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RESUMO

MACHADO, Joao Paulo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2009.
Utilizacao da proteina do capsideo do circovirus suino 2 como antigeno na
producdao de soro hiperimune para aplicagido na técnica de
imunoistoquimica. Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria. Coorientadores:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

A proteina do capsideo do circovirus suino 2 (PCV2), codificada pela
ORF2, é uma proteina estrutural, sendo altamente imunogénica. Anti-soro
produzido a partir dessa proteina recombinante purificada, em coelhos, podera
apresentar as mesmas propriedades daquele produzido a partir de particulas
virais purificadas e ser de relevancia como ferramenta diagnéstica. O objeto do
presente estudo foi padronizar uma técnica de imunoistoquimica, a partir da
producdo de um soro hiperimune anti-PCV2 em coelhos, utilizando como
antigeno a proteina recombinante purificada do capsideo do PCV2 (Cap
PCV2). A proteina foi expressada em Escherichia coli BL21 e purificada por
cromatografia de afinidade. Inoculagbes desta proteina foram realizadas em
coelhos e os soros foram colhidos para avaliagdes por Western blotting, ELISA,
imunocitoquimica e imunoistoquimica. Obteve-se sucesso na purificacdo da
proteina recombinante e na produgcdo do soro hiperimune em coelhos. A
afinidade de ligagcdo do anticorpo produzido ao antigeno (proteina
recombinante) foi demonstrada pela técnica de Western blotting e ELISA e foi
considerada eficiente e sensivel. As técnicas de imunocitoquimica e
imunoistoquimica apresentaram resultados considerados satisfatorios. O
anticorpo produzido contra a proteina codificada pela ORF2 mostrou ter boa

afinidade de ligagao, podendo ser empregado como ferramenta diagnéstica.
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ABSTRACT

MACHADO, Joao Paulo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2009. Use
of the porcine circovirus 2 capsid protein how antigen on the hyperimmune
serum production for application on immunohistochemistry. Advisor: Marlene
Isabel Vargas Viloria. Co-Advisers: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo and Marcia
Rogéria de Almeida Lamégo.

The porcine circovirus 2 (PCV2) capsid protein, encoded by ORF2, is a
structural protein and highly immunogenic. An antiserum produced from the
purified recombinant protein in rabbits, may present the same properties as that
produced from purified viral particles and may be of relevance as a diagnostic
tool. The aim of this study was the immunohistochemistry technique
standardartization from the production of an anti-PCV2 hyperimmune serum in
rabbits using as antigen the purified recombinant protein from the capsidal of
PCV2 (Cap PCV2). The protein was expressed in BL21 Escherichia coli and
purified by affinity chromatography. Inoculations of this protein were performed
in rabbits and the sera were collected for evaluation by Western blotting, ELISA,
immunocytochemistry and immunohistochemistry. The recombinant protein
purification and hyperimmune serum production in rabbits was achieved
successfully. The antibody-binding affinity to the antigen (recombinant protein)
was demonstrated by Western blotting and ELISA techniques and were
considered efficient and sensitive. The immunocytochemistry  and
immunohistochemistry techniques results were considered satisfactory. The
antibody produced against the protein encoded by ORF2 showed can be used

as a diagnostic tool.
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1- JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A carne suina é a mais produzida e consumida no mundo, respondendo
por cerca de 50% do consumo global de carnes. Sua produgdo apresentou
entre 2000 e 2007 crescimento médio anual de 3,5%, com estimativas de
atingir valores recordes para os proximos anos (SILVEIRA e TALAMINI, 2007).
A cadeia produtiva de suinos no Brasil tem apresentado expressivo
crescimento na producéo e nas exportacdes. E uma cadeia bem organizada,
onde as operacdes, desde a produgcao dos animais até a comercializacdo nos
mercados interno e externo, tém tido boa coordenagdo das agroindustrias,
sendo tdo moderna quanto a realizada nos paises desenvolvidos e produtores
tradicionais (ABIPECS, 2007). Além disso, se posiciona entre as mais
dindmicas do pais, pelos efeitos positivos e multiplicadores que causam nas
cadeias de insumos, em especial do milho, soja e ragdes em geral, bem como
nos setores de industrializagdo, transporte, industria quimica e bioldgica,
servigos, entre outros (UBA, 2007).

No decorrer das ultimas décadas, um fator relevante foi o controle de
doengas com impacto na produgao, importantes para a produtividade do setor
e sustentabilidade da cadeia. Merece destaque a série de estudos realizada
para identificar os fatores de risco envolvidos com a ocorréncia de problemas
sanitarios complexos em todas as fases de producdo de suinos e o
desenvolvimento de proposicdes para evita-los ou atenua-los (MORES, 1995).

Atualmente, entre as doengas que afetam a suinocultura a requerer
grande atencao da pesquisa mundial esta o estudo das alternativas de controle
da circovirose suina, enfermidade que imunodeprime os animais, tornando-os
suscetiveis a outras infecgbes. O custo da produgdo devido a esta doenca
cresce em funcado da mortalidade, perda de peso, piora na conversao alimentar
e necessidade do uso de medicamentos (SILVEIRA e TALAMINI, 2007).



A circovirose suina € uma doenga infecto-contagiosa causada pelo
circovirus suino 2 (PCV2). Ela se manifesta sob diversas formas clinicas
(SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007). A tendéncia nos ultimos anos é de
que todas as doencas relacionadas ao PCV2 sejam reunidas dentro de uma
unica classificagao, qual seja: doengas associadas ao PCV2. Isso se deve ao
fato de os sinais clinicos das diferentes formas de apresentagcdo da doenca se
entrecruzarem (RAMAMOORTHY e MENG, 2008)

O circovirus suino 1 (PCV1) foi identificado pela primeira vez como um
contaminante de cultivo de células renais de suinos (células PK-15) por Tischer
et al. (1974). O PCV2 foi identificado na década de 90 e subsequentemente,
diagnosticado como causador de doencga clinica em diversos paises (FRANCA
et al., 2005). No Brasil, a primeira identificacdo do agente foi realizada por
Ciacci-Zanella no ano de 1999 (CIACCI-ZANELLA e MORES, 2003) e, a partir
desse ano, as manifestagdes clinicas associadas ao PCV2 tém sido frequentes
e comuns nas principais regides produtoras de suinos do Brasil. Em Minas
Gerais, a presenca do PCV2 foi detectada em 2002 pela técnica de reacao de
polimerase em cadeia (PCR) (MONNERAT, 2003). Isolados deste agente
infeccioso também foram descritos nos Estados, Sdo Paulo (CASTRO et al.,
2003), Rio Grande do Sul (BARCELLOS e PESCADOR, 2003), Rio de Janeiro
(FRANGCA, 2004) e Espirito Santo (CHIARELLI NETO et al., 2006).

Embora nao exista nenhum estudo que revele a prevaléncia da
circovirose suina no Brasil, estima-se que os impactos econémicos da doenga
ainda tém sido subestimados. Em um estudo realizado na regido sul do Brasil,
indices de mortalidade variando entre 2% a 10 % foram encontrados. Em 2003,
a ocorréncia foi estimada em 62% nas unidades produtoras de leitdo (UPL) e
66,7% nas unidades de terminacdo. Estes dados levam a uma estimativa de
prejuizo em torno de 33 milhdes de reais por ano apenas para a regiao sul do
Brasil (MORES, 2007). O virus esta distribuido em todo o mundo onde a
suinocultura é praticada (SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2007). Em outros
paises, mais especificamente no Reino Unido e Franca, foi observado um
impacto econémico da doencga caracterizado por queda de 15% no crescimento
por animal, aumento dos custos com servigos veterinarios, consumo adicional

de racao e custos com desperdicio de carcagas (BURCH, 2008).



Considerando que o virus esta amplamente difundido em criagcdes de
suinos e que muitos animais, apesar de estar infectados, sdo assintomaticos, o
diagnostico definitivo das doencas associadas ao PCV2 é baseado na
detecgdo do antigeno ou acido nucléico viral associado as lesbes e sinais
clinicos causados pela doengca (ALLAN e ELLIS, 2000). Portanto, a
identificagdo viral em amostras clinicas é fundamental para o diagnéstico
correto da enfermidade. Estudos utilizando a proteina do capsideo como
antigeno alvo nos testes de diagndstico ja vem sendo descritos na literatura
(LIU et al., 2005). Os métodos de diagndstico que sdo mais rotineiramente
utilizados para detectar o PCV2 incluem hibridizacao in situ, imunoistoquimica,
ensaios de imunofluorescéncia e reacdo em cadeia da polimerase (ELLIS et al.,
1998, 1999; MOROZOV et al., 1998; ALLAN et al., 1999).

Estudos anteriores mostraram que anticorpos policlonais anti-PCV2 nao
possuem reatividade cruzada em testes de imunoistoquimica frente ao
circovirus suino 1 (PCV1) ( SHUAI et al., 2008; HIRAI et al., 2006). Este virus é
considerado nao patogénico, geneticamente e sorologicamente diferente de
isolados de PCV2 (HAMEL et al., 1998).

Atualmente, com a utilizacdo de técnicas de biologia molecular, é
possivel a clonagem génica e a expressdao heteréloga de proteinas de
interesse biotecnologico. Um alvo interessante nos virus sdo as proteinas do
capsideo, por estarem expostas e geralmente serem usadas como
imundgenos. A clonagem do gene do capsideo permite que quantidades
virtualmente ilimitadas da proteina sejam produzidas (BARBIERI et al., 2004;
COLINET et al., 1994). Uma vez que a proteina capsidial do PCV2, codificada
pela segunda fase de leitura aberta (ORF2), € uma proteina estrutural, sendo
altamente imunogénica, um anti-soro produzido a partir da proteina
recombinante do capsideo viral purificada deve apresentar as mesmas
propriedades daquele produzido a partir de particulas virais purificadas (JU et
al., 2005).

A produgao de um soro hiperimune anti-PCV2 em coelhos, a partir da
proteina recombinante purificada do capsideo do PCV2 (Cap PCV2), pode
significar uma ferramenta diagndstica de relevancia. Desde que este soro tenha
capacidade de identificar antigenos virais em lesbes, ou mesmo em tecidos

normais de suinos, diversas técnicas de identificacdo de antigenos diretas e
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indiretas podem ser desenvolvidas, incluindo-se técnicas de imunoensaio
enzimatico (ELISA), Western blotting, imunoistoquimica e imunocitoquimica.
Técnicas imunoistoquimicas padronizadas, utilizando como anticorpos
primarios anti-Cap PCV2 podem ser importantes para o diagndstico da
circovirose suina por meio da identificacéo direta de antigenos virais em lesdes
histolégicas. O emprego desta técnica em cultivos celulares (imunocitoquimica)
utilizando esta proteina recombinante pode representar valiosa ferramenta para
confirmar a eficacia de cultivo do PCV2 em linhagens celulares. A utilizagédo do
anticorpo produzido a partir da proteina recombinante pode ser menos onerosa
comparada aos anticorpos comerciais, considerando que estes anticorpos
possuem alto custo e sdo importados.

Este estudo teve como objetivo produzir soro hiperimune anti-Cap PCV2
em coelhos, utilizando como antigeno a proteina recombinante do capsideo do
PCV2 purificada, e utilizar este soro como ferramenta diagndstica na

padronizacao de técnica de imunoistoquimica



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos histéricos da circovirose suina

Em 1974, foi descoberta a existéncia de um pequeno virus
contaminante da linhagem celular PK-15, derivada de rim suino, denominado
circovirus suino (PCV) (TISCHER et al., 1974).

No ano de 1991, foi descoberta no Canada, uma doenga desconhecida
até entdo, a qual foi denominada sindrome multissistémica do definhamento
pos-desmame (PMWS) (HARDING, 1997). Em 1997, descobriu-se uma
correlagdo desta nova doenga com o PCV2 (CLARK, 1997); a mesma
correlagao havia sido estabelecida um ano antes nos Estados Unidos (DAFT et
al.,, 1996). Subsequentemente, uma nova entidade também associada ao
circovirus suino foi descrita na Inglaterra, denominada sindrome nefropatica e
dermatolégica suina (PDNS), (SMITH et al., 1993).

Em 1998, o genoma do PCV associado a PMWS foi totalmente
sequenciado, e diferengas importantes, do ponto de vista genémico, entre esse
virus patogénico e o associado a linhagem celular PK-15, foram observadas
(HAMEL et al., 1998). Devido a isso, decidiu-se renomear esses dois virus
como circovirus suino 1 (PCV1), o virus contaminante da linhagem celular PK-
15, derivada de rim de suino, o qual é apatogénico para suinos e circovirus
suino 2 (PCV2), como agente etiologico da PMWS (ALLAN et al., 1998) e da
PNDS (SMITH et al., 1993).

Em 1999, diagnosticou-se a PMWS no Brasil, primeiramente em Santa
Catarina (CIACCI-ZANELLA e MORES, 2000), contudo, estudos retrospectivos
indicaram a presenca do virus no pais desde 1988 (CIACCI- ZANELLA et al.,
2004).



2.2. Aspectos gerais e moleculares do PCV2

O PCV é um pequeno virus nao envelopado que contém uma fita
simples de DNA de 1,76 Kb. O PCV ¢é classificado dentro da familia
Circoviridae, a qual possui outros membros. Os virus incluidos nesta familia
sao virus pequenos, icosaédricos e ndo-envelopados. Pelo fato do PCV ser um
virus animal a apresentar um genoma circular de acido desoxiribonucleico
(DNA), o novo nome foi proposto e passou a constituir um novo género,
denominado Circovirus (TISCHER et al., 1982). Mais tarde, o agente foi
agrupado pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICVT) em uma nova
familia de virus de DNA, a familia Circoviridae (LUKERT et al, 1995), que se
constituiu de dois géneros. O primeiro é o género Circovirus, onde estao
incluidos o PCV1 e o PCV2 (ALLAN e ELLIS, 2000), o circovirus do pombo
(CoCV), o circovirus do canario (CaCV), o circovirus do ganso (GoCV) e o virus
da Doencga do bico e penas dos psitacidios (PBFDV) (TODD, 2004). O outro é
o0 género Gyrovirus, no qual esta inserido o virus da anemia infecciosa das
galinhas (CAV) (TODD, 2004). O Circovirus apresenta semelhangas com
outros dois virus humanos, o TT virus (TTV) e o TTV-like minivirus (TLMV)
(BIAGINI, 2004), e também com virus de plantas, incluindo aqueles que
infectam o trevo subterraneo, céco e banana (MEEHAN et al., 1997).

