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AMPLIFICACAO DO GENOMA DE CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (PCV2)
POR CIRCULO ROLANTE E PRODUCAO DE UM CLONE VIRAL.

RESUMO

O circovirus suino tipo 2 (PCV2) ¢ o principal agente envolvido na Sindrome
Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS). Na maioria dos paises onde a
suinocultura tem expressiva importancia economica, a SMDS vem causando sérios
prejuizos. Com o objetivo de contribuir para a caracterizagdo genética de isolados
brasileiros de PCV2, duas amostras autoctones foram clonadas e seqiienciadas na
integra. Para tanto, o genoma viral foi extraido de tecidos de animais com SMDS e
amplificado pelo método denominado “amplificagdo em circulo rolante com multiplos
primers” (ACRMP). Ambas seqiiéncias apresentaram 1.767 nucleotideos e diferiram
entre si em apenas um nucleotideo. A andlise filogenética destas duas seqiiéncias
mostrou maior identidade com o grupo (1A) formado por isolados holandeses, franceses
e chineses. Um isolado brasileiro previamente sequenciado, de Minas Gerais, foi
classificado em outro grupo e a seqiiéncia diferiu em até 16 nucleotideos em relagdo aos
isolados do Rio Grande do Sul. Na etapa seguinte desses estudos, visando o futuro
desenvolvimento de vacinas, um dos genomas aqui seqlienciados foi transfectado em
células de testiculo de suino (ST). Antigenos virais nas células transfectadas foram
detectados por imunoperoxidase, demonstrando assim a infecciosidade do clone
produzido. Entretanto, o clone infeccioso obtido nao foi capaz de multiplicar-se a ponto
de fornecer massa antigénica que viabilizasse a producdo de uma vacina. Em vista
disso, realizou-se uma tentativa de criar uma linhagem celular persistentemente
infectada. Para isso, 0o DNA de PCV2 foi novamente transfectado em células ST com
um plasmideo contendo o gene de resisténcia a geneticin, visando a selecdo de colonias
celulares resistentes. Apos a transfec¢do, porém, observou-se um efeito negativo na
formacdo de coldnias resistentes a esta droga. Este efeito foi dose-dependente em
relacdo a quantidade de DNA de PCV2, o que impossibilitou o estabelecimento de uma
linhagem celular persistentemente infectada. Isto pode estar relacionado com a
expressdo da proteina da ORF3 que induz apoptose ou a inducdo de citocinas, como
interferons, embora outros mecanismos ndo possam ser excluidos, como efeito toxico
do alto nimero de cdpias de genomas de PCV2. Analisando os resultados obtidos
durante a realizagdo destes estudos, conclui-se que as amostras de PCV2 circulantes no
Brasil apresentam de identidade alta (99,09 %).



ROLLING CIRCLE AMPLIFICATION OF GENOMES OF PORCINE
CIRCOVIRUS TYPE 2 (PCV2) AND VIRAL CLONE PRODUCTION.

ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 is the main etiological agent implicated in the postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) in pigs. In countries with considerable swine
production, PMWS is a major cause of economic losses. In order to perfom a genetic
analysis on Brazilian PCV2 isolates, two PCV2 isolates inform the state of Rio Grande
do Sul - Brazil, were cloned and fully sequenced. Viral genomes were extracted from
tissues of animals with PMWS and amplified using multiply-primed rolling circle
amplification (MPRCA). Both PCV2 sequences were 1,767 nucleotides long and
differed in only one nucleotide from each other. Phylogenetic analysis of both
sequences showed the highest sequence identity with a group of viruses (group 1A) that
also harbors many Dutch, French and Chinese isolates. This suggests that the Brazilian
PCV2 isolates examineed here might have been imported from one of such countries.
Interestingly, a Brazilian isolate from Minas Gerais previously sequenced by others,
was observed to belong to another group of PCV2 isolates and differs at 16 different
sites from the isolates from Rio Grande do Sul. In order to develop a vaccine, one of the
isolates here sequenced was transfected into swine testis (ST) cells. Viral antigens were
detected in the transfected ST cells by immunoperoxidase, indicating that such PCV2
clone could give rise to infectious virus. However, the cloned virus was not able to
multiply to high titers, what would be a major drawback in vaccine development. In
attempting to solve this problem, the development of a PCV2- persistently infected cell
line was targeted. PCV2 DNA was cotransfected with a plasmid carrying the geneticin
resistance gene in order to allow clone selection by identification of geneticin resistant
cells. However, the PCV2 DNA had a negative effect on the number of geneticin
resistant colonies. Interestingly, this negative effect of PCV2 DNA was dose dependent
and for this reason, it was not possible to establishing a persistently infected cell line.
This might be linked to ORF3 protein expression, which induces apoptosis or
production of interferon. Analyzing the results obtained in this study, the Brazilian
PCV2 isolates had high identity (99.05 %).



SUMARIO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA........cooviriiieiniiseisseieseies e 9
1.1, CIICOVITUS SUINO ...ttt 9
1.1.1. Organizacao ZENOIMICA .......eeeruvreererreerirreesreeesteeeiereeeateeesseeesseeessreeesseesseeensnes 10
1.1.1.1. Proteinas dO FEP ...ccccuiieeiieeeiie ettt e e e e e s 10
1.1.1.2. Proteina do CAP......ccoiiiiiieeeiie ettt eva e e eanee s 12
1.1.1.3. Proteina codificada pela ORF3 ........ccccoooiiiiiiiiiieeeeceee e 12

L. 1.20 CICLo VITAL. ittt e 13
L1210 AdSOTCAO ...ttt e e et e et e e e eeataeeeeeaaeaeeas 13
L.1.2.2. PENELIAGAOD ...vvveeeeiiiieeeeiiiee e ettt ee e ettt e et e e et e e e e sta e e e e ibaaeeeessaeeeenanseeaans 13

| B B 2] ) o7 1o 1o OSSPSR 14
1.1.3. Caracterizagao ZENETICA.......cccvreerrreeriieeeeiieerreeerreeereteeeseaeeesereeesreesnseesnsseesnnns 15
1.2. Sindrome Multissistémica do Definhamento dos SUiN0S...........cccccveirieirinnene, 15
L2 1. HISEOTICO ..ttt ettt sttt et et e saeens 15
1.2.2. BHOLO@IA c..e ettt ettt et e e sb e e saeenbaesaseesseennns 16
1.2.3. EpIdemiolO@ia ....cc.ueeeiiiieiiieeiie ettt et e e e e e e e 16
12,4, PAtOZEINIA ..c..eiiiiieiieiiie ettt ettt ettt sttt e et e et esab e e bt e e b e e saeeeabeesaeeenneennes 17
1.2.5. ASpectos IMUNOIOZICOS ......eeevieriieeiieniiieiie ettt ettt et saae e e 19
1.2.5.1. Perfil de expressdo de citocinas in VIVO € IN VItFrO .........ccceeveieienienieniennnn 19
1.2.5.2. Resposta mediada por anticorpos frente a0 PCV2........ccccoovvevciviiiveennen. 21
1.2.5.3. Células associadas a imunidade inata e especifica.........ccecerveenervicnicnnnne 22
1.2.6. SINAIS CHNMICOS «..eeuveeiriiieiiiieittei ettt sttt s 22
1.2.7. LesOes MAaCTO € MICTOSCOPICAS ..eeuvvreererreerurrearireeeereeesnreeeereesnseeesseeesnsseessseeennnns 23
1.2.8. DIQGNOSTICO ..uvveeeiiieeiieieciieeeiiteesiteeeette e e e e eeteeeeaeeeeaeeetaeeensaeeensseesnsseesnsseennnns 24
1.2.9. CoNtrole € PreVeNGAO .......cevueriiriiiriieieniteteete ettt ettt saeene e 24
1.2.9.1. Praticas de Man@jo.........ceeecueeruieeiieniieeiieiie e eiee et eseeesaeeaeeseeeeveeseneensees 24
1.2.9.2. Vacinas em desenvolVImento..........cocuevverieriieienienieeiesiesicesie e siee e 25
1.2.10. Modelos experimentais da SMDS..........cccoooiiiiiiiiiee e 26
1.2.10.1. Leitdes SNOtODIOTICOS . .eeevieriieaiieriieetieniie et esiee et siee et e siee et beeseeeeneeas 27
1.2.10.2. Leitdes privados da ingestao de cOloStro .........cevevierieriienieniieiieeieenee. 27
1.2.10.3. Leitdes amamentados com COLOSLIO .........eevveeriiiriieniiiiieniceiceieeeeee, 27

1.2.11. Consideragdes finais sobre a SMDS .........coooiiiiiiii e, 28



1.3. Outras manifestac@es clinicas associadas a0 PCV2 ........cccccocvvvviviivniieiciiennens 28

1.3.1. Sindrome da dermatite e nefropatia dos SUINOS.........c..ceeevveercrieeriiieerciieenireeene 28
1.3.2. Complexo das doencas respiratorias dos SUINOS .......c..cceerevereenierienienensienens 29
1.3.3. Falhas reprodutiVas ..........cceeeiieiiieniieiieeie ettt ettt s eee 30
1.3.4. TremOr CONGENILO .....veevieeiieiieeieeniieeteerteeeteeseteereeseeeesbeessaeeseessaeensaessseesseensns 30
2. OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt b ettt e bt esre e 31
2.1, ODBJEtIVOS GOTAIS..c.ueirieiiiriieiieieeiterteete ettt ettt ettt sttt sbe et s sbe e saeens 31
2.2. Objetivos ESPECIfiCOS .uevuiiiiiiiiiiiieeiieiiecie ettt 31
3. ARTIGO CIENTIFICO ...ooieieevcceeeteeeee et 32
3.1. Rolling circle amplification of genomes of Brazilian circovirus type 2
(PCV2) and propagation of recombinant PCV2 ........cccociiiiiiniinniiniiieicneene 32
4. DISCUSSAO E CONCLUSOES ......cvvviiiiieiieeireisseieseiesiiessissssessssssssseiseens 53
REFERENCIAS ...ttt 56

ANEXOS . 71



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Circovirus suino

O circovirus suino (PCV) ¢ um virus de genoma de DNA circular fita simples,
ndo envelopado, de simetria icosaédrica que mede aproximadamente 17 nm (TISCHER
et al. 1986), como representado na Figura 1. A densidade das particulas virais ¢ de 1,36-
1,37 g/ml em gradiente de CsCl, o virus ndo possui atividade hemaglutinante e ¢
resistente ao cloroformio, temperaturas altas e pH igual ou maior que 3 (ALLAN et al.,
1994).

O PCV ¢ classificado no género Circovirus da familia Circoviridae, a qual
engloba outros circovirus de animais, tais como o virus da doenga do bico e das penas
das aves, o circovirus do ganso, o circovirus do candrio ¢ o circovirus da pomba
(PRINGLE, 1999).

Dois tipos geneticamente distintos de PCV sdo atualmente reconhecidos, o PCV
tipo 1 (PCV1) e o tipo 2 (PCV2). O PCV1 possui genoma de 1759 pb, enquanto que o
PCV2 possui 18 a 19 nucleotideos adicionais (MEEHAN et al., 1998). A homologia da
seqiiéncia de nucleotideos entre isolados do mesmo tipo ¢ maior que 90 %, enquanto
que entre isolados de tipos diferentes ¢ de 68-76 % (CHEUNG, 2003a; KIM e LYOO,
2002; MOROZOV et al., 1998).

