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RESUMO

CHIARELLI NETO, Orlando, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Filogenia e filogeografia do porcine circovirus 2 (PCV2), construgio e caracterizacio de
um adenovirus recombinante que expressa a proteina do capsideo do PCV2. Orientadora:
Marcia Rogéria de Almeida Lamégo. Co-orientadores: Francisco Murilo Zerbini Junior e
Juliana Lopes Rangel Fietto.

O circovirus suino 2 (PCV2) ¢ o principal agente causador da sindrome da
postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) e estd associado a diferentes
sindromes em suinos. O genoma do PCV2 possui trés ORFs principais, sendo a ORF2 a
codificadora da proteina do capsideo. No primeiro estudo, sequéncias de nucleotideos da
ORF2 de 30 isolados brasileiros foram analizadas e comparadas com outras sequéncias
depositadas no GenBank usando uma abordagem filogenética e filogeografica. No segundo
estudo, a fim de controlar a circovirose suina, ndés construimos um sistema de expressao
génica da ORF2 do PCV2 em vetor adenovirus. Primeiramente, um total de onze amostras de
seis estados brasileiros foram coletadas e as ORF2 foram clonadas em vetor pGEM T-easy e
sequenciadas. Nossos resultados, portanto, mostraram uma alta variabilidade de sequéncias no
Brasil além de os isolados brasileiros serem classificados nos subgrupos 1AB, 2D e 2, e que o
virus foi introduzido no Brasil mais que uma vez. Em seguida, a ORF2 de um desses isolados
foi amplificada pela reagdo da polimerase em cadeia (PCR) e clonada em vetor pGEM T-easy.
Células de Escherichia coli DH5a foram transformadas com o plasmideo recombinante
(pPGEM-ORF2) e o material genético amplificado. A clonagem foi confirmada por
sequenciamento e ensaio de restrigdo com a enzima EcoRI. Confirmada a clonagem, o
plasmideo foi clivado pelas enzimas Ac/l e Nhel, liberando a ORF2. Este segmento foi
clonado no vetor pADS5-Blue previamente clivado pelas enzimas Clal e Xbal. Células de E.
coli TOP10 foram transformadas com a constru¢do (pAdS5-Blue ORF2); as coldnias
recombinantes foram selecionadas e o material genético multiplicado. Este plasmideo foi
linearizado pela enzima Pacl e trasnfectado em células da linhagem HEK 293. A expressao
viral in vitro foi confirmada por imunoperoxidase em monocamada, Western blotting e
imunofluorescéncia. Os virus purificados foram titulados em 2 x10® TCIDso/50uL. Duas
doses de virus purificado foram inoculadas em camundongos BALB/c para verificacdo da
resposta imune. Soro e bago dos animais foram coletados para ensaios de resposta humoral e
celular, respectivamente. A resposta imune celular se caracterizou por uma eficiente
expressio de mRNA de INF-y bem como a proliferacio de linfocitos T CD8". Em relacdo a
resposta humoral, o candidato vacinal apresentou producdo de anticorpos principalmente apos

a segunda dose evidenciado na coleta de soro do dia 45. De acordo com os resultados

Xii



encontrados neste trabalho, acredita-se que este modelo de vacina possa ser utilizado em
suino SPF e convercional uma vez que em modelo murino, o adenovirus recombinante foi
capaz de estimular resposta imune celular, em especial linfécitos T CDS8", o que destaca

eficiénica na eliminagao do PCV2.
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ABSTRACT

CHIARELLI NETO, Orlando, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009. Filogeny
and filogeografy of porcine circovirus 2 (PCV2), construction and characterization of a
recombinant adenovirus that express capsid protein of PCV2. Advisor: Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo. Co-Advisor: Francisco Murilo Zerbini Junior and Juliana Lopes Rangel
Fietto.

The porcine circovirus 2 (PCV2) is the main agent causing the postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) and is associated with different syndromes in pigs.
The genome of PCV2 has three major ORFs, the ORF2 encodes a protein of capsid. First in
this study, the ORF2 nucleotide sequences of 30 Brazilian isolates were analyzed and
compared to other GenBank sequences using phylogenic and phylogeographic approaches.
Secound, in order for the control of swine circovirose, our constructed a system of gene
expression of the ORF2 of PCV2 in an adenovirus vector. The first work, a total of eleven
samples of six Brazilian states were collected and the ORF2 were cloned into vector pGEM
T-easy and sequencing. Our results show high sequence variability in Brazil, since, in this
work, the Brazilian isolates were classified into subgroup 1AB, 2D and 2, which reveals that
the virus was introduced in Brazil more than once. The second work, one this isolate of ORF2
was amplified by the polymerase chain reaction (PCR). Cells of Escherichia coli DH50 were
transformed with the recombinant plasmid (pGEM-ORF2) and amplified genetic product. The
cloning was confirmed by and a test of the restriction enzyme EcoRI. Confirmed the cloning,
the plasmid was cleaved by restriction enzyme Nhel and Acl/l, releasing the ORF2. This
segment was cloned in the vector-Blue pADS previously cleaved with the enzymes Xbal and
Clal. Cells of E. coli TOP10 were transformed with the construction (pAd5 Blue-ORF2), the
recombinant colonies were selected and the genetic product multiplied. This plasmid was
cleaved by the enzyme Pacl, linearized and trasnfected in HEK 293 cells. The confirmation of
viral expression in vitro was detected by Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA),
Western Blotting and Immunofluorescence Assay (IFA) tecnics. The purified viruses were
titled in 2 x10° TCIDs/50uL. Two doses of purified virus were inoculated into BALB/c
animals to check the immune response. Serum and spleen of animals were collected for
testing the humoral and cellular response respectively. The cellular immune response marked
a high expression of mRNA for INF-y and high proliferation of CD8" T cells. Regarding the
humoral response, the candidate vaccine showed antibody production after the second dose
mainly evidenced in the collected of serum of day 45. According to the results found in this

work, this type of vaccine can be used in SPF and convercional pigs since in mouse model,
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the recombinant adenovirus was able to stimulate cellular immune response, particularly cells

T CD8", that emphasizes the elimination of PCV2.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da suinocultura industrial apresenta uma intensificacao no transito
de animas e produtos entre os paises, possibilitando o aumento da disseminacdo de doencas
consideradas endémicas. Apesar de o Brasil ser um grande exportador de carne suina, perdas
produtivas acumuladas na suinocultura, principalmente a partir da década de 90, tornaram os
agentes infecciosos de suinos alvo de grande atengdo (Zanela e Mores et al., 2003).

