixa dindmica de quantificacéo e
a exatiddo e precisdo da quantificacdo eram notavelmente menores do que as abordagens
quantitativas usando marcagdes. Isso ocorreu devido a baixa resolu¢do dos espectrometros de
massa e pela falta de softwares mais sofisticados e robustos para as analises dos espectros de
MS e MS/MS. No entanto, nos Gltimos anos houve Vvarios avancos nas estratégias de aquisicdo
de dados e nas solugdes bioinformaticas. 1sso tem proporcionado a reducdo de variacao técnica
e aumento na precisdo da quantificacdo, o que tem tornado a quantificagcdo label-free
equivalente a quantificacdo usando marcacGes nos peptideos (SODERBLOM; THOMPSON;
MOSELEY, 2014). A estratégia quantitativa label-free foi utilizada nesse presente projeto.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Em virtude da resolucdo n° 11.794/2008 do Conselho Nacional de Saude, que trata das
diretrizes e normas da pesquisa envolvendo animais, o presente trabalho foi submetido a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (UFPA) e aguarda o

parecer.

4.2 Obtencéo das Amostras

As amostras de soro de caes provenientes de clinicas veterinarias e abrigos de animais,
localizados na Regido Metropolitana de Belém, foram coletadas por médicos veterinarios em
tubos contendo gel e ativador de coagulo. Os tubos foram devidamente identificados e
refrigerados a temperatura entre 2°C e 8°C e encaminhados para o Laboratério de Tecnologia
Biomolecular (LTB) da UFPA, campus Belém. O LTB recebe amostras de clinicas
veterindrias da regido para a investigacdo quanto a presenca de diferentes enfermidades
infecciosas e parasitarias, desempenhando, de forma pioneira, a prestacdo de servicos
direcionados a sanidade e conservacdo animal, sendo coordenado pelo prof. Dr. Evonnildo
Costa Goncalves. Em seguida, aliquotas das amostras coletadas de animais sadios (n=4) e
doentes (infectados) (n=4) foram encaminhadas para o Laboratdrio de Ciéncias Omicas da
UFPA, também campus Belém.

4.2 Preparacgdo das Amostras

A preparagdo das amostras individuais foi realizada de acordo com Melo-Braga e
colaboradores (2015) e Thingholm e Larsen (2009), com adaptacOes para amostras de soro.
Amostras de 10 pL de soro de cada animal do estudo foram centrifugadas e diluidas em 50 pL
do tampé&o de desnaturacdo (6M uréia, 2M tiouréia, 10mM de DTT em 20mM de tampéo de
bicarbonato de trietilaménio (TEAB). Posteriormente, as amostras foram diluidas 10x em 20
mM de TEAB. Para a alquilagdo foi adicionado 20 mM de IAA por 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada digestdo com 10 pL de tripsina (1:100

tripsina/proteina)
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por 12 h a 37°C. As reacgdes foram paralisadas com acido formico em uma concentracéo final
de 5% e os tubos foram incubados por 20 min a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas por 15 min a 14.000x g para remover qualquer pellet. As amostras foram
dessalinizadas utilizando cartuchos Supel™-Select HLB SPE (Sigma Aldrich), e a
quantificacdo dos peptideos foi realizada usando kit de quantificacdo por fluorimetria (Qubit,

Thermo).

4. 3 Analises em nanoLC-MS/MS

As analises em triplicata técnica foram realizadas em sistema Acquity UPLC M-Class
(Waters Corporation) acoplado ao espectrometro Xevo G2-XS (Waters Corporation)
controlados pelo softwareMassLynx 4.2 (Waters Corporation).

As amostras de 150 ng de peptideos foram injetadas e fracionadas em coluna de fase
reversa ACQUITY M-Class HSS T3 (100 A, 1,8 um, 75 um x 150 mm, Waters Corporation,
Milford, MA). A coluna foi equilibrada com 3% de acetonitrila (ACN) e &cido férmico (FA)
0,1% e os peptideos foram eluidos por meio de um gradiente de 4% a 45% (v/v) de acetonitrila
e FA 0,1% durante 140 minutos diretamente no espectrometro de massas. O fluxo utilizado foi
0 de 300 nL/min.