O PCV1 foi primeiramente descrito como um contaminante de células de rim de
suino (PK-15 ATCC CCL-33) e ¢ considerado ndo patogénico para suinos (ALLAN et
al., 1995, TISCHER et al., 1982), enquanto que o PCV2 ¢ tido como o principal agente
infeccioso envolvido na Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos
(SMDS) (ALLAN et al., 1999a; BOLIN et al., 2001; KENNEDY et al., 2000). A SMDS
¢ uma doenca emergente no rebanho suino mundial, desde sua ocorréncia em 1991 no
Canad4d (HARDING e CLARK, 1997). Outras sindromes e manifestacdes clinicas tem
sido associadas ao PCV2, tais como a Sindrome da Dermatite e Nefropatia dos Suinos
(SDNS) (ALLAN et al., 2000a; CHAE, 2005; CHOI e CHAE, 2001; ROSELL et al.,
2000; THIBAULT et al, 1998), falhas reprodutivas (JOSEPSHON e
CHARBONNEAU, 2001; KIM et al., 2004; LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2001;
O’CONNOR et al., 2001; WEST et al., 1999), doengas do complexo respiratorio dos
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suinos (CDRS) (ELLIS et al., 1999a) e tremor congénito (TCS) (STEVENSON et al.,
2001; KENNEDY et al., 2003).

SRS _
FIGURA 1 - Estrutura do capsideo do PCV. (A) Microscopia eletronica,
aumento de 250.000 vezes. A barra indica 100 nm. Adaptado de McNulty

(2006). (B) Mapa tridimensional do PCV2. Adaptado de Crowther et al.
(2003).

1.1.1. Organizacao gendmica

O PCV2 tem um genoma de 1767 a 1768 nucleotideos (MEEHAN et al., 1998) e
dois genes principais, o rep e o cap. O rep tem uma fase de leitura aberta, a ORF1, que
se estende do nucleotideo 51 ao 995 e esta localizada na fita viral positiva (Figura 2). O
cap localizado na ORF2 da fita viral negativa, se estende do nucleotideo 1735 ao 1034.
Na regido intergénica esta a origem de replicagdo do DNA (ORI), onde duas proteinas
Rep ligam-se a uma estrutura palindromica e iniciam o processo de replicagdao do tipo
“circulo rolante” (MANKERTZ et al., 2004). A proteina Cap tem fungdo estrutural
(NAWAGITGUL et al., 2000). Recentemente foi caracterizada uma proteina viral
associada a inducdo da apoptose, localizada na ORF3 da fita viral negativa se

estendendo no nucleotideo 671 ao 375 (LIU et al., 2005).

1.1.1.1. Proteinas do rep

O gene rep codifica duas proteinas essenciais para a replicacdo, a Rep e a Rep’

(CHEUNG, 2003b). A proteina Rep possui 312 aminoacidos, sendo a tradugao
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completa da ORFI1, enquanto que a Rep’ possui 168 aminoacidos e ¢ o produto da
clivagem do mRNA transcrito da ORFI (MANKERTZ e HILLENBRAND, 2001).
Experimentos mostraram que a Rep reconhece o “brago” direito do palindromo,
enquanto que a Rep’ reconhece os seis nucleotideos proximais da seqiiéncia repetida na
origem de replicagdo (STEINFELDT et al., 2001) e somente se ambas forem expressas
simultaneamente a replicagdo do DNA viral ocorre (MARKERTZ E HILLENBRAND,
2001).

Em células infectadas, os dois transcritos, Rep e Rep’ aparecem em quantidades
similares 12 horas apos transfec¢do (hpt). Em 24 ¢ 36 hpt a Rep’ € predominante e o
numero de transcritos desta diminui a partir de 48-96 hpt. A regulagdo da transcri¢ao do
gene rep ¢€ realizada por um promotor localizado imediatamente ao inicio do gene e este
promotor ¢ negativamente regulado pela proteina Rep (MARKERTZ e
HILLENBRAND, 2003).

Outros seis RNAs, trés associados a Rep (Rep3a, Rep3b ¢ Rep3c), e trés RNAs
associados a proteinas ndo estruturais (NS515, NS672 e NSO) foram detectados em
cultivos celulares infectados com PCV2, porém estes parecem ndo estarem envolvidos

com a sintese de proteina viral ou replicagdo do capsideo (CHEUNG, 2003b).

ORF2

FIGURA 2 - Representagdo esquematica do
genoma circular do PCV2. A ORF3 (em branco)
estd sobreposta @ ORF1 (em preto). A ORF2 (em
cinza) e ORF3 sdo transcritas a partir da fita viral
negativa, enquanto que a ORF1 da fita viral
positiva.
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1.1.1.2. Proteina do cap

A ORF2 do PCV2 foi clonada e expressa em células de insetos. A proteina
sintetizada apresentou massa molecular de 30 kDa, similar a detectada em particulas
virais purificadas. Quando visualizadas por meio de microscopia eletronica a proteina
recombinante da ORF2 foi capaz de se auto-encapsidar, formando particulas
semelhantes a de capsideos, sugerindo que a ORF2 codifica a principal proteina
estrutural do capsideo (NAWAGITGUL et al., 2000). Em outro experimento, animais
inoculados com baculovirus recombinante ou vacinas de DNA que contém a ORF2
apresentaram produgdo de anticorpos contra PCV2, demonstrando que a proteina
expressa ¢ imunogénica (BLANCHARD et al., 2003; FENAUX et al., 2003). Testes de
imunofluorescéncia e ELISA para pesquisa de anticorpos, utilizando como antigeno
total o PCV2 ou a proteina codificada pela ORF2 do PCV2, produziram resultados
similares, sugerindo que a proteina codificada pela ORF2 ¢ imunodominante
(NAWAGITGUL et al., 2002). Aparentemente os epitopos imunodominantes
localizados nos residuos de aminoacidos 47 a 84, 165 a 200 e nos ultimos quatro

aminoacidos da proteina (LEKCHAROENSUK et al., 2004).

1.1.1.3. Proteina codificada pela ORF3

A proteina codificada pela ORF3 ¢ expressa predominantemente no nucleo e
com menor freqiiéncia no citoplasma de células. Esta proteina viral do PCV2 nido ¢
necessaria para a replicagdo viral, entretanto estd envolvida no processo de inducdo da
apoptose pela ativagdo da rota iniciador caspase-8 e efetor caspase-3 (LIU et al., 2005).
Indicios sugerem que esta proteina teria um importante papel na patogenia viral. Um
virus mutante produzido de modo a ndo expressar a proteina codificada pela ORF3, ndo
induziu lesdes, mas foi capaz de se replicar eficientemente em camundongos,

diferentemente do tipo selvagem (LIU et al., 2006).
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1.1.2. Ciclo viral

Os mecanismos de multiplicagdo viral ainda ndo foram completamente
elucidados, porém alguns destes vem sendo estudados nos tltimos anos e sao descritos a

seguir.

1.1.2.1. Adsorg¢ao

O PCV2 utiliza glicosaminoglicanos como um de seus receptores celulares.
Quando o virus foi incubado previamente com sulfato de heparina ou sulfato de
condroitina B, os titulos do virus foram significativamente reduzidos de maneira dose-
dependente, indicando que o virus utiliza estes glicosaminoglicanos como receptores
para sua adsor¢ao nas células hospedeiras. Porém, o fato do virus infectar células CHO
mutantes que ndo expressam glicosaminoglicanos indica que, além do sulfato de
heparina e do sulfato de condroitina B, outras moléculas ndo identificadas participam da

adsorcdo do virus (MISINZO et al., 2006).

1.1.2.2. Penetragao

Um dos mecanismos utilizados pelo virus para penetrar nas células ¢ a
endocitose mediada por clatrina. O uso de inibidores deste tipo de endocitose impediu a
infeccdo de células de linhagem 3D4/31 (MISINZO et al., 2005). Resultados similares
foram obtidos em células dendriticas quando incubadas com clorpromazina, um inibidor
da endocitose dependente de clatrina, ou com citocalasina, um inibidor da formacao do
citoesqueleto (VINCENT et al., 2005). Os mesmos autores sugerem que o processo de
internalizagdo ndo ocorrerria por macropinocitose, ou seja, através da formagdo de
grandes vesiculas pinociticas com conteudo extracelular, uma vez que células
dendriticas maturas podem internalizar o PCV2 e estas ndo possuem atividade
macropinocitica.

Células de linhagem 3D4/31, derivadas de macrofagos alveolares suinos,

inoculadas com PCV2, apresentaram quantidade maxima de virus adsorvido apds 30
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minutos de incubagdo, sendo que a internalizagao ocorreu em até 6 horas (MISINZO et

al., 2005).

1.1.2.3. Replicagao

Depois de internalizado o virion, faz-se necessaria a acidificagdo endosomal
(MISINZO et al.,, 2005). Apos, acredita-se que o genoma viral assuma formas
replicativas intermediarias de fita dupla, sintetizadas a partir da fita molde do genoma
do PCV2, semelhante ao que ocorre com os geminivirus (GUTIERREZ, 1999). Uma
vez que o circovirus ndo sintetiza sua propria DNA polimerase para a producdo de
formas replicativas intermedidrias, ele depende de DNA polimerases do hospedeiro para
completar seu ciclo de replicacdo (TISCHER et al., 1987). Baseado no ciclo replicativo
do PCV2, que necessita de células em mitose para se replicar, a co-infeccdo de agentes
que causam morte celular e levam a regenerag¢do do tecido podem indiretamente auxiliar
na replicagdo do PCV2, assim como a adi¢do citocinas e outros fatores de crescimento
que afetam a divisdo celular (ELLIS et al., 2004).

Estudos de cinética de replicacao do PCV2 concluiram que em células PK-15, a
proteina do capsideo ¢ expressa entre 6-12 horas pds-inoculacdo (hpi) e ¢ deslocada
para o nucleo 12 a 24 hpi, a0 mesmo tempo em que a proteina Rep ¢ detectada no
nicleo. Os mesmos autores observaram esta seqiiéncia de eventos em cardiomidcitos
fetais e macrofagos alveolares suinos, porém nestas células os antigenos nucleares
aparecem 48 hpi e em menor propor¢do (MEERTS et al., 2005a). Antigenos do PCV2,
em cé¢lulas PK-15, foram detectados no citoplasma e nucleo de células infectadas 18 hpi
e as particulas virais foram liberadas 32 hpi (CHEUNG e BOLIN, 2002). Este ciclo de
replicagcdo difere do observado em monocitos € macrofagos, nos quais a proteina do
capsideo do PCV2 ¢ detectada no citoplasma, mas nenhuma evidencia de replicacdo ¢
observada (GILPIN et al., 2003).

In vivo, antigenos de PCV2 sdo detectados 14 dias pds-infec¢do (dpi) no bago,
glandula salivar, linfonodos mesentéricos e parotideos e 26 dpi em todos os tecidos;
sendo encontrado em maior propor¢ao nos pulmdes, glandulas salivares, figado, rim,

tecidos linfoides e intestino (ALLAN et al., 2000b).
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1.1.3. Caracterizacdo genética

A homologia entre seqiiéncias de nucleotideos do PCV1 e PCV2 ¢ de 68-76%
(HAMEL et al., 1998; MEEHAN et al., 1998). Quando as ORFs foram comparadas
individualmente entre PCV1 e o PCV2, concluiu-se que a ORF1 ¢ a mais conservada,
apresentando homologia de 83% para nucleotideos e 86% para aminoacidos
(MOROZOV et al., 1998). J& ORF3 ¢ a mais variavel, com 61,5% de homologia para
aminodcidos (LIU et al., 2005) enquanto que a ORF2, apresenta 67% de homologia para
os nucleotideos ¢ 65% de homologia para aminoacidos (MOROZOV et al., 1998).