O PCV é resistente a inativagao pés-exposic¢ao a pH 3,0, cloroférmio e a
temperaturas variando de 56 °C a 70 °C. Possui um gradiente de densidade em
cloreto de césio (CsCl) de 1,33-1,34 mg/mL e um coeficiente de sedimentacao
de 57S comparado ao coeficiente de sedimentagdo do enterovirus bovino
(ALLAN et al., 1994b).

Os genomas do PCV1 e do PCV2 contém 1759pb e 1768pb,
respectivamente (HAMEL et al., 1998; MEEHAN et al., 1997), organizados de
forma similar e possuem 76% de identidade entre si. Ambos contém trés
principais fases de leitura aberta (ORFs): ORF1, ORF2 e, recentemente, foi
identificado um produto génico expresso pela ORF3 (HAMEL et al., 1998;
MEEHAN et al., 1997; MEEHAN et al., 1998; MOROZOV et al., 1998; LIU et al.,
2005). O PCV2 é dividido em dois grupos (1 e 2), com oito subgrupos (1A a 1C
e 2A a 2E) nao estando aparentemente associados com a doenga e com a
area geografica. Genomas do grupo 1 foram publicados apds o ano de 2003 e



genomas do grupo 2 antes deste mesmo ano, indicando que o grupo 1 seria
mais recente que o grupo 2 (OLVERA et al., 2007).

A ORF1 codifica uma proteina associada a replicagéo (proteina Rep).
(NAWAGITGUL et al., 2000). As ORF1 do PCV1 e PCV2 possuem 936pb e
942pb, respectivamente (HAMEL et al., 1998; MEEHAN et al.,, 1997) e
identidade de 85% (CASTRO et al., 2003). A estrutura tridimensional da
proteina Rep foi recentemente elucidada por Ressonéancia Magnética Nuclear.
A proteina Rep apresenta um motivo de endonuclease similar ao do
geminivirus Tomato Yellow Leaf Curl Sardinia Virus, um virus de planta que se
replica por circulo rolante (VEGA-ROCHA et al., 2007). O PCV também se
replica por circulo rolante no nucleo da célula infectada pela formacédo de uma
fita dupla de DNA 29 (RF dsDNA). A proteina Rep é a responsavel pela
clivagem do DNA viral formando um terminal 3’-OH livre que sera o sitio de
inicio para a replicagdo. A replicagdo in vitro do DNA do PCV mostra ser
dependente das enzimas da fase estacionaria (S) do ciclo de crescimento
celular. A replicagédo somente se inicia apds a passagem da célula pela mitose
(TISCHER et al., 1995). Durante a fase G1 do ciclo de crescimento celular, o
fator de ativacdo AP-1 é produzido e este se liga especificamente a sequéncia
consenso TGA (C/G) TCA. A sequéncia TGAGTCT, que é similar ao sitio de
ligacdo AP-1, é identificada no genoma do PCV (FRANZA et al., 1988).

A ORF2 codifica uma proteina que possui uma sequéncia conservada de
aminoacidos basicos no terminal aminico, sendo envolvida na formagao do
capsideo viral, consequentemente, €& a principal proteina estrutural e
imunogénica do PCV2 (NAWAGITGUL et al., 2000). A proteina codificada pela
ORF2 (Cap) do PCV2 possui aproximadamente 30kDa (HAMEL et al., 1998;
MEEHAN et al., 1998; MOROZOV et al., 1998). A proteina Cap € a proteina
mais variavel do PCV2, podendo haver uma ligacdo entre a variacdo da
proteina do capsideo e a patogenicidade do PCV2 (TODD et al., 2004).
Entretanto, a ORF2 mostrou ser um bom marcador para estudos filogenéticos e
epidemiologicos com o PCV2 ja que é possivel reconstruir a mesma arvore
filogenética produzida pelo genoma viral inteiro do PCV2 (OLVERA et al.,
2007).

Reacdes entre soros de suinos anti-PCV2 e peptideos sintéticos
revelaram que ha quatro regides lineares imunodominantes na Cap PCV2,
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incluindo uma regiédo reativa comum a Cap PCV1 (MAHE et al., 2000). As
regides de aminoacidos correspondentes as posigdes 47-85, 165-200 e 230-
233 estdo envolvidos na formacdo dos epitopos imunorreativos
(LEKCHAROENSUK et al., 2004). Os primeiros 46 residuos de aminoacidos da
capside viral correspondem a aminoacidos basicos e nao estao envolvidos na
formacédo conformacional dos epitopos (HAMEL et al., 1998). Estes residuos
podem estar envolvidos na formacado da superficie interna da proteina que
interage com as cargas negativas do DNA viral durante a montagem do virus
(LEKCHAROENSUK et al., 2004). Recentemente, foi realizado mapeamento
detalhado dos epitopos antigénicos da Cap PCV2, onde descobriu-se que o0s
trés epitopos lineares, os aminoacidos 156-162, 179-192 e 195-202, sao
confirmados nas duas regides imunoreativas dos residuos aminoacidos 157-
183 e 193-207 (SHANG et al., 2009).

Técnicas imunoistoquimicas tém sido padronizadas e empregadas em
tecidos de suinos com anticorpos produzidos contra a proteina codificada pela
ORF2 (HA, et al., 2005; PARK et al., 2009). A proteina Cap é relatada como
indutora de resposta imune protetora em suinos vacinados com produtos do
DNA da ORF2 expressados em Baculovirus (KAMSTRUP et al., 2004). Vacinas
com subunidades da ORF1 e ORF2 foram desenvolvidas e promoveram
protecdo significativa contra infecgdo ao PCV2. Silva Junior et al. (2009)
utilizaram como candidato vacinal plasmideo recombinante expressando a
proteina estrutural, codificada pela ORF2 do PCV2, o qual demonstrou ser
capaz de induzir uma resposta humoral e celular nos camundongos BALB/c
inoculados.

A proteina codificada pela ORF3 esta envolvida na indugao de apoptose
em cultivo celular (LIU et al., 2005). Estudos com camundongos revelaram que
a ORF3 esta diretamente relacionada a patogénese viral in vivo (LIU et al.,
2006).

2.3. Fisiopatologia

As bases patogénicas da qual o PCV2 é associado a PMWS ainda sao
pouco esclarecidas. De fato, a relagdo entre o PCV2 e algumas manifestacoes
de agravo tem sido estabelecida ndo somente na presengca do virus como

agente causal unico da doenca, mas também quando esse virus atua em
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associagao com outros patogenos (SEGALES et al., 2004). Os gendtipos 1 e 2
do PCV2 foram definidos recentemente usando a proteina do capsideo do
PCV2 como marcador, os resultados sugerem que o gendtipo 1 pode ser
potencialmente mais patogénico que o gendtipo 2 (GRAU-ROMA et al., 2008)

Alguns autores tém argumentado a necessidade de uma co-infecgdo ou
co-fatores para o desenvolvimento da doenga (ALLAN et al., 1999; CHOI e
CHAE, 2000; ALLAN e ELLIS, 2000; KRAKOWKA et al., 2001; KYRIAKIS et al.,
2002). A PMWS tem sido associada a combinacdo do PCV2 com outros
patégenos virulentos, como o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria
suina (PRRSV), virus da influenza suina, parvovirus suino (PPV), Haemophilus
parasuis, Actinobacillus pleuropneumoneiae, Streptococcus suis e Mycoplasma
hyopneumoniae (KIM et al., 2002; PALLARES et al., 2002). Estas infec¢cbes
podem confundir e complicar a apresentacgao clinica da doenca.

Segundo Fernandes et al. (2006), a manifestagcado de sinais clinicos e
lesbes associadas com a PMWS ocorreram de forma leve em leitdbes SPF
infectados com PCV2. No entanto, o PCV2 foi detectado em outros 6rgaos,
com um maior numero de lesdes histopatolégicas € em maior propor¢ao nos
suinos co-infectados com PPV, quando comparados aos infectados somente
com PCV2, reforcando a hipétese de que a infecgao por PCV2 pode ser
acentuada pela co-infecgéo por PPV.

Exames hematoldgicos revelaram uma reducéo de linfécitos T do grupo
de diferenciagcédo 4+ (CD4+) e células B, resultando em um quadro de deplecao
linféide nos animais doentes (SEGALES et al., 2001). Os niveis de RNA
mensageiro (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 reducgao (SIPOS et al., 2004). Analises na cinética celular mostraram uma
linfopenia consequiente da diminui¢éo de linfécitos B CD21" e linfécitos T CD3".
Todas as sub-populacdes de linfécitos Th de memédria CD3*CD4'CD8", Th
“naive” CD3'CD4'CD8’, células Tc CD3'CD4CD8" e células y& TCR®
CD3'CD4°CD8 foram susceptiveis a infecgdo pelo PCV2. As células NK CD3"
CD4°CD8" foram também diminuidas nos animais afetados com PMWS
(NIELSEN et al., 2003).



Chang et al. (2005) ndo detectaram nenhuma morte celular significativa
e nenhuma replicacdo do PCV2 em macréfagos alveolares de suinos,
entretanto, eles mostraram que o PCV2 sozinho foi capaz de causar uma
significativa falha funcional nos macroéfagos alveolares, incluindo uma
diminuicdo transiente da fagocitose e uma redugao persistente na capacidade
microbicida. Além disso, os macréfagos inoculados com o PCV2 também foram
ineficazes na produgdo de radicais livres pro inflamatérios éxidos (O3) e
peroxidos (H20,).

Macréfagos podem carrear o PCV2 em suinos infectados, e embora ndo
apresente citotoxidade direta, o PCV2 pode impedir a capacidade de expressao
de varias citocinas que associada a um decréscimo na atividade microbicida
dependente de oxigénio, permite infecgdo por patdégenos secundarios ou
oportunistas nos pulmdes. Varias citocinas e quimiocinas sao super-reguladas,
podendo intensificar o estresse respiratério e agravar a pneumonia intersticial
por aumento de reagdes inflamatdrias e recrutamento adicional de células
fagocitarias inflamatérias mononucleares para os pulmbées (CHANG et al.,
2006a).

As populagdes de leucécitos principalmente envolvidas na patogénese
da sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS) sdo os neutrdfilos,
mondcitos e células T citotdxicas. Células T yo estdo também implicadas na
resposta inflamatéria e imune inicial e também podem ser de grande
importancia na PDNS (SIPOS et al., 2005).

Hasslung et al. (2003) mostraram que um dos cinco oligonucleotideos
(ODNSs) selecionados do genoma do PCV2 continha motivos CpG e exibiam
uma atividade inibitéria na producdo de INF-a por células mononucleares
sanguineas periféricas, e que os outros quatro motivos CpG possuiam efeitos
estimulatorios na produgéao de IFN-a. Porém, Chang et al. (2005) constataram
o aumento na produgado de IFN-a. em macrofagos alveolares in vitro. Sipos et
al. (2004) verificaram um decréscimo na producdo de IFN-y em células
periféricas sanguineas. A entrada do PCV2 na célula depende da via de
endocitose mediada por clatrina em mondcitos 3D4/31, requerendo uma
acidificacdo do endossomo para a infeccao. Além disso, também depende dos

filamentos de actina, visto que inibidores da polimerizagao de actina diminuem
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a taxa de infeccdo nessas mesmas células (MISINZO et al., 2005). Chang et al.
(2006b) indicaram que lipopolissacarideos bacterianos induzem a translocagao
do PCV2 para o nucleo da célula, etapa necessaria para a replicagao viral.

Infeccao de células produtoras de interferons naturais impede a indugao
de interferon (IFN)-a e fator de necrose tumoral por oligonucleotideos (CpG),
impedindo a maturagdo autocrina e paracrina de células dendriticas mieldides.
Esta inibicao celular € mediada por DNA viral, independente de replicagdo. Um
amplo espectro de inibicao foi detectado, afetando respostas induzidas por
agonistas de receptores “foll-like” TLR7 e TLR9, mostrando que o DNA do
PCV2 pode induzir sinal negativo dominante capaz de influenciar o
reconhecimento de cascatas de ativagdo de receptores induzidos, sugerindo
deste modo, uma nova via de modulagao de resposta imune inata (VINCENT et
al., 2007).

O perfil de expressao sistémica das citocinas em suinos acometidos de
PDNS apresentou caracteristicas importantes em nivel de mRNA e proteinas.
Nesses animais, foi observado significativo aumento dos mRNAs codificadores
das citocinas pro-inflamatérias IL-1a e IL-6 (SIPOS et al., 2005). Kim e Chae,
(2004) detectaram a expressdao de MCP-1 e MIP-1 antes da inflamacéao
granulomatosa, sugerindo que as quimiocinas MCP-1 e MIP-1 podem ter um
papel central em mediar a inflamagéao granulomatosa em linfonodos infectados
pelo PCV2.

O PCV pode replicar em culturas de macréfagos e mondcitos de bovinos
e suinos (ALLAN et al., 1994a). Em culturas de macréfagos alveolares de
suinos o PCV néao afeta a habilidade da célula em fagocitar e eliminar células
que estdo acopladas ao complemento ou que expressam receptores Fc para
ligacdo de imunoglobulinas. McNeilly et al. (1996) observaram um aumento
transiente no complexo de histocompatibilidade (MHC) da classe | em células
infectadas com PCV e uma diminuicdo na expressao de MHC classe Il. Um
estudo preliminar mostrou que o PCV2 pode causar viremia e que o virus pode
replicar em fetos causando morte fetal e mumificagdo. Esses dados mostraram
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
(PENSAERT et al., 2004).
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Liu et al. (2006) mostraram que virus mutantes que ndo expressam a
proteina codificada pela ORF3 ndo promovem lesdes evidentes, mas replicam
eficientemente em camundongos e resultam na diminuicdo de linfécitos T,
demonstrando que a proteina codificada pela ORF3 tem papel importante na
patogénese viral via atividade apoptética. PCV2 foi associado com apoptose no

baco, linfonodos e placa de Peyer de camundongos BALB/c infectados.