Duas espécies de circovirus suinos foram caracterizadas. O Porcine circovirus 1
(PCV1) foi descrito inicialmente como um agente infectante de células de rim de porco
(PK15) e ndo apresenta patogenicidade nos animais (Tischer et al., 1974). O Porcine
circovirus 2 (PCV2), virus de interesse nesse trabalho, é o agente causador da postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) em suinos, enfermidade considerada multifatorial,
onde outros fatores além do PCV2 sdo necessarios para acionar a doenca clinica (Segalés et
al., 2005). Outras enfermidades, tais como a sindrome da dermatite e nefropatia suina
(PDNS), a pneumonia necrotizante e proliferativa (PNP), a miocardite perinatal, além de
falhas reprodutivas, foram denominadas doencas associadas ao PCV2 (PCVAD) e
caracterizam a circovirose suina (Allan e Ellis, 2000; Almeida et al., 2004; Opriessnig et al.,
2007).

A suinocultura no Brasil ¢ considerada positiva para a circovirose suina desde 1999
(Ciacci-Zanella et al., 2001), embora tenha sido detectado recentemente o PCV2 em arquivos
teciduais de suinos desde 1978 pelo nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados). Dessa
forma, prejuizos econdmicos tém estimulado diversos grupos de pesquisa a estudar o PCV2
em granjas de suinos em diferentes regides do territorio nacional (Ciacci-Zanella e Mores et
al., 2001; Monnerat, 2003; Chiarelli Neto et al., 2006; Sobestiansky et al., 2002; Barcellos e
Pescador et al., 2003), além da caracterizagdo molecular de diferentes isolados brasileiros
(Chiarelli Neto, et al 2009; Zanella et al., 2009)

A transferéncia de genes baseada em vetores de adenovirus tem se destacado na
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pesquisa cientifica, contribuindo para um grande nimero de estudos tanto na virologia basica
como nas mais recentes aplicagdes da terapia génica e no desenvolvimento de vacinas
(Hartman et al., 2008). Dessa forma, propde-se a classificagdo de isolados brasileiros de
porcine circovirus 2 e a producdo de um candidato vacinal, utilizando cepa brasileira, por
meio da constru¢do de um sistema que codifica a expressdo da proteina do capsideo do PCV2

em vetor de adenovirus.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Evoluciao molecular de suinos e virus

A agricultura foi acompanhada pela domesticagdo dos animais. A domesticagdo de
suinos trouxe os virus, que adaptados e mutados, foram responséaveis por epidemias (Ujvari,
2008). Darwin em 1868 detectou duas formas de suinos domésticos, a europeia (Sus scrofa) e
a asiatica (Sus indicus) (Giuffra et al., 2000). A domesticacdo do suino no leste asiatico
ocorreu na regido de Mekong junto as proximidades de rios nas regides médias e abaixo do
rio Yangtze e o rio Amarelo (Wu et al., 2007). Relatos histéricos indicam que suinos asidticos
foram introduzidos na Europa durante os séculos dezoito e dezenove (Giuffra et al., 2000). A
domesticacao impulsionou mudangas moleculares e morfoldgicas da grande maioria de ragas
de suinos (Giuffra et al., 2000; Fang et al., 2009) as quais foram mediada pelos humanos
(Fang et al., 2006).

Estudos comprovaram que suinos domésticos infectados com o circovirus suino 2
(PCV2) foram coincidentemente originados de javalis selvagens eurasianos (Sus scrofa)
(Giuffra et al., 2000) destacando, dessa forma, uma correlagdo evolutiva entre patdégeno
(virus) e hospedeiro (suino) (Ramamoorthy e Meng, 2009). Analises de sequéncias
ratificaram a ancestralidade do javali no carreamento do Porcine circovirus 2 (PCV2) em
suinos domesticados (Schulze et al., 2003; Vicente et al., 2004; Csagola et al., 2006).

O PCV2 ¢ classificado em dois grupos (grupo 1 ou PCV2b e grupo 2 ou PCV2a), com
oito subgrupos (1A a 1C e 2A a 2E), sendo que a maioria dos isolados sequenciados de PCV2
se enquadra no grupo 1 (Cheung et al., 2007; Olvera et al., 2007). Um estudo baseado em
analises de sequéncias de nucleotideos da ORF2 realizado na Coréia demonstrou um grande
indice de isolados pertencentes ao grupo 1 (94%) em detrimento ao grupo 2 (6%), sendo que
isolados do subgrupo 1A foram correlacionados com animais que apresentavam sinais
clinicos de PMWS (An et al., 2007).

Um fato curioso descoberto em suinos dos Estados Unidos da América foi a detecgao
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de infec¢des naturais com multiplos genotipos de PCV2 destacando eventos de recombinagao
entre PCV2a/PCV2b ou grupo 2 e grupo 1, respectivamente, em campo (Hesse et al., 2007).