As andlises de MS foram realizadas em instrumento hibrido do tipo ESI-Q-TOF, o Xevo
G2-XS. Os espectros de massa foram adquiridos no modo ion positivo e dado-independente
(MSF) (MOSELEY et al., 2018). Os ions precursores foram continuamente escaneados a 50-
1990 m/z no analisador tipo quadrupolo (Q) e transmitidos para o analisador tipo time-of-flight
(TOF) no ciclo de baixa energia em alta resolucéo (40.000 FWHM). Em seguida, 0s mesmos
foram fragmentados por colisdo induzida (CID) na camara de fragmentacdo no ciclo de alta
energia (16-46V) utilizando gas argdnio. Os ions fragmentos também foram resolvidos no TOF
(ciclo de alta energia) com a mesma faixa de massa dos ions precursores (50-1990 m/z). O
espectrémetro foi calibrado usando espectros de MS do acido fosférico em solucéo, usado como
sprayer de referéncia, o qual foi amostrado a cada 30 s durante a aquisicdo dos espectros
(MOSELEY et al., 2018). O m/z 686.8461 foi utilizado para calibrar o instrumento.

4.4 ldentificacdo e Quantificacéo Relativa por Label Free

Os espectros de MS e MS/MS foram processados usando o software Progenesis®QI for

Proteomics versao 4.1 (Waters Corporation) e as buscas por identificacbes foram realizadas
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contra a base de dados do proteoma de Canis lupus familiaris do Uniprot versdo 2022/07
(43,621 proteinas) e de Canine mobilivirus do Uniprot versdo 2022/07 (7 proteinas) utilizando
0 mesmo software.

Para as andlises qualitativas e quantitativas foram utilizados algoritmos especificos
(Apex3D, Peptide 3D e lon Accounting) também do Progenesis®Ql for Proteomics, baseados
nos parametros padres para contabilidade ionica e quantificacdo descritos por Li e
colaboradores (2009). Esse software utiliza os dados de LC-MS, executa o alinhamento das
corridas e a deteccdo dos picos, criando uma lista de ions peptidicos de interesse que sdo, entao,
explorados dentro do Peptide lon Stats por meio de métodos estatisticos multivariados; sendo
que a etapa final é a identificacdo dos peptideos e proteinas. Os pardmetros usados para
processamento espectros foram os de: 500 counts para limite de baixa energia, 50 counts para
o limite de alta energia, alinhamento automatico das corridas, 5 como sendo a carga maxima
permitida dos ions e 4 para o valor de sensibilidade. Os seguintes parametros foram
considerados para identificacdo: 1) Tripsina foi escolhida como a enzima do processo de
digestdo, permitindo-se até duas clivagens errdneas; 2) Cisteina-carbamidometilagdo foi
definida como modificacdo fixa; 3) Oxidacdo da metionina (M) foi escolhida como
modificacbes dinamica; 4) As identificacdes foram consideradas positivas somente para
peptideos de alta-confianca (high confidence), contendo uma taxa de falso positivo (FDR)
menor do que 1%; 5) Foram considerados trés ou mais fragmentos por peptideo, sete ou mais
fragmentos por proteina e trés ou mais peptideos por proteina, sendo pelo menos 1 peptideo
anico. A quantificacdo relativa por label-free foi realizada usando metodologia Hi-N (N=3),
segundo Silva e colaboradores (2006). Os dados foram analisados usando One-Way ANOVA
e valores de probabilidade de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4.5 Analises In Silico (Biologia De Sistemas)

As proteinas diferencialmente expressas identificadas por shotgun, juntamente com a
estratégia label-free de quantificagdo, foram classificadas de acordo com termos e classes da
ontologia génica usando a ferramenta “DAVID Bioinformatics Resources”. Para compreensao

da rede de proteinas, foi utilizado a ferramenta String (http://string-db.org/).


http://string-db.org/)
http://string-db.org/)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise das proteinas diferencialmente expressas do soro sanguineo de cées

infectados por CDV

No presente estudo, para a caracterizagdo do perfil proteico utilizamos o soro sanguineo
de cées (Canis lupus familiaris) acometidos pela cinomose canina, com o total de 8 amostras
cedidas pelo Laboratdrio de Biologia Molecular (LTB), onde, 4 amostras sdo positivas para a
infeccdo e 4 amostras negativas, usadas como grupo controle. Na busca de possiveis
biomarcadores para o CDV.