2.4. Sinais clinicos

A PMWS é a sindrome mais importante causada pela infecgao do circovirus
suino (HARDING, 2004). Os sinais clinicos que formam a base para o
diagndstico preliminar sdo perda de peso, dispnéia, aumento dos linfonodos,
diarréia, palidez da pele e ictericia (CONTTRELL et al., 1999; HARDING, 1997;
HARDING et al., 1998; HARMS, 1999). Os sinais 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 doenga que
afeta animais de 1,5 a 4 meses de idade (SMITH et al., 1993; THIBAULT et al.,
1998). Nos casos fatais, sdo observadas lesdes cutdneas que consistem em
vasculite necrotizante que afetam a derme, levando a uma necrose subcutanea
e Ulceras hemorragicas dermais (CHOI e CHAE, 2001; THIBAULT et al., 1998).
Entretanto, podem variar de discretas lesées de 1 cm de didametro ou menos,
multifocais, eritematosas e planas para grandes lesdes coalescentes que
ocorrem em todas as partes do corpo mas, particularmente em membros
posteriores, perineo, abdémen ventral e flancos. Nos primeiros estagios as
lesbes discretas tém uma margem irregular e o eritema € mais intenso, dando
uma aparéncia de roseta. Ja nos casos em que ha progressdo severa, as
lesbes evoluem de coloragcédo purpura para preta, consistente com a necrose
dermal. Os casos graves geralmente sao fatais e, em quadros menos severos
pode haver recuperagao entre 10 a 14 dias, resultando em normalidade da pele
ou formacéao de areas de escaras (THOMSON et al., 2002).

O tremor congénito em suinos é causado pela desmielinizacado da medula
cerebral e espinhal. A mortalidade pode alcancar taxas acima de 50%, como
resultado da incapacidade motora do animal. A associagao do PCV2 ao tremor
congénito é controversa (KENNEDY et al., 2003; CHAE, 2004).
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A pneumonia necrotizante proliferativa (PNP) foi inicialmente descrita em
1990 no Canada, como um problema respiratéorio em animais de creche e
terminacdo, podendo ser causada pelo virus influenza A (GIRARD et al., 1992).
Entretanto, outros estudos mostraram que a PNP pode ser resultado da co-
infeccédo do PRRSV e PCV2 (OHLINGER 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 mumificagao fetal (JOSEPHSON e CHARBONNEAU, 2001;
KIM et al., 2004; LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2001; O'CONNOR et al.,
2001; WEST et al., 1999).

2.5. Aspectos patologicos

O aumento dos linfonodos (principalmente o inguinal, submandibular,
mesentérico e mediastinal) € uma das alteragdes patoldgicas mais comuns de
animais com PMWS. Em menor proporcéo de ocorréncia, os linfonodos podem
apresentar areas de necrose multifocal visiveis macroscopicamente. Uma
porcentagem de animais afetados pela PMWS pode apresentar também atrofia
e descoloragao hepatica, principalmente em casos de ocorréncia de ictericia
tipicamente evidente, e o cértex renal com focos de necrose (SEGALES e
DOMINGO, 2002).

Do ponto de vista microscoépico, a deplecao linféide das areas foliculares
e parafoliculares associada a um infiltrado de células histiocitarias em érgaos
linféides em geral sdo as lesdes comuns encontradas em animais afetados. A
presenga de células gigantes multinucleadas nos 6rgaos linféides também ¢é
frequente. Outro achado importante relacionado aos 6rgaos linféides é a
presencga de corpusculos de inclusdo basofilicos e esféricos no citoplasma de
células histiocitarias. Nas areas parafoliculares, observa-se uma proliferagéo do
estroma fibro-vascular (ROSELL et al., 1999). No figado pode ser encontrada
uma hepatite linfocitaria ou linfo-histiocitaria periportal. Nos rins é frequente o
achado de nefrite intersticial linfocitaria ou ainda glomerulonefrite severa com
deposigcao de fibrina na capsula de Bowmann. Nos pulmdes, o achado mais
freqUente é a pneumonia intersticial caracterizada por marcado espessamento
dos septos alveolares por infiltrado mononuclear, podendo haver a presenca de
neutréfilos degenerados no interior dos alvéolos (SEGALES et al.,, 2004;
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DARWICH et al., 2004). O desenvolvimento de pneumonia intersticial em
suinos acometidos naturalmente pela PMWS ou experimentalmente infectados
com PCV2 pode ser resultante do recrutamento de células inflamatorias da
fase aguda, e subsequente, de células fagociticas mononucleares dos vasos
sanguineos para os septos interalveolares e espago alveolar pela super
expressao de citocinas e quimiocinas liberadas pelos macréfagos infectados
com PCV2 (CHANG et al., 2005).

Na PDNS, as lesdes renais microscopicas variam na cronologia de
vasculite e glomerulite agudas e necrotizantes, com cristais hialinos nos tubulos
renais para esclerose glomerular crénica, com fibrose e inflamagao intersticial.
A dermatite hemorragica esta associada a vasculite necrotizante nos vasos
dermais. A vasculite pode ser detectada em outros tecidos, incluindo subcutis,
linfonodos, baco, figado, membrana sinovial das articulagbes, submucosa
gastrintestinal, serosas e meninges, mas esta distribuicdo e frequéncia varia
consideravelmente entre animais acometidos (THOMSON et al., 2002).

Lesbes cardiacas que consistem em hemorragia do miocardio e necrose
de células cardiacas e lesdes vasculares como perivasculite linfo-histiocitara ou
endoarterite com necrose de células endoteliais também sao relatadas por
Opriessnig et al. (2005). E possivel encontrar lesdes no sistema nervoso
central como meningoencefalite linfo-histiocitaria, além de proliferacédo das
células da neurdglia (ROSELL et al., 1999).

Chianini et al. (2003) classificaram as lesbes histopatologicas de
linfonodos em trés estagios ou graus. Nas lesbes de estagio | observa-se
deplecao leve em areas de linfocitos B, infiltragdo leve por macréfagos, baixo
grau de histiocitose, leve infiltracdo de células imaturas do sistema
mononuclear fagocitico, presengca de poucos granuldcitos, principalmente
eosindfilos, figuras mitéticas e apoptéticas ocasionais, poucas células gigantes
multinucleadas, principalmente nos centros germinativos das areas foliculares
dos tecidos linféides. Nas lesdes de estagio Il, ha deplegao linféide moderada
de areas de células B, leve deplecao linféide nas areas de células T,
macrofagos infiltrados nas areas foliculares e interfoliculares, presengca de
moderado numero de células gigantes multinucleadas, ocasionalmente
granulocitos degenerados, grandes e unicos ou pequenos, multiplos corpos de
inclusdes basofilicos esféricos presentes no citoplasma de histidcitos e
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macrofagos e numerosas figuras mitéticas. Nas lesdes de estagio lll, os
foliculos linféides estdo drasticamente reduzidos ou ausentes. Regides
subcapsulares e interfoliculares invadidas por grande numero de macrofagos,
alto grau de histiocitose, grandes e unicos ou pequenos e multiplos corpos de
inclusbes  basofilicos esféricos e intracitoplasmaticos observados
ocasionalmente nos histidcitos, células gigantes multinucleadas encontradas
espalhadas nas areas corticais dos linfonodos, figuras mitéticas e apoptoticas
ocasionais localizadas nas areas foliculares, consideravel numero de
granulécitos polimorfonucleares, marcada deplegao linféide tanto nas areas de
células T quanto nas areas de células B, intenso infiltrado de macrofagos,
numerosos eosinofilos encontrados nos tecidos foliculares e interfoliculares
numerosas figuras mitdticas, células em apoptose e células gigantes

multinucleadas encontradas esporadicamente.

2.6. Diagnéstico

O diagnéstico definitivo das doencgas relacionadas ao PCV2 é baseado
na detecgdo do antigeno ou acido nucléico viral associado as lesdes
histopatoldgicas e sinais clinicos causados pela doenga (ALLAN e ELLIS,
2000). Nao ha efeito citopatico causado pelo PCV em cultivo celular. Métodos
de diagndstico que sao mais rotineiramente utilizados para detectar o PCV2
incluem hibridizagdo in situ (IHS), imunoistoquimica (IHC), ensaios de
imunofluorescéncia (ALLAN et al., 1999; ELLIS et al., 1998; ELLIS et al., 1999;
MOROZOV et al., 1998), PCR (ALLAN et al., 1999; LAROCHELLE et al., 1999),
e analises do polimorfismo dos fragmentos em ensaios de enzimas de restricao
(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 macréfagos e
monacitos, assim como macréfagos alveolares, células de Kupffer e células
dendriticas de tecidos linféides (ALLAN e ELLIS, 2000; ROSELL et al., 1999).

Os diagnésticos diferenciais da circovirose suina podem ser amplos,
dependendo dos sinais clinicos apresentados pelos animais da granja.
Primeiramente e mais importante é incluir na lista de doengas diferenciais as
enfermidades respiratorias, principalmente a PRRS; pois, a soroprevaléncia do
PRRSV é amplamente distribuida em muitos paises, o que dificulta a
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diferenciacdo da circovirose suina e da PRRS (SEGALES et al., 2002). Além
disso, todas as doengas ou condi¢des que envolvem a refugagem de animais

podem ser incluidas na lista de diagnéstico diferencial (HARDING, 1997).
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3.1.

3- OBJETIVOS

Objetivo geral

Producao de soro hiperimune anti-Cap PCV2 em coelhos, a partir da

proteina recombinante purificada do capsideio do PCV2, e utilizacdo desse

soro para padronizacao de técnica imunoistoquimica.

3.2.

Objetivos especificos

Purificar DNAs plasmidiais previamente clonados com a sequéncia de
nucleotideos do capsideo viral no plasmideo pET 16b (Novagem);
Induzir e expressar a proteina do capsideo do PCV2 em sistema
bacteriano de expressao;

Purificar a proteina recombinante por meio de cromatografia de
afinidade em coluna de Niquel;

Produzir um soro hiperimune anti-Cap PCV2 utilizando a proteina
recombinante purificada;

Purificar imunoglobulinas de classe G (igG) por método de precipitagao;
Verificar as melhores titulagdes de anticorpos e antigenos a serem
aplicadas em técnicas de Western blotting, ELISA e imunocitoquimica;
Padronizar técnica de imunistoquimica utilizando como anticorpo,

primario de coelho anti-Cap PCV2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cepa do PCV2 e obtencao do plasmideo recombinante

No presente estudo foi utilizada cepa do PCV2 isolada de rim de suino
por Monnerat (2003) e mantida em células SK6 no Laboratério de Virologia
Animal (DVT). A caracterizacdo molecular do isolado viral e a construcéo de
DNAs plasmidiais positivos da sequéncia codificadora da capside viral foram
realizadas no Laboratério de Infectologia Molecular Animal (LIMA), em estudo
prévio, por Silva Junior (2005) e Silva Junior (2008).

4.2. Clivagem e extragado de DNA plasmidial

O DNA do plasmidio pET foi extraido de células utilizando-se kit
especifico para extragcdo de DNA plasmidial (PROMEGA WIZARD® plus SV —
minipreps DNA purification sistem — USA), o qual utiliza metodologia de
eluicdes. Para a realizagdo de clivagem foi utilizada a enzima de restricao
EcoRI. O produto resultante foi observado em eletroforese de gel de agarose
1% e a confirmagao da extragao foi feita por meio da verificagdo de bandas de

tamanho molecular esperadas.

4.3. Preparagao de Escherichia coli BL21 competente

Células nao transformadas de Escherichia coli mantidas em estoque a —
80 °C com glicerol 12 % foram reativadas para crescimento em meio LB liquido
contendo cloranfenicol 17 ug/mL a 37 °C, sob agitacao de 180 rpm durante 12
horas. No dia seguinte as células foram diluidas na propor¢cédo 1:100 em meio
LB e deixadas a 37 °C, sob agitagcdo de 200 rpm, até que o meio de cultura
atingisse densidade 6ptica em espectrofotometria de 0,4 em uma absovancia
de 600 nandmetros de comprimento de onda (DOeno). Em seguida, o meio foi
distribuido em tubos de 50 mL, que foram deixados no gelo por 5 minutos,
antes de serem centrifugados por 10 minutos a 3.000 x g a 4 °C. Descartado o
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sobrenadante, o precipitado resultante foi ressuspendido em 1/5 do volume
inicial de meio com tampao Ca/Glicerol estéril gelado (60 mM CaClz, 10 mM
PIPES, 15 % de dglicerol, pH 6,4). Apés nova centrifugacdo e descarte do
sobrenadante, o precipitado foi novamente ressuspendido em tampé&o
Ca/Glicerol com 1/5 do volume inicial de meio e deixado no gelo por 30
minutos. O material foi entdo centrifugado a 3.000 x g por 5 minutos a4 °C e o
precipitado resultante foi ressuspendido, cuidadosamente, em 1/40 do volume
inicial de meio. Finalmente, o material ressuspendido foi aliquotado em
microtubos (100 pyL cada) previamente resfriados no gelo e estocados a — 80
°C.

4.4. Transformacgao e preparo do pré-inéculo

Um microlitro (1uL) do plasmidio recombinante pET Cap - PCV2 (Figura
1) contendo o gene da ORF2 do PCV2, construido por Silva Junior (2008), foi
adicionado a 100 pyL de células competentes preparadas como descrito
anteriormente e a mistura foi incubada no gelo por 30 min. Apds este tempo, a
mistura de células e DNA plasmidial foi submetida a um choque térmico, em
banho-maria a 42 °C por um minuto e, novamente no gelo por dois minutos.
Em seguida, 900 pL de meio LB sem antibiético foram adicionados, as células
foram incubadas a 37 °C por 2 horas a 250 rpm e, apés este tempo, 100 pL da
cultura foram deixados em crescimento durante toda a noite em LB liquido com

ampicilina na concentragao de 50 ug/mL (pré-indculo).