O genoma da ORF2 do PCV2 ¢ relativamente conservado, no entanto existem
variacoes nucleotidicas (1/702 a 20/702 mutagdes) entre isolados brasileiros de diferentes
localizagdes geograficas (Chiarelli Neto et al., 2009). Este argumento ¢ ratificado pelo estudo
realizado por Takahagi e colaboradores em 2008 os quais mostraram variacdo molecular de
sequéncias da ORF2 do PCV2 num intervalo de tempo de apenas seis meses com identidade
de 92,3% (Takahagi et al., 2008).

Embora ndo exista uma relagdo geografica ou de sequéncias de aminoacidos com a
patogenicidade, mudangas na regido de epitopos da proteina do capsideo tém sido mais

frequentes em isolados patogénicos (Olvera et al., 2007).

2.2. Caracterizac¢ao do circovirus suino 2 (PCV2)

O Porcine circovirus 2 (PCV2) é um virus da familia Circoviridae, ndo envelopado,
estavel em meio ambiente, resistente a pH 3,0, cloroformio e temperatura de 70°C com DNA
fita simples de 1,76Kb (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1997; Tischer et al., 1982; Fenaux
et al., 2004).

Uma estrutura conservada em forma de grampo denominada stem-loop, contém um
motivo de nove bases conservadas (TAGTATTAC) dentro da origem de replicagdo do PCV2
(Heyraud et al., 1993; Mankertz et al., 1997; Stanley et al., 1995; Cheung, 2004; Meehan et
al., 1997, 1998; Finsterbusch e Mankertz, 2009). A conformac¢do da stem-loop ¢ importante
para a ligacdo da proteina replicase viral (Steinfeldt et al., 2001) codificada pela ORF1 do
PCV2 (Vega-Rocha et al., 2007).

A ORF2 codifica uma proteina que possui uma sequéncia conservada de aminoacidos
basicos no terminal amino e esta envolvida na formagao do capsideo viral (Nawagitgul et al.,

2000). A proteina codificada pela ORF2 do PCV2 possue aproximadamente 30kDa (Hamel et



al., 1998; Meehan et al., 1998; Morozov et al., 1998), com 702pb (Hamel et al., 1998;
Meehan et al., 1997). A proteina codificada pela ORF3 do genoma do PCV2 possui 105
aminoacidos e estd envolvida na atividade apoptdtica, interagindo com a proteina pPirh2,
desestabilizando sua agdo inibitéria sobre p53, que por sua vez aumenta seus niveis de
expressdo ¢ induz a apoptose celular (Liu et al., 2005, 2006, 2007). Em um estudo realizado
por Karuppannan e colaboradores (2008), uma ORF3 mutante ndo foi capaz de causar
apoptose em células infectadas com o virus, além de verificarem a auséncia de doenga e
pertubagao nos linfocitos, como também menor viremia média e auséncia de lesdes

patoldgicas em suinos livres de patdégenos especificos (SPF) (Karuppannan et al., 2008).

2.3. Replicacao viral

A entrada do PCV2 na célula ¢ dependente da via endocitica mediada por clatrina e
necessita uma acidificagdo do endossomo para a infecgao (Misinzo et al., 2005).

O PCV2 replica por circulo rolante no nucleo de células infectadas produzindo uma
forma replicativa de DNA fita dupla (RF dsDNA). A proteina Rep ¢ a responsavel pela
clivagem do DNA viral formando um terminal 3’-OH livre para o inicio da replicagdo. A
replicagdo viral é altamente dependente da maquinaria celular e a mitose é necessaria para o
transporte do DNA viral ao nucleo, além disso, as enzimas celulares da fase S do ciclo celular
sdo ativas na sintese do DNA viral (Tischer et al., 1987,1995).

Apesar da replicagdo viral apresentar caracteristicas variaveis dependente do tipo de
células envolvidas, uma caracteristica comum ¢ o aumento da expressdo da proteina do
capsideo e da replicase correlacionados com a replicagdo do virus. Essa variacdo entre as
diferentes células mostra que a replicagdo do PCV2 ¢ dependente de processos celulares
endociticos e da atividade mitotica. Os processos de atividade endocitica sdo importantes para
a internaliza¢do do virus. A propagacdo do virus dé-se pela associacdo entre as particulas

virais com as cromatides irmas das células filhas (Steiner et al., 2008).



O PCV2 mostra uma pluripoténcia para infectar células de origem mieldide, epitelial e
endotelial. Isto parece ser uma explicagdo para a generalizagdo da distribuicdo do virus nos

tecidos de animais infectados (Allan e Ellis, 2000; Opriessnig et al., 2006).

2.4. Infeccdo e transmissiao do virus

O PCV2 pode causar infecgdes persistentes em suinos, caracterizadas por viremia no
sangue, tecidos e sémen, suficiente para a caracterizacdo da PCVAD (Rodriguez-Arrioja et
al., 2002; Larochelle et al., 2003).

Embora o PCV2 possa replicar em algumas linhagens celulares suinas (PK15, SK6), a
replicagdo é dependente de proteinas celulares expressas durante a fase S do ciclo celular
(Tischer et al., 1982, 1987).

O PCV2 ¢ transmitido predominantemente pela via oro-nasal e distribuido pelo
sistema linfatico, respiratorio, gastrointestinal e urogenital ratificando a presenca do virus em
swabs oro-nasal, sangue, fezes e urina que sdo veiculos contaminantes aos demais animais
(Rosell et al., 1999; Okuda et al., 2003; Krakowka et al., 2005; Shibata et al., 2003). Além
disso, a presenca do virus no colostro (Shibata et al., 2006) e no sémen (Larochelle et al.,
2000, Kim et al., 2001) sdao duas formas graves de propagacao.

A transmissdo do PCV2 pode ser realizada a partir de suinos infectados para os nao
infectados pelas formas horizontal, vertical e pelo sémen (Kim et al., 2001; Larochelle et al.,
2000). A associacdo do PCV2 com abortos e natimortos indica que a transmissdo
transplacentaria também pode ser um fator importante se matrizes soro-negativas forem
infectadas durante a prenhez (Allan e Ellis, 2000; West et al., 1999).

