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RESUMO

SILVA JUNIOR, Abelardo, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
Julho de 2005. Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2): Caracterizac¢io
Molecular e Construcdo de Vetores para Expressio da
Proteina do Capsideo. Orientadora: Marcia Rogéria de Almeida
Lamégo. Conselheiros. Mauro Pires Moraes e Janice Reis Ciacci
Zanella

O genoma do PCV apresenta aproximadamente 1.760 pb, composto de
uma molécula de DNA fita simples, circular e de duas principais fases de
leitura aberta (ORFs): ORF1 que codifica a replicase viral e ORF2 que
codifica a proteina da capside viral. O objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizagao molecular de um isolado de PCV2 e produzir um vetor de
expressio contendo a seqiiéncia do capsideo viral. O DNA de PCV2,
extraido de células SK6 infectadas, foi amplificado por PCR e, em seguida,
confirmado por seqiienciamento. Apos a confirmagao do isolamento, todo o
genoma viral foi amplificado por PCR, inserido em um vetor de clonagem,
e o clone recombinante foi submetido areacdes de seqiienciamento. Foram
realizados ensaios de PCR que amplificavam o0 segmento génico do
capsideo viral e o produto de amplificacao foi inserido em um vetor de
expressio. Este DNA plasmidial foi transfectado em células SK6 livres de
PCV. A expressio da proteina viral foi confirmada por imunofluorescéncia
indireta. A analise da seqiiéncia completa de nucleotideos da ORF1 ¢
parcial ORF2 do clone contendo todo genoma viral mostrou
respectivamente, 99,27% e 97,99% de identidade com as demais
seqiiéncias disponiveis no GenBank. Atualmente, ndo ha nenhum método
vacinal disponivel no mercado para o controle da circovirose suina. OS
resultados obtidos neste traba ho serdo de grande importancia para o inicio

de estudos de vacinagdes em modelos animais.



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Abelardo. Universidade Federa de Vigosa, July 2005.
Porcine circovirus type 2 (PCV2): Molecular Characterization and
Vectors Construction for Capsid Protein Expression. Advisor:
Marcia Rogéria de Almeida Lamégo. Committee members: Mauro
Pires Moraes and Janice Reis Ciacci Zanella

PCV presents a single-stranded circular DNA genome of
approximately 1760 bp, with two main open reading frames (ORFs): ORF1
that encodes viral replicase and ORF2 that encodes viral capsid protein.
The am of this work was to perform a molecular characterization of a
PCV 2 isolate and produce an expression vector containing the sequence of
viral capsid protein. PCV2 DNA extracted from infected SK6 cells, was
amplified by PCR and then confirmed by sequencing. After confirmation of
PCV?2 isolation, all viral genome was amplified by PCR and inserted in a
cloning vector, and the recombinant clone was sequenced. To ORF2
subcloning, PCR assays that amplified the genomic segment of capsid
protein were performed and the PCR product was inserted in an expression
vector. This plasmidial DNA was transfected in SK6 cells free of PCV. The
expresson of the viral protein was confirmed by indirect
Imunofluorescence methods. ORF1 complete nucleotide sequence analysis
and ORF2 partial nucleotide sequence analysis reveded respectively,
99.27% and 97.99% of identity with sequences retrieved from GenBank.
Until now there is no available vaccinal method to control swine
circovirosis. The results obtained in this work will be of great importance

to the beginning of vaccination studiesin animal models.



1. INTRODUCAO

A suinocultura industrial tem mostrado um significante crescimento
nos ultimos anos, sendo responsavel por grande participacdo na economia
do agronegécio mundial. Um ponto importante desse crescimento na
produgdo envolve o aprimoramento de técnicas de manejo, nutrigao e
reprodugdo de animais geneticamente melhorados. Entretanto, falha nos
programas de sanidade pode comprometer o lucro da producéo.

Dentro do panorama mundial de globalizagdo, onde o
desenvolvimento do setor mostra um intenso crescimento do transito de
animais e produtos entre paises, ha maiores possibilidades da emergéncia
de doengas consideradas exdticas e, portanto, demanda uma maior atengdo
nos programas de sanidade. Baseado neste contexto, os agentes infecciosos
de suinos tém recebido grande atengdo. A partir da década de 90, muitos
paises tiveram grandes perdas produtivas devido a agentes patogénicos,
principal mente virus.

O circovirus suino (PCV) esta amplamente distribuido em suinos por
todo o mundo (DULAC et al., 1989; TISCHER et al., 1995; TISCHER et
al., 1986).

O PCV foi primeiramente identificado como um contaminante das
células PK-15 (TISCHER e al., 1982) e subseqiiente classificado dentro da
familia Circoviridae (LUKERT et al., 1995). O PCV ¢ um pequeno virus
nao envelopado contendo um genoma de DNA fita ssimples circular e
reconhecido como um patégeno de suino a partir da década de 90. Dois
tipos de PCVs tém sidos caracterizados e designados, PCV tipo 1 (PCV1) e
PCV tipo 2 (PCV2), os quais sio relacionados geneticamente e
antigenicamente. Infeccdes experimentais de suinos com PCV1 néo
produzem doenga clinica, sendo este virus considerado nao patogénico aos

suinos (ALLAN et al., 1995; ALLAN & ELLIS, 2000; BOLIN et al.,



2001). Diferentemente do PCV1, o PCV2 tem sido associado a uma
sindrome denominada circovirose suina.

Analise da seqiiéncia de nucleotideos demonstrou que o agente
causal da sindrome da refugagem multissistémica pos-desmame (PMWYS)
refere-se a0 PCV2, diferente do PCV1 contaminante das células PK-15
(HAMEL et al., 1998; MEEHAN et al., 1998; MOROZOV et al., 1998). A
Identidade entre as duas seqiiéncias de nucleotideos do PCV1 e PCV2 ¢
menor que 80% e ambas possuem seis fases de leitura aberta (ORFs)
(BASSAMI et al., 1998; HAMEL et al, 1998, MEEHAN et al., 1998,
MOROZQV et al., 1998).

Evidéncias mostram que outras enfermidades, além da PMWS, estdo
associadas a0 PCV2, como a sindrome da dermatite e nefropatia suina
(PDNS), pneumonia necrotizante e proliferativa (PNP), tremor congénito
(CT-All), miocardite perinatal e falhas reprodutivas (ALLAN & ELLIS,
2000).

O primeiro isolamento brasileiro foi realizado na Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA SUINOS E AVES — Concérdia,
SC), onde 0 antigeno de PCV2 foi detectado por testes de imunoperoxidase
e pela presenga de lesdes caracteristicas da PMWS em amostras de tecidos
(CIACCI-ZANELLA & MORES, 2001).

Os prguizos economicos causados pela circovirose suina sao
grandes. Anualmente, cada vez mais sao descritos casos novos da doenga,
diminuindo assim a produtividade das granjas afetadas. Atualmente, o
unico controle da doenca estd na corre¢do do manejo sanitario da granja e
métodos vacinais que evite a ocorréncia da infeccdo ainda estdo sendo

testados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O circovirus suino e aspectos moleculares

O circovirus suino (PCV) é um pequeno virus ndo envelopado que
contém uma fita simples de DNA de 1,76 Kb. O PCV ¢ classificado dentro
da familia Circoviridae, a qual possui outros membros. virus da anemia
infecciosa das galinhas, virus da doenga do bico e das penas de psitacideos
e circovirus dos pombos (BASSAMI et al., 1998, MANKERTZ et al,
1998a; MANKERTZ et al,, 2000; MEEHAN et al., 1997, MEEHAN et
al., 1998; TODD et al,, 1991).

O PCV ¢ resistente a inativagdo pos-exposi¢ao a pH 3,0,
cloroférmio, a temperaturas variando de 56° C a 70°C, possui um gradiente
de densidade em CsCl de 1,33-1,34 mg/mL e um coeficiente de
sedimentagdo de 57S comparado ao coeficiente de sedimentacdo do
enterovirus bovino (ALLAN et al., 1994b).

O genoma do PCV1 e PCV2 contém 1759 pb ¢ 1768 pb,
respectivamente (HAMEL er al., 1998; MEEHAN et al, 1997), Sio
organizados de forma similar e possuem 76% de identidade entre si.
Ambos contém duas principais fases de leitura aberta (ORFs): ORF1 e
ORF2 (Figura 1) (HAMEL et al, 1998, MEEHAN et al, 1997,
MEEHAN et al., 1998; MOROZOV et al., 1998).

A ORF1 codificauma proteina associada a replicagdo (proteina Rep),
essencia paraareplicacao. A ORF2 codifica uma proteina que possui uma
seqiiéncia conservada de aminoacidos basicos no terminal aminico, sendo
envolvida na formagao do capsideo viral (NAWAGITGUL et al., 2000).
Ha uma identidade de 85% da ORF1 entre PCV1 e PCV2 e 65% de
Identidade da ORF2 entre PCV1 e PCV2 (CASTRO et al., 2003). A
proteina codificada pela ORF2 do PCV1 e PCV2 s3o similares no tamanho
em aproximadamente 30 kDa (HAMEL et al, 1998; MEEHAN et al,



1998; MOROZOQV et al., 1998). A ORF1 do PCV1 e PCV2 possui 936 e
942 pb, respectivamente, e a ORF2 de ambos os PCVs possui 699 pb
(HAMEL et al., 1998; MEEHAN et al., 1997).

Reacdes entre soros de suinos anti-PCV2 e peptideos sintéticos
revelaram que ha trés possiveis regides imunoreativas na capside viral
(MAHE, et al., 2000). LEKCHAROENSUK et al. (2004) demonstraram
gue as regides de aminoacidos correspondentes as posi¢oes 47 a 63, 165 a
200 e os trés ultimos aminoacidos do terminal carboxilico do capsideo viral
estdao envolvidas na formagdo dos epitopos imonuoreativos. Os primeiros
46 residuos de aminoacidos da capside viral correspondem a aminoacidos
basicos ¢ nao estdo envolvidos na formagdo conformacional dos epitopos
(HAMEL et al., 1998). Estes residuos podem estar envolvidos naformagao
da superficie interna da proteina que interage com as cargas negativas do
DNA vira durante a montagem do virus (LEKCHAROENSUK et al.,
2004).