ORF2

pET CAP PCV2

6414bp

Figura 01: Mapa de construgdo do plasmideo contendo a ORF2 do PCV2. Insergdo na
mesma fase de leitura de uma calda de histidina no vetor de expressé@o pET-16b, originando o
plasmideo recombinante pET CAP PCV2 (SILVA JUNIOR, 2008).
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O pré-inoculo foi diluido 100 vezes em meio TB (Terrifc Brofh) contendo
50 pg/mL de ampicilina e 20 mM de glicose e deixado a 37 °C sob agitagdo de
250 rpm até que a densidade O6ptica em comprimento de onde de 600
nandmetros (DOgg) atingisse o valor de 0,6 (fase log de crescimento). Logo em
seguida, uma aliquota de 1,5 mL da cultura foi transferida para um microtubo
novo centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos e o precipitado armazenado para
analise por SDS-PAGE. Foram testadas as concentragdes 0,1 e 0,25 mM de
isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (SIGMA-ALDRICH) a temperatura
de 30 °C, sempre sob vigorosa agitagcdo (250 rpm) e suficiente aeragao.
Decorridas quatro horas de crescimento apds a indugdo com IPTG, o material
foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos. O precipitado resultante foi

recuperado para ser utilizado nos passos seguintes.

4.6. Purificagdo da proteina recombinante

ApoOs a expressao, as células bacterianas induzidas passaram por um
processo de lise para liberacdo da proteina expressa para que o processo de
purificacdo da proteina do capsideo do PCV2 (Cap — PCV2) recombinante
pudesse ser realizado. O precipitado de células induzidas foi descongelado e
ressuspendido em tampao de lise (NaH2PO4 20 mM; NaCl 300 mM; Imidazol 5
mM; pH 8,0) com cerca de 1 mL para cada grama do precipitado. Ao tampao
de lise foram adicionados lisozima 1 mg/mL (SIGMA ALDRICH), PMSF 1 mM
(SIGMA ALDRICH) e, em seguida, este foi incubado no gelo por 30 minutos. O
processo de lise das células foi realizado com 6 ciclos de sonicagao de 10 s a
200-300 W cada, com intervalos de 10 s e com os tubos no gelo para evitar
aquecimento da amostra. Os restos celulares e os corpos de inclusdao foram
precipitados por centrifugacdo a 10.000 x g a 4 °C por 30 minutos. O
precipitado (corpos de inclusdo) foi congelado a -20 °C para posterior
purificacdo e parte do sobrenadante foi coletado para analise em SDS-PAGE.

Diferentes estratégias foram adotadas com o intuito de purificar e obter a
maior quantidade possivel da proteina recombinante. Cada metodologia de

purificacao foi repetida pelo menos duas vezes.
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4.6.1. Preparo dos corpos de inclusao

Os corpos de inclusao foram ressuspendidos com o minimo de volume
possivel em trés tipos de tampdes diferentes: tampao de equilibrio | (Tris HCI
50 mM; 2 M de uréia; 500 mM de NaCl; pH 8,0), tampao de equilibrio Il (Tris
HCI 50 mM; 8 M de uréia; pH 8,0 ) e tampé&o de equilibrio Il (Fosfato 100 mM;
NaCl 400 mM; Uréia 2 M; Imidazol 10 mM; e Triton x-100 0,1 %; pH 7,5). As
amostras foram deixadas no gelo por cerca de 15 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C, sendo o
sobrenadante coletado e o precipitado armazenado para posterior analise em
gel SDS-PAGE. O material ressuspendido em tamp&o de equilibrio I, Il ou Ill foi
armazenado na geladeira por no maximo sete dias até a sua utilizagdo nos

passos seguinte da purificagao.

4.6.2. Cromatografia de Afinidade

Foram adicionados quatro mililitros de agua destilada a 500 pL de resina
de Niquel (HIS-Select® Nickel Affinity — SIGMA), sendo o material centrifugado
a 3.000 x g por 5 minutos a 4 °C. Descartado o sobrenadante, quatro mililitros
do tampao de equilibrio foram adicionados para ressuspensao da resina. Apos
nova centrifugagéo, a 3.000 x g por 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi
novamente descartado e ao precipitado foram adicionados quatro mililitros dos
corpos de inclusdo devidamente preparados como descrito no item 4.1.5.3.
Estes foram deixados interagindo por 30 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo (50 rpm). Em seguida, a resina foi empacotada na coluna
cromatografica (seringa de 1 mL) e o volume nao ligado a resina foi entao
coletado em um microtubo. Posteriormente, diferentes volumes de tampdes de
equilibrio com concentragdes de imidazol variando de 10 a 60 mM foram
testadas para remogao das proteinas ligadas inespecificamente a resina.
Finalmente, a eluicdo da proteina recombinante foi feita com tampao de

equilibrio contendo de 120 a 250 mM de imidazol.

4.7. Confirmagao da purificacao por SDS- PAGE e Western blotting

As amostras coletadas em cada condigao foram misturadas com tampéao
de amostra (Tris-Cl 45 mM, pH 6,8; glicerol 10%; SDS 1%; azul de bromofenol
0,01%, 50 mM de B-Mercaptoetanol) e sonicadas 6 vezes com intervalo de 10 s
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no gelo para evitar aquecimento das amostras. Em seguida, as amostras foram
fervidas em banho-maria por 3 min e analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante, sistema descontinuo de separacédo (SDS-PAGE),
para verificar bandas de peso molecular correspondentes a da proteina
purificada e estimar a eficiéncia e qualidade da purificacdo da proteina. As
proteinas foram separadas em um gel de poliacrilamida 15%, como descrito
por Sambrook et al. (1989), usando um sistema de tamp&o Tris-glicina (Tris 25
mM e Glicina 0,2 M). Apds a corrida, o gel foi revelado com solugéo corante
(Commassie Brilhante Blue R-250 (SIGMA-ALDRICH) 0,1%, acido acético 9%,
etanol absoluto 45%) por 2 h e colocado em solugdo descorante (acido acético
glacial 7,5% e etanol absoluto 25%) até visualizagdo. A correta expressao foi
detectada por comparagdo com o marcador de peso molecular PageRulerTM
Unstained Protein Ladder (Fermentas).

Apods a purificagao e a observagao da proteina purificada no SDS-PAGE,
foi realizado um Western blotting para confirmar se a proteina purificada era
realmente a proteina do capsideo do circovirus suino 2. Para isso, apds um
SDSPAGE 15% de amostras contendo a proteina purificada e de amostras
controle, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
Hybond™- C 27 extra (Amersham) em tampao de transferéncia (Tris-HCI 20
mM, glicina 190 mM, etanol 20%, pH 8,3) usando o sistema de transferéncia
Mini Trans-blot (Bio-Rad) a 100 V por 2 horas. Em seguida, a membrana foi
corada por 10 min com solugao de ponceau (Vetec), lavada com agua destilada
e entdo bloqueada com leite em p6 desnatado 5% diluido em TBS-T (Tris 25
mM, 0,9% de NaCl 0,1% de Tween-20, pH 8,0) por 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacdo de 50 rpm. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada
com o anticorpo primario que era o anti-soro de suino anti-PCV adquirido
comercialmente (VMRD, Inc.) (1:8000) ou o anti-soro de camundongo anti-
cauda de Histidina (SIGMA) (1:3.000) por 3 horas. Depois de trés lavagens
(com duragao de cinco minutos cadalavagem) com TBS-T, a membrana foi
incubada com anticorpo secundario anti-lgG de suino conjugado a peroxidase
produzido em coelho (1:16.000) (SIGMA) ou anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (1:4.000) (SIGMA) por uma hora. A membrana foi
novamente lavada por trés vezes (com duracdo de cinco minutos cada

lavagem) e revelada com DAB 0,1% (tetracloridrato de 3,3’- diaminobenzidina)
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(SIGMA) na presenga de tampao Tris 50 mM, pH 7,6 e 0,1% de perdxido de
hidrogénio 30vol. A reacdo de revelagdo foi parada mergulhando a membrana

em recipiente com agua destilada.

4.8. Dialise

Para remoc¢ao da uréia e excesso de outros sais da amostra purificada, a
mostra foi colocada em membrana de didlise, com poros que permitiam a
passagem de proteinas menores que 16 kDa. A proteina recombinante
purificada foi dialisada em tampéao fosfato de 20 mM, Triton-X100 0,1% e pH
7,4, sob agitacao a 4 °C. O tampao de didlise foi trocado por oito vezes a cada
seis a 12 horas. O volume de tampéao utilizado para cada troca foi de um litro. A
solucdo final contendo a proteina dialisada foi quantificada pelo método de
Bradford e estocada, seguindo condigbes de armazenamento padronizadas por
Salgado (2008).

4.9. Animais utilizados para obtenc¢ao de soro hiperimune

Para obtencgao do soro pré-imune, foram utilizados dois coelhos, fémeas,
raca Nova Zelandia, albinos, com idade entre 60 a 70 dias, clinicamente sadios,
oriundos do Setor de Cunicultura da Universidade Federal de Vigosa. Foram
coletadas amostras de sangue dos coelhos antes das trés inje¢des (contendo a
proteina recombinante Cap-PCV2). Todos os procedimentos que envolveram
utilizacdo de animais seguiram as normas do Comité de Etica do Departamento
de Veterinaria da UFV, aprovados por este comité sob protocolo de numero
024/2008.

4.10. Inoculagoes da proteina em coelhos

Para a producgao de soro hiperimune em coelho, foram realizadas quatro
injecdes em cada animal, por via subcutanea, contendo em cada injecao
aproximadamente 100 ug da proteina recombinante do capsideo do PCV2
previamente purificada pela cromatografia de afinidade e dialisada (como
descrito no item 4.4). A proteina purificada foi emulsificada com o adjuvante de
saponina (N.50508064, Amostra 5012, Bio Science) na propor¢ao de 1 mg/mL
de volume de proteina inoculada no animal. Os intervalos entre as aplicagdes

das inje¢des variaram entre 15 a 20 dias.
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4.11. Coleta de amostras

As amostras sanguineas foram obtidas por meio de pungdo venosa da
veia auricular dos coelhos. Foram obtidos 5 mL de sangue de cada coelho. O
sangue foi coletado em tubos de ensaio, onde foi mantido até a retragéo do
coagulo, a temperatura ambiente, sendo depois centrifugado a 4427 g, a 4 °C
por 5 minutos e, entdo, foi obtido o soro bruto pré-imune. Esse soro foi
armazenado em freezer, a -20 °C, para posterior analise do titulo de anticorpos

por Western blotting e por ELISA.

4.12. Purificagdo dos anticorpos pelo método de precipitagao de IgG
Apos colheita do sangue total dos coelhos e centrifugagdo do mesmo, foi
obtido aproximadamente 50 ml de soro sanguineo. Este soro foi submetido a
técnica de precipitacdo de imunoglobulinas de classe G (IgG). O volume total
de soro obtido foi diluido em quatro volumes de tampao acetato na
concentracdo de 60 mM e pH 4, resultando num volume final de 400 mL de
solugdo. Apds a diluicao, o pH foi ajustado novamente para 4.5 utilizando-se
NaOH 0,1 N. O valor de pH foi ajustado por meio de pHmetro de eletrodo. Foi
adicionado lentamente e fracionadamente e sob agitagao (durante 30 minutos)
a amostra diluida, acido caprilico na concentracdo de 25uL por mL de amostra.
Apods formacgao de precipitado, a amostra foi centrifugada em tubos “Falcon” a
10.000 g por 30 minutos, utilizando-se centrifuga refrigerada a 4°C com rotor A
841. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro e misturado em PBS 10X na
propor¢cao de 10 partes de sobrenadante para uma parte de PBS. O pH da
solugao resultante foi ajustado para 7,4 com NaOH 5,0N. O sobrenadante foi
refrigerado a 4°C e entdo foi adicionado sulfato de aménio na propor¢ao de
0,277g para cada mL de sobrenadante (equivalente a 45% de saturagao) e
mantido sob agitacdo por 30 minutos. Apds, foi realizada centrifugagao a 3.000
g por 40 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em um volume de PBS 1X, a 4°C, em proporgao equivalente ao
volume da amostra inicial dividido por 10, nesse caso, resultando em um
volume de 3,8 mL de solucéao final. Em seguida, a amostra ressuspendida foi
depositada em membrana de dialise (SIGMA D-0655, 25mm x 40mm, 12.000),
a qual foi submersa em dois litros de PBS 1X, este tampao foi trocado por trés
vezes e a dialise foi realizada overnight a 4°C. Terminada a dialise, a amostra
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foi retrada da membrana e depositada em recipiente de vidro, onde foi
aquecida em banho-maria por 20 minutos. A amostra foi centrifugada a 5000 g
a 4°C. Foram feitas aliquotas de 1 mL, as quais foram depositadas em tubos de

vidro e armazenadas a -20°C.

4.13. Verificagcao da afinidade de ligagao por Western blotting

Para a verificar a afinidade de ligagado do anticorpo produzido a proteina
purificada foi realizado ensaio por Western blotting. Amostras de proteina
purificada foram submetidas a eletroforese, em SDS-PAGE, na concentragéo
de 15% e 1 mm de espessura. A eletroforese ocorreu numa cuba eletroforética
com uma fonte de alimentacdo a 100 V, por aproximadamente duas horas. O
tampdao de corrida eletroforética utilizado foi o tampao 5X (15g de tris-base, 72g
de glicina, 5 g de SDS, para 1 L de solugao final), que foi diluido para a
concentragdo final de 1X. Foram utilizados 5uL do marcador Page Ruler™
Unstained Protein Ladder (Fermentas), para proteinas de 10 a 200 KDa. Como
controle negativo foi utilizado 9 uL de extrato lisado de células de E.coli BL-21
transformadas com o gene recombinante para Cap-PCV2, mas n&o induzidas e
3 uL de tampdo da amostra. Foram aplicados 6 pyL de solucdo da proteina
purificada (1,2 ug de proteina) e 5 yL de tampao de amostra. Posteriormente,
as amostras foram aquecidas a 100 °C por aproximadamente 5 minutos. O
marcador foi aplicado na primeira canaleta e as duas amostras supracitadas
foram aplicadas intercaladamente nas outras canaletas do gel.