A analise de 148 seqiiéncias de PCV2 e de PCV1 nado permitiu determinar o
status ancestral dos PCVs, porém sugeriu uma origem comum para ambos os virus
(OLVERA et al., 2007). No mesmo estudo, as seqiiéncias de PCV2 foram agrupadas em
oito grupos, mas nenhum tipo de associagdo com viruléncia ou regido geografica foi
observada. Entretanto, outros estudos associaram variagoes genéticas de PCV2 a origem
geografica dos isolados, mas ndo a viruléncia (LAROCHELLE et al, 2002; de
BOISSESON et al., 2004; GRIERSON et al.,, 2004a; FENEAUX et al., 2000 ;
MANKERTZ et al., 2000 ; MEEHAN et al., 2001).

1.2. Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos

A SMDS ¢ uma doenca viral que ocorre em leitdes desmamados, caracterizada
pela perda de peso, sinais respiratdrios e ictericia, tendo como principal agente
etiolégico o PCV2 (HARDING e CLARK, 1997; ALLAN e ELLIS, 2000, 1999a;
CHOI e CHAE, 2000). Atualmente a SMDS ¢ endémica em muitos paises, sendo a

principal causa de refugagem em rebanhos suinos (CHAE, 2004).

1.2.1. Historico

Estudos sorologicos e moleculares mostraram que o PCV2 tem distribuigdo
global e esteve presente na populagdo de suinos pelo menos durante os tltimos 30 anos
(ALLAN e ELLIS, 2000; GRIERSON et al., 2004b; WALKER et al., 2000). Entretanto

a SMDS foi primeiramente descrita em 1991, em rebanhos suinos canadenses
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(HARDING e CLARK, 1997) e, desde entdo, adquiriu um carater endémico (ALLAN e
ELLIS, 2000; CHAE, 2004) sendo relatada na Asia, América do Norte, América do Sul,
Europa e Oceania (SEGALES etal., 1997; ALLAN et al., 1998; SPILANE et al., 1998;
ONUKI et al. 1999; WELLENBERG et al. 2000; CIACCI-ZANELLA ¢ MORES,
2001; TRUJANO et al., 2001; SARRADELL et al., 2002). Usualmente encontrada em
rebanhos comerciais de suinos, foi também diagnosticada em javalis selvagens
(SCHULZE et al., 2004).

No Brasil a SMDS foi descrita pela primeira vez em 2001 (CIACCI-ZANELLA
et al., 2001). Em 2002, a enfermidade foi relatada na regido Sudeste (FRANCA et al.,
2005) e, no Rio Grande do Sul, foi descrita pela primeira vez em 2003 (PESCADOR et
al., 2003). Porém, estudos moleculares mostram que o PCV2 encontrava-se na

populacdo suina do Brasil desde pelo menos 1988 (CIACCI-ZANELLA et al., 2006).

1.2.2. Etiologia

Sinais clinicos e lesdes histopatologicas observados na SMDS sdo induzidos
pela inoculagdo de PCV2 em suinos (KENNEDY et al., 2000). Porém, sugere-se que
para o completo desenvolvimento da sindrome, hd a necessidade de co-infeccdo com
outros agentes infecciosos como o parvovirus suino ou virus da Sindrome Respiratéria e
Reprodutiva dos Suinos (ALLAN et al., 1999a; CHOI e CHAE, 2000; HARMS et al.,
2001) ou co-fatores imunoestimulatorios (KRAKOWKA et al., 2001; KYRIAKIS et al.,

2002). Estes experimentos sdo descritos no item “Modelos experimentais da SMDS”.

1.2.3. Epidemiologia

O virus ¢ amplamente disseminado na populacdo suina, estudos mostram que a
soroprevaléncia do PCV2 chega a 100% em animais em fase de terminagdo ¢ nenhuma
granja apresentou todos animais soronegativos em seu plantel (LAROCHELLE et al.,
2003). Em média, a percentagem de animais soropositivos nos rebanhos americanos ¢
de 50% (NAWAGITGUL et al., 2002).

A populagdo de javalis também apresenta anticorpos séricos contra PCV2. Em

rebanhos de javalis criados livres, cercados ou submetidos a manejo intensivo, 48% dos
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animais apresentaram titulos de anticorpos médios ou altos (igual ou maior que 320)
sendo que o grupo de animais intensamente manejados foi o que apresentou uma maior
prevaléncia, 81,8% (VICENTE et al., 2004).

A rota primaria de transmissdo do PCV2 ainda ndo foi determinada, porém
evidéncias sugerem que o PCV2 possa ser transmitido horizontalmente e verticalmente.
O virus tem sido detectado em amostras de suabes nasais, bronco-traqueais,
orofaringeos, fecais e da urina de suinos clinicamente acometidos pela sindrome
(SHIBATA et al., 2003; SEGALES et al., 2005), assim como de animais clinicamente
sadios (SEGALES et al., 2005).

O isolamento de PCV?2 de fetos abortados sugere a possibilidade de transmissao
vertical (MEEHAN et al., 2001). A deteccdo de PCV2 no sémen de reprodutores
infectados naturalmente (KIM et al., 2001) e experimentalmente (LAROCHELLE et al.,
2000) indicam que ocorra a transmissdo viral de reprodutores para as fémeas e suas
respectivas proles. A deteccio do PCV2 em amostras de colostro indicam que
possivelmente a prole seja também infectada via oral (SHIBATA et al., 2006).

A manifestacdo clinica da doenga ocorre em animais na 5* a 16* semana de vida
(ALLAN e ELLIS, 2000; HARDING e CLARK, 1997; SEGALES e DOMINGO, 2002;
PALLARES, 2002), apresentando baixa taxa de morbidade, porém alta taxa de
mortalidade. Nas propriedades onde ha relatos de SMDS, aproximadamente 5-20% dos
leitdes desmamados apresentam sinais compativeis com a sindrome, sendo que a

mortalidade pode chegar a 80% (DARWICH et al., 2004).

1.2.4. Patogenia

A maioria dos animais ndo apresentam doenga clinica, porém se infectam com
PCV2 e soroconvertem (QUINTANA et al.,, 2001). Nao se sabe ao certo o que
determina o grau de susceptibilidade a doenca que alguns animais. Porém alguns
autores sugerem que para o completo desenvolvimento da sindrome, exista a
necessidade de co-infecgoes virais (ALLAN et al., 1999a; CHOI e CHAE, 2000;
HARMS et al., 2001) ou co-fatores imunoestimulatorios (KRAKOWKA et al., 2001;
KYRIAKIS et al., 2002).

Outros fatores associados a manifestagcdo clinica da sindrome sdo a presenca de

infec¢Oes bacterianas, causadas por agentes como o Mycoplasma hyopneumoniae
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(OPRIESSNIG et al. 2004) e a Pasteurella multocida (LAISON et al., 2002;
THOMSON et al., 2001). Evidéncias sugerem que bactérias que contém
lipopolisacarideos (LPS), como as Gram-negativas, poderiam estimular a replicagdo
viral e contribuir no desenvolvimento da SMDS. Macrofagos alveolares de suinos
tratados com LPS bacterianos tiveram diminuicdo do sinal intracitoplasmatico para
PCV2, porém o sinal intranuclear aumentou, assim como o titulo viral e a expressao da
proteina do capsideo, indicando que o LPS agiria como um fator estimulatério na
replicagdo viral (CHANG et al., 2006).

Antigenos e material genético do PCV2 tém sido detectados em vérios tipos de
células. O material viral tem sido encontrado principalmente no citoplasma de
histiocitos e células da linhagem monocitica/macrofagica, tais como macrofagos
alveolares, células de Kupffer e células dendriticas (GILPIN et al., 2003; ROSELL et
al., 1999).

Lesdes hepaticas predominantes tém sido descritas, como necrose (BOLIN et al.,
2001; KRAKOWKA et al., 2000; KRAKOWKA et al., 2001) ou apoptose (KIUPEL et
al., 2005). Com base em mudangas histopatologicas em suinos experimentalmente e
naturalmente infectados, parece que o virus ¢ capaz de induzir apoptose in vivo. Porém,
as taxas de apoptose em tecidos linféides foram inversamente proporcionais a carga
viral no soro e a severidade de lesdes, indicando que a apoptose ndo ¢ uma caracteristica
marcante na SMDS (RESENDES et al., 2004a). Recentemente, a ORF3 do PCV2 tem
sido descrita como um fator responsavel para a ocorréncia da apoptose in vitro (LIU et
al., 2005), porém nao € necessaria na replicagao viral (LIU et al., 2006).

A viruléncia entre isolados de PCV2 parece diferir, apesar das diferencgas
genéticas entre isolados de PCV2 serem menores que 5%. Animais SPF inoculados com
PCV2 isolado de lesoes linféides e PCV2 ndo associado a lesdes, os quais apresentavam
98,9% de identidade da seqiiéncia, tiveram padrdes de replicagdo e patogenia distintos.
O isolado associado a lesdes linfoides apresentou carga viral maior do 14° ao 28° dia p.i.
e lesdes microscopicas mais severas que o isolado ndo associado a lesdes
(OPRIESSNIG et al., 2006).

Infecgdes causadas por PCV2 tém uma evolu¢do cronica. Em animais
inoculados com PCV2 que ndo desenvolveram a doenga, observou-se uma viremia a
partir do 7° dia, com pico virémico no 21° dia pi, seguido da reducdo gradual da carga

viral observada até o 69° dia pi (RESENDES et al., 2004b).
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1.2.5. Aspectos imunolédgicos

O comprometimento imunoldgico em animais com SMDS ¢ evidente, uma vez
que ocorre deplegdo linféide (ROSELL et al., 1999; LADEKJAER-MIKKELSEN et al.,
2002) e infecgdes de patogenos oportunistas, como Pneumocystis carinii, Chlamydia
spp e Aspergillus spp., nos pulmdes de animais acometidos (HARDING e CLARK,
1997; SEGALES ¢ DOMINGO, 2002). A imunossupressdo induzida com ciclosporina,
um agente imunossupressor forte, produz um quadro clinico mais grave da doenca que
animais tratados com corticoides, agentes imunossupressores fracos (KRAKOWKA et
al., 2002). Os mecanismos da interagdo do virus com o sistema imune do hospedeiro sao

descritos a seguir.

1.2.5.1. Perfil de expressdo de citocinas in vivo e in vitro

A linfopenia induzida por PCV2 em animais sintomaticos levou a hipotese que
eventos imunossupressores seguidos de infec¢do por PCV2 teriam um importante papel
no desenvolvimento de doengas associadas ao virus (NIELSEN et al., 2003). Sabe-se
também que o virus se associa a células da linhagem monocitica in vivo (ROSELL et
al.,, 1999; KRAKOWKA et al.,, 2002) e in vitro, sem mostrar qualquer sinal de
replicagdo (GILPIN et al., 2003; VINCENT et al., 2003). A habilidade do virus de se
replicar e persistir por um longo tempo no organismo indica uma falha na resposta
imunoldgica do hospedeiro em reconhecer ou remover as particulas virais e as células
infectadas (MEERTS et al., 2006).

