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1. INTRODUCAO

O calicivirus felino (FCV) é um patodgeno altamente contagioso com ampla
distribuicdo e de importancia clinica em felinos domésticos, responsavel por
doencas respiratorias, orais e sistémicas. Embora seja frequentemente associado
a Ulceras orais, particularmente na lingua e no palato, bem como a sinais leves de
infeccdo respiratoria, o FCV pode ser encontrado em portadores assintomaticos,
ao mesmo tempo, que a infeccdo por variantes mais virulentas pode causar
sindromes graves como a Doenca Sistémica Virulenta (FCV-VSD).(HOFMANN-
LEHMANN et al., 2022)

O FCV é pertencente do género Vesivirus e da familia Caliciviridae. Trata-se
de um virus ndo envelopado de morfologia icosaédrica, com RNA genémico de fita
simples de sentido positivo, linear, de aproximadamente 7,5 kb (VINJE et al., 2019).

A resposta imune inata desempenha papel fundamental para a defesa contra
agentes infecciosos, sendo mediada pela liberagdo de citocinas, moléculas
sinalizadoras cruciais secretadas a nivel celular. Alguns tipos de infeccdo
estimulam a producdo de citocinas proé-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) que possui multiplas fun¢fes bioldgicas, como a inducgdo de
apoptose, a modulacao da resposta imunoldgica e a protecédo celular (KALLIOLIAS;
IVASHKIV., 2016). No entanto, ainda ha uma lacuna no entendimento da sua
dindmica especifica durante a infeccéo por FCV.

O objetivo do estudo foi avaliar a expressdao génica (mMRNA) da citocina
inflamato6ria TNF-a, mediante a infeccdo com FCV em células de Crandell-Rees
Feline Kidney Cell (CRFK) utilizando diferentes multiplicidades de infecg&o viral
(MOI) e tempos.

2. METODOLOGIA

Os testes foram conduzidos utilizando placas de 24 pogos com cultivos
celulares de CRFK, divididas em grupo controle e grupos infectados com FCV em
1,101 (0.1), 102 (0.01), 103 (0.001) MOI. As placas foram incubadas por 6h e 24h
em estufa com 5% CO2 a 37 °C, mantidas em MEM (Meio Essencial Minimo)
enriquecido com soro fetal bovino (SFB) a 10%. A extracdo de RNA total foi
realizada utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen™). A quantificacédo e avaliagdo
da pureza foram realizadas por espectrofotometria usando o NanoDrop® (Thermo
Scientific™), e o RNA foi padronizado para uma concentracdo de 25 ng/uL. A
sintese do cDNA foi efetuada com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems™), conforme as recomendac6es do fabricante.
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A testagem das amostras foi realizada em duplicata, através do termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) utilizando 2 pL de
amostra (50ng), 5 pL de GoTaq® gPCR Master Mix (Promega™), 0,1 uL de CxR
Reference Dye, 0,25 uL primer foward (PF), 0,25 pL primer reverse (PR) (10uM/pL)
e 2,4 yL de 4gua ultrapura livre de DNAase e RNAse (SIGMA™),

Foram selecionados primers felinos (Tabela 1) para deteccdo do mRNA
para GAPDH e p-actina (controles enddégenos) e TNF-a. As condi¢cdes de
termociclagem consistiam em etapa inicial de desnaturacéo por 10 minutes a 95°C,
seguida por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. A curva de
dissociacao foi gerada com 95°C por 15 segundos, 55°C por 1 minuto e 95°C por
15 segundos.

Para andlise da expressao génica foi utilizado o método Delta-Delta Ct (AACt)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(One-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (p<0,05) para comparacgdes
multiplas, através do software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA).