A anélise do perfil protedmico por nanoLC-MS/MS do soro identificou e quantificou

44 proteinas, onde 5 delas foram diferencialmente expressas. Sendo elas:
imunoglobulina G, cordina, imunoglobulina G, Alfa-2-HS-Glicoproteina, Proteina de ligacéo a
vitamina D, imunoglobulina G, Superoxido dismutase, Proteina de ligacdo a vitamina D e
imunoglobulina G. Dentre essas, foram reguladas 6 positivas e 3 negativas. Essas proteinas
estdo listadas na Tabela 3. Além disso, a Fosfoproteina (acesso Q9QPRO), observada na Tabela
2, pertencente ao Canine morbilivirus foi encontrada nas amostras do soro de cdes infectados,

certificando a presenca do virus.

Tabela 2. Proteina do virus.

Peptide | Unique

Accession k Anova (p) Mass Description
count peptides
Phosphoprotein
0S5=Canine
Q9QPRO 24 24 0'00153988 54697,3969 morbillivirus

OX=11232 GN=P PE=3
SV=1




Tabela 3. Proteinas diferencialmente expressas.
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Cddigo de Proteina Processo Biologico Func¢do Molecular Componente Celular Diferencialmente
Acesso Reguladas
A0A8135934 Imunoglobulina Resposta inflamatéria Ligacdo antigeno Regido Extracelular UP
AOABI3SAS7 Imunoglobulina Resposta imune adaptativa Ligacéo antigeno Regido Extracelular UP
A0A8I3Q4Q0 Cordina Processo de especificacdo de Proteina de Regido Extracelular UP
padroes desenvolvimento
AOA8I3PIKS8 Alfa-2-HS- Regulagéo da resposta Atividade do inibidor da Aparelho de Golgi Down
glicoproteina inflamatéria endopeptidase do tipo
cisteina
AOA8I3RWX3 | Proteina de ligacdo a Aumento da atividade Ligacdo de actina Regido Extracelular Down
vitamina D quimiotatica de C5 alfa para
neutrdfilos na inflamacéo e
ativacdo de macrofagos
AOABI3NFNO Proteina de ligacdo a Aumento da atividade Ligacéo de actina Regido Extracelular Down
vitamina D quimiotatica de C5 alfa para
neutrdéfilos na inflamacéo e
ativacdo de macrdfagos
AOA8I3NU27 Imunoglobulina Resposta imune adaptativa Ligacdo antigeno Regido Extracelular UP
QB8WNNG6 Superéxido dismutase | Remocao de radicais superéxido Ligacdo de ions de Citosol UP
[Cu-Zn] cobre
AOA8I3RZS1 Imunoglobulina Resposta imune adaptativa Ligacdo antigeno Regido Extracelular UP
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A analise ontoldgica génica mostrou que as proteinas diferencialmente expressas estdo
relacionadas a processos bioldgicos, como, resposta inflamatdria, transporte de oxigénio,
coagulacdo sanguinea processo catabolico de peroxido de hidrogénio, entre outras, como
observado na Figura 6. Além disso, a analise de fungdes moleculares evidéncia que essas
proteinas estdo ligadas a ligacdo da molécula a adesdo celular, ligacdo de oxigénio, atividade
do inibidor da endopeptidase, entre outros, observado na Figura 7. Também mostrou onde
podem ser localizadas no componente celular: espacgo extracelular, regido extracelular, vesicula

extracelular, reticulo endoplasmatico, entre outras, como observado na Figura 8.