O genoma do PCV2 possui seqiiéncias que podem ter efeito imunomodulador.
Baseado no critério Krieg et al. (2002), o genoma do PCV2 apresenta uma proporcao de
60% e 40% de motivos CpG (citosina-fosforotiato-guanina ndo metilada) estimulatorios
e inibitdrios, respectivamente. Cinco seqiiéncias baseadas no genoma do PCV2 foram
testadas e se verificou que uma delas apresentava efeito inibitorio na producao de IFN-o
pelas células monociticas do sangue periférico (HASSLUNG et al., 2003).

Células naturalmente produtoras de interferon (NIPC) reconhecem motivos CpG
via TLRY, e a partir dai produzem uma resposta imune (HEMMI et al, 2000). O PCV2
tem a capacidade de bloquear a producdo de IFN-a e TNF-a induzida por CpG em
NIPC (VINCENT et al., 2005). Como as NIPC sdo as principais fontes dessas citocinas,
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conseqiientemente a resposta imune inata dependente de Interferon-a (IFN-a) e Fator
de Necrose Tumoral (TNF-a ) (tais como efeito antiviral direto, maturagdao de células
apresentadoras de antigenos e ativagdo de células NK), assim como ativag¢ao de resposta
celular T e B especificas, podem se tornar de alguma forma ineficazes (FITZGERALD-
BOCARSLY, 2002).

A capacidade do virus de bloquear a producdo de IFN-a induzida por motivos
CpG esta diretamente relacionada a quantidade viral presente e ¢, em sua maioria,
mediada pelo DNA de PCV2 ndo associado ao capsideo. Quando avaliada a produ¢do
de IFN-a induzida por motivos CpG, o DNA de PCV2 apresentou uma atividade
inibitoria maior que 0 DNA de PCV1. Porém, a inibi¢cdo das NIPC pelo DNA de PCV2
ndo foi restrita a agonistas de TLR9; e o PCV2 interferiu também na resposta de IFN-a
das NIPC induzida por agonistas de TLR7 e outros virus, como virus da pseudo-raiva,
virus da Peste Suina Classica e o virus da Gastroenterite Transmissivel, virus estes que
diferem significativamente nas suas vias de sinalizacao (VINCENT et al., 2007).

O importante papel das NIPCs na imunidade antiviral inata pode indicar que a
atividade inibitdria antiviral € o evento chave na patogénese das doengas associadas ao
PCV2 (VINCENT et al.,, 2007), uma vez que o virus necessita de agentes virais,
bacterianos e co-fatores para a manifestacio completa da sindrome (ALLAN et al.,
1999a; CHOI e CHAE, 2000, HARMS et al.,, 2001, KRAKOWKA et al., 2001,
KYRIAKIS et al., 2002).

O PCV2 também altera o perfil de secrecdo de citocinas em macrofagos
infectados pelo virus. Tem sido sugerido que as lesdes granulomatosas observadas nos
casos de SMDS seriam induzidas pela associacdo do PCV2 a macréfagos. Esta infec¢ao
aumentaria a produ¢do de citocinas, como a proteina monocitica quiomiotatica 1 (MCP-
1) e a proteina macrofagica inflamatoria 1 (MIP-1), que levariam a inflamagdes
granulomatosas (KIM e CHAE, 2004). Macrofagos alveolares, quando incubados com
PCV2, aumentam a expressio de TNF-a, IL-8, AMCEF-II (fator quimiotatico
neutrofilico II derivado de macrofagos alveolares), G-CSF (fator estimulatorio de
colonias de granulocito) e MCP-1. Estes fatores levam ao recrutamento de células
inflamatorias da fase aguda e ¢ especulado que isto desencadearia o desenvolvimento de
uma pneumonia intersticial em suinos acometidos pela sindrome (CHANG et al., 2005).

Suinos com SMDS tém padrdes alterados de mRNA que expressam citocinas.

Ocorre um aumento do mRNA que expressa a IL-10 no timo e IFN-y nas tonsilas. O
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aumento de IL-10 tem sido associado a deplegao e atrofia timica em animais doentes. A
diminui¢do da expressao de mRNA foi observada para IL-2 no bago, IL-4 nas tonsilas e
linfonodos, IL-12p40 em linfonodos inguinais e esplénicos e IFN-y e IL-10 em
linfonodos inguinais. Estes achados, associados ao fato da reducio de células CD4" e
CD8" no sangue e deplecdo e atrofia timica, sdo indicativos de uma imunosupressio de
células T, o que prejudicaria o sistema imune de suinos afetados pela sindrome
(DARWICH et al., 2003a).

Células mononucleares do sangue periférico derivadas de animais com SMDS
ndo produziram niveis normais de IFN-y ou IL-1B, IL-2, IL-4 ou IL-8 quando
desafiadas com fitohemaglutinina ou superantigenos, mas produziram IFN-y ou IL-10
quando desafiadas com antigenos de PCV2, evidenciando que animais com SMDS tem
uma reducdo na habilidade de realizar suas fun¢des imunoldgicas normais quando

expostos a virus ou moléculas imunoestimulatorias (DARWICH et al., 2003b).

1.2.5.2. Resposta mediada por anticorpos frente ao PCV2

Os anticorpos adquiridos via colostro contra PCV2 presentes em leitdes de trés
semanas de idade gradualmente diminuem até o limite minimo na décima primeira
semana de vida (LAROCHELLE et al., 2003). A protecdo conferida por anticorpos
maternos contra PCV2, parece ser titulo dependente. Titulos altos de anticorpos, obtidos
no teste de ELISA, sdo geralmente protetores enquanto que titulos baixos nao
(McKEOWN et al., 2005).

Animais inoculados experimentalmente soroconvertem 14 a 28 dpi
(KRAKOWKA et al., 2001; NAWAGITGUL et al., 2002), e o os niveis de anticorpos
aumentam gradualmente até pelo menos o 49° dia (NAWAGITGUL et al., 2002).
Suinos expostos ao PCV2 sob condi¢des de campo soroconvertem entre 7 ¢ 12 semanas
de vida, e o titulo se mantém elevado pelo menos até a vigésima oitava semana de vida,
porém uma porcentagem dos animais se mantém virémicos, sugerindo que os anticorpos
detectados ndo sao protetores (RODRIGUES-ARRIOJA et al., 2002).

Animais SPF inoculados com PCV2, aumentaram gradativamente os niveis de
IgM até o final do experimento, 21° dpi, enquanto que nos animais afetados pela

sindrome os titulos de IgM comegaram a cair a partir do 10° dpi e foram
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significativamente inferiores no 21° dpi em relagdo ao grupo nao inoculado. Os niveis
de IgGl1, IgG2 e IgA foram levemente menores nos animais acometidos pela sindrome.
Neste mesmo estudo, observou-se que a auséncia de anticorpos neutralizantes estd
relacionada com altas taxas de replicagdo viral e com a manifestacdo clinica da
sindrome (MEERTS et al., 2006).

A resposta mediada por anticorpos frente a PCV1 e PCV2 ¢ tipo-especifica, para
a proteina do capsideo. Mah¢ et al., (2000) expressando a proteina Rep do PCV1 e
PCV2 através de baculovirus ou vetores plasmidiais, verificaram que anticorpos
policlonais anti-PCV2 apresentaram reatividade cruzada para PCV1. O mesmo nao
ocorreu quanto foi expressa a proteina do capsideo, que induziu uma resposta tipo-
especifica. Resultados similares foram obtidos por Allan et al. (1999b) que, utilizando
soro hiperimune de coelho contra PCV2 para imunofluorescéncia indireta, verificaram

que os mesmos reagiram fortemente contra PCV2, mas ndo reagiram contra PCV1.

1.2.5.3. Células associadas a imunidade inata e especifica

Animais com SMDS apresentam monocitose, neutrofilia, linfopenia e
diminuicdo de células CD8", CD4" ¢ IgM+ (DARWICH et al., 2003a; DARWICH et al.,
2002). Nielsen et al. (2003), estudando a cinética da infec¢do por PCV2, verificaram
uma redugdo na populacdo de células B e T a partir do 7° dpi e no 21° dpi os niveis
cairam para 2x10°/ml e 5x10°/ml, respectivamente. O subgrupo de células T mais
afetado foi o de linfocitos T auxiliares ativados de memoria (CD3°CD4'CD8") e

também foi observada diminuic¢ao de células NK.

1.2.6. Sinais clinicos

A SMDS acomete leitdes de 5 a 16 semanas de idade (ALLAN e ELLIS, 2000;
HARDING e CLARK, 1997; SEGALES ¢ DOMINGO, 2002; PALLARES, 2002). E
caracterizada pela perda progressiva de peso, dispnéia, aumento do volume dos
linfonodos e, menos freqiientemente, palidez, ictericia e diarréia (ELLIS et al., 1998;
HARDING et al. 1998, ALLAN et al. 1999a; ALLAN e ELLIS, 2000; CHOI e CHAE,

1999). Em granjas que apresentaram surtos da doenca, 5-20% dos suinos entre 7 a 15
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semanas foram acometidos e os indices de mortalidade foram superiores a 80%
(DARWICH et al., 2004). Em animais convalescentes, os sinais clinicos e lesdes
linfoides sdo semelhantes aos encontrados nos estagios iniciais da doenga (QUINTANA

etal., 2001).

1.2.7. Lesdes macro e microscopicas

Suinos com SMDS mostram diferentes graus de definhamento, linfoadenopatia
generalizada, falta de colabamento pulmonar e atrofia timica. Menos freqlientemente,
podem apresentar atrofia hepatica e lesdes renais (ALLAN e ELLIS, 2000; KIM et al.,
2003; LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2002). No Brasil, as principais lesdes
macroscopicas observadas em 97 animais necropsiados foram aumento no volume dos
linfonodos (80,4%) e pulmdes nio-colapsados (65,9%) (CORREA et al., 2006).

A SMDS apresenta duas lesdes microscOpicas caracteristicas: inflamacao
granulomatosa e presenga de corpusculos de inclusdes intracitoplasmaticos. A
inflamacao granulomatosa ¢ observada nos linfonodos, figado, baco, timo, placas de
Peyer e linfonodos inguinais superficiais, consistindo de um infiltrado de células
epitelioides e células gigantes multinucleadas (CHAE, 2004).

Os corpusculos de inclusdes intracitoplasmaticos sdo grandes, numerosos e
basofilicos, sendo observados no citoplasma de histidcitos e células gigantes
multinucleadas (CHAE, 2004; ALLAN e ELLIS, 2000; GILPIN et al., 2003, ROSELL
et al, 1999). Esporadicamente ¢ possivel detectar o virus no citoplasma de células
renais, epitélio respiratorio, endotélio vascular e no nucleo de monocitos, macréfagos,
células da musculatura lisa, hepatécitos e enterocitos (ROSELL et al., 2000; ROSELL
et al., 1999).