Apods eletroforese, o gel foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose, a qual foi submetida a coloragao reversivel com Ponceau S
(Sigma Chemicals Corporation) por cerca de 10 minutos e, logo em seguida,
lavada com agua ultra pura. A membrana foi cortada em fitas, com o objetivo
de se separar o marcador das amostras, para posterior visualizagdo e
demarcagao (realizada com caneta) das bandas de proteinas. Além disso, o
restante da membrana foi cortada em cinco grupos (cada grupo contendo as
duas amostras analisadas), para se testar cinco tipos de dilui¢des do anti-soro
bruto do coelho. Em seguida, a membrana (a excecado da fita referente ao
marcador) foi bloqueada por duas horas em solugéao tampao PBS-Tween 0,1%
(4,25g de NaCl; 0,08g NaH,PO4.2H,0; 0,64g NaHPO4; H,O g.s.p 500 mL, 500
ML de Tween-20, pH 7,6) com leite em pd desnatado 5% (m/v), sob agitacao
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constante e a temperatura ambiente. A membrana foi, entdo, lavada com
solugdo de PBS-Tween 0,1% por trés vezes (cerca de cinco minutos cada
lavagem). Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 15 a 18
horas, sob agitagdo constante, a temperatura ambiente, em solugdo de anti-
soro bruto de coelho contendo o anticorpo primario (Ig-G coelho), nas dilui¢gdes
1:500, 1:1.000, 1:2000, 1:5.000 e 1:10.000 com o mesmo tampao PBS-Tween
0,1% utilizado para as lavagens. Decorrido o tempo de incubagdo com o
anticorpo primario, a membrana foi novamente lavada em tampao PBS-Tween
0,1% por trés vezes (5 minutos cada lavagem). Em seguida, a membrana foi
incubada por 2 horas, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, na
presenga de anticorpo secundario (IgG cabra a IgG coelho, conjugado a
peroxidase), na diluigdo de 1:8.000 em solugdo tampao PBS-Tween 0,1%.
Foram repetidas as trés lavagens sucessivas de 5 minutos em tampao PBS-

Tween 0,1%.

4.13.1. Leitura e interpretagao dos resultados

A leitura dos resultados obtidos do gel da corrida eletroforética (corado
com Commassie Brilliant Blue) foi feita a olho nu, comparando-se as bandas de
proteinas do marcador formadas com as bandas de proteinas das duas
amostras utilizadas (proteina Cap-PCV2 previamente purificada e dialisada e o
extrato de células de Escherichia coli BL-21 transformadas com o gene
recombinante para a Cap-PCV2, mas nao induzidas).

A leitura dos resultados obtidos das “fitas” da membrana de nitrocelulose
(revelagao parcial com Ponceau S e revelagao final do blotting com solugéo
reveladora/peroxidase) foi também feita a olho nu, comparando-se as bandas
de proteinas do marcador com as bandas de proteinas das duas amostras
utilizadas, analisando-se, além disso, a reatividade de cada titulagao testada do
soro do coelho.

Para se obter um padrao de interpretacao, foram adotados os seguintes
parametros: o controle negativo (-) foi considerado como sendo o soro do
coelho antes das inoculagbes da proteina recombinante Cap-PCV2 purificada;
o controle positivo (+), como sendo o soro do coelho obtido depois da terceira
inoculacao da proteina recombinante Cap-PCV2.
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4.14. Niveis de anticorpos por ELISA

As cinco coletas de soro realizadas em coelho ao qual foi inoculada a
proteina purificada foram testadas por ELISA. A Cap — PCV2 recombinante
purificada e dialisada foi diluida em tamp&o carbonato 50 mM e pH 9,6 para a
obtencdo de uma solugdo com a concentragado desejada. Em seguida, 100 pL
de cada uma das solugdes preparadas foram utilizados para sensibilizar cada
poco, sendo as quantidades de proteina recombinante iguail a 0,01 pg/pogo. A
placa foi entdo incubada a 4 °C por 12 horas. Decorrido este periodo, a placa
foi lavada duas vezes com PBS-T (NaCl 0,9 %; Tween 0,05 %; Fosfato 50 mM
e pH 7,4) antes que 100 yL do tampao de bloqueio (caseina 2% diluida em
PBS-T) fosse adicionado a cada pogo. Outras duas lavagens com PBS-T foram
feitas e, em seguida, os soros dos animais foi diluido , 1:100 e entdo 100 pL
adicionados a cada poco. A placa foi novamente lavada por trés vezes. O
anticorpo secundario (anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase -
produzida no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV) — BIOAGRO/UFV foi devidamente diluido (1:20.000) e 100 uL foram
adicionados a cada poco. Finalmente a placa foi lavada seis vezes com PBS-T
e foram adicionados 100 uL da solugéo que continha o substrato (20 mL de
tampéao citrato fosfato 100 mM, pH 6,0, 4mg de O.P.D. (0 -
fenildiaminobenzeno) e 2,5 pyL de H202 30 %) em cada pogo, sendo a placa
incubada por um periodo de 15 minutos em local escuro. A reacéao foi parada
adicionando-se 50 yL de solugédo de acido sulfurico 1:20 e a leitura realizada

em leitor de placa a 492 nm.

4.15. Titulagao de anticorpos pela técnica de imunocitoquimica

4.15.1 Cepa de PCV2

A cepa de PCV-2 utilizada no presente estudo foi Eu 755379 (GEN
bank), N. V. — ES, 3% passagem. O virus PCV2 foi inoculado em trés garrafas
contendo cultivo de células PK15 com 80% de confluéncia. O tempo de
inoculacdo nas garrafas procedeu-se por uma hora, com realizagdo de
movimentos das mesmas com duragdo de um minuto em intervalos de 15

minutos, objetivando aumentar a adsorgao viral. Trés garrafas contendo cultivo
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de PK15 permaneceram sem a inoculag&o do virus para o controle negativo da

técnica.

4.15.2 Linhagem celular utilizada e protocolo utilizado para cultivo

Células da linhagem PK15, extraidas de rim de suinos, negativas para
PCV-2 pela técnica de “nested-PCR”, foram inicialmente cultivadas em garrafas
com area de crescimento de 25 cm?, sendo utilizado o meio essencial minimo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, antibidticos (penicilina e
estreptomicina). As garrafas foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C,

em atmosfera com 5% de CO..

4.15.3. Verificagao de bandas especificas por Western blotting

Destes mesmos cultivos, foram colhidos agregados de células infectadas
com o PCV2 referentes a um frasco de 25 cm? para a técnica de Western
blotting, aos quais foram adicionados tampdo de extragdo e tampao de lise,
seguido de fervura. Vinte microlitros das amostras lisadas foram colocadas,
juntamente com 5ul de tampao de corrida 1X, em eletroforese unidimensional
de proteinas em gel de poliacrilamida em sistema descontinuo (SDS-PAGE)
para verificagdo de proteinas expressadas, o qual foi transferido para
membrana de nitrocelulose para verificagdo de bandas especificas do PCV2
(os procedimentos de transferéncia foram realizados como descrito no item
4.13).

4.15.4. Preparacgdao e fixacao da monocamada de células

ApoOs trés passagens virais (a cada 48 horas cada uma), as células
foram congeladas e descongeladas trés vezes para liberacdo das particulas
virais e finalmente estocadas a -70°C. Uma placa de 96 pocos foi utilizada para
adicdo de 100pl de cultivo contendo 1,5 x 10° células PK15 livres de PCV2 em
cada poco. Esta placa foi incubada em estufa com 5% de CO; a 37°C. Apds 20
horas de incubacgao, as células foram inoculadas com PCV2. Uma coluna de
pocos nao sofreu inoculagao viral para servir como controle negativo. Apds 48
horas de incubacdo a 37°C, em atmosfera com 5% de CO, o meio foi
removido das placas e descartado em solugao de hipoclorito de sodio 3%. Em
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seguida, as células foram lavadas com TBS 0,05%, Tween 20 pH 7,6 e fixadas

com metanol 100% (100 pL/pogo).

4.15.5. Bloqueio da monocamada de células

Para realizacado do teste, a placa foi primeiramente estabilizada a 37°C.
O bloqueio, com intuito de minimizar as reacdes inespecificas, foi realizado
com peroxido de hidrogénio 3% em agua destilada por 10 minutos. Em
seguida, a placa foi lavada trés vezes com TBS 0,05% Tween 20 e foram
acrescentados 100 uL por pocgo de soro normal de coelho 10% e BSA 3%, por

1 hora a 37°C, seguido por tripla lavagem.

4.15.6. Anticorpos primarios, secundarios e controles negativos

O anticorpo primario utilizado foi coelho anti - Cap PCV2, produzido no
laboratério de Infectologia Molecular Animal e no Laboratério de Biologia e
Controle de Hematozoarios e Vetores. Foram testadas diferentes titulagdes
para este anticorpo, a saber: 1:10, 1:50, 1:100 e 1:500. O anticorpo secundario
utilizado foi cabra anti IgG de coelho, conjugado com peroxidase, produzido no
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV) —
BIOAGRO/UFV e também foi testado em diferentes diluicboes, a saber: 1:100,
1:250, 1:500 e 1:1000. O anticorpo primario foi testado em duplicata para cada
titulacdo do anticorpo secundario, da mesma forma, o anticorpo secundario foi
testado em duplicata para cada titulagdo do anticorpo primario. Com o obijetivo
de comparar a efetividade do anticorpo produzido no laboratério, foi testado o
anticorpo primario suino anti-PCV2, adquirido comercialmente (VMRD) na
diluicao de 1:300. Nos pogos onde foi inoculado o anticorpo primario comercial,
utilizou-se como anticorpo secundario o conjugado anti IgG de suino marcado
com peroxidase (Sigma, A-5670). Para controle negativo do antigeno, uma
coluna de pocos foi reservada e, nesta, nao foi realizada inoculagao viral. Para
controle negativo dos anticorpos primarios, duas colunas de pogos foram
reservadas, uma para o anticorpo primario produzido no laboratério e outra
para o anticorpo primario comercial. A incubagao das células com o anticorpo
primario foi realizada durante a noite a 4°C, em camara umida, seguido
novamente por fripla lavagem com PBS. Apds a adicdo do conjugado, as
placas foram incubadas a 37°C em camara umida durante 1 hora.
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4.15.7. Revelagao e contracoloragao

Apos a incubacdo do anticorpo secundario por 1 hora a 37°C a placa
sofreu trés lavagens com PBS. Seis miligramas de DAB (SIGMA) em 10 mL de
tampao Tris pH 7,6 a 0,005M, acrescido de 100uL de uma solugao de peroxido
de hidrogénio foram utilizados para revelagcdo. Foram adicionados 50uL da
solucdo de DAB em cada poc¢o, incubou-se por 15 minutos em camara escura
e, em seguida, foram realizadas trés lavagens com 50ul de PBS. Foram
depositados 100uL de hematoxilina de Harris por poco durante 2 minutos,
seguido por tripla lavagem em agua destilada. Cem microlitros de PBS com

formaldeido a 4% foram depositados em cada poco.

4.15.8. Leitura e interpretagao

A leitura das placas foi realizada em microscopio éptico de luz invertido.
Para interpretagdo do teste, os resultados sorolégicos foram classificados em
negativos ou reativos (fortemente positivos: +++, moderadamente positivos: ++

e fracamente positivos: +), de acordo com a diluigéo.

4.16. Amostras de tecidos suinos para padronizagao da técnica de
imunoistoquimica

Foram utilizados fragmentos de linfonodos de suinos naturalmente
infectados, apresentado sinais clinicos compativeis com a PMWS,
(CONTTRELL et al., 1999) oriundos de granjas suinicolas da regido da Zona da
Mata de Minas Gerais. Estes animais foram abatidos e amostras de linfonodos
mediastinicos, submandibulares, epigastricos, mesentéricos e inguinais
superficiais foram colidas para confirmagdo da infeccdo por PCR e exame
histopatoldgico.

Como controle positivo e controle negativo, foram utilizadas amostras de
linfonodos oriundos da rotina do Laboratério de Histopatologia da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG), especificos para tal finalidade.

4.17. Quantificagao da carga viral por PCRrt

As amostras colhidas para exame histopatolégico foram avaliadas quanto a
carga viral em dissertacdo de mestrado desenvolvida paralelamente no
Laboratério de Infectologia Molecular Animal por Silva (2008).
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4.18. Processamento histolégico

Para a analise histologica dos tecidos, foram utilizadas as amostras
fixadas em formol 10% por 48 horas e mantidas em etanol 70%. Cada amostra
foi processada segundo a técnica de inclusdo em parafina. Para isso, o
material fixado foi desidratado com concentragdes crescentes de etanol (70%,
80%, 90% e 100%) e diafanizado em xilol por dois banhos de uma hora cada.
Posteriormente, foram realizados dois banhos em parafina liquida a 58°C e,
seguido de inclusdo em blocos de parafina. Os blocos contendo o material
foram seccionados a 4,5 ym com o auxilio de um micrétomo. Para a coloracéo,
os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados com concentracdes
decrescentes de alcool (100%, 90%, 80% e 70%) e corados com hematoxilina

e eosina. As laminas foram montadas com laminulas utilizando-se Entellan.

4.19. Leitura histopatologica e selecao de amostras para emprego em
teste de imunoistoquimica

As alteragbes histopatolégicas foram visualizadas com o auxilio de um
microscopio O6ptico e holografadas em fotomicroscépio Olimpus BX-50.
Fragmentos microtomizados de 6rgédos linféides foram examinadas quanto a
deplecéo linfoide, proliferacdo de histiécitos, presengca de células gigantes
multinucleadas e entado foram classificados em sem lesdes significativas (SLS)
e lesbes de estagios 1 (e1), 2 (e2) e 3 (e3) de acordo com a severidade das
mesmas, seguindo a metodologia adotada por Chianini et al. (2003. Linfonodos
que apresentaram lesdes histopatologicas de estagio 2 ou 3 e que
apresentaram carga viral média a elevada na técnica de PCRrt foram

selecionados para realizagao dos testes imuistoquimicos.