As consequéncias da infec¢do pelo PCV2 resultam em desidratacdo, perda de peso,
taquipnéia, dispnéia, ictericia (Harding, 1997; Zanella e Mores, 2003), por vezes, diarréia
aquosa (Balasch et al., 1999), letargia (Allan et al., 1999) e distirbios do sistema nervoso

(Harding, 1997), caracterizados por tremores, desordens locomotoras, prostragdo (Albina et



al., 2001), convulsdes (Nielsen et al., 2003) e depressao (Choi et al., 2002). Adicionalmente,
pode ocorrer aumento de linfonodos, principalmente superficiais, inguinais e mesentéricos
(Morozov et al., 1998; Rosell et al., 1999), lesdes de pele nas extremidades das orelhas, nos
membros posteriores € na regido ventrocaudal (Zanella e Mores, 2003), representadas por
papulas e placas avermelhadas e, por vezes, crostas; cianose das orelhas e regido perianal
também pode ser observada (Madec et al., 2000), além de tosse, respiragdo ofegante (Liu et
al., 2002), pélos grosseiros e fracos (Albina et al., 2001; Saoulidis et al., 2002) e morte subita

(Mori et al., 2000).

2.5. Aspectos clinicos e patolégicos da circovirose suina

O PCV2 causa varias manifestagdes clinicas em suinos afetados, sendo primeiramente
reconhecido por intermédio da postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS). A
maior parte dos isolados de PCV2 ja caracterizados sdo agentes causadores da PMWS. A
PMWS foi recentemente denominada como doenga associada ao circovirus suino (PCVAD)
(Opriessnig et al., 2007). Entretanto, suinos infectados pelo PCV2 podem ndo apresentar
PMWS. A incidéncia da PMWS esta relacionada com co-infecgdes virais e patdgenos
bacterianos (Magar et al., 2000; Albina et al., 2001). As principais lesdes da PMWS estao
relacionadas com o sistema linfoide, apresentando processos de necrose e deplecao linfoide,
perda da arquitetura tecidual, infiltracdo por grandes histidcitos e células gigantes com corpos
de inclusdes basofilicos (Fenaux et al., 2002), além de pneumonia intersticial, nefrite
intersticial, pancreatite e linfadenite linfohistiocitica a granulomatosa e hepatite (Clark, 1997;
Harding e Clark, 1997). O tecido hepatico ¢ o mais afetado por inflamacdes, indugdo de
apoptose com infiltragdo celular mononuclear no parénquima (Harding e Clark, 1997; Allan e
Ellis, 2000; Harms et al., 2000) e ocorréncia de ictericia e necrose do cortex renal (Segalés e
Domingo, 2002).

O PCV2 tem sido associado a um conjunto de outras enfermidades além da PMWS,



como a sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS), pneumonia necrotizante e
proliferativa (PNP), miocardite perinatal, enteropatias, encefalites e falhas reprodutivas (Allan
e Ellis, 2000). Esse conjunto de sindromes associadas ao PCV2 foi denominado de
circovirose suina (Allan e Ellis, 2000; Almeida et al., 2004; Opriessnig et al., 2007). Dentro
destas caracteristicas, o diagnostico da circovirose suina baseia-se na detec¢do do genoma do
PCV2 por meio da técnica da reagdo da polimerase em cadeia (PCR e nested-PCR), anélise
histopatologica (com lesdes similares a PMWS), imunoistoquimica, imunocitoquimica ou
imunofluorescéncia (Segalés et al., 2005; Gava et al., 2008). As amostras utilizadas para o
diagnéstico do PCV2 incluem principalmente sangue total, linfonodos, figado ¢ sémen (Chae

et al., 2005; Zanella et al., 20006).

2.6. Controle e prevencio da circovirose suina

O PCV2 ¢ um virus muito estavel e persistente no meio ambiente (Kamstrup et al.,
2004). Para controle da infec¢do devem ocorrer mudangas nas praticas de manejo, higiene e
reducdo do estresse em diferentes estdgios da criacdo. As medidas devem ainda incluir a
redu¢do na mistura de animais, fluxo adequado (todos dentro/todos fora) e reducdo na
densidade de animais com cuidado especial na castracdo, na criacdo pds-desmame e nos
periodos de crescimento (Segalés e Domingo, 2002). A administragdo de produtos
imunomoduladores e tratamento pds-infec¢do com soro hiperimune via injecdes subcutianeas
tém reduzido a mortalidade de animais severamente doentes (Ferreira, 2001).

Existem perspectivas promissoras em relagdo ao aprimoramento de um método vacinal
para o controle da circovirose suina. A grande porcentagem na conservacdo de genes
estruturais entre diferentes isolados de PCV2 pode favorecer o estudo e a constru¢do de
agentes vacinais para seu controle (Kamstrup et al.,, 2004). Um dos aprimoramentos ¢
retratado por intermédio da expressdo da proteina do capsideo do PCV2 (codificada pela

ORF2) em Lactococcus lactis por vacinagdo via oral. A administracdo da cultura via oral



induz significativamente a resposta imune humoral em ratos, sugerindo uma vacina oral viva
promissora contra 0 PCV2 (Wang et al., 2008).

Vacinas comerciais, tais como a Fort Dodge Suvaxyn®“que ¢ uma vacina quimérica do
PCV1-PCV2 inativada (Fenaux et al., 2003, 2004), a vacina Ingelvac CircoFLEX" ¢ a
Porcilis PCV® Intervet que consiste da proteina do capsideo do PCV2 expressa por
baculovirus (Liu et al., 2008; Fan et al., 2008) ¢ a vacina Merial Circovac® que contem
particulas inativadas do PCV2 as quais sdo usadas na imunizacdo de porcas (Opriessnig et al.,
2007; Ramamoorthy e Meng, 2009) ndo tém apresentado protecao total nos animais além das

doses apresentarem alto custo para os produtores.