O PCV replica no nacleo da célula infectada pela formagao de uma
fita dupla (RF dsDNA) por circulo rolante (TISHER et al, 1995). A
replicagao in vitro do DNA do PCV mostra ser dependente das enzimas da
fase S do ciclo de crescimento celular. A replicagdo somente se inicia apos
a passagem da célula pela mitose (TISCHER et al., 1995). Durante a fase
G1 do ciclo de crescimento celular, o fator de ativagao AP-1 ¢ produzido e
este se liga especificamente a seqiiéncia consenso TGA (C/G) TCA
(FRANZA et al., 1988). A seqiiéncia TGAGTCT, que ¢é similar ao sitio de
ligagdo AP-1, ¢ identificado no genoma do PCV.

MANKERTZ et al. (1998b) demonstraram a presenca de uma
seqiiéncia (5’-TAGTATTAC-3%), denominada de elemento estruturalmente
conservado, localizado na regido intergénica da ORF1 ¢ ORF2 como a
origem de replicagdo e, também, como sitio de atuacdo da proteina Rep. A

identidade entre as proteinas essenciais para a replicagdo (Rep), indicam



gue ambos os PCVs sio relacionados aos nanovirus de planta (MEEHAN
et al., 1997). Adjacente a0 elemento estruturalmente conservado, ha
hexameros (5’-CGGCAG-3’) repetidos quatro vezes, H1-H4 (nt 785-813).
Os hexameros H2 e H3 sdo separados por 5 pb, a seqiiéncia H4 possui uma
unica diferen¢a de nucleotideos (5’-CGTCAG-3’) (STEINFELDT et al.,
2001). Estudos preliminares mostraram que ha nove RNAs-PCV2 (CR,
Rep, Rep’, Rep3a, Rep3b, Rep3c, NS515, NS672, e NSO) e 12 RNAs-PCV1
(CR, Rep, Rep’, Rep3a, Rep3b, Rep3c-1, Rep3c-2, rep3c-3, Rep3c-4,
Ns462, Ns642,e NSO) que foram detectados durante a infecgdo de células
PK-15 (CHEUNG, 2003a). O RNA Rep ¢ capaz de codificar toda a cadeia
protéica da Rep, e parece ser um transcrito primario que origina os outros
RNAs por processamento (CHEUNG, 2003b).
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Figura 1-(A)- Estrutura genética do PCV. Em destaques estdo a ORF2 que codifica a

proteina do capsideo viral e também a ORF1 que codifica as proteinas de

replicagao (Rep). Em preto, ¢ mostrada uma regido intergénica que origina

uma estrutura em forma de grampo, a origem da replicagio do PCV.

(B)- Representacao esquematica do genoma viral. Estio representadas as
duas principais ORFs do genoma viral, a ORF1 e ORF2. A regido intergénica
(RI em 1) apresenta uma estrutura em forma de grampo. No apice da estrutura

¢ mostrado o elemento estruturalmente conservado, onde ocorre a clivagem

pela proteina Rep e o inicio do processo replicativo. Podem ser observados

também o TATA Box (colchete) e Hexameros (seta) (MANKERTZ et al,

1997).



2.2. Aspectos epidemiologicos

Em 1996, no oeste do Canada, uma nova doenga infecciosa surgiu
em suinos livres de patogenos especificos (SPF), sendo identificada e
notificada por CLARK & HARDING (1997). Posteriormente, esta doenca
foi denominada de sindrome da refugagem multissistémica (PMWS). Esta
sindrome foi identificada e reconhecida em animais da Asia, América do
Sul e do Norte e Europa (LECANN et al., 1997; SEGALES et al., 1997,
SPILLANE et al., 1998, CHOI & CHAE, 1999; HINRICHS et al., 1999,
ONUKI et al., 1999; ALLAN & ELLIS, 2000; CHOI et al., 2000; KISS et
al., 2000; VYT et al., 2000; WELLENBERG et al.,, 2000, BOREL et al.,
2001; TRUJANO et al, 2001, ALLAN et al, 2002, CELER &
CARASOVA, 2002; SARRADELL et al, 2002, SAOULIDIS et al,
2002). Isto indica que a infec¢ao pelo PCV2 ¢ distribuida mundialmente,
causando, portanto, Sérios impactos econOmicos na induastria mundial
produtora de suinos (FENAUX et al., 2000).

CIACCI-ZANELLA et al. (2003) detectaram por PCR a presenga do
DNA viral em amostras de lesdes teciduais de 20 animais de 5 a 12
semanas de idade de diferentes granjas da regiao sul do Brasil,
confirmando o diagnostico do PCV2 como agente etiologico da PMWS no
Pais.

O PCV1 tem mostrado ser capaz de infectar células de suinos e
bovinos in vitro, mas ndo ¢ capaz de infectar células humanas ou de ovinos
(ALLAN et al., 1994b). Foi demonstrada a excregao de PCV1 em fezes e
muco nasal de 13 a 14 dias pos-infecgdo em animais soro negativos e
infectados experimentalmente (TISHER et al., 1986). Uma associagcdo de
PCV2 com abortos foi descrita no Canada e antigenos de PCV2 foram
Identificados em lesbes de fetos abortados (WEST et al., 1999).

O 4cido nucléico viral foi detectado em fezes, saliva e “swabs”

oculares em suinos apos trinta ¢ um dias de infec¢do com PCV2 isolado de



cultivo celular (KRAKOWKA et al., 2000). A técnica de PCR foi usada
também para detectar a presenga do acido nucléico do PCV2 em fezes,
urina e “swabs” nasais de animais naturalmente infectados pelo circovirus
suino (CALSAMIGLIA et al., 2001, SIBILA et al., 2001). Baseado nestes
estudos, 0 PCV2 pode também ser transmitido por secregdes oronasais,
fezes e urina (SEGALES et al., 20024).

A morbidade e mortalidade da doenga sdo variaveis entre granjas ¢
entre baias da mesma granja. Normalmente, as taxas variam entre 4-30% e
70-80%, respectivamente (SEGALES et al., 20024).

2.3. Patogenia

As bases patogénicas da qual o PCV2 ¢ associado a PMWS ainda sdo
pouco esclarecidas. De fato, a relagdo entre o PCV2 e algumas
manifestagdes de agravo tém sido estabelecidas ndo somente na presenca
do virus como agente causal unico da doen¢a (SEGALES et al., 2004).

Alguns autores tém argumentado a necessidade de uma co-infecgao
para 0 desenvolvimento da doenca (ALLAN et al., 1999; CHO & CHAE,
2000) ou cofatores (ALLAN et al., 2000; KRAKOWKA et al., 2001;
KYRIASKIS et al., 2001). A PMWS tem sido associada a combinagao do
PCV2 com outros patdégenos virulentos, como o virus da sindrome suina
reprodutiva e respiratoria (PRRSV), virus da influenza suina, parvovirus
suino (PPV), Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoneiae,
Streptococcus suis € Mycoplasma hyopneumoniae (KIM et al., 2002
PALLARES et al., 2002). Estas infecgdes podem confundir e complicar a
apresentacao clinica da doenga.

Exames hematol 6gicos revelaram uma reducdo de linfécitos T CD4"
e células B, resultando em um quadro de deplegdo linféide nos animais
doentes (SEGALES et al., 2001). Os niveis de mRNA de IL-1a e IL-10

demonstraram estar aumentados nos animais afetados, e niveis de mRNA



de IL-2 e IL-2Ra (CD25) parecem sofrer uma redugdo (SIPOS et al,
2004).

Analises na cinética celular mostraram uma linfopenia conseqiiente
da diminuicdo de linfocitos B CD21" e linfocitos T CD3" . Toda a
subpopulcio de linfocitos Th de memdria CD3*CD4'CD8", Th “naive”
CD3"'CD4'CDS8, células Tc CD3"CD4 CD8" e células y6 TCR™ CD3'CD4
CD8 foram susceptiveis a infecgao pelo PCV2. As células NK CD3 CD4
CD8" foram também diminuidas nos animais afetados com PMWS
(NIELSEN et al., 2003).

O PCV pode replicar em culturas de macrofagos ¢ monocitos de
bovinos e suinos (ALLAN et al, 1994a). Em culturas de macrofagos
alveolares de suinos, o PCV nao afeta a habilidade da célula em fagocitar e
eliminar células que estdo acopladas ao complemento ou que expressam
receptores Fc para ligagao de imunoglobulinas. MCNEILLY et al. (1996)
observaram um aumento transiente no complexo de histocompatibilidade
(MHC) daclasse | em células infectadas com PCV e uma diminuig¢do na
expressio de MHC classe II. Um estudo preliminar mostrou que o PCV2
pode causar viremia e que 0 virus pode replicar em fetos causando morte
feta e mumificagcdo (PENSAERT et al., 2004). Esses dados mostram a
incapacidade de animais severamente afetados pelo PCV2 de apresentar
uma resposta imune eficiente, entretanto, nao esta totalmente claro como o

virus atua sobre as células do sistema imune de animais infectados.

2.4. Sinais clinicos e aspectos patologicos

A PMWS ¢ a sindrome mais importante causada pela infeccao do
circovirus suino (HARDING, 2004). Os sinais clinicos que formam a base
para 0 diagnostico preliminar sdo perda de peso, dispnéia, aumento dos
linfonodos, diarréia, palidez da pele e ictericia (HARDING & CLARK,
1997; HARDING et al., 1998, CONTTRELL et al., 1999; HARMS, 1999).
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Os snais clinicos da PMWS sao tipicamente encontrados em animais de 7
a 15 semanas de idade (HARDING et al., 1998).

A sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS) é uma doencga
gue afeta animais de 1,5 a 4 meses de idade (SMITH et al, 1993;
THIBAULT et al., 1998). Nos casos fatais, Sdo observadas lesdes cutaneas
gue consistem em vasculite necrotizante que afetam a derme, levando a
uma necrose subcutanea ¢ ulceras hemorragicas dermais (CHOI & CHAE,
2001; DURAN et al., 1997; SMITH et al., 1993; THIBAULT et al., 1998).

O tremor congénito em suinos ¢ causado pela desmielinizagdo da
medula cerebral e espinhal. A mortalidade pode alcangar taxas acima de
50%, como resultado da incapacidade motora do animal. A associagao do
PCV?2 ao tremor congénito ¢ controversa (CHAE, 2004). Estudos também
mostram a hipotese de que o PCV1 e PCV2 nio estdo ligados ao tremor
congénito (KENNEDY et al., 2003).