4.20. Preparagao das laminas de vidro por meio de silanizagao
Objetivando melhor aderéncia dos fragmentos microtomizados as
laminas de vidro, estas foram tratadas quimicamente. Tais |aminas foram
depositadas em recipiente de vidro e lavadas com solugédo de Extran ® (MA 02
neutro, Merck) 5% em agua destilada e pH 7,0. Depois, foram lavadas em agua
corrente por duas horas, seguido de duas lavagens com agua destilada e,
posteriormente, com etanol na concentracao de 70% por duas vezes e com

acido cloridrico (HCI) 1 N. Novamente, as laminas foram lavadas por cinco
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vezes com agua destilada para remogao dos residuos quimicos, seguido de
uma lavagem com etanol 95%. As laminas foram colocadas para secar em
estufa a 150°C por 15 minutos. Em uma capela de fluxo laminar, foram
depositadas por aproximadamente 20 segundos em uma solugao de silano (3-
amino-propiltrietoxisilano) a 2% em acetona, a temperatura ambiente, seguido
de duas lavagens de 10 segundos cada em acetona P.A. e, imediatamente
apos, em agua destilada por 10 segundos. As laminas foram secas a 42°C e,
entdo, depositadas em recipiente plastico especifico para estocagem de

laminas e armazenadas em temperatura ambiente, na auséncia de umidade.

4.21. Padronizagao da técnica de imunoistoquimica

4.21.1. Preparagdo das amostras para realizagdo de técnica
imunoistoquimica

Os fragmentos selecionados para imunoistoquimica foram
microtomizados em micrétomo semi-automatico (LEICA RM 2245) em
espessura de 3 a 4 ym. Em seguida, foram colocados em estufa a 60°, onde
foram mantidos por 60 minutos para desparafinizacdo. Quando o inicio do
protocolo imunoistoquimico ndo se deu imediatamente apdés a retirada da
estufa, estes fragmentos foram tranferidos para estufa a 37°C e ali mantidos
até o inicio do protocolo imunoistoquimico. Apds retirada da estufa, os
fragmentos foram completamente desparafinizados em xilol, realizando quatro

banhos em diferentes cubas, com duracéo de cinco minutos cada banho.

4.21.2. Reidratagao

Os cortes foram retirados do xilol e reidratados em solugdes de alcool
etilico com concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por cinco
minutos em cada concentragdo. Foi realizado em seguida uma lavagem rapida
com agua destilada e uma lavagem com TBS 0,05% Tween 20 pH 7,6 por 5
minutos, sucedida por drenagem e secagem das bordas dos cortes

histologicos.
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4.21.3. Recuperagdo antigénica e bloqueio da peroxidase endégena

Para recuperagdo antigénica, foram testados diferentes protocolos,
descritos a seguir: 1) Tripsina 1% diluida em TBS; 2) Tampao citrato associado
a aquecimento em microondas e 3) Proteinase K 0,5%. Aproximadamente
150yl da solugdo (quantidade suficiente para cobrir os tecidos) foram
depositados em cima de cada fragmento aderido a lamina, a qual foi colocada
para incubagdo em camara umida por 20 minutos. Em seguida, as laminas
foram lavadas por 5 minutos em solugdo TBS 0,05% Tween 20 e novamente foi
realizada a drenagem e secagem das bordas dos cortes histolégicos.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com gotejamento de
150uL de solugdo de perdxido de hidrogénio 3%, diluido em solugdo TBS
0,05%, Tween 20, seguido novamente por lavagem durante cinco minutos e

secagem das laminas.

4.21.4. Bloqueio contra ligagoes inespecificas

O bloqueio contra ligagbes inespecificas foi realizado testando-se
diferentes metodologias, citadas a seguir: 1) soro fetal bovino 3% em TBS 0,5%
em Tween 20; 2) leite em pd desnatado 5% em TBS 0,5% em Tween 20 e 3)
soro de cabra clinicamente saudavel (soro da mesma espécie em que foi
produzido o anticorpo secundario) diluido a 3% em solugéo TBS 0,05% Tween
20. Foram depositados em cima de cada fragmento, 150uL de solugado e a
ldmina foi incubada em camara umida por aproximadamente uma hora e meia
(01h:30min). Em seguida, foram realizadas duas lavagens de cinco minutos
cada, com TBS 0,05% Tween 20 (ou PBS), seguido por drenagem e secagem.

As drenagens foram realizadas vertendo suavemente o liquido de cima
das laminas e foram feitas secagens com papel toalha na parte inferior da
ldmina e ao redor do corte, ficando umido apenas em cima do corte. Teve-se
muito cuidado para que nao ocorresse remocgao dos fragmentos nem formagao

de dobras nos mesmos.
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4.21.5. Anticorpo primario

Foi utilizado o anticorpo policlonal produzido em coelho a partir da
proteina recombinante, do capsideo do PCV2, denominada ORF2, seguindo
metodologia ja descrita nos itens 4.6, 4.7 e 4.8. O anticorpo anti — Cap PCV2
foi testado nas seguintes titulagbes: 1:10, 1:20 e 1:50. Cada titulagdo foi
testada em duplicata e foi realizado um controle negativo para cada amostra.
Este controle negativo consistiu da substituicdo do anticorpo primario por TBS
0,05% Tween 20. Em cima de cada fragmento foi depositado um volume de
aproximadamente 150uL de solugdo. A incubagao foi realizada overnight a 4°C,

em camara Umida.

4.21.6. Lavagens
Foram realizadas duas lavagens de cinco minutos cada com TBS 0,05%
Tween 20, seguido por drenagem e secagem. Os mesmos procedimentos de

lavagens e secagens foram realizados como descrito no item 4.26.3.

4.21.7. Anticorpo secundario

Foi utilizado anticorpo cabra anti-lgG de coelho marcado com
peroxidase, produzido no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios
e Vetores (LBCHV) — BIOAGRO/UFV, seguindo diluicao recomendada (1:200).
Sobre cada fragmento foi depositado um volume de aproximadamente 150uL
de solugdo. As laminas foram incubadas em camara umida a 37°C durante

uma hora e meia.

4.21.8. Lavagem

Apos a incubacéo, os tecidos foram lavados novamente por duas vezes
de cinco minutos em TBS 0,05%, Tween 20, seguido por drenagem e
secagem. Os mesmos procedimentos de lavagem e secagem foram realizados

como descrito no item 4.26.3.

4.21.9. Revelagao

A revelagao foi realizada utilizando-se de solugao tetra-hidrocloreto de
3,5-diamino-benzidina (DAB) (Vector, Peroxidase Substrat Kit DAB). A solugao
foi preparada imediatamente antes do uso de acordo com recomendagao do
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fabricante, em 5,0 ml de agua destilada. Quantidade suficiente da solugao foi
adicionada sobre as laminas para cobrir os tecidos e a reacao foi monitorada
em microscoépico otico. Quando atingido o tempo ideal, a revelagao foi parada

lavando os cortes em agua destilada por cinco minutos.

4.21.10. Contracoloragao, desidratacao e montagem das laminas

Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por 1 minuto
e novamente lavados em agua destilada durante 5 minutos. Efetuou-se a
desidratagcdo dos fragmentos nas I|aminas utilizando-se concentragdes
crescentes de alcool etilico (80%, 90% e 100%), com banhos de
aproximadamente trés minutos cada. Em seguida, as laminas foram colocadas
em xilol e montadas com laminulas e entellan para posterior visualizagao

microscopica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Clivagem e purificagdo de DNA plasmidial

A eletroforese em gel de agarose 1% mostrou que os procedimentos de
clivagem e purificagdo de DNA plasmidial ocorreram com éxito. O DNA
plasmidial contendo a sequéncia codificadora do capsideo viral foi submetido a
reacao de clivagem com a enzima de restricdo EcoRlI, originando um fragmento

de 472 pb. Os tamanhos dos fragmentos obtidos possuem padrao esperados
(Figura 02).
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Figura 02: Eletroforese em gel de agarose da clivagem e purificacdo do DNA plasmidial. M:
Marcador DNA ladder 100 pb; 1: Bandas de DNA clivado, mostrando o DNA plasmidial (banda
superior) e DNA viral, fragmento de 472pb.

5.3. Purificagao da proteina pela cromatografia de afinidade

No presente trabalho a indugédo com 0,25 mM de IPTG, o tampéao de
equilibrio Ill e a cromatografia de afinidade de niquel foram variaveis que
apresentaram melhores resultados, quando comparados a purificacdo
utilizando 0,1mM de IPTG ou os tampdes de equilibrio 1l e Ill. A pureza da
proteina péde ser avaliada como satisfatoria pela técnica SDS-PAGE (Figura
3). Os valores encontrados mostraram que 7,15 mg da proteina recombinante
podem ser obtidas a partir de 1 litro de meio induzido. Estes resultados

mostram que a proteina Cap pode ser purificada em quantidade satisfatoria
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para ser usada como antigeno em diversas ferramentas diagnosticas. Dados
semelhantes de purificacdo da Cap recombinante foram obtidos por Silva
(2008), que utilizou o mesmo sistema bacteriano, porém, outras metodologias

de inducéo e purificagao.

30 kDa p| e g S -

Figura 03: Eletroforese em gel de poliacrilamida da purificagdo da proteina na indugdo com
0,25 mM de IPTG, ressuspensdo com o tampao de equilibrio Ill. M: marcador de peso
molecular; 1: lavagem com tampé&o de equilibrio Ill dos corpos de inclusédo; 2: volume ndo
ligado; 3: lavagem com 20 mM de imidazol; 4: lavagem com 60 mM de imidazol; 5-7: eluicdo
com 120 mM de imidazol; e 8-9: eluigdo com 250 mM de imidazol.

A tentativa de purificagdo da proteina recombinante dos corpos de
inclusao de células induzidas com 0,1 mM de IPTG mostrou que a proteina nao
se ligava ou se ligava com baixa afinidade a resina. Isso possivelmente ocorreu
devido a presenca de uma grande quantidade de proteinas interferentes que
poderiam dificultar a ligacdo da proteina recombinante a resina, uma vez que a
quantidade daquelas em relacdo a proteina de interesse era muito maior na
inducdo de 0,1 mM de IPTG (figura 04). Esse problema de baixa afinidade de

ligacdo também foi identificado quando o tampao de equilibrio Il era utilizado.
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Figura 04: Eletroforese em gel de poliacrilamida da purificacdo da proteina na indugdo com
0,1 mM de IPTG, ressuspensio com o tampao de equilibrio 1. M: marcador de peso molecular;
1: lavagem com tampdo de equilibrio Il dos corpos de inclusdo; 2: volume ndo ligado; 3:
lavagem com 10 mM de imidazol; 4: lavagem com 20 mM de imidazol; 5: eluigdo com 120 mM
de imidazol;

Embora Liu et al. (2006) tenham conseguido expressar a sequéncia
completa da ORF2 fusionada a cauda de Histidina em E. coli (XL1-Blue MRF),
a baixa recuperacao da proteina inviabilizou o0 seu uso para o desenvolvimento
de um ELISA Indireto. Diversos pesquisadores retiraram o sinal de localizagao
nuclear da regidao amino terminal, uma vez que nao ha indicios que essa regiao
seja imunogénica, visando um aumento na indugado e, por conseguinte, na

recuperacao da proteina apos a purificagao (ZHOU et al., 2005).

5.4. Western blotting

A expressdao da proteina do capsideo do PCV2 foi confirmada por
Western blotting usando um soro policlonal comercial anti-PCV2 (VMRD, Inc.) e
um soro anti-cauda de Histidina (Figuras 5 - A e 5 - B, respectivamente).
Analise do resultado do Western blotting confirmou a banda de
aproximadamente 30 kDa, correspondente a proteina codificada pela ORF2,

adicionada de cauda de histidina.

38



30 kDa

Figura 05: Western blotting da proteina recombinante purificada. M: Marcador; 1: Células nao
transformadas (controle negativo); 2: proteina do capsideo recombinante purificada. (A) Soro
de suino anti-PCV 1:8000 e anticorpo IgG de coelho anti-lgG de suino conjugado a
peroxidase 1:16000. (B) Soro de camundongo anti-Histidina 1:3000 e anticorpo de coelho
anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase 1:2000.

5.5. Dialise da proteina expressa

Apds a purificacao, a proteina foi submetida a dialise para a remocgao da
uréia. A membrana de dialise possuia poros entre 12 e 16 kDa, evitando que a
proteina ultrapassasse, permitindo apenas a troca de solutos e solventes. Apds
a dialise, observou-se que a proteina permaneceu praticamente na mesma
concentragdo anterior a didlise, atingindo uma recuperacédo de 92 %, apds a
dosagem da concentracgéo final de proteina por Bradford.

Entretanto, observou-se que a qualidade da didlise e,
consequentemente, do produto final dialisado, dependem diretamente da
metodologia empregada. O tipo de tampao, volume do tampéo utilizado e o
numero de trocas de tampéao sao passos importantes para que a proteina Cap
PCV2 mantenha sua estrutura conformacional adequada para indugao de uma
resposta imune eficaz nos coelhos. Verificou-se que coelhos imunizados com a
proteina ndo dialisada ou pouco dialisada ndo produziram anticorpos de boa
afinidade para serem utilizados em imunoistoquimica. Quando o protocolo de
inoculagdes em coelhos foi realizado com a proteina Cap purificada e dialisada
com oito trocas de tampao, os resultados obtidos na técnica imunoistoquimica
foram satisfatérios. De fato, Abbas e Lichtman (2005) consideram que alguns
epitopos podem nao ser apresentados corretamente ao sistema imune quando
a proteina nao estiver em sua forma nativa e isso resultara numa resposta

ineficiente ao antigeno em questdo. O grande periodo de tempo em que a
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proteina ficou submetida a dialise parece nao interferir na qualidade e na
concentracéo final desta proteina, sobretudo, porque esta dialise foi realizada
sempre a temperatura de 4 °C. Salgado (2008) mostrou que para curtos
intervalos de tempo (< 22 dias) a forma mais facil, barata e eficaz de se
armazenar a proteina € a 4 °C sem a adicdo de quaisquer agentes
estabilizantes e sem que haja desnaturagao significativa desta proteina.
Entretanto, a proteina purificada foi estocada, preferencialmente, a 80 °C
negativos (-80 °C) adicionado de 25% glicerol, seguindo recomendacdes de
Salgado (2008). Apesar desta forma de congelamento implicar em uma
pequena perda apds descongelamento e envolver maior tempo de manipulagéo
da amostra, mostrou-se a forma mais eficaz de estocagem da proteina Cap
PCV2. Isto se deve ao fato de que, apds a purificagao, a proteina pode ficar
armazenada por um periodo de tempo mais longo, se riscos de contaminagao.
Quando a proteina ficou armazenada por longo periodo a 4 °C foi verificado
que houve contaminagdo da amostra por microrganismos e perda acentuada

da concentragao da proteina, provavelmente, por desnaturacao.