Animais doentes ainda apresentam deplecdo linféide com infiltracdo
histiocistica. Estas lesoes, nos gravemente acometidos, sdo observadas em praticamente
todos os tecidos, incluindo os linfonodos, tonsilas, placas de Peyer, bago e timo

(ROSELL et al., 1999).
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1.2.8. Diagnostico

O PCV2 pode ser detectado em animais sadios, portanto a simples detec¢ao da
presenca viral ndo ¢ confirmatodria para a sindrome. Para diagnéstico de SMDS deve ser
observada presenga de sinais clinicos compativeis, presenga de PCV2 nas lesdes e
presenca de lesdes microscopicas caracteristicas, como deplecao linféide severa a
moderada ou linfadenite granulomatosa (CHAE, 2004). A determinagdo da carga viral
pode ser empregada como ferramenta auxiliar, uma vez que alguns autores sugerem o
limite de 107 copias do genoma viral por ml de sangue ou soro para considerar o

diagnostico da SMDS (LIU et al., 2000; OLVERA et al., 2004).

1.2.9. Controle e preven¢ao

1.2.9.1. Praticas de manejo

Tentativas de erradicacdo do PCV2, pela retirada de todos animais da granja
falharam, sendo que o PCV2 e a SMDS retornaram rapidamente apds repovoagao
(SEGALES ¢ DOMINGO, 2002). Isto provavelmente se deve ao fato do virus estar
largamente distribuido na populagdo suina.

Algumas medidas de manejo tém mostrado algum sucesso na redugdo da
ocorréncia de SMDS. Essas medidas incluem reducao do nivel de stress no rebanho,
melhora na higiene, limitagdo na mistura de grupos por faixa etaria, uso do sistema all
in-all out, aumento da qualidade do ar e isolamento dos animais doentes (GUILMOTO
e WESSEL-ROBERT, 2002). O uso de soro terapia tem reduzido as perdas por SMDS
em rebanhos (WADDILOVE ¢ MARCO, 2002), porém este procedimento requer a
colheita de soro hiperimune, o que ¢ trabalhoso e aumenta o risco de reintroduciao de
agentes patogénicos no rebanho.

A desinfec¢do do ambiente pode ser uma medida auxiliar na tentativa de reducao
da pressao infectante, uma vez que o titulo do agente diminui quando tratado com
fenois, amoOnia quaterndria, agentes oxidantes e alcalis. Nao foi observada redugdo
significativa no titulo quando o virus ¢ exposto a etanol, iodo, formaldeido ou

clorexidine (ROYER et al., 2001).
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1.2.9.2. Vacinas em desenvolvimento

Um entrave importante no desenvolvimento de vacinas contra PCV2 ¢ a
dificuldade de reproducdo, sob condigdes experimentais, dos sinais clinicos das
sindromes associadas a este agente. Conseqiientemente, a eficacia de candidatos a
vacinas nao pode ser estabelecida de forma adequada. Trés tipos de vacinas estdo
atualmente em progresso e estdo abaixo descritas.
1.2.9.2.1. Vacinas de DNA de PCV2

Tentativas de imunizagdo com vacinas de DNA vém sendo realizadas em
modelos animais. Camundongos imunizados com um vetor de expressdo contendo o
gene cap aumentaram consideravelmente seus niveis séricos de anticorpos contra PCV2
(KAMSTRUP et al., 2004). Suinos vacinados com DNA plasmidial recombinante no
qual foi inserido o gene cap e rep, soroconverteram uma semana apos o desafio,
enquanto que o grupo controle soroconverteu na semana posterior e apresentou redugdo
no ganho de peso em relagdo ao grupo vacinado (BLANCHARD et al., 2003). Vacinas
de DNA podem proteger bem contra uma infeccdo de desafio, entretanto nenhuma

vacina de DNA até o presente momento se encontra no mercado.

1.2.9.2.2. Vacinas de proteinas de PCV2 produzidas em baculovirus

Blanchard et al. (2003) expressaram proteinas de PCV2 em células de inseto
utilizando baculovirus recombinante. Estes autores compararam a eficacia de vacinas de
DNA com a eficicia de uma vacina de subunidade preparada com proteinas Rep e Cap
de PCV2 produzidas em baculovirus em um experimento de vacinagdo/desafio em
suinos. Foi demonstrado que a vacina de proteinas produzida por baculovirus foi melhor
do que a vacina de DNA. Ja o uso de uma vacina de DNA de PCV2 em combinagao
com uma vacina de proteina recombinante feita em baculovirus, em um protocolo

chamado de “prime-boost”, ndo apresentou vantagem.

1.2.9.2.3. Vacinas de vetores virais contra PCV2

PCVs recombinantes foram produzidos trocando o gene cap do PCV1 pelo gene

cap do PCV2 (PCVI1-2) e vice-versa (PCV2-1). Os titulos virais dos recombinantes
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apresentaram perfis similares aos do PCV2, porém foram inferiores ao do PCV1, o que
se deve provavelmente ao fato do PCV1 estar mais adaptado a linhagem celular PK-15.
Quando os suinos foram inoculados com o DNA infeccioso do clone PCV1-2, estes
produziram anticorpos contra PCV2 e apresentaram lesdes microscopicas menos graves,
reducdo na viremia e na detec¢do de antigenos em tecidos linféides, quando comparados
ao grupo inoculado com DNA infeccioso de PCV2 (FENEAUX et al., 2003). Animais
vacinados com PCV1-2 e desafiados com PCV2 foram protegidos no desafio, sugerindo
a possibilidade do virus quimérico ser usado como vacina (FENEAUX et al., 2004).

Um recombinante do virus da doenga de Ausjesky (PRV) foi construido com um
cassete de expressdao da proteina de fusdo Rep-Cap. O recombinante induziu respostas
imunes humorais e celulares anti-PCV2 em camundongos (JU et al., 2005). Outro PRV
recombinante foi produzido através de recombina¢do homologa, no qual foi inserido o
gene cap do PCV2 e deletado o gene da Timidina Kinase e da glicoproteina E do PRV.
O recombinante induziu resposta imune humoral e celular contra PCV2 nos suinos
vacinados, porém os niveis da resposta celular medidos em ensaios de linfoprolifera¢ao
nao foram satisfatorios (SONG et al., 2007).

A imunizacao de camundongos com um adenovirus recombinante expressando o
gene cap do PCV2 demonstrou induzir a producdo de anticorpos neutralizantes contra
PCV2 (WANG et al., 2006), porém este candidato a vetor vacinal deve ainda ser testado

no hospedeiro adequado.

1.2.10. Modelos experimentais da SMDS

Infecgdes de PCV2 em leitdes gnotobiodticos (GN), privados da ingestdo de
colostro (PIC) ou amamentados com colostro (AC), tem sido utilizadas para o
esclarecimento do papel do PCV2 na patogenia da sindrome. Inocula¢des experimentais
com PCV2 tem produzido sinais clinicos de SMDS e atualmente ¢ aceito que o virus € o
agente causal da doenga. Todavia parece que a severidade da doenca aumenta com a
presenca de co-infecgdes ou de imunoestimulagdo (ALLAN et al., 2004) e a reprodugdo

total da sindrome ainda é um desafio.
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1.2.10.1. Leitdes gnotobiodticos

A primeira reproducdo experimental consistente da SMDS foi descrita por Ellis
et al. (1999b), no qual foi inoculado PCV2 em leitdes GN, conseguindo reproduzir as
lesdes, porém posteriormente descobriu-se que o inéculo estava contaminado com
parvovirus suino (PPV), levando a especulagdes que o PCV2 sozinho nao reproduziria a
doenca.

Em um estudo de co-infeccao leitdes GN foram infectados com PCV1, PCV2 ¢
PPV, isolados ou em combinagdo. Os animais inoculados com PCV2 nao
desenvolveram a doenga clinica, porém apresentaram hepatite linfoplasmocitica
moderada. Animais co-infectados com PCV2 e PPV desenvolveram doenga clinica
severa e lesdes macroscopicas de SMDS (KRAKOWKA et al., 2000).

Leitdes inoculados com PCV2 e imunoestimulados com keyhole limpet
haemocyanin em adjuvante de Freund’s incompleto (KLH/AFI) desenvolveram a
doenga clinica e tiveram lesdes micro e macroscopicas consistentes de SMDS, enquanto
que em leitdes ndo imunoestimulados foi observada uma forma moderada da doenca

(KRAKOWKA et al., 2001).

1.2.10.2. Leitdes privados da ingestao de colostro

Allan et al. (1999a) inocularam PCV2 em leitdes PIC e observaram que um
leitdo de quatro desenvolveu SMDS e lesdes histologicas severas, enquanto os demais
permaneceram clinicamente sauddveis, porém com lesdes histologicas leves a
moderadas. Neste mesmo estudo, a co-infec¢do de PCV2 e PPV produziu doenca
clinica e lesdes micro e macroscopicas em todos os animais inoculados, com abundante
associacao de antigenos de PCV2 e minima associacao de antigenos de PPV. Outro
experimento utilizando leitdes PIC e inoculagdo com PCV2 produziu doengas clinicas

consistentes com SMDS (BOLIN et al., 2001).

1.2.10.3. Leitdes amamentados com colostro

Leitdes soronegativos de 3-4 semanas de idade inoculados com PCV2 nao

demonstraram sinais clinicos da sindrome, apenas algumas poucas lesdes
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macroscopicas € lesdes histologicas leves a moderadas (MAGAR et al.,, 2000).
Resultados semelhantes foram obtidos em leitdes com 8 semanas de idade (BALASCH
et al., 1999).

A inoculacdo de PCV2 em animais SPF soronegativos produziu doenca clinica
em 4 de 10 inoculados, sendo trés animais do grupo que nao foi imunoestimulado e um
do grupo que foi imunoestimulado com KLH/AFI (LADEKJAER-MIKKELSEN et al.,
2002). Leitdes de 8 a 9 semanas de idade inoculados com PCV2, com ou sem adjuvante
(Montanide 888, Simusol 5100 e Marcol 52), apresentaram hipertermia, mas nenhum
apresentou outro sinal clinico ou lesdes micro e macroscopicas, indicando que a
imunoestimulagdo com adjuvantes comerciais ndo conseguiu reproduzir a sindrome

(RESENDES et al., 2004b).

1.2.11. Consideragdes finais sobre a SMDS

Segundo Darwich et al. (2004) ¢ geralmente aceito que:

- A doenca aparece em suinos desmamados ou na fase inicial de terminagao;

- Somente 10-30% dos suinos naturalmente infectados desenvolvem a SMDS;

- A caracteristica mais proeminente da doenga ¢ deple¢do linféide generalizada
afetando Orgdos linfoides primarios e secundarios, assim como a circulacdo de
linfocitos.

- Infecgdes experimentais com PCV2 podem reproduzir a SMDS, porém quando
ocorre a co-infec¢do com PRRSV e PPV a doenga ¢ mais grave.

- Suinos com SMDS tém padrdes alterados de mRNAs que expressam citocinas

em varios tecidos linféides e a produgao de citocinas pelos PBMC ¢ reduzida.

1.3. Outras manifestaces clinicas associadas ao PCV2

1.3.1. Sindrome da dermatite e nefropatia dos suinos

Descrita pela primeira vez no Reino Unido (SMITH et al., 1993), esta

enfermidade ¢ freqiientemente fatal, afetando principalmente suinos de 6 a 16 semanas

de idade (SMITH et al.,, 1993; THIBAULT et al.,, 1998). Animais acometidos
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apresentam lesoes cutaneas derivadas de uma vasculite necrotizante grave que afeta a
derme e o tecido subcutaneo, caracterizada por uma inflamacao nos vasos sangiiineos,
acompanhada por necrose epidermal, ulcera¢do e hemorragia da derme (DURAN et al.,
1997, SMITH et al., 1993; THIBAULT et al., 1998). O rim encontra-se com volume
aumentado, com multiplos focos hemorragicos na regido cortical e os linfonodos renais
e inguinais estdo freqlientemente aumentados e hemorragicos (RAMOS-VARA et al.,
1997).