A pneumonia necrotizante proliferativa (PNP) foi inicialmente
descrita em 1990 no Canada, como um problema respiratorio em animais
de creche e terminagao (MORIN et al., 1990), podendo ser causada pelo
virus influenza A (GIRARD et al, 1992). Entretanto, outros estudos
mostraram que a PNP pode ser resultado da co-infecgdo do PRRSV e
PCV2 (PESCH et al., 2000).

Existem estudos da associacdo do PCV2 a falhas reprodutivas. Os
indicadores clinicos em granjas afetadas incluem elevadas taxas de abortos,
retorno ao cio e mumificagido fetal (JOSEPHSON & CHARBONNEAU,
2001; KIM et al, 2004; LADEKJAER-MIKKELSEN et al, 2001,
O’CONNOR et al, 2001; WEST et al., 1999). O desenvolvimento de
animais persistentemente infectados seguido da infec¢do uterina pode ser
afirmado com base na evidéncia de recém nascidos com viremia e auséncia
de anticorpos anti-PCV  nao detectados na imunofluorescéncia
(OHLINGER et al., 2000).
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O aumento dos linfonodos (principamente o inguinal,
submandibular, mesentérico e mediastinal) é uma das alteragdes
patol 6gicas mais comum de animais com PMWS. Em menor propor¢ao de
ocorréncia, os linfonodos podem apresentar areas de necrose multifocal
visiveis macroscopicamente. Uma porcentagem de animais afetados pela
PMWS pode apresentar também atrofia e descoloragdo hepatica,
principalmente em casos de ocorréncia de ictericia tipicamente evidente, €
0 cortex renal com focos de necrose (SEGALES et al., 20024).

As principais lesdes histologicas apresentadas pela PMWS incluem a
presenca de linfohistidcitos e granulomas inflamatérios nos pulmdes, rins e
tecidos linfoides, assim como, deplecao linféoide (CLARK, 1997).
Pneumonia intersticial subaguda ¢ comum nas lesdes pulmonares
(ROSSELL et al, 1999). Em aguns casos ¢ possivel ver grandes
histiocitos e células gigantes multinucleares na area alveolar. NOS casos
cronicos, € possivel verificar uma bronquiolite fibrosa (CLARK, 1997,
SEGALES et al, 2002a). As lesdes hepaticas tém sido descritas pela
ocorréncia de infiltrado inflamatorio na area portal, necrose de hepatdcitos,

expansio e vacuolizagao do citoplasma de hepatocitos (CLARK, 1997).

2.5. Diagnéstico

O diagnostico definitivo das doengas relacionadas ao PCV2 ¢
baseado na detec¢do do antigeno ou acido nucléico viral associado as
lesdes ¢ sinais clinicos causados pela doenga (ALLAN & ELLIS, 2000).
Nao ha efeito citopatico causado pelo PCV em cultivo celular. Métodos de
diagnostico que sdo mais rotineiramente utilizados para detectar o PCV2
incluem hibridizacdo in situ (IHS), imunohistoquimica (IHC), ensaios de
imunofluorescéncia (IIF) (ELLIS et al., 1998, 1999; MOROZQV et al,
1998; ALLAN et al.,, 1999), assim como areagdo da polimerase em cadeia
(PCR) (ALLAN et al., 1999; LAROCHELLE et al., 1999), eanalises do
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polimorfismo dos fragmentos em ensaios de enzimas de restricio (RFLP)
(NAYAR et al, 1997). O acido nucléico do PCV2 ¢é detectado no
citoplasma de histiocitos, de células gigantes multinucleares e outras
Células da linhagem de macrofagos ¢ mondcitos, assim como macréfagos
alveolares, células de Kupffer e células dendriticas de tecidos linfoides
(ROSELL et al., 1999; ALLAN & ELLIS, 2000). Também ¢é possivel
detectar o PCV2 em animais clinicamente normais, nestes casos a massa
viral permanece baixa e as lesdes possuem intensidade muito baixa
(QUINTANA et al., 2001).

Os diagnosticos diferenciais da circovirose suina podem ser amplos,
dependendo dos sinais clinicos apresentados pelos animais da granja.
Primeiramente e mais importante ¢ incluir na lista de doencas diferenciais
as enfermidades respiratorias, principalmente a PRRS; entretanto, a
soroprevaléncia do PRRSV ¢ amplamente distribuida em muitos paises, o
gue torna mais dificil a diferenciacdo da circovirose suina ¢ da PRRS
(SEGALES et al., 2002 b). Além disso, todas as doencas ou condi¢des que
envolvem a refugagem de animais podem ser incluidas na lista de
diagnostico diferencial (HARDING & CLARK 1997).

2.6. Controle

O PCV2 ¢ um virus muito estavel e persistente no meio ambiente da
granja e a redlizacdo da erradicacdo viral torna-se muito dificil
(KAMSTRUP et al., 2004). O tratamento e o controle de animais com
PMWS tém ag¢des de urgéncia nos principios das praticas de manejo
sanitario da granja. Poucas pesquisas tém sido realizadas nesta area
(HARDING, 2004). As mudancas devem ocorrer nas praticas de manejo de
higiene e reducao do estresse em diferentes estagios da criacdo. As medidas
devem ainda incluir a reducao na mistura de animais, fluxo adequado

(todos dentro/todos fora) e redugdo na densidade de animais, especial
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cuidado na castragiao ¢ atencdo na qualidade do ar, qualidade de criagéo
pos-desmame e nos periodos de crescimento (SEGALES et al., 20024).

Outras estratégias para prevenir esta doenca podem incluir a
administragao de produtos imunomoduladores (KRAKOWKA et al., 2001)
e tratamento pos-infecgdo com Soro hiperimune via injegdes subcutaneas, o
gue tem mostrado sucesso na reducdo da mortalidade de animais
severamente doentes (FERREIRA et al., 2001).

Atualmente, existem perspectivas promissoras em relagdo ao
desenvolvimento de um método vacinal para o controle da circovirose
Suina. A grande porcentagem na conservacao de genes estruturais entre
diferentes isolados de PCV2 pode favorecer 0 estudo e a construgao de
agentes vacinais para o controle da circovirose suina (KAMSTRUP et al.,
2004).

FENAUX et al. (2004) avaliaram a eficacia vacinal de um virus
guimérico PCV1-2 e os dados do trabalho mostraram que quando 0s suinos
foram vacinados por via intramuscular com o0 virus quimérico PCV1-2
vivo, assm como imunizados com o DNA desta construcdo, induziram

uma protegao contra a infeccao do PCV?2.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente o isolado de PCV2 encontrado pelo
Laboratorio de Virologia Molecular Animal (LVMA)/BIOAGRO/UFV e
produzir manipulagdes no genoma deste virus, com intuito de produzir
clones contendo toda a seqiiéncia de nucleotideos e outro contendo a

seqiiéncia de nucleotideos codificadores do capsideo viral.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Readlizar acaracterizagao molecular do isolado viral;

. Construir DNAs plasmidiais contendo o genoma completo (FLC) do

circovirus suino;

. Congtruir um plasmideo senso positivo da seqiiéncia codificadora da

capside viral;

. Transfectar o plasmideo contendo a seqiiéncia codificadora da capside

viral em células SK6;

. Detectar a presenca de antigenos virais nas células transfectadas

utilizando ensaios de imunofluorescéncia indireta.
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4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Virologia Molecular
Anima (LVMA)/BIOAGRO/UFV, onde foram realizados todos os ensaios
de biologia molecular e no Laboratério de Virologia Animal/Departamento
de Veterinaria/UFV, onde foram realizados os experimentos de virologia

classica.

4.1. Obtencao e manutencao de isolados virais

Amostras de tecido renal de um animal com infecgio pelo PCV2 de
uma granja da cidade de Ponte Nova com suspeita da sindrome PDNS
foram coletadas em N, liquido, armazenadas a -70°C, maceradas e
homogeneizadas em MEM contendo penicilina (500 U/uL) e
estreptomicina (500 pg/ulL), segundo MONNERAT (2003). Essa mesma
amostra formalizada a 10% foi encaminhada ao setor de Patologia do
Departamento de Veterinaria/UFV para a confecgdo dos cortes histologicos
segundo 0 método descrito por GRIMALDI FILHO (1981). A analise
histologica das amostras utilizadas para o isolamento viral é mostrada na

Figura02. A B

Figura 02. Analise histolégica de amostra de tecido renal. (A) A seta mostra o foco
hemorragico ¢ o tracejado mostra o espessamento da capsula glomerular.
(B) O circulo indica a presenc¢a de infiltrado inflamatorio intraglomerular e

extraglomerular.
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O isolamento do virus foi realizado em cultura de células de linha-
gem de rim de suino “SK6” livres de PCV, mas que mostraram ser
susceptiveis a infecgdo pelo PCV1 ¢ PCV2 (MONNERAT, 2003). Dois
frascos de 25 cm® de células SK6 semiconfluentes, contendo
aproximadamente 3x10° células, foram inoculadas com 1 mL do indcuo e
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO, para adsor¢ao do virus. Em
seguida, 5 mL do meio essencid minimo (MEM-CULTILAB)
suplementado com soro fetal bovino 10% (CULTILAB) e antibioticos
foram adicionados aos frascos e aincubagao prolongada por mais 48 horas.
Logo apdés a incubacdo, as células foram tratadas com D-glicosamina
300mmoles/L (SIGMA) durante 45 minutos e incubadas por 48 horas
(TISCHER et al., 1987). Um dos frascos foi utilizado para a purificagao de
DNA e as cé¢lulas do outro frasco foram transferidas para outro frasco de 25
cm’ para posterior propagagio e a cada duas passagens foram congeladas.
Apos duas passagens, o DNA total foi isolado das células infectadas e nao-
Infectadas e testadas por PCR com a finalidade de se detectar a presenca de
DNA do PCV 2, utilizando os oligonucleotideos descrito na Tabela 3.

As células utilizadas no isolamento viral foram tripsinizadas,
aliquotadas em microtubos de 1,5 mL contendo MEM 70%, soro fetal
bovino 20% e DMSO 10% v/v (VETEC), apdés a confirmacdo do
Isolamento do PCV 2 e, em seguida, armazenadas a-80°C.

Todos os procedimentos de manipulagdes de DNA foram realizadas
de acordo com SAMBROOK et al. (1989).