5.6. Verificagao da especificidade de ligagao e da titulagao de anticorpos
por meio de western blotting

Os resultados do immunoblotting com o soro pré-imune (Figura 06)
revelaram resultado negativo (na banda de 30kDa), tanto para a proteina
recombinante Cap-PCV2 (purificada e previamente dializada), quanto para os
lisados celulares de E. coli BL-21 transformados com o gene recombinante
para a proteina do capsideo do PCV2 nao induzido. Além disso, os resultados
do immunoblotting com o soro pré-imune foram negativos, na banda de 30 kDa,
em todas as diluigdes testadas (1:500, 1:1000, 1:2000, 1:5000 e 1:10000) para
ambas amostras. Entretanto, para outras bandas acima de 30 kDa, verificou-se
marcacao inespecifica (para os lisados celulares de BL-21 transformados com
o gene recombinante Cap-PCV2 nao induzidos) em diluigdes menores que
1:2000. Somente a diluicdo de 1:10000 para os lisados celulares de BL-21
(transformadas, mas nao induzidas) nao foi testada experimentalmente.
Provavelmente esses resultados também seriam negativos, uma vez que todas

as diluigcbes maiores do anticorpo primario apresentaram resultados negativos.
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Estes resultados demonstram que os coelhos ndo possuiam anticorpos que se

ligavam a proteina Cap PCV2 antes das inoculagdes.

Marcador 1:500 1:1000 1:2000 1:5000 1:10000

v v v v v v v v v v

50 kDa ——j

v

30 kDa —

v

| E

Figura 06 — Western blotting com soro de coelho pré-imune, nas dilui¢des: 1:500,
1:1000, 1:2000, 1:5000, 1:10.000. Marcador de peso molecular de 200-10 kD; a)
Proteina recombinante purificada Cap-PCV2; b) Lisados celulares de BL-21
transformados com o gene da proteina recombinante Cap-PCV2, mas nao induzidos.

Os resultados do immunoblotting utilizando-se os soros pds-inoculagoes
da proteina recombinante Cap-PCV2 (Figura 7) revelam resultado positivo, na
banda de 30 kDa, para a proteina recombinante Cap-PCV2 (purificada e
previamente dializada), em todas as dilui¢des utilizadas (1:500, 1:1000, 1:2000,
1:5000, 1:10000). Para os lisados celulares de BL-21 transformados com o
gene recombinante para a proteina do capsideo do PCV2, mas nao induzidos,
o resultado fracamente positivo para diluicdes menores/iguais a 1:5000. A
reatividade do “immunoblotting” para esses lisados celulares foi menor do que
a da proteina Cap-PCV2 purificada porque a quantidade da proteina
recombinante Cap-PCV2 presente nessas células transformadas € menor e

nao esta purificada, portanto, em menor concentragao.
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Figura 07: Western blotting com soro hiperimune de coelho anti-Cap-PCV2. Diluigbes
testadas: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:5000 e 1:10.000. Marcador de peso molecular de
200-10 kD; a) Proteina recombinante purificada Cap-PCV2, e em b) Lisados celulares
de E. coli BL-21 transformados com o gene da proteina recombinante Cap-PCV2,
mas n&o induzidos.

Estes resultados demonstram que os coelhos produziram anticorpos
contra a proteina do capsideo viral, condizente com as inoculacbes
experimentais da proteina recombinante Cap-PCV2 purificada. A eficacia na
producao de soro hiperimune anti-PCV2 pode ser verificada ao se comparar os
resultados obtidos do immunoblotting nas membranas de nitrocelulose
utilizando-se o soro pré-imune e o soro hiperimune.

As diluicbes utilizadas na técnica de Western blotting para os soros do
coelho (pré-imune e hiperimune), se mostraram satisfatérias, todavia,
principalmente para a amostra de proteina recombinante purificada de Cap-
PCV2, seria possivel realizar mais testes para se analisar a reatividade em
diluicbes sorologicas maiores que 1:10000 — uma vez que até mesmo nessa
diluicao verificou-se boa reatividade no immunoblotting — o que diminuiria
ainda mais reacgdes inespecificas e, ou, reagdes cruzadas. Poderia se testar
também o anticorpo secundario em concentragées menores, ou seja, diluicbes
maiores que a de 1:8000. Estes resultados denotam boa afinidade de ligagao
do anticorpo produzido a proteina recombinante Cap PCV2.

As bandas protéicas inespecificas verificadas na revelagdo final do
immunoblotting para os lisados celulares de E. coli BL-21 transformada, sao
explicadas pela ndo-pureza da amostra analisada, e, ou, degradacao protéica.
Por se tratar de um lisado celular, varias outras proteinas além da Cap-PCV2
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estdo presentes na amostra. Como o soro do coelho € um soro hiperimune
anti-PCV2, ou seja, policlonal, entdo pode apresentar varios anticorpos contra
varias outras proteinas ou antigenos de diversos patdogenos que ja entraram

em contato com o coelho durante sua vida.

5.7. ELISA Indireto

A proteina purificada e dialisada foi usada na técnica de ELISA indireto
(Figura 08). A quantidade de proteina de 0,01ug de proteina por pogo foi capaz
de gerar picos proximos a 1,2 de absorbéancia. A figura 08 apresenta os valores
de absorbancia obtidos, os quais sdo resultantes da capacidade de ligacéo
entre antigenos e anticorpos. A titulagdo estabelecida foi de 1:100 para os
diversos soros coletados (desde o pré imune ao soro obtido 15 dias apds a
quarta inoculagédo do animal (coleta 5). A curva observada demonstra o
crescimento gradual do titulo de anticorpos anti — Cap PCV2 presentes no soro

do coelho apés cada inoculagao.

Diluicao do anticorpo 1 : 100
1,200
1,000

0,800

DO 560 nm

0,600
0,400
0,200

0,000
0 16 32 47 62

Figura 08: ELISA Indireto utilizando a Cap — PCV2 recombinante
purificada e dialisada como antigeno. Quantidade de 0,01 ug de proteina
foi usada para sensibilizar cada pogo. Os numeros 0, 16, 32, 47 e 62
correspondem ao dia de cada coleta de soro, onde 0 corresponde ao
soro pré-imune e 62 corresponde ao soro hiperimune.

Recentemente, diversos métodos tém sido desenvolvidos na tentativa de
gerar um método confiavel e aplicavel em larga escala na analise para
producado de antigenos recombinantes dos PCV2 como antigeno em ensaios
de diagnostico. Estes se baseiam na expressao da proteina Cap recombinante
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utilizando o baculovirus como vetor (LIU et al., 2007; NAWAGITGUL et al.,
2000). Diversos trabalham utilizam sistema de expressdao da proteina
recombinante do capsideo do PCV2 em E. coli e tém obtido bons resultados
em investigagdes sorologicas (WU et al., 2008; SHANG et al., 2009).

5.8. Confirmagao da presenca do virus nos cultivos celulares e
comparagao com os controles negativos

A técnica de Western blotting para verificagdo da presencga viral nos
meios de cultivo (Figura 09) apresentou resultados satisfatorios. A observagao
de marcagdes em bandas de peso molecular de aproximadamente 30 e 28
KDa tanto no controle positivo (canaleta 1), quanto nos cultivos celulares de
PK15 (canaleta 4) confrmam a presenga do antigeno. A auséncia de
marcagdes nos controles negativos (células PK15 infectadas com PCV1)
demonstra que n&o houve reacdo sorolégica cruzada com o anticorpo

policlonal produzido.

M 1 2 3 4

N

8 kDa —»

Figura 9: Western blotting de lisados celulares. M: marcador de
peso molecular PageRuler; 1: Controle positivo (proteina
recombinante purificada); 2 e 3: Controles negativos (lisados de
cultivos de células PK15 infectadas com PCV1; 4: lisado de cultivo
de células PK15 infectadas com o PCV2.
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Além da confirmagdo da presencga viral nos cultivos celulares, o teste

demonstrou também a afinidade de ligagdo do anticorpo anti-CapPCV2 tanto

na proteina recombinante purificada quanto em proteinas estruturais do virus.

Estes resultados ja apontam a possibilidade de aplicagdo do anticorpo

produzido em cultivos celulares e em cortes histolégicos de tecidos.

5.9. Padronizagao de técnica de imunocitoquimica

A figura 10 apresenta o esquema de diferentes titulagdes de anticorpos

primarios e secundarios utilizadas na tentativa de estabelecer uma titulagcao

ideal, sobretudo, para o anticorpo primario e, assim, aplica-la aos cortes

histologicos de suinos naturalmente infectados.
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Figura 10: Esquema das diferentes titulagbes testadas na
imunocitoquimica para o anticorpo primario e secundario. +++:
fortemente positivos; ++. moderadamente positivos; +:
fracamente positivos; -?: inconclusivos; -: negativos; PCV2
negativo: Cultivos de células PK15 negativos para PCV2; Ac
prim. negativo: As amostras ndo foram incubadas com
anticorpo primario; Ac sec. negativo: As amostras ndo foram
incubadas com anticorpo secundario.
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Observou-se, no entanto, que titulagdes muito baixas do anticorpo
primario (1:10) apresentavam marcacgdes fortes nos cultivos infectados com
PCV2 (fortemente positivos, +++), mas os resultados ndo se mostraram téo
confidveis devido a intensa marcacao inespecifica observada, principalmente
quando essa titulagdo estava associada com diluicdes muito baixas de
anticorpo secundario (1:100 e 1:250) (Figura 11 — A). A titulagdo de 1:50 do
anticorpo primario (Figura 11 — B) mostrou boas marcag¢ées quando a titulagéo
do anticorpo secundario foi mais elevada (1:1000), mas quando esta ultima foi
usada em baixas titulacdes, as marcacdes inespecificas se fizeram presentes.
As titulacdes de 1:100 (Figura 11 — C) e 1:500 para o anticorpo primario nao
apresentaram marcagbes satisfatérias. A Figura 11 — D ilustra o controle
negativo para o anticorpo primario, onde se utilizou TBS no lugar do anticorpo,
e a Figura 11 — E demonstra o controle negativo do antigeno, ou seja, nao foi
realizada inoculagao do PCV2 nesse tratamento.

Para controle da técnica imunocitoquimica empregada e comparagao da
eficacia do anticorpo produzido frente a do anticorpo comercial, trés colunas de
pogos foram incubadas com o anticorpo primario comercial IgG de suino anti-
PCV2 (VMRD) na titulagdo de 1:300; nesse caso, o anticorpo secundario
utilizado foi o conjugado com peroxidase anti-IgG de suino (Figura 11 — F).
Resultados positivos também foram obtidos nesta amostra, entretanto,
observou-se que a intensidade de reagdes inespecificas foi inferior a presente
no anticorpo anti-Cap PCV2.

Nas duas formas de controle negativo (controle do anticorpo e do
antigeno) foram observadas marcagdes ténues, as quais se confundem com
reacgoes inespecificas, e no controle negativo para o antigeno pode-se verificar
uma maior integridade das células, o contrario do observado em todos os
outros tratamentos, onde a lise celular esteve sempre presente. Essa falta de
integridade nas células cultivadas pode ser devido a recuperagado antigénica e
ao bloqueio da peroxidase enddgena, realizado com peroxido de hidrogénio a
3%. Outro fator importante a ser considerado é o fato de que o PCV2 pode
causar injurias nas células hospedeiras. Essa ultima hipotese € mais plausivel,

pois 0s controles negativos para o antigeno, ou seja, naqueles pogos onde nao
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foi inoculado o PCV2, a injuria celular era bem menos significativa. De fato, Liu

et al. (2006) mostraram que a ORF3 do PCV2 tem a capacidade de induzir

células a apoptose, tanto em cultivo celular quanto em tecidos animais,

tornando-as mais susceptiveis.

Figura 11: Técnica de imunocitoquimica em placas de 96 pogos. A: Titulagédo de
anticorpo primario de 1:10, reacdo fortemente positiva (+++); B: Titulagdo de
anticorpo primario de 1:50, reagdo positiva moderada (++); C: Titulagdo do
anticorpo primario de 1:100, reacao positiva fraca (+); D: Controle negativo para
o anticorpo primario; E: Controle negativo para o antigeno; F: Teste com
anticorpo primario comercial na titulacao de 1:300.
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5.10. Imunoistoquimica

A tabela 02 apresenta os fragmentos de linfonodos que foram avaliados
para imunoistoquimica. Resultados satisfatérios foram obtidos utilizando o
anticorpo primario produzido a partir da proteina recombinante Cap PCVZ2,
entretanto, o maior percentual de amostras positivas foi obtido quando o
anticorpo foi usado da titulagdo 1:10 (aproximadamente 75 % de positividade),
seguido da titulagdo 1:20 (aproximadamente 58 %). Todavia, na titulacdo de
1:10 as marcacbes inespecificas foram acentuadas devido excesso de
anticorpo usado na amostra para se conseguir positividade. Na titulagcdo de
1:50 as reacgdes inespecificas sao discretas, porém, as marcacgdes
imunoistoquimicas sdo ténues ou ausentes, portanto, esta titulacdo nao
apresentou resultado satisfatorio (aproximadamente 25 % de positividade).
Estas titulagdes sdo consideradas insatisfatérias quando comparada a titulacao
recomendada pela maioria dos fabricantes de anticorpos comerciais. Gava
(2006) obteve bons resultados utilizando a titulagédo de 1:200 para o anticorpo

primario comercial.