Processos Bioldgicos

Transporte

Processo metabdlico de espécies reativas de..
Resposta de fase aguda
Regulacéo positiva da secre¢éo de proteinas
Regulacéo positiva da exocitose
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Regulacéo positiva do processo apoptotico
Regulacéo positiva da fagocitose
Transporte de dioxido de carbono
Resposta imune inata
Regulacéo positiva da morte celular
Processo catabolico de perdxido de hidrogénio
Desintoxicacdo oxidante celular
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Figura 6: Grafico dos processos biolégicos de todas identificadas e quantificadas.
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Figura 7: Grafico da Funcdo molecular de todas identificadas e quantificadas.
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A abordagem protedmica vem sendo cada vez mais utilizada na aplicagcdo para
investigacdo de doencas caninas, para fim de identificacdo e quantificacdo das alteracOes
significativas no proteoma plasmatico (KULES, 2020). A proteina de ligacdo a vitamina D,
também conhecida como grupo especifico globulina componente (GC-Globulina), proteina
carreadora de vitamina D e seus metabolitos, e ligada a SIRS (Sindrome da resposta
inflamatoria sistémica) (GRESSNER, 2008), teve sua expressdo significativamente reduzida
neste trabalho, assim como no trabalho desenvolvido por Kules (2020), onde foi feito o estudo
protedmico do plasma de canis Iupus familiaris acometidos pela infeccdo piometra, que
demonstrou uma baixa expressdo em proteinas do sistema imunitério, que foram resposta a
doenca inflamatoria. De acordo com ele, a GC-Globulina, com suas concentra¢des reduzidas
por conta de enfermidades inflamatérias, se mostra uma proteina importante como
biomarcador.De acordo com Mori e colaboradores (2011), a Alfa-2-HS-glicoproteina, também
conhecida como Fetuina-A, que esta ligada ao metabolismo 6sseo, € umas das proteinas de fase
aguda a qual estéd relacionada a sua expressdo negativa apds o organismo sofrer processos
inflamatdrios e de trauma que acarretam para que essa proteina seja regulada negativamente. E
sugere que a mesma possui um papel como anti-inflamatorio no mecanismo de desativacdo dos
macrofagos, componentes importantes na resposta imune inata.

Em 2018, Galéan e colaboradores realizaram a analise por LC-MS/MS do soro de caes
infectados por Babesia canis, onde mostrou que a fosfoproteina mais abundante do soro é a
Alfa-2-HS-glicoproteina, representando cerca de 50-70% de todas as fosfoproteinas circulantes.
Os primeiros estudos do proteoma do sangue canino sdo recentes, sendo o trabalho de Galan et
al. o primeiro a realizar uma andlise do fosfoproteoma do soro de cdes. Nesse estudo ainda é
relacionado as similaridades funcionais das proteinas encontradas no soro canino com as de
humanos, na qual a proteina Fetuina-A também demonstra ser abundante no soro humano,
tendo como base as contagens espectrais.

Estudos sobre Canis lupus familiaris ainda sdo escassos, e na base de dados do Uniprot
ainda tem poucas proteinas caracterizadas, mas foi possivel encontrar similaridades com as
proteinas caracterizadas do Homo sapiens, na Tabela 2. estd descrito a porcentagem de
similaridade entre as proteinas, dadas pelo Uniprot.

A seqguir, na figura 9 é demonstrado a rede de interagdo entre as proteinas encontradas

no soro de cées.
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Figura 9: Rede de proteina-proteina de todas as proteinas identificadas no soro de canis lupus familiaris.
Significado das cores das linhas: linha azul claro (de banco de dados com curadoria), linha roxa (determinado
experimentalmente); linha amarela (mineragdo de texto); linha preta (co-expressao); e linha lilds (homologia
proteica).

Dessa forma, a anélise protebmica demonstrou proteinas com possivel potencial para
atuar como biomarcadores de CDV. Entretanto, analises mais detalhadas sdo necessarias para
0s resultados obtidos.
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6 CONCLUSAO

A Cinomose canina por ser uma infeccdo viral com uma alta variabilidade genética,
acaba sendo de dificil erradicacdo, até para paises desenvolvidos, o que leva a uma abordagem
de diagnostico mais precisa. O que leva a utilizacdo da protedmica, que oferece uma relago
entre infeccdo e patologia com o resultado clinico imediato dos pacientes infectados com o
virus, na perspectiva de reconhecer novas proteinas na patogénese da doenca e que podem servir
como biomarcadores.

Assim, neste estudo foi possivel obter o perfil proteico do soro de cdes acometidos por
CDV, o que nos levou a identificar proteinas que foram diferencialmente expressas que sirvam
como possiveis biomarcadores para a infeccdo, sendo elas: Alfa-2-HS-glicoproteina (Fetuina-
A) e Proteina de ligacdo a vitamina D (GC-Globulina). Por sua vez, essas proteinas estdo ligadas
a processos bioldgicos relacionados a resposta imune inata, resposta inflamatdria. Além disso,
foi possivel também detectar a presenca de proteinas do virus (Fosfoproteina, Q9QPRO0) nas
amostras do soro dos cées infectados.