4.2. Extraciao de DNA

A extragio de DNA da monocamada de células foi executada
utilizando-se culturas celulares de SK6 infectadas ou ndo com amostra de
tecidos de animais com suspeita de infec¢do por PCV2. Para cada extragao,

aproximadamente 3x10° células contidas em um frasco de 25 cm?, foram
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Imediatamente transferidas para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e
adicionada uma solugao 1:1 de TE (TrisCl 10 mM, pHS8,0; EDTA 0,1 mM,
pH 8,0) e tampéo de extragdo (TrisCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM, pH
8,0; SDS 0,5%) e, em seguida, o tubo foi incubado a 37°C por 1 hora. Apés
agitagio, foi acrescentada proteinase K 100ug/mL (GibcoBRL) e a solugao
foi incubada novamente em banho-maria a 56°C até que o tecido se
apresentasse totalmente lisado. Logo em seguida, foi acrescentado igual
volume de fenol saturado com TrisCl 0,5 M, pH 8,0 (INVITROGEN), o
tubo foi invertido durante cerca de 3 minutos, centrifugado a 5000 x g
durante 15 minutos e a fase aguosa (superior) foi retirada e acondicionada
em um novo tubo. Esse altimo passo foi repetido por mais duas vezes com
fenol/cloroférmio (1:1) e, por ultimo, somente com cloroformio (MERCK).
Em seguida, o DNA total foi precipitado com 0,4 volumes de acetato de
amonia 5 moles/L (SIGMA) e 2 volumes de etanol 100% (SIGMA) e
lavado com etanol 70% por duas vezes. O precipitado foi seco,
ressuspendido em um volume de 30 a 100 pL de agua destilada estéril
(MILLI Q) conforme o rendimento de DNA e as amostras analisadas por
eletroforese em gel de agarose 1% (GiBCOBRL), corado com brometo de
etidio 0,5 ng/mL (SIGMA) e visualizado com luz ultraviol eta.

4.3. Oligonucleotideos

4.3.1. Oligonucleotideos utilizados para deteccio do PCV1

Os oligonucleotideos utilizados para detecgdo da possivel
contaminagao das células SK6 com PCV1 foram construidos a partir da
regiao que codifica a replicase viral. A Tabela 1 mostra as seqiiéncias dos

oligonucleotideos utilizados.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas amplificacées por PCR do PCV1.

Designacao Seqiiéncia Coordenados
F110 5-TCCGAGGAGGAGAAAAACAA-3 "Forward"
R751 5-TCTACAGTCAATGGATACCGGTCA-3 "Reverse’

4.3.2. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacio de todo o
genoma do PCV2

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo de todo o DNA
virad do PCV2 foram construidos pela sobreposi¢do de cada
oligonucleotideo no sitio de restricdo da enzima Clal, correspondente a
posicdo 743 do genoma viral. A Tabela 2 mostra as seqiiéncias dos

oligonucleotideos utilizados.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes por PCR de todo genoma

viral.
Designacao Seqiiéncia Coordenados
PCV2FULLF 5-CCATCGATATCCATTGACTGTAGAGAC-3 "Forward"
PCV2FULLR 5- CCATCGATCACACAGTCTCAGTAGATC -3 "Reverse"
e A seqiiéncia de nucleotideos correspondente ao sitio da enzima de restricdo Clal.encontra-se
sublinhada.

e A adigdo de bases degeneradas na extremidade 5° para o aumento da eficiéncia de clivagem

encontra-se em negrito e em italico.

4.3.3. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacio do capsideo
viral do PCV2

Os mesmos oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo do
capsideo viral foram também utilizados para os testes periodicos de
contaminagao acidental das células SK6 livres de PCV2 e detecgdo de
DNA virad em células de isolamento. Na regido terminal 5’ dos
oligonucleotideos foram criados sitios de enzimas de restrigao que Serviram
para 0 acoplamento do fragmento de PCR ao vetor de expressio. A Tabela

3 mostraa seqiiéncia de bases dos oligonucleotideos descritos acima.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nas amplificacées do capsideo viral do

PCV2.
Designacio Seqiiéncia Coordenados
FCAP 5- CGGCTAGCCGATGACGTATCCAAG-Z "Forward"
RCAP 5- GACGCGTCGTTAGGGTTTAAGTG-3’ "Reverse"

e As seqiiéncias de nucleotideos correspondentes aos sitios artificiais das enzimas de restri¢do
Nhel e Mlul presentes nos oligonucleotideos “Forward e Reverse”, respectivamente, encontram-
se sublinhadas.

e A adigdo de bases degeneradas na extremidade 5’ para o aumento da eficiéncia de clivagem

encontra-se em negrito e em italico.

4.3.4. Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento do clone que
contém todo o genoma viral

Os oligonucleotideos utilizados para as rea¢des de sequenciamento
das regidoes mais internas do clone contendo toda a seqiiéncia do PCV2
foram construidos a partir de seqiiéncias da replicase viral. A Tabela 4

mostra a seqiiéncia dos oligonucleotideos descritos acima.

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de sequenciamento.

Designacio Seqiiéncia Orientacio
F426 5- GGTCTTTGGTGACTGTAGGCCGA-3 "Forward"
R516 5- ATCTTCCCGCTCACTTTCAA-3 "Reverse"

4.4. Amplificacao por PCR

A mistura de reagdo para os ensaios de PCR foi preparada em agua
estéril (MILLI Q), consistindo de Tris-HCI 10 mM, pH 9,0 a 25°C
(GiBcoBRL), KCL 50 mM (GiecoBRL), MgCl, 1,5 mM (GisBcoBRL), 0,2
mM de cada um dos dNTPs (GiBcoBRL), 0,3 M de cada oligonucleotideo
(INVITROGEN) e Tag DNA polimerase 2,5 U/uL (PHT). Aliquotas (23

ulL) da mistura de reagdo foram colocadas em tubos de 0,2 mL. Apos a
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adicdo do DNA (2 uL), a mistura foi transferida para um termociclador
(MJC, Inc. PTC-100) pré-aquecido a 80°C. Abaixo Sio mostradas as
temperaturas usadas nas reagoes de PCR (Tabela 5).

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1% (GiBCOBRL), corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL
(SIGMA) e visualizado com luz ultravioleta utilizando os padroes
moleculares PadBlue Hind I11/Xhol € DNA Ladder 100 pb (GiBcoBRL).

Tabela 5. Disposicdo das temperaturas e tempos utilizados nas reacées de PCR

Amplificagdo | Temp. Temp. Temp. Temp.
desnaturacdo |anelamento Polimerazicao Extensio

PCV1 94°C/1min. |55°/1 min. 72°/1 min. 72°/10 min.

Capsideo 94°C/1min. |55°/1 min. 72°/1 min. 72°/10 min.

PCV2

Genoma 94°C/3min.  |50°/1 min. 72°/2 min. 72°/10 min.

completo

4.5. Construcao do clone contendo todo o genoma do PCV2

O fragmento de PCR correspondente aos 1768 pb do PCV2 foi
clonado utilizando o Kit de clonagem p-GEM- T Easy Vector System |
(PROMEGA), seguindo as recomendagdes do fabricante e conforme
representado na Figura 3. Posteriormente, células competentes Escherichia
coli DHb5a, armazenadas a -80°C foram retiradas e descongeladas
lentamente no gelo por aproximadamente 30 minutos. Cerca de 4 uL da
reagdo de clonagem foram adicionados a 200uL de células competentes e
mantidas no gelo por 30 minutos. Posteriormente, as células foram
submetidas a um choque térmico a 42°C por 45 segundos. Apoés o choque

térmico, os tubos foram colocados novamente no gelo, 800 uL de SOC
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(KCI 250 mM, NaOH 5N, MgCl,2 M , Glicose 1 M) foram adicionados e
0s tubos pré-aquecidos a 37°C. A solugao foi incubada a 37°C por 60
minutos a 150 rpm de agitagdo. Em seguida, as células foram plaqueadas
em meio seletivo (LB/ampicilina/X-gal/IPTG) e incubadas a 37°C durante
a noite. Colonias brancas foram selecionadas como positivas e as colonias

azuis foram discriminadas por ndo haver recombinacio.

4.6. Construcao do clone contendo a seqiiéncia senso da capside viral

do PCV2

Quarenta uL do fragmento de PCR de 722 pb, correspondente a
amplificagdo de todo segmento genomico da capside viral ¢ 40 uL do vetor
de expressio em mamiferos pCl-neo (PROMEGA) foram digeridos
separadamente em microtubos de 0,6mL, contendo 1,5 uL (15U) daenzima
de restrigao Mlul (PROMEGA), 5 uL de solugdo salina 10X (Tris-HCl 60
mM, NaCl 1,5 M, MgCl, 60 mM e DTT 10 mM), 0,5 uL de soroalbumina
bovina e 3 pL de agua estéril (MILLIQ) durante 14 horas a 37°C.
Posteriormente, cada reagao foi purificada utilizando o “Kit GFX PCR and
DNA purification” (AMERSHAN BIOSCIENCES) e ressuspendida em 40
uL de agua estéril (MILLIQ), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Trinta e cinco uL das reagdes acima foram digeridas com 0,5 uL (5U) de
Nhel (AMERSHAN BIOSCIENCES), 5 uL de solugéo salina 10X (Tris-
HCl 100 mM, MgCl, 100m, DTT 10 mM e NaCl 500 mM) e 9,5 uL de
dgua estéril (MILLIQ) a 37°C. Apds 14 horas, foram adicionados 3 ulL
(8U) de fosfatase alcalina (PROMEGA) ao vetor e a reagdo novamente
incubada a 37°C por 60 minutos. Cada reagio de clivagem foi novamente
purificada utilizando o “Kit GFX PCR and DNA purification”
(AMERSHAN BIOSCIENCES), seguindo as recomendacdes do fabricante.

As amostras foram visualizadas em gel de agarose 1% (GiBCOBRL) e suas
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concentragdes estimadas. As reacdes de ligagao foram feitas utilizando 2
uL (100 ng) do fragmento de PCR, 0,5 uL (50 ng) do DNA plasmidial,
1uL de solugdo salina 10X (Tris-HCI 300 mM, MgCl, 100 mM, DTT 100
mM e ATP 10 mM), 0,5 uL (1U) da enzimaligase (PROMEGA) e 6 uL de
dgua estéril (MILLIQ) durante 14 horas a 4°C. As reagdes de
transformagoes bacterianas seguiram os mesmos passos descritos no item
4.6, porém as placas usadas continham somente (LB/ampicilina), com
auséncia de X-gad e IPTG. Este clone foi denominado

pClneo/capsideoPCV2, conforme mostrado na Figura 3.