2.7.  Resposta imune

A eficiéncia da defesa imune ¢ dependente da interagdo entre as células dendriticas
convencionais ¢ células dendriticas plasmocitarias junto com outros mondcitos (Kenneth et
al., 2009). O PCV2 possui ineficiéncia em se replicar nas células dendriticas, por outro lado,
evidéncias recentes sugerem que o virus replica em células endoteliais (Kenneth et al., 2009).
Familia de células dendriticas representam elementos de defesa imune critica para a
modulag¢do por infeccdo viral com sérias consequéncias para a resisténcia do hospedeiro
frente as doencas (Kenneth et al., 2009). As caracteristicas da modulagdo imune dependem do
virus e o conjunto de células dendriticas envolvidas. O papel desempenhado pelas células
dendriticas plasmocitarias sdo decisivos para moldar os resultados das infeccdes e as
caracteristicas imunologicas induzida por virus (Kenneth et al., 2009).

Os linfocitos do sangue periférico (PBL) de suinos com circovirose suina estimulados
pela Concanavalina—A mostraram-se com uma carga viral alta mensurada pelo nimero de
copias de DNA de PCV2 ou titulo viral quando comparados com PBLs de suinos sadios
infectados pelo PCV2. Este evento experimental relata a susceptibilidade de linfocitos T e B a

infeccdo pelo PCV2, evidenciando que o PCV2 ¢ capaz de replicar em linfocitos em divisao



(Lin et al., 2008).

Polimorfismos genéticos sdo responsaveis por uma grande diversidade de antigenos
apresentados por moléculas de MHC a receptores de células T, o que acarreta, na maioria das
vezes, respostas imunoldgicas diversas entre os animais diante de um agente infeccioso.
Células T indicam epitopos imunodominantes com reatividade ndo uniforme em relacdo a
variabilidade dos virus, mostrando que suinos ¢ PCV2 ndo s3o excecdes na influéncia da
diversidade genética (Stevenson et al., 2007). Isto tem mostrado que certas racas de suinos,
como suinos Landrace, sdo aparentemente mais susceptiveis ao PCV2 que os suinos Duroc e
Large White (Opriessnig et al., 2006).

A presenca do PCV2 junto a agentes co-infecciosos estimulam a prolifera¢ao viral em
linfocitos T e B, além da ativagdo imune da via MHC II, receptor de IL-2 e respostas
similares entre as vias Th1l e Th2. Um distirbio no balango das citocinas somado a fatores do
hospedeiro pode induzir a PCVAD baseada na diminui¢do dos niveis de IgM e anticorpos
neutralizantes (Ramamoorthy e Meng, 2009). Suinos com infec¢do subclinica apresentam um
aumento dos niveis de IL-10 levando ao aumento dos niveis de IgM e IgG, além de
apresentar baixa replicacdo do virus em células dendriticas e mondcitos (Darwich et al.,
2008). Por outro lado, a resposta inflamatoria pode levar a danos teciduais bem como a
manifestacdo clinica de PCVAD (Ramamoorthy e Meng, 2009).

O perfil de mRNA de interleucinas (IL-10) no soro e orgaos linféides de suinos
saudaveis e afetados com PMWS sugere a teoria de que o PCV2 ¢ imunossupressor. O
aumento de mRNA de IL-10 no timo esta associado com a deple¢do timica e atrofia, que ¢
observada em suinos com PMWS. A comparagdo entre suinos infectados subclinicamente e
nao infectados mostrou que o perfil de IL-10 no soro ¢ similar ao perfil de viremia (Darwich
et al., 2008).

Infec¢des com outros patdgenos, como co-infecgdo com parvorirus suino (PPV), além
de estresse, vacinagdo e inseminag¢ao com sémen contaminado aumentam os casos de PCVAD
em suinos (Kim et al., 2006). Esses fatores sugerem que as condi¢des de manejo na granja, a
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diversidade genética dos PCV2 e o sistema imune do hospedeiro sdo fundamentais para o

controle da circovirose suina (Kekarainen et al., 2008).

2.8. Adenovirus como veiculo de expressio em mamiferos

Adenoviridae ¢ uma familia de virus de DNA fita dupla ndo-envelopado que infectam
animais vertebrados, causando doencas do trato respiratorio, conjuntiva, cornea, trato
gastrintestinal e geniturinario. O adenovirus foi primeiramente isolado a partir de adenoides
dos pacientes infectados em 1953 e, desde entdo, tornou-se um modelo para elucidar aspectos
fundamentais de expressdo génica em células de mamiferos, por exemplo descoberta do
splicing (Philipson, 1995).

Estudos estruturais do adenovirus completo, como também de proteinas do capsideo
individuais, t€ém sido estudados em paralelo com a biologia molecular de infeccdo de
adenovirus, dando perspicacias fundamentais na montagem, arquitetura e mecanismo de
entrada do virus nas células. Estes assumiram a importancia de criar adenovirus para
aplicagdes de vetor (Cusack, 2005).

O genome de adenovirus inclui aproximadamente 36 kilobases e codifica um
proteoma de 45 proteinas das quais sdo achados aproximadamente somente 12 na particula
viral. A particula tem uma massa molecular total de 150 MDa e ¢ notadamente na forma
icosaédrica, com um didmetro de cerca de 900 A (Campos e Barry, 2007). O cerne do virus
conttm o DNA complexado com pelo menos quatro proteinas (pV, pVII, pX e proteina
terminal, TP). As 20 facetas do capsideo sdo cada uma construida de 12 proteinas organizadas
em uma pseudo superficie e arranjadas com quatro proteinas de capsideo secundarias que
participam das interagdes com receptores celulares (Cusack, 2005).