O presente estudo abre perspectivas para pesquisas mais aprofundadas sobre
biomarcadores da cinomose. Estudos utilizando maior nimero de amostras de cdes infectados
e sintomatologias estabelecidas para nova busca de proteinas candidatas e verificacdo da

potencialidade das mesmas para biomarcacéo se fazem necessario.
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Tabela com todas as proteinas identificadas, processos bioldgicos, funcdes moleculares, componentes celulares e porcentagem de similaridade
com proteinas de Homo Sapiens.

neutrofilos na
inflamacgao e

Cddigo de Proteina Processo Bioldgico Funcao Componente | Cddigos | Diferencialmente % de
Acesso Molecular Celular Homo expressas similaridade
sapiens
AO0AB8I13S934 | Imunoglobulina Resposta Ligacdo antigeno Regido P01876 UP 70.2
inflamatoria Extracelular
AO0A8I3S6H5 | Imunoglobulina resposta imune ligacdo antigeno Regido P01876 UP 70.2
adaptativa Extracelular
AO0A8I3PXR5 Cordina processo de Proteina de Regido Q9H2X0 UP 92.5
A0A8I3Q4Q0 especificacdo de desenvolvimento | Extracelular
padroes
AOA8I3PIK8 Alfa-2-HS- regulacao da atividade do Aparelhode | P02765 Down 69.2
glicoproteina resposta inibidor da Golgi
inflamatoria endopeptidase do
tipo cisteina
AOA8I3NFJ3 Proteina de aumento da ligacdo de actina Regido P02774 Down 82.8
AOA8I3NFP8 ligacdo a atividade Extracelular
AOA8I3RWX vitamina D quimiotética de C5
3 alfa para
neutrofilos na
inflamacdo e
ativacdo de
macrofagos
AOABI3NFNO Proteina de aumento da ligacdo de actina Regido P02774 Down 82.8
ligacdo a atividade Extracelular
vitamina D quimiotatica de C5
alfa para




o1

Cadigo de Proteina Processo Biologico Funcéo Componente | Codigos | Diferencialmente % de
Acesso Molecular Celular Homo expressas similaridade
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ativacdo de
macrofagos
AOA8I3NU27 . . . . P01876 UP 70.2
Q8WNNG6 Superdxido remocao de ligacdo de ions de Citosol P00441 UP
dismutase [Cu- | radicais superoxido cobre
Zn]
AOA8I3RZS1 | Imunoglobulina resposta imune ligacdo antigeno Regido P01876 UP 70.2
adaptativa Extracelular
AOA8I3MCD | Imunoglobulina resposta imune ligagéo antigeno Regido 86.5
6 adaptativa Extracelular
AOA8I3Q3B7 | TAO kinase 3 resposta celular ao atividade citoplasma P80192 98.5
estimulo de dano inibidora de
ao DNA quinase
AOA8I3P3N6 Anidrase transporte de atividade citosol P23280 88.1
carbonica dioxido de carbono carbonato
desidratase
AOAB8I3P587 | Imunoglobulina Membrana 58.7
- IGHM
AO0A8I3P7269 | Serpinfamily A | regulacdo negativa atividade do espaco 075635
member 7 da atividade da inibidor da extracelular
endopeptidase endopeptidase do
tipo serina
P60524 Subunidade beta | processo catabdlico complexo P68871 89.7
da hemoglobina de perdxido de haptoglobina-
- HBB hidrogénio hemoglobina
A0A8I3P8Q5 Regulador Q5SV97 52.1
induzido por