4.7. Triagem bacteriana por PCR

Este procedimento foi realizado com a finalidade de isolar colonias
transformadas recombinantes com o vetor pClneo/capsideoPCV2, uma vez
due o vetor pClneo nao possui nenhum marcador de recombinacao.

Utilizando palitos estéreis, colonias individuais foram coletadas da
placa de transformagdo para outra placa seletiva LB/Amp., com posi¢ao
numerada e o mesmo palito depositado na placa foi colocado em contato
com uma solucao de PCR que continha agua estéril (MILLI Q), consistindo
de Tris-Cl 10 mM, pH 9,0 a 25°C (GiBcoBRL), KCL 50 mM (GiBcoBRL),
MgCl, 1,5 mM (GiBcoBRL), 0,2 mM de cada um dos dNTPs (GiBCOBRL),
0,3 M de cada oligonucleotideo (INVITROGEN) ¢ Taqg DNA polimerase
2,5 U/uL (PHT) em solugdo final de 25 ulL. Para esta reagao foram
empregados os mesmos oligonucleotideos utilizados na constru¢do do
plasmideo contendo a seqiiéncia codificadora do capsideo viral. Cada tubo
de PCR continha 10 diferentes colonias bacterianas. Apos o término das
reacdes, os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%
(GiBCOBRL) e corados em solugdo de brometo de ctidio (SIGMA). De
acordo com o resultado encontrado, novas reacdes de PCR foram realizadas

para selecionar as colonias positivas.
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4.8. Minipreparacao e preparaciao em larga escala de DNA plasmidial

As colonias bacterianas positivas foram repicadas em 2 mL de meio
LB contendo ampicilina 50mg/mL e mantidas durante a noite sob agitacao
(180rpm) a 37°C. Um volume de 1,5 mL da suspensdo de células foi
aliquotado em microtubos de 2mL, centrifugados a 5.000 g por 2 minutos e
0 sobrenadante descartado. Posteriormente, 200 uL da solugao I (Tris-HCI
25 mM, EDTA 10 mM, glicose 50 mM) foram adicionados a0 “pellet”
celular e a mistura agitada. Em seguida, foram adicionados 4 uL de
lisozima 50 mg/mL (SIGMA) e a mistura incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. A mistura, foram acrescentados 200 pL da solugdo
[ (NaOH 0,2 M, SDS 1%) preparada no momento da extragao. Os tubos
foram invertidos lentamente por 6 vezes e mantidos no gelo por no maximo
5 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugdo III
(CH3;COOK 3M, acido acético 2M) gelada. Cada tubo foi invertido
lentamente por 6 vezes e mantidos por 5 minutos no gelo. A solugao foi
centrifugada a 12000 g por 3 minutos e 550 uL do sobrenadante foram
transferidos para tubos novos. Foram adicionados 5 uL. de RNAse A 10
ug/uL (SIGMA) a cada tubo e mantidos a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, 550 pL de fenol:cloroférmio (1:1) foram acrescentados, os tubos
invertidos lentamente por cerca de 5 minutos e a solugido centrifugada a
12000 g por 5 minutos. O passo anterior foi novamente repetido e a fase
aguosa transferida para um novo tubo. Um volume de 550 ulL de
Isopropanol gelado foi adicionado a cada tubo. Os tubos foram invertidos
lentamente, mantidos por 10 minutos a —70°C e centrifugados a 12.000 g
por 5 minutos. Apds a centrifugagdo, os tubos foram invertidos sobre papel
toalha por aproximadamente 30 minutos. O precipitado foi lavado com 200
uL de etanol (70%) e centrifugado a 12000 g por 5 minutos. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado fol seco a temperatura
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ambiente por aproximadamente 30 minutos. Vinte uL de agua estéril foram
adicionados a0 precipitado. A preparagiao plasmidial foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1% (GiBCOBRL), corado com brometo de
etidio 0,5 ng/mL (SIGMA) e visualizado com luz ultraviol eta.

A producdo de DNA plasmidial em larga escala foi realizada
utilizando o “Kit Plasmid Purification Handbook” (QIAGEN), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Este procedimento foi utilizado para
purificar DNAs plasmidias do pClneo/capsideoPCV2 em maior
guantidade para ser utilizado nas reacdes de transfeccdo em células SK6.

4.9. Analise de restricio de DNAs plasmidiais

Cinco puL do clone contendo toda a seqiiéncia do PCV2 foram
digeridos utilizando 0,2 uL(1U) da enzima EcoRI (INVITROGEN), 2 uL
de solugdo salina 10X (TRIS-HCI 500 mM, MgCl,100 mM, DTT 10 mM e
NaCl 1000 mM) e 12,8 uL de 4gua estéril (MILLIQ) a 37°C durante 60
minutos.

O clone (pClneo/capsideoPCV2) foi digerido por enzimas de
restrigdo em dois ensaios. No primeiro ensaio, 0,2 uL (1U) daenzima Xbal
(INVITROGEN) foram adicionados a uma solugao contendo 4 uL do
vetor, 2 uL de solugdo salina 10X (TrissHCI 100 mM, MgCl, 100 mM,
DTT 10 mM e NaCl 500 mM), 13,8 uL de 4gua estéril (MILLIQ) ¢ a
solugdo incubada por 60 minutos a 37°C. No segundo ensaio, 10 pL do
vetor foram clivados primeiramente com 0,5 uL (5U) da enzima Nhel
(AMERSHAN BIOSCIENCES), 5 uL de solugao salina 10X (Tris-HCI
100 mM, MgCl, 100 mM, DTT 10 mM e NaCl 500 mM) e 4,5 uL de agua
estéril (MILLIQ) a 37°C por 14 horas. Em seguida, esta reagdo foi
purificada utilizando o “Kit GFX PCR and DNA purification”
(AMERSCHAN BIOSCIENCES), seguindo as recomendagdes do
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fabricante e ressuspendida em 20 uL de agua estéril (MILLIQ). Em um
segundo momento, 1,5 uL (15U) da enzima de restricio Miul
(PROMEGA) foram adicionados a solugdo de DNA purificada contendo 5
uL de solugdo salina 10X (Tris-HCI 60 mM, NaCl 1,5 M, MgCl, 60 mM e
DTT 10 mM), 0,5 uL de soroalbumina bovina, 23 uL de agua estéril
(MILLIQ) e mantidas durante 14 horas a 37°C. Dez uL de cada reagio de
clivagem foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(GiBCOBRL), corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL (SIGMA) e
visualizado com luz ultravioleta utilizando o padrao DNA Ladder 100 pb
(GiBCOBRL).
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Figura 3. Representacio esquemaitica da estratégia de obtencdo de plasmideos

recombinantes. (A) Clone contendo todo o genoma viral. (B) Clone

contendo a seqiiéncia de nucleotideos do capsideo viral.
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4.10. Transfeccao de células SK6 via lipofectamina

Um frasco de 25 cm® de células SK6 semiconfluentes, contendo
aproximadamente 3x10° células livres de PCV1 e PCV 2, testadas por PCR,
foram repassadas a uma placa de 6 pocos de 35 nm de didmetro, incubadas
em estufa de 37°C a 5% de CO,. Apds 24 horas de incubagio, onde cada
poco ja havia atingido cerca de 90 a 95% de confluéncia celular, as
solugdes de uso foram preparadas. Uma solu¢do A foi preparada contendo
50 uL de DNA/ pClneo/capsideoPCV2 (20 ug) e 1.250 uL de Opti-MEM
(SIGMA) e uma soluggo B contendo 50 uL de lipofectamina
(Lipofectamine ™ INVITROGEN) e 1.250 pL de Opti-MEM (SIGMA),
sendo ambas as solugdes incubadas separadamente a temperatura ambiente
por 5 minutos. Apos a incubacdo, a solu¢do A foi adicionada a solugdo B,
mi sturada gentilmente e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.

As placas contendo a monocamada de células SK6 foram lavadas
uma vez com 500uL de opti-MEM (SIGMA) e, posteriormente, 500 uL de
opti-MEM (SIGMA) e SFB 1 % (CULTILAB) foram adicionados em cada
POCo.

Um volume de 500 puL do complexo lipofectamina/lDNA foi
transferido para 5 pogos da placa, deixando um pogo como controle do
ensaio. A placa foi novamente incubada em estufa de 5% de CO, a
temperatura de 37°C. Apods 24 horas, as células foram analisadas por

imunofluorescéncia como descrito no item 4.11.
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4.11. Ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFI)

Células SK6 infectadas com PCV2 e células SK6 livres foram
utilizadas nos ensaios de IFI como controles positivo e negativo,
respectivamente. As células SK6 transfectadas com o plasmideo
pClneo/capsideoPCV2 foram tripsinizadas apds 24 horas de incubag@o e,
em seguida, adicionadas em 3,6 mL de uma solugido contendo MEM e soro
fetal bovino 10% e fixadas por 2 horas em laminas de imunofluorescéncia
com acetona resfriada. Apos fixagdo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e agua destilada. Em seguida, 20 puL de soro policlonal
monoespecifico hiperimune anti-PCV (VMRD, Inc.) diluido 1:50 em PBS
foram adicionados em cada orificio da 1amina e incubados a 37°C por uma
hora. As células foram novamente lavadas duas vezes com PBS e agua
destilada e imunocoradas com 20 uL do anticorpo secundario de coelho
anti-suino conjugado com FITC (diluido 1:10 em PBS) por 30 min a 37°C.
Apobs a lavagem com PBS ¢ agua destilada, foram adicionados 2 uL de
Anti-Fad. As laminas foram examinadas em um microscopio de
fluorescéncia (Eclipse E600 - NIKON) com o objetivo de se detectar a

presenca da coloragao fluorescente especifica.

4.12. Determinacao da seqiiéncia de nucleotideos

As amostras de DNAs plasmidiais e os produtos de PCR foram
purificados utilizando o “Kit GEX'™ PCR and DNA Purification ”
(AMERSHAM BIOSCIENCES), seguindo as recomendagoes do fabricante
e, em seguida, enviadas ao Laboratério de  Analises
Genéticas/BIOAGRO/UFV ~ para  posterior  sequenciamento. O
seqiienciamento foi realizado utilizando o “ABI PRISM BigDie III
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (APPLIED
BIOSYSTEMS) no seqiienciador automatico “ABI PRISM 377 Genetic
Analyser” (APPLIED BIOSYSTEMS). As reag¢des de Seqiienciamento
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foram baseadas na técnica de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos
(ddNTPs) descrita por SANGER et al. (1977).