A maioria dos adenovirus adsorve na célula por meio da ligacdo entre a cabega da
fibra trimérica com o dominio da regido N terminal do receptor celular de adenovirus (CAR).

A internalizacdo dé-se pela interacdo da base pentamérica com a base celular rica em

11



integrinas (Cusack, 2005).

O adenovirus ¢ considerado um dos mais eficientes vetores de transferéncia de genes
para células de mamiferos, com potenciais aplicacdes em terapia gé€nica, genética das
doencas, vacinagdo e tratamento de cancer (Cusack, 2005). O genoma dos adenovirus pode
incorporar, aproximadamente 2 Kb de sequéncia de DNA adicional sem perder a sua
estabilidade e viabilidade. Para a adicdo de fragmentos maiores de DNA ¢ necessaria a
delecdo de parte do genoma do virus (Tashiro et al., 1999). Por todas estas razdes, a biologia
molecular do adenovirus tem sido continuamente estudada e vetores de adenovirus sdo
eficazes na adsorcdo e entrada na célula, na expressdo de transgenes e na driblagem da
resposta imune. O virus induz uma expressdo diferenciada em um passo apos a captagdo
celular por meio do aumento da liberagcdo de adenovirus no endossomo (Cusack, 2005).

O adenovirus como vetor de transferéncia genética possui caracteristicas seletivas,
pois hé receptores especificos para o virus (Lee e Welsh, 1999). Por outro lado, as células de
fibroblasto de rim embrionario humano (HEK 293) sdo excelentes veiculos para adsor¢ao de
adenovirus recombinantes (Gao et al., 2003).

Uma abordagem para inibir a resposta imune provocada pelo adenovirus tem sido a
estratégia, na constru¢do destes vetores, de remover genes funcionalmente importantes nos
mecanismos imunoldgicos que diminuem significativamente os titulos resultantes, tornando
os vetores mais dificeis de produzirem uma resposta imune (Cheshenko et al., 2001; Kimura
etal., 2001).

A proteina do capsideo codificada pelo gene da ORF2 do PCV2 tem sido um excelente
candidato vacinal, visto que esta proteina apresenta trés regides de residuos aminoacidicos
com caracteristicas imunogénicas. Dessa forma, o adenovirus recombinante (rADN-Cap)
pode ser um agente vacinal promissor que expressa a proteina do capsideo do PCV2 (Wang et
al., 2006; 2007) e, consequentemente, pode gerar uma resposta imune contra o circovirus

suino 2.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a diversidade genética do PCV2 no Brasil e construir um sistema de expressao
génica contendo a sequéncia de nucleotideos codificadora da proteina do capsideo do

circovirus suino 2 em um vetor de adenovirus e avaliar seu potencial imunogénico.

3.2.  Objetivos especificos

° Classificar os isolados brasileiros conforme o modelo de Olvera e

colaboradores, 2007;

o Avaliar a diversidade genética do virus no Brasil;

o Estudar a origem do virus no Brasil;

o Construir um sistema de expressao da ORF2 do PCV2 em adenovirus;

° Produzir virus recombinantes em células HEK 293;

o Detectar a expressdo da proteina do capsideo do PCV2 por adenovirus em

linhagem de células HEK 293;

° Purificar o adenovirus recombinante;

o Titular as progénies dos virus purificados;

o Imunizar camundongos BALB/c com o adenovirus recombinante;
o Avaliar a resposta imunologica.

13



CAPITULO 1

Chiarelli Neto, O., Yotoko, K. C. S., Vidigal, P.M.P., Silva, F. M. F., Castro, L. A., Fietto, J.
L. R., Silva-Junior, A., Almeida, M. R. 2009. Classification and putative origins of
Brazilian porcine circovirus 2 inferred through phylogenetic and

phylogeographical approaches. Virus Research, 140: 57-63.

Article history:

Received 28 July 2008

Received in revised form 3 November 2008
Accepted 3 November 2008

Available online 16 December 2008

14



RESUMO

Classificacio e origem putativa do Porcine circovirus 2 no Brasil por meio de uma

abordagem filogenética e filogeografica.

O Porcine circovirus 2 (PCV2) ¢ o principal agente causador da postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) e estd associado a diferentes sindromes em suinos.
O genoma do PCV2 possui trés ORFs principais, sendo a ORF2 a codificadora da proteina do
capsideo viral. Neste trabalho, foram analisadas as regides genOmicas correspondentes a
ORF2 de 30 isolados brasileiros de PCV2. As seqiiéncias foram comparadas a outras
seqliéncias disponiveis no GenBank, sendo implementadas andlises filogenéticas e
filogeograficas. Nossos resultados mostraram uma alta variabilidade de seqiiéncias no Brasil.
Os isolados brasileiros foram classificados nos subgrupos 1AB, 2D e 2, com relevancia de
que o virus foi introduzido no Brasil mais que uma vez. Por outro lado, muitos dos isolados
sao derivados de uma unica introdugdo. Conforme os dados da Associagdo Brasileira dos
Criadores de Suinos (ABCS), a introdu¢do multipla do virus provavelmente ocorreu por meio
da importacdao de animais assintomaticos ou s€émen contaminado. Os resultados apontam um

controle maior nas importacdes dos animais para evitar a entrada do PCV2 grupol no Brasil.

15



ABSTRACT

Classification and putative origins of Brazilian Porcine circovirus 2 inferred through
phylogenetic and phylogeographical approaches.
O. Chiarelli Neto®, K.S.C. Yotoko’, P.M.P. Vidigal’, F.M.F. Silva®, L.A. Castro®, J.L.R.