PPARGC1e
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ESRR, musculo
1
AOA8I3PBR7 | Cininogénio 1 atividade do P01042 74.1
inibidor da
endopeptidase do
tipo cisteina
A0A8I3P225 GLOBIN transporte de O2 85
domain-
containing
protein
AOABI3S3A0 | Peroxirredoxina atividade de Membrana Q13162 99.4
1 peroxidase
AO0A8I3P3K1 | Imunoglobulina Membrana 80.8
- IGHM
P02648 Apolipoproteina | estabilizacdo de ligacdo lipidica particulade | P02647 85
Al proteinas lipoproteina
de alta
densidade
018840 Actina, motilidade celular ligacdo de citoesqueleto | P60709 100
citoplasmatica 1 proteina quinase
P19006 Haptoglobina resposta atividade de espaco P0O0738 80.5
inflamatoriaaguda | endopeptidase do | extracelular
tipo serina
AOA8BI3NM85 Membro da Membrana | Q9UJA9 87.5
familia
Ectonucleotideo
pirofosfatase/fos
fodiesterase 5
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AO0A8I3QM75 | Serotransferrina | Transporte de ions Regido 71
extracelular
AOA8I3MWS Glicoproteina componente | P04217 65.5
0 alfa-1-B integral da
membrana
AOABI3RXA2 | Cadeiaalfade coagulcdo do Membrana P02671 63.8
fibrinogénio sangue
AOAB8I3N5H6 | Dedo de zinco Q7Z2W4 68.8
tipo CCCH
contendo 13
AOABI3QCF9 | Imunoglobulina Membrana 85.8
- IGHM
A0A8I3S271 Proteina Adesé&o celular Membrana 40.9
contendo
dominio
ICAM_N
AOABI3NBD6 | Cadeia beta de coagulacéo do regido P02675 84
fibrinogénio sangue extracelular
AO0AB8I3NS90 : : : 73
AOA8I3Q3I16 | Proteina de dedo regulacdo da ligagéo de ions Q14149 85.6
de zinco 41 transcricao, metalicos
modelada por DNA
AO0A8I3PB96 | Imunoglobulina : Membrana 85.8
- IGHM
AOA8I3PZG4 quinase de Q9UKES 99.3
interagdo

TRAF2 e NCK
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AOAB8I3NNK?2 Receptor de transporte de ions canal ionico Membrana | Q8TCU5 95
glutamato controlado por celular
ligante
AOA8I3MX03 Proteina Homdlogo de 74.9
contendo o serina protease
dominio
Peptidase S1
P60529 Subunidade alfa | processo catabdlico atividade complexo de | P69892 83.7
da hemoglobina de perdxido de transportadorade | hemoglobina
hidrogénio oxigénio
AO0A813Q410 | Bromodominio regulamento de ligacdo de DNA Nucleo Q9UIF8 96
adjacente ao transcricdo
dominio dedo de
zinco 2B
AOABI3PNEL | Subunidade alfa | transporte de calcio | canal de calcio Membrana | 060840 93.7
do canal de
calcio tipo L
dependente de
voltagem
AOA8I3PVG6 | [Histona H3]- organizagéo da atividade Nucleo Q8VvCD 88.1
trimetil-L- cromatina dioxigenase 7
lisina(9)
demetilase
AOABI3NXZ9 | Peroxirredoxina oxidorredutase Membrana Q13162 88.2
2
AOA8I3MJB5 | Atlastin GTPase atividade GTPase | Membrana | Q6DD88 95.3

1
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P49822 Albumina regulacdo negativa | ligag&o de acidos espaco P02768 80.4
do processo graxos extracelular
apoptotico
AOA5B8JID5 Subunidade Transporte de 02 atividade complexo de | P69905 83.8
alfal da transportadorade | hemoglobina
hemoglobina oxigénio
AO0A813MJ33 Proteina Transporte de O2 atividade complexo de 83.1
contendo transportadorade | hemoglobina
dominio oxigénio
GLOBIN
AOA8I3MY51 Albumina regulacéo negativa | ligagdo de &cidos Espaco P69905 81.9
do processo graxos extracelular
apoptaético
AOA8I3MY68 Albumina regulacdo negativa | ligagdo de acidos Espaco P69905 78.2
do processo graxos extracelular
apoptotico
AOA8I3POW1 : : : : 66
AOAB8I3PIB9 Proteina Transporte de 02 atividade complexo de 86.4
contendo transportadorade | hemoglobina
dominio oxigénio
GLOBIN
AOA8I3P260 : : : 70.7
AO0A8I3P615 | Citocromo P450 ligacdo de ionsde | Citoplasma | P20853 96.8
familia 26 ferro
subfamilia B
membro 1
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AOA8I3PC15 Proteina Transporte de O2 atividade complexo de 84.4
contendo transportadorade | hemoglobina
dominio oxigénio
GLOBIN
AO0A8I3PH35 Proteina Transporte de O2 atividade complexo de 87.8
contendo transportadorade | hemoglobina
dominio oxigénio
GLOBIN
AOA8I3PPR1 Proteina regulacao positiva ligacdo de ions Citosol Q19775 82.2
fosfatase, da expressao metalicos
dependente de génica
Mg2+/Mn2+ 1F
AOA8I3RPI16 Proteina Transporte de O2 atividade complexo de 83.1
contendo transportadorade | hemoglobina
dominio oxigenio

GLOBIN
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