4.13. Analises das seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos

As seqiiéncias de nucleotideos foram comparadas com as seqiiéncias
de PCV2 relacionadas no GenBank (Tabela 6), utilizando o programa
“Basic Alignment Search Tool” (BLAST), disponivel no endereco

“National Institute of Health-NCBI” (http://www.nchi.nlm.nih.gov).
Alinhamentos multiplos foram obtidos utilizando o programa Clustal W

(www.ebi.ac.uk/clustal). A partir dos ainhamentos multiplos foram

preparados agrupamentos genéticos utilizando o programa ‘“Molecular
Evolutionary Genetics Anaysis” (MEGA) versio 3.0 Windows

(www.megasoftware.net), pelo método de neighbour-joining com corregao

Poisson. As analises estatisticas foram realizadas por 2000 bootstrap. Estas
seqiiéncias foram traduzidas em segiiéncias de aminoacidos pelo programa
DNAMAN. Parametros quimicos e dominios estruturais relatados nestas
seqiiéncias foram verificados utilizando os programas ProtParam e InterPro

Scan (http://ca.expasy.org/tool s/#primary).
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Tabela 6 — Disposicdao das seqiiéncias do PCV2 e seus respectivos niimeros de acesso

ao GenBank.

Numeros de Virus/Origens

acesso ’
AY 325495 PCV 2/Africa do Sul
AF201307 PCV 2/Alemanha
AF201305 PCV 2/Alemanha
AF109399 PCV 2/Canada
AF027217 PCV 2/Canada
AF086836 PCV 2/Canada
AF086835 PCV 2/Canada
AY596823 PCV2/China
AY 849938 PCV2/China
AY 682997 PCV2/China
DQ017036 PCV2/China
AY579893 PCV2/China
AY 691169 PCV2/China
AY 678532 PCV2/China
AF201310 PCV 2/Espanha
AY (094619 PCV 2/Estados Unidos
AF264042 PCV 2/Estados Unidos
AY 321994 PCV 2/Franga
AY 322004 PCV 2/Franca
AY 322000 PCV 2/Franca
AF201311 PCV 2/Franga
AF055394 PCV 2/Franga
AY 484416 PCV 2/Inglaterra
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento viral e ensaios de PCR

A confirmagdo da auséncia de PCV1 foi checada apoés cada
passagem da cultura de células SK6 para que ndo houvesse impedimento
para arealizagdo dos procedimentos futuros.

Os oligonucleotideos utilizados demonstraram ser capazes de
detectar o PCV1 em culturas de células PK15 PCV1 (ATCC, CCL-33)
(item 4.3.1. e Figura 4) e de confirmar a auséncia do virus nas células SK6
usadas para os ensaios. A Figura4 apresenta o resultado da amplificagdo de
fragmentos de 740 pb obtidos nos ensaios de PCR.

M 1 2 3

700 pb

Figura 4. Eletroforese em geral de agarose de produtos de PCR. Linhas 1 e 2
referem-se a amplificagdo de DNA de PCVIPKI5. Linha 3 refere-se a
auséncia de PCV1 em células SK6 (controle negativo). M, DNA Ladder 100
pb (GIBCOBRL).

Baseado nos testes de isolamento viral descritos por MONNERAT
(2003), o isolamento do PCV 2 foi realizado pelainoculagao de amostras de
tecido em células SK6 e, em seguida, analise por PCR utilizando os
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oligonucleotideos descritos no item 4.3.3. Na Figura 5, pode ser observado
o fragmento amplificado de 720 pb do DNA proveniente do isolamento
viral, readlizado a partir de fragmentos de tecidos renais. O fragmento
amplificado foi submetido a reacdes de sequenciamento ¢ comparado com
amostras disponiveis no GenBank. As analises das seqiiéncias confirmaram

ser realmente PCV 2 (ver item 5.4).

—

203 S

700pb —|

e R 1 =

Figura 5. Eletroforese em geral de agarose de produtos de PCR. Linhas 1, 2, 3e 4
referem-se a amplificagdo de DNA de PCV2SK6. Linha 5 refere-se a
auséncia de PCV2 em células SK6 (controle negativo). M, DNA Ladder 100
pb (GIBCOBRL).

Apobs confirmado o isolamento do PCV2 com base nas analises das
seqiiéncias, foram utilizados os oligos (item 4.3.2.) para a reacdo de PCR
gue amplifica todo o genoma viral. Na Figura 6 ¢ mostrado o genoma do

PCV 2 amplificado dando origem a um fragmento de 1768 pb.
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1530 pb ——

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR. Linha 1
refere-se a amplificagdo completa do DNA de PCV2. M, PadBlue
HindIll/Xhol.

5.2. Analise de restricao dos plasmideos

O DNA plasmidia contendo toda a seqiiéncia do PCV2 foi
submetido a clivagem com as enzimas EcoRIl e Clal. O ensaio com a
enzima EcoRI deu origem a fragmentos de tamanho de 3015, 1096 e 682
pb (Figura 7.A), confirmando o padrao esperado. Porém, na analise dos
resultados da reacdo com a enzima Clal, esta ndo mostrou ser capaz de
originar os fragmentos esperados de 3015 e 1768 pb , mostrando somente a
linearizagdo do plasmideo (dados ndo mostrados). Embora a enzima nao
tenha produzido os fragmentos esperados mesmo apos varias tentativas, a
analise das seqiiéncias de nucleotideos das extremidades deste clone
confirmaram a seqiiéncia de nucleotideos correspondentes ao sitio da
enzima de restricao Clal contendo um sitio de metilagdo bacteriana que

Impedia a clivagem esperada (dados mostrados no item 5.4).
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O DNA plasmidia contendo a seqiiéncia codificadora do capsideo
viral (pClneo/capsideoPCV2) foi submetido a reacdo de clivagem com as
enzimas de restricio Nhel/Mlul e Xbal. A digestio com as enzimas
Nhel/Mlul originou fragmentos de tamanho de 5470 e 710 pb (Figura 7B).
O ensaio com a enzima Xbal deu origem a produtos de tamanho de 5790 e
380 pb (Figura 7C). Os tamanhos dos fragmentos obtidos mostraram estar
dentro do padrao esperado.
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M 3

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose de produtos de digestio de plasmideos.
M, DNA Ladder 100 pb (GiBcoBRL). (A) Plasmideo contendo o fragmento
correspondente ao genoma do PCV2 clivado com EcoRI (linha 1). (B)
pClneo/capsideoPCV2  clivado com  Nhel/Mlul  (linha2). (C)
pClneo/capsideoPCV2 clivado com Xbal (linha3).
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5.3. Expressao da proteina do capsideo viral em células SKé6

Com a finaidade de expressar a proteina do capsideo viral em
células SK6, a ORF2 foi amplificada por PCR e, inicialmente, inserida no
vetor de expressio pCI-neo (PROMEGA) (Figura 3). Esta construgao de
DNA (pClneo/capsideoPCV?2) foi utilizada nas reagdes de transfecgoes em
culturas de células SK6 livres de PCV via lipofectamina (Lipofectamine ™
INVITROGEN). O pClneo/capsideoPCV2 apresentou um genoma viavel,
desde que os transcritos in vitro mostraram uma expressio proteica
detectada por imunofluorescéncia indireta (Figura 8). Ensaios de
transfeccao também foram realizados em células VERO (dados nao
mostrados) com o intuito de se obter uma maior eficiéncia de transfecgéo,
porém, assim como as células SK6, as células VERO também revelaram
uma baixa eficiéncia. Entretanto, independente da baixa eficiéncia de
transfeccdo, a proteina foi expressa pelo pClneo/capsideoPCV2. Os
resultados encontrados nas células SK6PCV2 (controle positivo) e nas
células SK6 livres (controle negativo) confirmaram a padronizacao correta

dos ensaios de imunofluorescéncia indireta (Figura 8).



A B
C D

Figura 8. Detecciao da expressio de proteina por microscopia de fluorescéncia. (A)
e (B) Células SK6 livres de PCV transfectadas com o pClneo/capsideoPCV2
imunocoradas em aumento de 400 X. (C) Células SK6PCV2 imunocoradas
(controle positivo) em aumento de 100 X. (D) Células SK6 livres de PCV
contra coradas com azul de Evans 0,01% (controle negativo) em aumento de
100 X.

5.4. Analise de seqiiéncias e construcio de agrupamentos genéticos
Com a finalidade de se confirmar se a cepa isolada no LVMA era

realmente o PCV 2, o fragmento de tamanho de 720 pb obtido nareacao de

PCR foi seqiienciado e comparado com amostras disponiveis no GenBank.

O dinhamento individua das seqiiéncias apresentou uma identidade que
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variou de 96% a 97%. No quadro 01 é mostrada a seqiiéncia de 452
nucleotideos que corresponde a seqiiéncia parcial do fragmento de 720 pb

amplificado por PCR.

Fragmento: 452 bp;

Composicao: 109 A; 153 C; 90 G; 99 T; 1 OTHER

Porcentagem: 24% A; 34% C; 20% G; 22% T; 0%OTHER

Peso molecular (kDa): ssDNA: 138.35 dsDNA: 278.7

ORIGEM

1 AACACGCCCA CGCAGGCTTT TTGGCCAGAT CCTCCGATCG CGNCCCTGGA CTCGTCCACC
61l CCCGCCATCC GTTACCGCTG GAGAAGGAAA AATGGCATCT TCAACACCCG CCTCTCCCGC
121 ACCTTCGGAT ATACTATCAA ACGAACCACA GTCAAAAGCG CCCTCCTGGG CGGTGGACAT
181 GATGAGACTT CAATATTAAT GACTTTCTTC CCCCAGGAGG GGGCTCAAAC CCCCGCTCTG
241 TGCCCTTTGA ATACTACAGA ATAAGAAAGG TTAACGGTTG AATTCTGGCC CTGCTCCCCG
301 ATCACCCAGG GTGACAGGGG AGTGGGCTCC AGTGCTGTTA TTCTAGATGA TAACTTTGTA
361 ACAAAGGCCA CAGCCCTCAC CTATGACCCC TATGTAAACT ACTCCTCCCG CCATACCATA
421 ACCCAGCCCT TCTCCTACCA CTCCCGCTAC TT

Quadro 1. Seqiiéncia parcial de nucleotideos do PCV2 isolado pelo LVMA.