Fietto™®, A. Silva Jr. *°, M.R. Almeida®>*

a Molecular Animal Infectology Laboratory, Applied Biotechnology Institute (BIOAGRO), Federal University of Vicosa, Vicosa, 36570-000,
Brazil

b Department of Biochemistry and Molecular Biology, Federal University of Vicosa, Vicosa, 36570-000, Brazil

¢ Animal Virology Laboratory, Veterinary Medicine Department, Federal University of Vicosa, Vicosa, 36570-000, Brazil

d General Biology Department, Federal University of Vicosa, Vicosa, 36570-000, Brazil

e Molecular Virology Laboratory, Department of Clinical Medicine, School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 14049-900, Brazil.

Porcine circovirus 2 (PCV2) is the major causative agent of postweaning
multisystemicwasting syndrome (PMWS) and is associated with different syndromes
affecting pigs. The PCV2 genome has three main open reading frames (ORFs) among which
the ORF2 encodes the capsid protein. In this study, the ORF2 nucleotide sequences of 30
Brazilian isolates were analyzed. The sequences were compared to other GenBank sequences
using phylogenic and phylogeographic approaches. Our results show high sequence
variability in Brazil, since, in this work, the Brazilian isolates were classified into subgroup
1AB, 2D and 2, which reveals that the virus was introduced in Brazil more than once. On the
other hand, most of Brazilian isolates seem to be derived from only one introduction.
According to the data from the Pig Breeder’s Association, the multiple introductions of the
virus probably occurred through the import of animals with the asymptomatic form of the
virus or through the import of contaminated semen. The results point to the necessity of
implementing programs aimed at selecting sows in order to avoid the import of animals

infected by Group 1 PCV2.

Keywords: PCV2, Bayesian Inference, Haplotypes networks
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1. INTRODUCAO

O Porcine circovirus 2 (PCV2) ¢ um virus ndo envelopado pertencente ao género
Circovirus e familia Circoviridae. O genoma deste virus ¢ constituido de DNA fita simples
circular ambisenso ¢ com aproximadamente 1,76 Kb (Lukert et al., 1995). O genoma do
PCV2 possui trés principais ORFs que codificam proteinas bem caracterizadas: a ORF1 que
codifica a replicase viral, a ORF2, codificadora da proteina do capsideo viral, e a ORF3, que
codifica uma proteina indutora de apoptose celular e fundamental no desenvolvimento da
patogénese viral (Morozov et al., 1998; Liu et al., 2006). Dois tipos de Porcine circovirus
(PCV) foram caracterizados, PCV1 e PCV2. O PCVI1 foi descrito inicialmente como um
infectante de linhagens celulares de rim de porco (PK15) e ndo apresenta patogenicidade
(Tischer et al., 1974). Por outro lado, o PCV2 ¢ o principal agente causador da sindrome da
refugagem multissistémica poés-desmame (PMWS) em suinos, enfermidade considerada
multifatorial. Fatores adicionais, além do PCV2, sdo necessarios para o desenvolvimento da
doenca clinica (Segalés et al., 2005). Outras enfermidades, tais como a sindrome da dermatite
e nefropatia suina (PDNS), a pneumonia necrotizante e proliferativa (PNP), a miocardite
perinatal, além de falhas reprodutivas, estdo associadas ao PCV2 (Allan e Ellis, 2000). A
terminologia circovirose suina tem sido usada corretamente para se referir a essas doencas
quando associadas ao PCV2 (Almeida et al., 2004).

Os prejuizos econdmicos causados por diversos agentes patogé€nicos estimularam os
estudos de diversidade genética no intuito de melhor compreender os mecanismos evolutivos
e epidemioldgicos dos mesmos (Dulac e Ahmad, 1989; Tisher et al., 1986, 1995). Estudos
utilizando o método de variagdes polimorficas de fragmentos de restricio (RFLP) foram
realizados na tentativa de classificar o genoma completo do PCV2 no Canada (Hamel et al.,
2000), na China (Wen et al., 2005) e no Japao (Takahagi et al., 2008).

Baseados em estudos filogenéticos, um modelo de classificagio do PCV2 tem sido
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proposto por Olvera e colaboradores. (2007). Sua classificacdo ¢ dividida em grupo 1
(subdividido em 1A-1C) e grupo 2 (subdividido em 2A-1E). Diversos estudos tém
demonstrado que isolados provenientes de animais que apresentam a PMWS sdo mais
freqiientemente incluidos no grupo 1, enquanto que isolados provenientes de animais que nao
apresentam a doenca sdo incluidos no grupo 2 (Grau-Roma et al., 2008; An et al., 2007).

No Brasil, devido aos prejuizos causados pela PMWS, diversos grupos de pesquisa
tém isolado o PCV2 proveniente de diferentes regides brasileiras (Ciacci — Zanella e Mores,
2001; Chiarelli Neto et al., 2006; Sobestiansky et al., 2002; Barcellos e Pescador, 2003). No
interesse de investigarmos a epidemiologia do virus, nos sequenciamos a ORF2 do PCV2 de
11 novos isolados provenientes de diferentes estados para (1) classifica-los conforme o
modelo de Olvera e colaboradores (2007), (2) avaliar a diversidade genética do virus no Brasil

e (3) estudar a introdugao do virus no pais.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Infectologia Molecular Animal
(LIMA) localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) e no
Laboratorio de Virologia localizado no setor de Medicina Veterinaria Preventiva e de Saude

Publica (DVT), todos na Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Isolamento do PCV2