Tabela 01: Resultado do teste imunoistoquimico e da carga viral pela PCRirt.

Amostra Estagio de lesdao Carga viral Titulagao Titulagao Titulagado Controle Ac.
(histopatologia) (log10) 1:10 1:20 1:50 negativo comerc.

Mediast. 1 E3 7.00 + * +* - _* T

Mesent. 1 E3 7.48 -* - - - -
Mediast. 2 E3 7.38 +* + + - +

Inguinal 1 E2 4.29 - - - - +

Inguinal 2 E2 5.41 - - - - -

Mesent. 2 E2 6.01 +* +* + - +
Mediast. 3 E3 7.58 +* + - - +
Mediast. 4 E2 5.80 +* +* - - +

Inguinal 3 E3 6.91 + - - - +

Inguinal 4 E2 5.02 +* +* - - +

Epigast. 1 E2 5.87 + - - - +
Controle + E3 ND +* +* +¥ _* +

Controle - SLS ND -* - - - -

+: positivo;-: negativo;*: presenca de marcacdes inespecificas; ND: ndo detslqiE: estagio de lesdo; SL:
sem lesdes significativas
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Algumas amostras analisadas ndo apresentaram marcagdes especificas
para o PCV2, apesar das mesmas apresentarem elevados valores de carga
viral pela técnica de PCR em tempo real (PCRtr) e lesdes histopatologicas
especificas para o PCV2. Algumas vezes, as reagdes observadas foram
ténues, ndao permitindo, dessa forma, resultados de positividade confiaveis.
Verificou-se tambem, alto indice de marcag¢des inespecificas em algumas
amostras, sobretudo, quando o anticorpo primario foi utilizado em maior
concentracdo ou quando o tempo de incubagcdo com enzimas proteoliticas foi
duradouro. De fato, McNeilly et al. (1999) afirmam que um maior tempo de
incubacdo com enzimas proteoliticas pode aumentar a intensidade de sinais
de fundo inespecificos. Entretanto, os diferentes métodos testados de bloqueio
de ligagbes inespecificas (soro, caseina ou leite em pd), assim como os
diferentes métodos testados para recuperagdo antigénica (proteinase K e
tripsina) pareceram nao ter efeito sobre as marcagdes inespecificas, ja que em
todos os diferentes tratamentos tais marcacdes foram observadas. O fato das
marcacgoes inespecificas terem sido observadas principalmente na titulagao de
1:10, denota que estas reagcbes podem estar relacionadas a um grau de
saturacdo do anticorpo primario, entretanto, este fator ndo pode ser
considerado isoladamente, pois, mesmo em alguns controles negativos para
anticorpo primario (onde este foi substituido por TBS), foi verificado algum grau
de reagao inespecifica.

Foi observado no presente estudo que periodos longos de exposigao as
enzimas proteoliticas danificam, principalmente, o citoplasma celular,
ocasionando muitas vezes em perda citoplasmatica ou alteragao na morfologia
celular. Entretanto, de acordo com Morgan et al. (1997), a recuperacao
antigénica atua beneficamente de varias formas sob os tecidos, incluindo a
quebra de ligagbes cruzadas, extragdo de proteinas bloqueadores difusiveis,
precipitacao de proteinas, hidrélises, quelagao de calcio, remocao de parafina e
reidratacdo do tecido, resultando em melhor penetragdo do anticorpo e
acessibilidade aumentada ao antigeno. Ramos-Vara et al. (2000) afirmam que
longos periodos de fixagdo podem diminuir a imunorreatividade e requerer
métodos de recuperacgao antigénica mais eficazes, concentracdes maiores de
anticorpos e, finalmente, um periodo de incubacdo mais longo para se

encontrar um grau similar de imunorreatividade e um menor grau de marcacgoes

49



inespecificas. Arnold et al. (1996) citam que um tempo prolongado de fixagcéo
com formalina produz pontes de metileno entre grupos de aminoacidos livres e
outros grupos funcionais de proteinas, resultando em alteragbes
conformacionais na estrutura terciaria e quaternaria de proteinas e ligagdes
cruzadas entre proteinas teciduais, modificando os epitopos reconhecidos
pelos anticorpos.

O tempo ideal de revelacao, utilizando o substrato de revelacdo DAB
associado ao peroxido de hidrogénio foi de oito minutos. Exposi¢do a solugéo
reveladora por tempos maiores que este se mostrou responsavel por intensa
formacao de reacdes inespecificas. Este tempo foi superior ao padronizado por
Gava (2006), onde o tempo ideal de revelagdo, utilizando a mesma substéncia
reveladora na mesma concentracao foi de cinco minutos. Porém, este autor
nao cita a adicdo de peroxido de hidrogénio ao substrato.

Ramos-Vara et al. (2008) conceituam que o principal objetivo da
padronizacdo em imunoistoquimica € obter resultados reproduziveis e
consistentes dentro de cada laboratério e resultados comparaveis entre
diferentes laboratérios, mesmo utilizando diferentes procedimentos. N&o
obstante, segundo Ramos-Vara et al. (2005), a padronizagdo de um novo teste
de imunoistoquimica é determinada pela otimizacdo de condi¢cbes para permitir
que o anticorpo selecionado reaja com o antigeno expressado. Dentre essas
condigdes, o tempo de incubagao, a temperatura de incubagao, as diluigdes, os
controles e as solugdes preparadas sao parametros fundamentais de serem
padronizados.

A inducéo da producéao de anticorpos anti — Cap PCV2 pelo coelho, com
afinidade de ligacao a esta proteina, foi realizada por meio de inoculagao da
mesma no animal, a qual foi previamente expressada, purificada e dialisada em
laboratério, como descrito anteriormente. Verificou-se, no entanto, que um dos
passos de grande importancia para a produgdo de um soro hiperimune de boa
afinidade para aplicagdo em técnica imunoistoquimica é a didlise. Inoculagbes
da proteina nao dialisada ou pouco dialisada em coelho resultou na producéo
de um soro de baixa afinidade de ligacdo. O mesmo protocolo de inoculagao,
utilizando a proteina Cap — PCV2 eficientemente dialisada apresentou
resultados superiores quando este soro foi aplicado na técnica
imunoistoquimica. Para obtencao de quantidades significativas de proteina por
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meio da cromatografia de afinidade, torna-se necessaria adigdo de tampdes as
solugdes. A grande quantidade de sais presentes nestes tampdes pode alterar
a estrutura conformacional da proteina (NELSON e COX, 2004), o que podera
resultar em uma apresentagcdo de antigeno comprometida quando esta
proteina é inoculada no animal. Alguns epitopos podem nao ser apresentados
corretamente ao sistema imune e isso resultara numa resposta ineficiente ao
antigeno em questédo (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Marcagdes imunoistoquimicas de antigenos do PCV2 foram verificadas
em células do sistema mononuclear fagocitico, células gigantes e em linfocitos
(figura 12 — A, B, C, D; figura 13 — A).
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Figura 12: Testes imunoistoquimicos. A: Linfonodo mediastinico, marcagéo difusa em
area interfolicular, titulo 1:20 (100x); B: Linfonodo mesentérico, marcagées bem
evidenciadas ao redor de linfocitos e células mononucleares fagociticas, titulo 1:20
(400x); C: Linfonodo mesentérico, marcagbes em células gigantes e marcagbes
inespecificas, titulo 1:10 (200x); D: Linfonodo mesentérico, titulo 1:20, areas de
marcagoes difusas (400x). Contracoloragdo: hematoxilina de Harris, DAB.
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As marcacdes foram observadas principalmente no interior de foliculos
linféides. Entretanto, marcag¢des importantes também foram encontradas em
areas interfoliculares (figura 12 — A), principalmente nas regides do cortex
interno em que ha edema e apoptose de linfécitos mais pronunciados.
Krakowka et al. (2005), verificaram que o virus esta preferencialmente
distribuido nos histidcitos, mondcitos, macréfagos, células gigantes e outros
tipos celulares, que podem estar distribuidos difusamente nos tecidos linféides
infectados. Na figura 12 — C s&o visualizadas marcagdes fortes no interior de
células gigantes, além disso, € possivel visualizar significativa presenga de
marcagoes inespecificas, resultantes da alta concentracdo de anticorpo
primario utilizado. Ja na figura 12 — B, em que a titulagdo de anticorpos foi de
1:20, as reagbes inespecificas sao discretas. Na figura 13 — A, B e C séo

mostradas as trés formas de controle realizadas.

Figura 13: Testes imunoistoquimicos. A: Linfonodo inguinal superficial, controle positivo,
marcagao no interior de foliculo linféide, titulo 1:20 (100x). B: Linfonodo inguinal superficial,
controle positvo, porém, sem aplicagdo do anticorpo primario, auséncia de reagbes (100x); C:
Linfonodo inguinal negativo para PCV2, auséncia de reagbes, titulo 1:20 (100x).
Contracoloragéo: hematoxilina de Harris, DAB.
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Como controle positivo do teste foi utilizado fragmento de linfonodo
inguinal superficial de suino conhecidamente positivo para o PCV2, sobre o
qual obteve-se reagdes positivas para a maioria das titulagdes testadas, onde
as marcagoes sao claramente visiveis no interior de foliculos linddides (Figura
13 — A). Este mesmo fragmento foi utilizado também como controle negativo
para o anticorpo primario Anti Cap-PCV2, em que alguns cortes ndo foram
submetidos a esta exposi¢cdo. Neste caso, foram obtidas em todos os testes
reagoes negativas (Figura 13 — B). O controle negativo para o teste (Figura 13
— C) foi realizado em fragmento de suino conhecidamente negativo para PCV2
e, nesta amostra, algumas reacgdes inespecificas de fundo foram observadas,
principalmente quando o anticorpo primario foi utilizado na titulagdo de 1:10.
Entretanto, ndo foram observadas marcagdes que indicassem a presenca do
PCV2 neste ultimo controle.

O fato de marcagdes imunoistoquimicas estarem presentes em algumas
células gigantes e ausentes em outras na mesma amostra histoldgica, pode ser
consequéncia da eliminacdo viral daquele sitio, consequentemente, a
observacao destas marcagdes dependera do estagio em que estas células se
encontram. Todavia, McNeilly et al. (1999) afirma que uma exposi¢cao
prolongada a formalina durante o processamento das amostras pode ter
influéncia sobre a proteina viral na amostra.

Taylor et al. (2008) expdem que soros policlonais contém anticorpos
para uma variedade de antigenos e isso os torna potencialmente capazes de
causar reacbes inespecificas e até mesmo, serem menos especificos. A
producao de anticorpos policlonais por protocolos de multipla adsor¢éo para
uma variedade de antigenos podera aumentar sua especificidade. Anticorpos
policlonais podem ser mais sensiveis que anticorpos monoclonais, pois podem
se ligar a uma variedade de diferentes epitopos de um unico antigeno. O
diagnostico de sensitividade, definido como a proporcdo de amostras
conhecidamente positivas que apresentam resultado positivo ao teste, €
estabelecido por comparagdo dos resultados do teste em um tecido
conhecidamente positivo com resultados usando outros anticorpos que foram
validados para o mesmo alvo a ser analisado ou usando um método nao

imunoistoquimico tal como cultivo ou PCR.
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No presente estudo, optou-se por trabalhar somente com linfonodos ja
que, de acordo com Ramos-Vara et al. (2008), diluicbes de anticorpo podem
variar para o mesmo antigeno, dependendo do tipo de tecido com o qual se
trabalha (por exemplo, cérebro e tecido linféide). Diferengas nas técnicas de
processamento e outras variaveis podem requerer titulacido de anticorpo para
cada tipo de tecido. Os autores pontuam que duas a 10 titulagbes acima ou
abaixo da titulacdo recomendada pelos fabricantes podera ser um bom ponto
de partida para se iniciar uma padronizagao.

Se um anticorpo ainda nao foi testado, um estudo sistematico usando
uma ampla variacdo de diluicbes pode ser necessario, bem como tempo de
incubagao prolongado com o anticorpo primario. Para anticorpos secundarios e
complexos de deteccido em quites de deteccio disponiveis comercialmente nao
se faz necessario a realizagdo de estudos de titulagdo, podendo ser seguida
aquela titulagdo recomendada pelo fabricante (HSI, 2001). Os resultados
obtidos na imunoistoquimica se mostrarem satisfatérios em detectar antigenos
virais presentes nos tecidos, entretanto, € necessario aperfeicoar a técnica.
Alguns fatores envolvidos devem ser revistos, desde aqueles fatores que
envolvem a producéo do antigeno utilizado para produgao do soro hiperimune,
a preservagao e tratamento das amostras antes de serem utilizadas, até a

realizagc&o do protocolo imunoistoquimico adotado.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Obteve-se sucesso na purificacdo da proteina recombinante e na
producdo de um soro hiperimune em coelhos a partir desta. A afinidade de
ligagdo do anticorpo produzido ao antigeno (proteina recombinante) foi
demonstrada pelas técnicas de Western blotting e ELISA e foi considerada
eficiente e sensivel.

A técnica de imunocitoquimica permitiu verificar a capacidade de ligagao
do anticorpo produzido ao antigeno do capsideo viral, presente em cultivo de
células PK15. Conclui-se com este resultado que anticorpos produzidos a partir
da proteina recombinante como ferramenta diagnéstica para identificagdo do
patégeno em tecidos. No entanto, estudos futuros devem ser continuados
objetivando reduzir ou eliminar as marcagdes inespecificas encontradas, bem
como a titulagao ideal do anticorpo primario a ser utilizada.

A técnica de imunoistoquimica apresentou resultados satisfatorios, pois
identificou antigenos em amostras conhecidamente positivas e em amostras
colhidas de animais sintomaticos, além disso, ndo houve marcagdes em
amostra conhecidamente negativa. Ajustes de protocolos e metodologias
devem ser revistos para diminuicdo das reacgdes inespecificas. A selegcado de
epitopos imunorreativos da Cap-PCV2 para producgao de soro hiperimune pode
representar uma metodologia promissora na elaboracdo de testes de

diagndsticos ainda mais especificos.
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