Apos a confirmagao do isolado viral de PCV2, o clone contendo todo
o fragmento do genoma do virus (FLC) foi construido e, em seguida, foi
confirmado por analise de restricdo enzimatica (item 5.2) e por
sequenciamento. No Quadro 2 pode ser observada a seqiiéncia de
nucleotideos correspondente ao sitio de clivagem da enzima de restrigao
Clal e seqiiéncia de nucleotideos de metilagao bacteriana.

O sequenciamento do clone contendo todo o genoma vira foi
realizado utilizando primeiramente os oligonucleotideos universais que
anelam no vetor (M13 “forward” e M13 “reverse”). Para as regides mais
internas do genoma viral foram utilizados os oligonucleotideos
apresentados no item 4.3.4. e o oligonucleotideo RCAP “forward” (ver
item 4.3.3.). Na representagdo esquematica da Figura 9 é mostrada a

estratégia utilizada para a obtencdo das seqiiéncias. Até o momento foi
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possivel obter o sequenciamento completo da ORF1 e o sequenciamento

parcial da ORF2, onde 468 pb dos 702 pb foram seqiienciadas.

(A)
ATTCGATTCCATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTAAAGGTGGAACTG
TACCTTTTTTGGCCCGGAGTATTCTGATTACGAGCAATCAGACCCCGTT

(B)
AATTCGCCCCATCGATCACACAGTCTCAGTAGATCGTCCCAGGGCCAGC
CAGCATAAAAGTCATCAATAACAACCACTTCTTCACCATGGTAACCATC

Quadro 02. Seqiiéncia parcial de nucleotideos de cada extremidade do clone
contendo todo o genoma viral. (A) e (B) Segiiéncias obtidas com os
oligonucleotideos M13 “forward” e MI13 “reverse”. As seqiiéncias de
nucleotideos pertencentes ao vetor encontram-se em vermelho. As bases
degeneradas adicionadas encontram-se em azul. As seqiiéncias de
nucleotideos dos oligonucleotideos que amplificam o PCV2 encontram-se
em cinza, onde o sitio de clivagem da enzima de restricdo Clal encontra-se
sublinhado. Na Figura B encontra-se a seqiiéncia alvo de metilagdo da
enzima Dam metilase em verde. As seqiiéncias de nucleotideos

correspondentes ao PCV 2 encontram-se em negrito.
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I ORF1

Clone contendo o genomavviral

Origem de replicacio
1 ORF2
[ Regido entre as ORFs

Figura 9. Representaciio esquematica da estratégia de sequenciamento do clone contendo
o fragmento completo do genoma viral.(......... ) representa a seqiiéncia obtida com a
utilizagdo dos oligos M 13. (—.—.-) representa a seqiiéncia obtida com a utilizagdo do
oligo F426. (——) representa a seqiiéncia obtida com a utilizagdo do oligo RCAP.

(-—--—) representa a seqiiéncia obtida com a utilizagéo do oligo R516.

A analise da seqliéncia de nucleotideos da ORF1 e da seqiiéncia
parcial da ORF2 do isolado encontrado pelo LVMA mostrou,
respectivamente, 99,27% e 97,99% de identidade com as seqiiéncias
referidas na Tabela 6.

Os agrupamentos genéticos baseados na seqiiéncia de nucleotideos
da ORF1 e na seqiiéncia parcial da ORF2 sdo apresentados nas Figuras 10 ¢
11, respectivamente. Na Figura 10, pode-se observar que a seqiiéncia de
nucleotideos do isolado LVMA esta em grupos diferentes de isolados ja
caracterizados na américa, agrupando-se com segiiéncias de isolados
europeus e asiaticos. Ja na Figura 11, ¢ possivel verificar que a seqiiéncia
parcia de nucleotideos da ORF2 do PCV2/LVMA mostra se posicionar

num brago distinto ndo observado na analise da seqiiéncia da ORF1.
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{ AY678532China
AY596823China

67 DQO017036China
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Figura 10. Agrupamento genético baseado na seqiiéncia de nucleotideos da ORF1
do PCV2/LVMA. O comprimento da barra horizontal dos grupos é
proporcional a distancia genética entre 0S isolados. Os nimeros sobre os
grupos indicam a porcentagem de repeticdes da analise de bootstrap na qual
as ramificagoes foram observadas. A posi¢do do isolado PCV2/LVMA ¢
indicada pela seta
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Figura 11. Agrupamento genético baseado na seqiiéncia parcial de nucleotideos da
ORF2 do PCV2/LVMA. O comprimento da barra horizontal dos grupos ¢é

proporcional a distancia genética entre os isolados. Os nimeros sobre os

grupos indicam a porcentagem de repeticdes da analise de bootstrap na qual

as ramificagoes foram observadas. A posi¢ao do isolado PCV2/LVMA ¢

indicada pela seta.

A partir da analise das seqiiéncias de nucleotideos da ORF1 ¢ ORF2

pelo programa DNAMAN foi possivel obter a seqiiéncia completa de

aminoacidos codificada pela ORF1 (Figura 12) ¢ a seqiiéncia parcial de
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aminoacidos codificada pela ORF2 (Figura 13). Nenhum ponto de mutagao

capaz de produzir formas truncadas das proteinas foi detectado.

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

ORF':

Tradugcdo da seqliéncia da ORF1

Cébdon Universal

Numero de aminodcidos: 314, MW=35643
1-942, 314 AA, MW=35643

ATGCCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCCACCCCACAAAAGGTGGGTGTTCACT
M P S K K N G R S G P P P H K R W V F T

TTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGATCTTCCAATATCCCTATTT
L NN P S E D E R K K I R D L P I S L F

GATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGGGG
by ¥ I VvV G E E G N E E G R T P H L Q G

TTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGC
F A N F V K K 9 T F N K V K W Y L G A R

TGCCACATCGAGAAAGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAA
c H I E K A K GG T D Q Q N K E Y C S K E

GGCAACTTACTGGTGGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCT
G N L L VECGA P R S Q G Q R S D L S8

ACTGCTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGGCCGTTGCAGAGCAGCACCCT
T AV S T L L E S G s L VvV A V A E Q H P

GTAACGTTTGTCAGAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATG
v T F V R N F R 6 L A E L L K V S G K M

CAGAAGCGTGATTGGAAGACTAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTAAA
Q K R D W K T N V HV I V G P P G C G K

AGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAAC
s K W A A N F A D P E T T Y W K P P R N

AAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGG
K W w D G Y H G E E V V V I DD F Y G W

CTGCCCTGGGACGATCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGATTGTAGAGACTAAA
L p wWDDIL L R L C DR Y P L I V E T K

GGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACGAGCAATCAGACCCCGTTG
G G T Vv P F L AR S I L I T S N Q T P L

GAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTTTATCGGAGGATTACTTCC
E WYy s s T A V P A V E A L Y R R I T S8

TTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACC
L v F w K N A T E Q s T E E G G Q F V T

CTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGA
L s p P C P E F P Y E I N Y *

Figura 12. Seqiiéncia de aminoacidos da replicase viral. Disposi¢do das seqiiéncias

obtidas pelo programa DNAMAN.



Traducdo da seqliéncia parcial da ORF2.

Cébdon Universal

Numero de aminocacidos: 156, MW=17970

ORF: 1-468, 156 AA, MW=17970

1 GACTTTCTTCCCCCAGGAGGGGGCTCAAACCCCCGCTCTGTGCCCTTTGAATACTACAGA
1 D F L PP G G G S N PR S V P F E Y Y R

6l ATAAGAAAGGTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGATCACCCAGGGTGACAGGGGA
21 I R K V K V E F W P C S P I T Q G D R G

121 GTGGGCTCCAGTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTCACC
41 vV 6 S S AV I L DDINF V T KA TA L T

181 TATGACCCCTATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACCATAACCCAGCCCTTCTCCTACCAC
61 y b P ¥Y V N Y S S R H T I T Q P F S Y H

241 TCCCGTTACTTTACCCCCAAACCTGTCCTAGATTCCACTATTGATTACTTCCAACCAAAC
81 s R Yy ¥ T P K P V L D s T I D Y F Q P N

301 AACAAAAGAAATCAGCTGTGGCTGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGC
101 N K R N Q L W L R L Q T A G N V D H V G

361 CTCGGCACTGCGTTCGAAAACAGTATATACGACCAGGAATACAATATCCGTGTAACCATG
121 L 6 T A F E N S I Y D Q E Y N I R V T M

421 TATGTACAATTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAA

141 Y vV Q F R E F N L K D P P L K P *

Figura 13. Seqiiéncia parcial de aminoacidos da capside viral. Disposi¢ao das

Seqiiéncias obtidas pelo programa DNAMAN.

A sequéncia de aminoacidos da ORF1 obtida no item 4.13. foi
avdiada quanto aos parametros quimicos, mostrando possuir um ponto
isoéletrico (PI) de 8,4, uma massa molecular de 35.701,4, uma foérmula
estrutural de Cig15H2467N4370465Ss € um nimero de aminoacidos com
cargas positivas e negativas de 40 e 37, respectivamente. A analise de
dominios putativos da sequéncia de aminoacidos da ORFI do
PCV2/LVMA mostrou uma identidade com outros dominios putativos de
outras proteinas virais. O principal dominio putativo foi associado a
familia das replicases de circovirus animais ¢ de virus vegetais. Outros
dominios putativos encontrados baseados na sequéncia analisada mostraram

uma associagao com dominios de ligagdo a origem de replicagdo (“RBP-



45

Like”), RNA helicase ¢ com uma poliproteina de Calicivirus que apresenta

fungao de helicase, de polimerase e de peptidase.
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6. DISCUSSAO

A circovirose suina ¢ uma doenga emergente em plantéis de todo
mundo. Atualmente, ¢ uma das moléstias de suinos mais importante
causada por um agente infeccioso. Anualmente sio descritos casos novos
de ocorréncia da doenca por varias partes do pais ¢ do mundo. As
evidéncias até agora sugerem que a infec¢do de suinos com PCV2 pode
ocorrer sem o aparecimento da doenca (SEGALES et al., 2004).

A infeccdo causada pelo PCV2 possui um grande espectro de
manifestagdes clinicas que vdo desde a sindrome da refugagem
multissistémica pods-desmame (PMWS), a sindrome nefropatica e
dermatol 6gica suina (PDNS), pneumonia necrotizante proliferativa (PNP),
tremor congénito (TC) e falhas reprodutivas (ALLAN & ELLIS, 2000).