O papel do PCV2 na patogenia da sindrome ainda ndo foi completamente
esclarecido. Porém, DNA e antigenos virais foram detectados em tecidos de animais
com SDNS (ALLAN et al., 2000a; CHOI e CHAE 2001), o que sugere o envolvimento
do agente com a sindrome, apesar do virus ndo ter sido detectado em todos os casos
(ROSELL et al., 2000). Wellenberg et al. (2004) em estudo de caso-controle da SDNS
demonstraram que os niveis de anticorpos contra PCV2 foram significativamente
maiores nos casos do que nos controles, sugerindo que o excesso de anticorpos contra
PCV2 poderia desencadear o desenvolvimento da sindrome através da deposi¢do de
imunocomplexos. Todavia, evidencias sugerem que outros patégenos como Pasteurella
multocida (LAISON et al.,, 2002; THOMSON et al., 2001) ou a combinagdo de
patogenos como PCV2 e PRRSV (CHOI e CHAE; 2001; ROSELL et al., 2000;
THIBAULT et al., 1998) podem induzir a SDNS.

1.3.2. Complexo das doengas respiratorias dos suinos

Caracterizada por tosse, dispnéia, pirexia, anorexia e letargia, esta sindrome
afeta animais de 16-22 semanas que apresentam crescimento lento e baixa eficiéncia na
conversao alimentar (THACKER, 2001). Os patogenos mais freqiientemente envolvidos
no Complexo das doencas respiratorias dos suinos (CDRS) sdo o PRRSV e o
Mycoplasma hyopneumoniae, embora outras bactérias e virus também tenham sido
detectados em surtos de CDRS, dentre eles o PCV2 (THACKER ¢ THACKER, 2000).
A identificacdo do PCV2 em alguns casos de pneumonia necrotizante proliferativa
levou alguns autores a sugerirem que o PCV2 poderia ter uma importante contribuigao

no complexo (ELLIS et al., 1999a).
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1.3.3. Falhas reprodutivas

Existem vérios casos de falhas reprodutivas associadas ao PCV2, tais como,
elevagdo de da taxa de aborto, natimortos e mumificagdo fetal (JOSEPSHON e
CHARBONNEAU, 2001; KIM et al., 2004; LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2001;
O’CONNOR et al., 2001; WEST et al., 1999). Em um estudo experimental a inoculagao
fetal com PCV2 resultou em natimortos, mumificag¢do fetal parcial e recém-nascidos
com baixo desenvolvimento junto com leitdes clinicamente sadios (JOHNSON et al.,
2002).

O tropismo celular do PCV2 parece mudar com a idade do suino. Fetos
infectados in utero aos 57, 75 e 92 dias de gestagdo tiveram diferentes distribuigdes do
virus no tecido. Fetos inoculados aos 57 dias tinham elevada quantidade de virus em
cardiomidcitos e, em menor escala, em macréfagos e hepatédcitos. Na fase final da
gestagdo ou apds o nascimento, o virus foi encontrado principalmente em macréfagos e
era escasso em outros tecidos (SANCHEZ et al., 2003).

1.3.4. Tremor congénito

O tremor congénito suino (TCS) ou mioclonia congénita ¢ caracterizado por
tremores da cabeg¢a e dos membros em recém nascidos. Dois tipos de TCS tém sido
descritos com base na deficiéncia (tipo A) ou ndo (tipo B) de mielina no sistema
nervoso central e periférico (SEGALES et al. 2004). Em adigo, o TCS tipo A tem sido
subdividido em 5 subtipos diferentes (AI-AV), associados a anormalidades genéticas,
intoxicagao por triclorfon em fase intra-uterina e infec¢do uterina por alguns virus. O
TCS subtipo AIl ¢ a forma mais comum de tremores congénitos e ¢ caracterizado por
contragdes clonicas com graus de severidade variado, mas que diminuem ou cessam a
partir da quarta semana de idade. A associagdo do PCV2 com tremores congénitos ¢
controversa. Stevenson et al. (2001) utilizando hibridizagao in situ, imunofluorescéncia
indireta e PCR, demonstraram a presenc¢a de acido nucléico e antigenos de PCV2 no
cérebro e medula espinhal. Porém, Kennedy et al. (2003) ndo confirmam essa liga¢do do

PCV2 com tremores congénitos em suinos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

e Sequenciar amostras de PCV2 isoladas no RS;
e Avaliar métodos para produgdo de antigenos visando o futuro desenvolvimento

de uma vacina.

2.2. Objetivos Especificos

e Utilizar a técnica de ACRMP para amplificacdo do genoma do PCV2;

e Comparar as seqiiéncias de PCV2 obtidas com outras disponiveis do Brasil e
outros paises;

e Produzir um clone viral a partir dos genomas isolados;

e Propagar os clones virais de PCV2 através da criagdo de uma linhagem

persistentemente infectada.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

3.1. Rolling circle amplification of genomes of Brazilian circovirus type 2

(PCV2) and propagation of recombinant PCV?2

Trabalho em preparacdo
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Abstract

Porcine circovirus type 2 (PCV2) infections affect the pig industry worldwide and form
a still growing problem in Brazil. To study the PCV2 viruses isolated from infected pigs
in Rio Grande do Sul, Brazil, and to obtain an infectious copy of PCV2, rolling-circle
replication using Phi29 DNA polymerase was used to amplify genomic PCV2 DNA.
Total DNA from PCV2 infected tissue from pigs suffering postweaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS) was used as a template for Phi29 DNA polymerase and the
obtained PCV2 genomes were cloned into prokaryotic plasmid pCR2.1. Two cloned
versions of PCV2 genomes from the same outbreak of PMWS were obtained and
sequenced. The nucleotide sequences (1,767 nt) of the two PCV2 isolates were identical
except for one silent substitution in the capsid coding region and both showed very little
difference to the nucleotide sequences of other PCV2 viruses isolated elsewhere in the
world.

To check whether the PCV2 genomes can be used to develop a live attenuated
recombinant vaccine, one of the cloned PCV2 genomes was transfected into swine
testicular (ST) cells. The supernatants of the transfected ST cells contained infectious
recombinant PCV2. Interestingly, cotransfection of PCV2 DNA with a plasmid with a

neomycin gene blocked the appearance of geneticin resistant colonies.

Key words: porcine circovirus type 2, PMWS, rolling-circle amplification, infectious

copy, swine.
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Introduction

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is the major infectious agent involved in post-weaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS), a worldwide emerging swine disease
described at the early 1990s (Segales et al., 2005). PCV2 infections form a still growing
problem for the pig industry in Brazil (Castro et al., 2004, Corréa et al., 2006).

A PCV?2 virion has a non-enveloped capsid with icosahedral symmetry and a diameter
of 17 nm. The genome of PCV2 is a covalently closed single-stranded circular DNA
(ssDNA) molecule of about 1.77 kb (Mankertz et al., 2004). PCV2 is classified in the
genus Circovirus of the Circoviridae family, together with circoviruses found in birds
(Pringle, 1999). PCV2 is highly related to the non-pathogenic virus PCV1 (68 to 76%
sequence homology), which was discovered in 1974 as a contaminant of porcine kidney
cells (PK15) (Tischer et al., 1974). In the host cell, the circular ssDNA genome of
circoviruses is converted into a double-stranded DNA (dsDNA) replicative
intermediate. This dSDNA intermediate serves as a template for replication by a rolling-
circle replication (RCR) mechanism (Mankertz et al., 2004; Steinfeldt et al., 2006). The
virus encoded Rep and Rep” proteins are essential for this RCR mechanism, together
with an unknown DNA polymerase, presumably of the host origin.

The major protein coding regions presently recognized in the PCV2 genome are ORF1,
coding the Rep and Rep” proteins, and ORF2, which codes for capsid protein Cap. In
silico analysis of PCV2 nucleotide sequences showed that most PCV2 isolates have at
least 5 more possible ORFs, coding proteins of more than 5 kDa. The protein coded for
one of these, ORF3, has been demonstrated and its role in apoptosis and as a virulence
factor has been established (Liu et al., 2005 & 2006). Other features of the PCV2
genome that are worth mentioned, are the CpG-N sequences that can block innate

immune responses such as the production of interferon type 1 (Vincent et al., 2007).

Various recombinant vaccines against PCV2 are under development: a) DNA vaccines
based on eukaryotic expression vectors expressing the PCV2 Cap protein (Blanchard et
al., 2003; Kamstrup et al., 2004), b) Subunit vaccines based on the Cap protein
produced by the baculovirus system (Blanchard et al., 2003) and c¢) vector vaccines
expressing the Cap gene or both the Rep and the Cap genes. The vector is either the
non-virulent PCV1 (Fenaux et al., 2004), pseudorabies virus (Ju et al., 2005; Song et al.,
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2007) or adenovirus (Wang et al., 2006). Unfortunately, the clinical signs supposed to
be caused by PCV2 in the field are difficult to reproduce under experimental conditions.

Consequently, the efficacy of candidate vaccines can not be established adequately.

The work presented here concerns the rolling-circle replication of genomic PCV2 DNA
using Phi29 DNA polymerase (Dean et al., 2001), cloning and sequencing of dsDNA
forms of genomes of PCV2 strains affecting the pig population of Rio Grande do Sul,
Brazil and the propagation of recombinant PCV2. This recombinant PCV2 may be
helpful to study the virulence factors of PCV2 and to develop a live attenuated

recombinant PCV2 vaccine.

Materials and Methods

Tissue samples

Two 7-12 weeks old pigs from a commercial herds in Rio Grande do Sul, Brazil,
showing clinical signs of PMWS, such as progressive weight loss, dyspnoea,
enlargement of superficial inguinal lymph nodes, pallor, jaundice and diarrhoea were
subjected to necropsy. Tissue samples from kidney, liver, lung, mesenteric lymph nodes

and spleen were collected and stored at -80°C until used.

DNA extraction and PCV2 PCR

Ten mg of tissue was digested for four hours at 37°C in 1 ml of lysis buffer (50 mM
Tris-HCI, 2 mM EDTA, 300 mM NaCl, 0.01% SDS and 1 mg/ml proteinase K) and the
DNA was extracted as described previously (Van Engelenburg et al., 1993). One
hundred ng of total DNA of each sample was used to perform a PCV2 PCR using the
method of Kim et al. (2001).

Rolling-circle amplification (MPRCA)

The samples of each tissue were used to perform a multiple-primed rolling circle
amplification (MPRCA) of PCV2 genomes. The modified MPRCA protocol of Niel et
al. (2005) was carried out in 25 pl, using 250 ng of total DNA. The DNA was heated at
95°C for 3 min, placed on ice and afterwards the premix was added. The premix was
prepared with 2 U of phi29 DNA Polymerase (New England Biolabs), 2.5 ul of 10 x
phi29 DNA Polymerase buffer (New England Biolabs), 0.2 mg/ml of BSA (New
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England Biolabs), 25 uM of exonuclease-resistant random primer (Fermentas Life
Sciences) and 1mM of each dANTP (Amersham Biosciences). The reactions were
incubated for 18h at 30°C and were then heated to 65°C for 10 min to inactivate the
phi29 DNA polymerase.