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados

Genes Sequéncias (5’-3’) Referéncias
F— CATCAATGGAAAGCCCATCAC
GAPDH  R.cccacTacacTccacaacatac  KHAIRetal (2022)
F- CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT
R- ACTCCTGCTTGCTGATCCAG
F— CTTCTCGAACTCCGAGTGACAAG

NP4 R.CCACTGGAGTTGCCCTTCA KIPAR et al. [2006)

B-actina ALCHLEITNER et al. (2011)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds analise da expressao relativa, demonstraram que
a infeccdo de FCV foi capaz de induzir a expressao de TNF-a, alcancando os
maiores valores ap6s 24 horas, em 1, 101 e 102 MOI, respectivamente (Grafico 1
e 2). Em seu ponto maximo, 1 MOl em 24h, a inducdo do mRNA de TNF-a foi 107,9
vezes maior quando comparada as células do grupo controle.
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Gréafico 1 e 2. Niveis relativos de mRNA de TNF-a em células CRFK
infectadas com FCV em diferentes multiplicidades de infec¢cao (MOI) e tempos de
incubacéo (6h e 24h). A expressdo de mRNA de TNF-a foi normalizada em relagao
as células controle.

Destaca-se que a expressdo da citocina TNF-a, alcancou valores médios
préximos entre todos as multiplicidades de infec¢cdo nas primeiras 6h, entretanto
apos 24h, os MOls mais elevados mostraram uma correlacéo positiva com os niveis
de expressédo de TNF-alfa, proporcionando uma notavel diferenca entre os grupos.

Nossos achados sugerem que a carga viral, e principalmente, o tempo pés
infeccdo sdo determinantes criticos na modulacdo da resposta inflamatéria.
Sekiguchi et al., (2021) também sugere que diferentes niveis de estimulo viral
podem influenciar a magnitude da resposta inflamatdria, corroborando nossas
observacgdes. Entretanto, em mesmo estudo, observou-se que o pico de inducao
de TNF alfa foi alcangado em um MOI de 1072 apds 24 horas, seguido por uma
diminuicdo nos niveis de expressdo a medida que a carga viral aumentava. Essa
reducdo foi atribuida a efeitos citopaticos do virus, que resultaram em uma
diminuicdo da viabilidade celular. A divergéncia entre nossos resultados e os de
Sekiguchi et al., (2021) pode ser relacionada as caracteristicas especificas da cepa
viral utilizada em nosso experimento, que pode apresentar diferentes padrdes de
citopatogenicidade.

Embora seja uma importante citocina associada a resposta imune, a
producdo exacerbada de TNF-a pode ocasionar o desenvolvimento de quadros
deletérios de inflamacédo excessiva ou crbnica, e em niveis sistémicos levando ao
choque endotoxico (KALLIOLIAS; IVASHKIV., 2016). Nesse contexto alguns
estudos sugerem que super inducdo do TNF-a a nivel tecidual local e sistémico
pode desempenhar um papel crucial na exacerbacdo dos sintomas durante a
infeccdo por calicivirus (FOLEY et al., 2006).

Nossa pesquisa, reforca a relevancia de investigar as dinamicas temporais
e as concentracdes virais para compreender melhor as respostas inflamatérias em
infeccbes virais. Além disso, embora ainda em etapas iniciais, esses processos
podem auxiliar no direcionamento de estudos futuros que explorem como o
bloqueio dessas citocinas pode atenuar o0s sintomas clinicos e melhorar o
prognadstico de gatos infectados.

4., CONCLUSOES

A infeccdo pelo calicivirus felino em células CRFK induziu uma resposta pro-
inflamatoria significativa, com aumento da expressdo de TNF-a. A robustez da
resposta, variou entre diferentes tempos e multiplicidades de infeccdo. Esses
resultados fornecem informacgdes importantes para compreensédo dos mecanismos
de patogénese do FCV, assim como indica possiveis estratégias de combate a
infecc@o viral. Também se estabelece como um estudo de base para utilizagbes
futuras do virus como potente indutor inflamatorio em pesquisas de imuno
modulacéo.
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