Pouco se sabe sobre o controle das doengas relacionadas ao PCV2.
Este virus ¢ altamente resistente a inativagdo por detergentes e
desinfetantes comuns, tornando o processo de descontaminagdo da granja
mais dificil. Atualmente, nenhum método vacinal ¢ disponivel para o
controle da doenga. Em face da elevada ocorréncia da doenca aliada a falta
de um controle profilatico vacinal, faz-se necessario produzir em carater de
urgéncia uma vacina contra a circovirose suina, visto que o unico método
correntemente utilizado na prevencao desta enfermidade ¢ a adequagao das
praticas de manejo.

Com a introdugao da tecnologia do DNA recombinante, tem sido
desenvolvido uma nova geragdo de vacinas baseadas em virus re-
construidos. Esta nova vacina iria eliminar os riscos associados com o
iIsolamento de grandes quantidades de virus infecciosos ¢ impedir a
producdo de vacinas inativadas inapropriadamente. Estas novas tecnologias

permitem o conhecimento do (s) fragmentos (S) genémico (s) que sdo
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responsaveis pela patogenicidade. Estes podem ser transferidos, removidos
ou modificados, e usados para construir virus modificados.

As vacinas de DNA consistem de um plasmideo bacteriano,
contendo seqiiéncias de nucleotideos que expressam uma proteina
antigénica e seqiiéncias que permitem a expressdo génica em células
eucariotas e procariotas. Este método vacinal pode estimular os diferentes
tipos de resposta celular e humoral (ULMER et al, 1996).

Dentre os beneficios da utilizacdo de vacinas de DNA recombinantes
esta a vantagem que o proprio DNA vacinal pode atuar como um adjuvante
pela presenga de seqiiéncias especificas no DNA ricas em motivos nao
metilados CpG. Estes motivos funcionam como indutores na resposta Thi,
induzindo a atividade de IL-12, IL-6 e IFN-y (KOFTA, 2001).

Este trabalho nos permitiu construir um plasmideo recombinante
com o potencial de produzir “in vivo” um antigeno vacinal
(pClneo/capsideoPCV2) dentro dos padroes de uma vacina de DNA
recombinante. Este candidato vacinal foi analisado com relagdo a sua
capacidade de expressar uma proteina in vitro. A seqiiéncia codificadora da
proteina do capsideo viral foi escolhida como parte recombinante do
plasmideo pCI-neo (PROMEGA). Estudos realizados por BLANCHARD
et al. (2003) mostraram que testes vacinais utilizando o sistema do pcDNA
3.1 (INVITROGEN) e pVL1393 (PHARMIGEN) recombinados a ORF2
constituiram o principal imunogeno indutor de protegdo em suinos
desafiados com PCV2, quando comparado a protecdo induzida nas
vacinagoes com plasmideos contendo a ORF1.

LEKCHAROENSUK et al. (2004) produziram versdes truncadas da
proteina da capside viral, as quais mostraram que apenas trés regioes
(correspondentes aos residuos de aminoacidos de 47 a 63, 165 a 200 ¢ os
guatro ultimos aminoacidos do terminal carboxilico) da proteina formam

epitopos conformacionais reconhecidos por anticorpos monoclonais.
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ZHOU et al. (2005) também verificaram o potencial antigénico de
uma proteina truncada da capside viral. Estes autores construiram um
plasmideo recombinante contendo somente 579 pb da seqiiéncia
codificadora do capsideo viral, e pela expressdo em E. coli, conseguiram
eliminar os primeiros 47 residuos de aminoacidos no terminal aminico.
Estes defenderam o potencial desta forma truncada da proteina viral como
antigeno vacinal, porém, ainda ndo foi verificada in vivo a capacidade
Imunoreativa desta forma protéica.

KAMSTRUP et al. (2004) utilizando uma estratégia semelhante a
empregada no presente trabalho, expressaram a proteina do capsideo viral
in vitro €, posteriormente, promoveram estudos de vacinagdo via “gene
gun” em camundongos com esse plasmideo recombinante produtor de
antigeno vacinal. Esses autores verificaram o potencial antigénico desta
construgdo pela detecgdo de aumentos crescentes nos titulos de anticorpos
anti-PCV2 dos animais vacinados. Acreditamos que novas construcoes
vacinais possam ser produzidas a partir do nosso plasmideo recombinante
(pClneo/capsideoPCV2), assim como a utilizacdo de diferentes vias de
Inoculagao, métodos de avaliagdo da resposta imune, periodos de vacina¢ao
e desafios dos animais possam ainda ser estudados para melhorar o
desempenho vacinal.

A comparacao da seqiiéncia de nucleotideos da ORF1 e da sequéncia
parcia da ORF2 com demais seqgiiéncias de PCV2 disponiveis no GenBank
mostrou uma adta identidade (99,27% e 97,99%, respectivamente).
Semelhante aos resultados encontrados por nés, LAROCHELLE et. al.
(2002) encontraram valores de identidade de 97-100% e 93-100% na
seqiiéncia de nucleotideos da ORF1 e ORF2, respectivamente, quando
anaisaram 34 amostras virais de PCV2

Neste trabalho, asssm como nos estudos descritos por FENAUX et
al. (2000); HAMEL et al. (20000 e MANKERTZ et al. (2000) foi
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encontrado que a seqiiéncia de nucleotideos da ORF2 possui uma maior
variagao nucleotidica comparada a ORFI1. As discretas alteragcdes na
seqiiéncia de nucleotideos da ORF2 entre os diferentes isolados analisados
sugerem uma ligagdo entre a proteina do capsideo e a patogenicidade do
PCV2. Modificagdes nesta proteina podem alterar os determinantes
envolvidos no tropismo tecidual ou nas interagdes virus-hospedeiro.
Embora nenhum experimento tenha sido conduzido para determinar se as
diferengas nas seqiiéncias da capside contribuem efetivamente para as
propriedades patogénicas do PCV-2, esta hipotese permanece como uma
possibilidade interessante que pode explicar 0 mecanismo basico de
patogenia mediada pelo PCV-2 nos seus hospedeiros. Mesmo com a
presenca de uma pequena alteracdo na seqiiéncia codificadora do capsideo
viral entre os isolados, de uma maneira geral, pode-se afirmar que esta
regido possui uma Seqiiéncia conservada, que favorece o estudo e a
construgdo de agentes vacinais para o controle da circovirose suina.

MEEHAN er al. (2001), a0 estudarem quatro isolados de PCV2
associados a casos de PMWS, PDNS e fetos abortados, encontraram uma
diferenca minima na seqiiéncia de nucleotideos, que provavelmente esta
relacionada a origem geografica de cada isolado. Diferente dos achados
encontrados por MEEHAN er al (2001), a analise dos agrupamentos
genéticos mostrou que o nosso isolado ndo possui uma relacdo com base na
origem geografica, uma vez que este foi agrupado com os isolados asiaticos
€ europeus e nao com os isolados norte americanos e canadenses (Figuras 9
e 10). O mesmo foi encontrado por LAROCHELLE et al. (2002) quando,
a0 analisarem a seqiiéncia de nucleotideos de 34 isolados do Canada,
verificaram que estes isolados ndo possuiam uma associagdo com bases nas
suas origens geograficas.

O estudo da evolugdo, da diversidade genética do PCV2 e da

existéncia de variantes ¢ importante para o melhor entendimento da
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patogénese das sindromes emergentes desencadeadas por este virus e, ao
mesmo tempo, para garantir o desenvolvimento de medidas profilaticas.
Estudos moleculares para determinar a extensio das variagdes genéticas do
PCV2 tém sido limitados (FENAUX et a., 2000; HAMEL et a., 2000;
MEEHAN et a., 2001). E necessario que um maior nimero de pesquisas
focadas na caracterizagao de seqiiéncias do PCV2 seja realizado para
melhor relacionar as diferencas estruturais com as varias sindromes
causadas por este agente.

Embora até o presente momento nao se tenha encontrado diferencas
genéticas entre os isolados causadores de doenca clinica e aqueles
encontrados em animais sadios, ndao podemos descartar a hipotese de que
pequenas diferencas genéticas sdo as responsaveis em conferir a
patogenicidade do PCV2. Baseado neste raciocinio, o DNA utilizado para
construir o pClneo/capsideoPCV2 foi extraido de um isolado de PCV2
patogénico proveniente de amostras de tecido renal previamente
confirmadas por analise histologica. Esta analise mostrou lesoes
semelhantes as lesdes encontradas em casos de PDNS descritos por
SEGALES et al.(2004).

Os resultados obtidos nesse trabalho serdo de grande importancia
para o inicio de estudos de vacinagdes em modelos animais, uma vez que
fol demonstrado o potencia de expressio in vitro da proteina da capside
viral pelo plasmideo recombinante. A construgdo do clone contendo toda a
seqiiéncia de nucleotideos do PCV2 sera de grande valor para futuros

estudos de manipulagdes genéticas ¢ novas construgdes vacinais.
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7. CONCLUSOES

O sequenciamento completo da ORF1 do isolado de PCV2
mostrou uma identidade de nucleotideos de 99,27% quando
comparado com as segiiéncias de nucleotideos da ORFI

disponiveis no GenBank;

O sequenciamento parciad da ORF2 do isolado de PCV2
mostrou uma identidade de nucleotideos de 97,99% quando
comparado com as seqiiéncias de nucleotideos da ORF2

disponiveis no GenBank;

A analise dos agrupamentos genéticos baseados na seqiiéncia
completa de nucleotideos da ORF1 e na seqiiéncia parcial de
nucleotideos da ORF2 mostrou que o PCV2/LVMA se
encontra associado principa mente com seqiiéncias européias ¢

asiaticas, distanciando-se das seqiiéncias norte americanas;

Os ensaios de imunofluorescéncia indireta mostraram que o
plasmideo pClneo/capsideoPCV2 transfectado em células SK6

foi capaz de expressar a proteina do capsideo viral in vitro;

O plasmideo contendo a seqiiéncia codificadora do capsideo
viral mostrou ser um antigeno candidato a estudos futuros de

vacinacdo em animais;

A construgdo do clone contendo toda a seqiiéncia de

nucleotideos do PCV2 sera de grande valor para estudos
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futuros de manipulagdes genéticas € novas construgdes

vacinas.
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