Cloning of PCV2 genome in prokaryotic vector

The obtained MPRCA products were digested with ECORI and the obtained fragments
were separated on a 0.7% agarose gel with ethidium bromide. Samples with a clear
product of a unique length of a PCV2 genome (1.77 kb) were cloned into the ECORI site
of pCR2.1 using TOP10 E. coli cells.

Nucleotide sequence analysis

Isolated plasmid DNA was purified using the GFX™ Purification Kit (Amersham
Biosciences) and the PCV?2 inserts were fully sequenced, each strand was sequenced in
MegaBACE at least four times using the primers described in Table 1 and the

Dyenamic ET terminator cycle sequencing kit (Amersham Biosciences).

Phylogenetic analyses

The obtained sequences were assembled in the SeqMan program (DNASTAR Inc) and
only the sequences that had at least 4 high quality nucleotide assignments on each
strand were accepted. The obtained sequences were aligned with a set of PCV2 genome
sequences (plus 1 PCV1 sequence) from the NCBI data base using the Clustal W method
of the MegaAling program (DNASTAR Inc). The parameters used were Gap Penalty
10, Gap Length Penalty 0.20, Delay Divergence Seqs(%) 30 and DNA Transition
Weight 0.50. A phylogenetic tree was constructed using neighbor joining method and
1.000 bootstrap.

Cells
Swine testicular (ST) cells (ATCC CRL-1746) were grown in MEM medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (Sorali), non-essential amino acids,

glutamine and penicillin (Gibco).

Transfection and selection
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Two times 10> ST cells per well/six-well cluster were transfected with either about 1pg
recircularized PCV2 DNA or 1 ug pCDNA3 plasmid encoding the neomycin/geneticin
resistance gene or with both using 12 pl lipofectamine (Invitrogen)/well. One day after
the transfection the cells in the wells that had to be selected with Geneticin (Gibco Inc.)
were passaged 1 to 10. Two days after the transfection the supernatants of the remaining
wells were collected and the monolayers were stained to detect the expression of PCV2-
Cap protein. Three weeks after transfection the colonies that survived the Geneticin

selection were also stained to detect the presence of PCV2 Cap protein.

Immunological staining

The immunostaining was performed essentially according to the method as described by
Kramps et al. (1994). In short: cells were fixed using cold 4% paraformaldehyde for 15
min at room temperature, washed three times with PBS and incubated with rabbit anti-
PCV2-Cap polyclonal serum. After 1 hour at 37°C the wells were washed with PBS-
0.05% Tween-80 and incubated with anti-rabbit immunoglobulin conjugated with
horseradish peroxidase (Zymed) for 1 hour at 37°C. After another round of washing
with PBS-Tween-80, sodium acetate buffer pH 5.0 with 5% 3-amino-9-ethylcarbazole

solution was added in the presence of 0.1% H,0,.

Results

PCV2 PCR positive samples

The total DNA, extracted from the tissue samples from pigs with clinical signs of
PMWS, was quantified and 0.1 pg total DNA was used in a PCR analysis performed
according to the method of Kim et al. (2001). This PCR analysis has a sensitivity of
about 20 copies per 25 ul reaction. The results of the PCR were summarized in the

Table 2.

Multiple primed rolling circle amplification (MPRCA)

From the ten PCV2 positive DNA samples that were used to do the MPRCA, two
samples from kidney and one from lung out of ten samples tested showed a clear
amplification of the input material (Table 2). Due to the rolling circle amplification, a
whole range of large concatameric molecules were produced, containing a variable

number of the PCV2 genomes. These products form on a 1% agarose gel a smear from
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about 2 kb upwards. The identification of this smear as the product of the rolling circle
amplification of PCV2 genomes was done by restriction enzyme analysis. Enzymes,
like EcoRlI, that cut the PCV2 genome only once, give rise to a well discernable band of
the unit length of the PCV2 genome of 1.77 kb (Fig. 1).

Cloning and sequencing

To identify the MPRCA products further, three 1.77 kb EcoRI fragments were isolated
and cloned into the prokaryotic vector pCR2.1. As two samples originated from the
same animal, only numbers 15/23R and 15/5P, which originated from the same farm but
from different animals, were subjected to nucleotide sequence analysis. Both sequences
are 1767 nt long and differ only at nucleotide number 1603 (NCBI accession numbers
are DQ923523 and DQ923524 for isolates 15/5P and 15/23R respectively). Isolate
15/5P has a guanine residue on position 1603, where isolate 15/23R has thymine
residue. The guanine residue is very common, while the thymine was never found
before among the presently 243 PCV2 sequences in the NCBI database. Nucleotide
1603 is located in the ORF2 region that codes for the Cap protein, but the thymidine at
that position does not change its amino acid sequence. It does however change the
amino acids sequences encoded by the other reading frames, but no protein encoded by
the other frames has been identified yet. The five most closely related PCV2 sequences
are: The French PCV2 strain Fd7 (AY321990), with only two nucleotide differences
from isolate 15/5P, the Dutch PCV2 isolates NL PMWS 3, NL PMWS 4,
NL Control 3, (AY484415, AY484416 and AY484409) with each three nucleotide
differences from isolate 15/5P and the French PCV2 isolate Fd1 (AY322000), also with
three nucleotide differences from 15/5P. The least related of the presently published
PCV2 isolates is the USA isolate PMWS-PCV-P3 (AY099497) with 81 nucleotide
differences compared to 15/5P. The PCV1 sequence with the highest homology to
isolate 15/5P has 73% identity. The only other Brazilian isolate in the NCBI data base
(DQ364650) that was isolated in the Minas Gerais state shows 14 nucleotide differences
with isolate 15/5P and has a genome length of 1768 instead of 1767 nucleotides.

Transfection and selection
The cloned PCV2 genome 15/23P was used for the transfection studies. The 1.7 kb
EcoRI fragment was isolated from the plasmid and recircularized. Generally three bands

appear after recircularization: a band that comigrates with the linear form and that
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presumably is not ligated and one faster and one slower migrated band that only appear
after ligation (Fig. 2). The identity of each band is presently not known. The mixture of
bands was used for the transfection of cloned PCV2 DNA into ST cells.

Two days after the transfection immunostaining with anti-PCV2 Cap antisera showed a
large number of positive cells (Fig. 3), indicatiting that the gene cap is expressed. As
the EcoRI site is located at nt 1420, which is in the middle of the Cap encoding region
(nt 1733 - nt 1033), the recircularized PCV2 DNA is most likely used as a template.

In an attempt to obtain a constitutively PCV2 producing cell line, part of the transfected
cells were selected with Geneticin. Three weeks after transfection in each well of the six
well cluster some 4 - 6 large (3 mm diameter) colonies of ST cells that were transfected
with only pCDNA3 were found, while in the ST cells that also received 1ug of PCV2
DNA no colonies were found. After closer inspection of the pCDNA3/PCV?2 plates,
only very small groups of hardly growing and separated cells could be observed. A
small number of these “sick” cells were positive for the PCV2 Cap protein. When the

amount of PCV2 DNA has been decreased the number of resistant colonies increased

(Fig. 4)

Infectious recombinant PCV2

To determine whether the recircularized PCV2 DNA could give rise to infectious PCV2
virus, the supernatant of the ST cells transfected with recircularized PCV2 DNA was
collected at day 2 post transfection and transferred to a fresh monolayer of ST cells.
Three days after infection of the new monolayer immunostaining showed groups of
PCV2 positive cells, proving the presence of infectious PCV2 virus in the supernatant

of the infected cells.

Discussion

There is a still growing number of cases of porcine circovirus diseases in Brazil. The
isolation and genomic characterization two PCV2 isolates of the Brazilian state Rio
Grande do Sul confirms the previous pathological and serological findings (Corréa et

al., 2006).
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The quality of the nucleotide sequences of the two PCV2 clones described here was
high and the obtained sequences did not show unexpected mutations. However, the
thymine residue on position 1603 of isolate 15/23P is not found in any of the 243
presently known PCV2 sequences. This may still be a trustable observation in the sense
that a thymine residue really occurred on position 1603 of a PCV2 genome, but an
artefact can not be excluded. The polymerase phi 29 used in this study has a proof
reading activity and so have the E. coli polymerases that replicated the recombinant
plasmid making it unlikely that the sequence is an error due to the isolation method. It
may, however, also be that among the PCV2 viruses found in a host, genetic variants
are present that are less common or even less viable and hence less frequently observed.
The size of the genomes of isolates 15/5P and 15/23R (1767 nt) places them in PCV2
group 1 (Fig. 5) (Olvera et al., 2007) and their close relationship with the French PCV2
isolates Fdl and Fd7 (AY321990 and AY322000) and the Dutch PCV2 isolates
NL PMWS 3, NL PMWS 4, NL Control 3 (AY484415, AY484416 and AY484409)
places them in cluster 1A (Olvera et al., 2007). This cluster is characterized by genomes
that entered the NCBI data base after 2003 and has mainly China, France and the
Netherlands as countries of origin (Olvera et al., 2007). The 1A genomes belong to
viruses from both animals with PMWS and healthy carriers. This may suggest that the
PCV2 found in Rio Grande do Sul originates from a healthy carrier from one of the
above mentioned countries, but such a suggestion would be too early since the available
sequence information is far from representative. The 16 nt differences and genome
length difference between the isolates from Rio Grande do Sul described here and the
genome of a PCV2 isolate from the Minas Gerais state (DQ364650) points away from a

common origin for the PCV2 viruses found in these different states of Brazil.

The propagation of recombinant PCV2 is the first step in the development of a
recombinant PCV2 vaccine. The infectivity of supernatants of ST cells transfected with
recircularized PCV2 DNA shows that the recombinant is viable. However, the PCV2
titres in this supernatant are still far too low for a vaccine strain. This may be solved by
using other method to grow the virus, although titres above 10° are seldom reported.
This stimulated us to try to get a constitutively PCV2 expressing cell line. The first
attempt, however, showed that PCV2 has a negative effect on the Geneticin resistant
colony formation of ST cells. This could be due to the expression of the ORF3 protein

that induces apoptosis or to the induction of antiviral cytokines like interferon type 1, or
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both. Other mechanisms can also not be excluded, like the toxic effect of high copy
numbers of PCV2 genomes. One remarkable observation is that not all cells that have
growth problems after cotransfection of PCV2 with pCDNA3 are positive for PCV2
Cap protein. This suggest that either the genome itself is toxic or that a small number of
PCV2 positive cells are expressing sufficient antiviral cytokines to block the growth of

the neighbouring cells as well.

In future experiments various options will be addressed, like the cotransfection of a
PCV2 ORF3 negative mutant, the use of ST cells that are made less sensitive for

interferon and the use of smaller amounts of PCV2 DNA.
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Table 1
Oligonucleotide primers used for sequencing PCV2 genomes fully cloned in pCR2.1.
Primer Sequence (5-3")
1F ACCAGCGCACTTCGGCAG

418F TGAGTACCTTGTTGGAGAGC
1095F CGGATATTGTAGTCCTGGTCG
1286F GTAATCCTCCGATAGAGAGC
433R TCCAACAAGGTACTCACAGCAG
886R GTAATCCTCCGATAGAGAGC
1696R GGTGTCTTCTTCTGCGGTAACG
1768R AATACTTACAGCGCACTTCTTTCG
1549R ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA
M13F GTAAAACGACGGCCAG
MI13R CAGGAAACAGCTATGAC
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Detection of PCV2 in tissue samples using PCR and MPRCA. The positive signs refer
to the intensity of the obtained bands classified as negative (-) weak (+), intermediate

(++) and strong (+++).

Animal Tissue PCR MPRCA

15/5 Kidney ++ -
Liver ++ -

Lung +++ ++
Lymphnodes ++ -

Spleen ++ ++
15/23 Kidney +++ -
Liver ++ -

Lung +++ ++

Lymphnodes ++ -

Spleen ++ -
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M 1 2 3 4 5 6 M

Fig. 1. 0.7% Agarose gel electrophoresis
of products of MPRCA reactions of the
three positive tissues shown in Table 1. M:
Lambda x HindIIl ladder, lanes 1 to 3:
undigested products of samples 15/5R,
15/5P and 15/23R, respectively; lanes 4 to
6: digested products with ECORI of
samples 15/5R, 15/5P and 15/23R,
respectively. The arrow points to the 1.7
kb fragment, which was cloned.



Fig. 2. 0,7% agarose gel showing cloned,
linearized and recircularized PCV2 DNA
of isolate 15/23R. Lambda x HindIII
Ladder (M). PCV2 genome cloned into
pCR2.1 vector and digested with ECORI
(1). EcoRI lineriazed genome (2). T4
ligase recircularized PCV2 genome.

49
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Figure 3 — Immunoperoxidase of monolayer ST cells using anti-Cap PCV2 polyclonal
antibody. Transfected ST cells (A) showing several PCV2-positive cells of which two
are indicated by arrows and non- transfected ST cells (B).
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Figure 4- Number of Geneticin-resistant of ST cell colonies and relationship with the
amount of recircularized PCV2 DNA cotransfected with 1 ng of pPCDNA3. The squares
refers to the mean values (n =3). Vertical lines refer to the standard deviations.
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Phylogenetic tree showing relationship among the two Brazilian PCV2

genomes isolated in this study (asterisks), 243 PCV2 and one PCV1 genome sequences.

The tree was constructed using neighbor joining method and 1,000 bootstraps.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Neste estudo, utilizou-se a ACRMP, pois esta técnica amplifica todo o genoma
do PCV2 com relativa facilidade, o que permite seu seqiienciamento na integra e
obtencao de clones infecciosos, o que com a PCR nio ¢ tdo direto. Este ¢ primeiro relato
do uso da ACRMP na amplificagdo de PCV2. Anteriormente a ACRMP havia sido
descrita para a amplificacdo de outros genomas virais, como begomovirus (INOUE-
NAGATA et al., 2004), papilomavirus (RECTOR et al., 2004), torque teno virus (NIEL
et al., 2005), poliomavirus (JOHNE et al., 2006a) ¢ um novo circovirus encontrado em
Sturnus vulgaris (JOHNE et al., 2006b).

A ACRMP amplifica DNAs circulares (DEAN et al., 2001) e lineares (PAEZ et
al., 2004), utilizando oligonucleotideos randomicos, ndo sendo necessirio o
conhecimento prévio das seqliéncias a serem amplificadas. Portanto, o uso da ACRMP,
poderia futuramente ser aplicado na pesquisa e caracterizacao de outros agentes que
poderiam ter algum envolvimento na sindrome, como o PPV (KRAKOWKA et al.,
2000) ou outros agentes associados a outras patologias. Outra vantagem do uso da
ACRMP ¢ que as reacdes sao submetidas a temperatura constante de 30°C (DEAN et
al., 2001), o que elimina a necessidade de termocicladores e contribui para que estas
técnicas de amplificagdo “a frio” venham a ser cada vez mais empregadas.

Além disto, esta técnica produz seqiiéncias confidveis. A phi29 DNA
polimerase, usada na ACRMP, possui atividade de proof reading, o que resulta numa
taxa de erro de 3x10° a 5x10°® (ESTEBAN et al., 1993; NELSON et al., 2002). Esta
taxa de erro ¢ aproximadamente 100 vezes menor que a da Taq polimerase utilizada na
maioria dos PCRs (DUNNING et al., 1988) e comparavel com DNA polimerases de alta
fidelidade (CLINE et al., 1996).

A qualidade das seqiiéncias de nucleotideos dos clones foi alta e as seqiliéncias
obtidas ndo mostraram mutac¢des inesperadas. Todavia, o residuo de timina presente na
posi¢do 1603 do isolado 15/23P ndo foi encontrado em nenhuma das 243 seqiiéncias
conhecidas de PCV2. Isto pode ser uma observacao confiavel no sentido que o residuo
de timina realmente ocorre na posi¢ao 1603 do genoma do PCV2, mas a producao de
artefatos ndo pode ser excluida. Todavia, ¢ possivel que entre os PCV2 encontrados no
hospedeiro, algumas variantes genéticas sejam menos comuns e, conseqiientemente,

menos observadas.
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Seguindo os critérios propostos por Olvera et al. (2007), as seqiiéncias 15/5P e
15/23R, devido ao tamanho genomico de 1767 nucleotideos, foram classificadas no
grupo 1 e, por apresentarem determinados nucleotideos no gene cap e rep, foram
agrupadas no “cluster” 1A. Este “cluster” ¢ composto por amostras de origem chinesa,
francesa e holandesa e possui amostras isoladas de animais saudaveis e clinicamente
acometidos pela SMDS. Isto sugere que o PCV2 encontrado no estado do Rio Grande
do Sul possa ter se originado de portadores saudaveis. Evidéncias contribuem para esta
observacdo, haja vista que o PCV2 foi detectado em amostras brasileiras de tecidos
parafinados a partir de 1988 (CIACCI-ZANELLA et al., 2006), enquanto que o
primeiro relato de SMDS, no Brasil, s6 ocorreu em 2001 (CIACCI-ZANELLA et al.,
2001). Embora encontrada alta identidade entre os isolados brasileiros, a diferenca no
tamanho gendmico e em 16 nucleotideos dos isolados do Rio Grande do Sul e do
isolado de Minas Gerais (DQ364650) sugerem uma origem nao comum dos PCV2
encontrados nestes estados.

Seguindo a transfec¢do, as células ST transfectadas com o DNA do PCV2
produziram particulas virais, porém no seu sobrenadante os titulos detectados
mostraram-se baixos. Estudos anteriores mostraram que in vitro o PCV2 raramente
chega a titulos de 10° (FENAUX et al., 2003) e geralmente o virus ¢ de dificil
replicag¢do, sendo necessaria a utilizagdo de glicosaminas para aumentar a presenca de
antigenos virais (TISCHER et al., 1987). Visando a futura produ¢dao de uma vacina, a
propagacdo do virus constitui uma etapa importante no desenvolvimento de
imunogenos. Portanto, uma estratégia que vise a otimizacdo da producao de massa
antigénica, como a criagdo de uma linhagem celular persistentemente infectada com
PCV2, seria uma alternativa frente a este problema.

Alguns autores descrevem a criagdo de linhagens persistentemente infectadas
com o virus da Hepatite C (IKEDA et al., 2005), virus da Hepatite E (THAKRAL et al.,
2005) e herpesvirus bovino tipo 4 (DONOFRIO et al., 2000), através da transfeccao do
gene de resisténcia ao geneticin associado ao genoma viral e posterior sele¢do de
coldnias celulares resistentes. Esta mesma estratégia foi utilizada neste estudo. Todavia,
a primeira tentativa de produg¢do de uma linhagem persistentemente infectada com
PCV2 mostrou que o clone utilizado aparentemente induzia um efeito negativo na
formacgao de coldnias resistentes ao geneticin. Isto pode estar relacionado a expressio da
proteina da ORF3, a qual induz apoptose (LIU et al, 2005) ou a inducdo de citocinas

antivirais, como os interferons (IFN), uma vez que a replicagao do PCV?2 ¢ influenciada
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pelas mesmas (MEERTS et al., 2005b). Outros mecanismos ndo podem ser excluidos,
como efeito toxico do alto numero de copias de genomas de PCV2. Em experimentos
futuros poderdo ser utilizadas opgdes como a cotransfec¢do com um mutante de PCV2
ORF3 negativo, assim como a producdo de células menos sensiveis ao interferon e o

uso de menores quantidades de DNA de PCV2.
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>gi]116294344]gb|DQ923523.1] Porcine circovirus 2 isolate 15/5P from
Brazil, complete genome
ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCGGCAGCAACATGCCCAGCAAGAAGAATGG
AAGAAGCGGACCCCAACCCCATAAAAGGTGGGTGTTCACACTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAG
AAAATACGGGATCTTCCAATATCCCTATTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGAC
GAACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTT
GGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAA
GGCAACTTACTGATGGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGA
GTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAGAAATTT
CCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACTAATGTACAC
GTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACAT
ACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTT
TTATGGCTGGCTGCCCTGGGATGATCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTAAA
GGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACT
CCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTTTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGC
TACAGAACAATCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATAT
GAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTAAGGGTTAAGTGGGGG
GTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTATTCCTGGTCGTATATA
CTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAGTCTCAGCCACAGCT
GATTTCTTTTGTTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACAGGTTTGGGGGTAAAGTAGCG
GGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTGAGG
GCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCACTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGG
TGATCGGGGAGCAGGGCCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGAGCG
GGGGTTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAG
GGCGTTTTGACTGTGGTTCGCTTGATAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGTGTTGAAGATGCCAT
TTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGCGGGGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGCAGGATCTGGCCAAG
ATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTCCGGTAACGCCTCCTTGGATACGTCATATCTGAAAACGAAAGA
AGTGCGCTGTAAGTATT

>g1]116294347|gb]DQ923524.1] Porcine circovirus 2 isolate 15/23R from
Brazil, complete genome
ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCGGCAGCAACATGCCCAGCAAGAAGAATGG
AAGAAGCGGACCCCAACCCCATAAAAGGTGGGTGTTCACACTGAATAATCCTTCCGAAGACGAGCGCAAG
AAAATACGGGATCTTCCAATATCCCTATTTGATTATTTTATTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGAC
GAACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGTGAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTT
GGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAAAGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAA
GGCAACTTACTGATGGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGA
GTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAGAAATTT
CCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACTAATGTACAC
GTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACAT
ACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTT
TTATGGCTGGCTGCCCTGGGATGATCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTAAA
GGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACT
CCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTTTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGC
TACAGAACAATCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATAT
GAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTAAGGGTTAAGTGGGGG
GTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTATTCCTGGTCGTATATA
CTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAGTCTCAGCCACAGCT
GATTTCTTTTGTTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACAGGTTTGGGGGTAAAGTAGCG
GGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTGAGG
GCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCACTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGG
TGATCGGGGAGCAGGGCCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGAGCG
GGGGTTTGAGCCCCCTCCTGGGGCAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAG
GGCGTTTTGACTGTGGTTCGCTTGATAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGTGTTGAATATGCCAT
TTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGCGGGGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGCAGGATCTGGCCAAG
ATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTCCGGTAACGCCTCCTTGGATACGTCATATCTGAAAACGAAAGA
AGTGCGCTGTAAGTATT