Um total de onze amostras obtidas a partir de animais com sintomatologia clinica,
foram coletadas, em 2005, nos Estados da Bahia (EU755378), Espirito Santo (EU755371,
EU755372, EU755374, EU755379), Minas Gerais (EU755376), Parand (EU755373), Santa
Catarina (EU755377, EU755381) e Sao Paulo (EU755375, EU755380) (Fig. 1). Apos a
coleta, cada amostra foi imediatamente congelada a -20°C e utilizada para o isolamento das
cepas virais em células renais de suino (SK6) livres de PCV2. As células foram inicialmente
cultivadas em estufa a 37°C e CO; a 5% supridas de Meio Essencial Minimo (MEM) a 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil) e antibioticos streptomicina (1g/L) e penicilina
(0,75g/L). Apo6s a incubagdo por 24 horas, as células inoculadas com o PCV2 foram tratadas
com D-glicosamina 300mM (Sigma, Alemanha) e incubadas por 48 horas a 37°C e CO, a 5%.
O DNA total das células foi extraido pelo Kit Genomic DNA Purification from Tissue

(Promega, EUA) depois de duas passagens em cultivo celular.
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Figura 1: O mapa mostra os locais de coleta de isolados de PCV2. Os nimeros entre parénteses () correspondem
as freqiiéncias de cada haplétipo nos estados brasileiros: BA, Bahia, ES, Espirito Santo, MG, Minas Gerais; PR,

Parana, SC, Santa Catarina, SP, Sdo Paulo, RS, Rio Grande do Sul.
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2.2. Amplificacio, clonagem e sequenciamento da ORF2

A amplificagdo do fragmento de DNA viral de 702 bp correspondente a regido
codificadora da ORF2 foi realizada pela técnica da Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR),
utilizando primers especificos: FCAP 5’-CGGCTAGCCGATGACGTATCCAAG-3’
(Forward) e RCAP 5’-GACGCGTCGTTAGGGTTTAAGTG-3" (Reverse), construidos a
partir da sequéncia do genoma do isolado brasileiro de PCV2 (DQ364650) depositada no
GenBank. A mistura da reagdo para o ensaio da PCR foi constituida de tampao de reacao 10X
(Tris-HCI 10mM, pH 9,0 ¢ KCl 50mM, MgCl, 1,5 mM), dNTPs 10 mM, 0,3M de cada
oligonucleotideo e Taqg DNA polimerase 2,5U/uL. Apds a adicio do DNA (2 uL), a mistura
foi transferida para um termociclador (MJC, Inc. PTC-100, EUA). A reacao da PCR consistiu
de uma desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por
1 min e a 72°C por 1 min. A etapa final de extenséo foi de 10 minutos a 72°C. O produto da
PCR dos isolados foi inserido no vetor de clonagem pGEM-T Easy, utilizando o Kit pGEM -T
- Easy™ (Promega, EUA) conforme manual do fabricante. Os DNAs plasmidiais foram
purificados utilizando o Kit Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
EUA) e, em seguida, os mesmos foram submetidos a reacdo de sequenciamento de acordo
com Sanger e colaboradores (1977), em aparelho MegaBACE 1000 (GE Healthcare, EUA),

utilizando os primers M13 Forward e Reverse.
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2.3.  Andlises das seqiiéncias de nucleotideos

As seqiiéncias de nucleotideos da ORF2 do genoma do PCV2 foram editadas com o

aplicativo Chromasprol.34 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) para retirada de

regides do vetor. Foi feita uma busca no GenBank de outras seqiiéncias da ORF2 do PCV2,
as quais foram alinhadas juntamente com as obtidas neste trabalho com o auxilio do programa
ClustalW, utilizando configura¢des padrao (Thompson et al., 1994) e Mega 4 (Tamura et al.,
2007). Todas as seqiliéncias usadas entao no anexo 1.

A hipotese filogenética foi construida por Inferéncia Bayesiana (BI) usando o
programa MrBAYES 3.1 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003; Huelsenbeck e Ronquist, 2005).
Para agilizar a construg¢do das arvores, um modelo bésico de substitui¢do de nucleotideos foi
utilizado com o auxilio do programa MrModeltest (Nylander et al., 2004), que fornece ao
MrBAYES os parametros que deverdo ser estimados para evitar o excesso de pardmetros dos
modelos a serem utilizados na estimativa das topologias e tamanhos de ramos. Uma anélise
inicial foi feita utilizando todas as seqiiéncias disponiveis no GenBank, além das seqiiéncias
obtidas neste trabalho (total de 331 sequéncias). De modo a simplificar a visualizacao da
arvore filogenética, foi realizada uma segunda analise contendo sequéncias de isolados
brasileiros e um niimero limitado de seqiiéncias presentes no GenBank, utilizadas no modelo
de classificagdo proposto (Olvera et al., 2007). Somente seqiiéncias unicas foram incluidas
uma vez que todas as seqiiéncias que apresentavam 100% de identidade com outra ja incluida,
ndo foram consideradas de modo a avaliar as relagdes dos diferentes haplotipos, perfazendo
um total de 93 sequéncias.

Uma vez construida a arvore filogenética, nos localizamos os haplotipos brasileiros
com os respectivos grupos e subgrupos e construimos a rede de haplotipos (Bandelt et al.,
1999) usando os grupos que continham as seqiiéncias brasileiras para visualizar a relagdo
destas seqiiéncias com as seqiiéncias depositadas no GenBank. Estas andlises foram feitas
com o algoritmo Median Joining (MJ) implementado pelo programa Network 4.2.0.1.
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3. RESULTADOS

A figura 2 (arvore filogenética) mostra uma hipotese filogenética simplificada feita
neste estudo que destaca o uso de 93 haplotipos da ORF2 do PCV2. Esta arvore mostra quase
todos os grupos e subgrupos proposto por Olvera e colaboradores (2007). Uma diferenca
apenas, nesta arvore apresentada, é que o subgrupo 1A e 1B foram agrupados em um unico
grupo 1AB. A maioria das seqiiéncias do GenBank bem como as brasileiras (28/30), foram
incluidas no subgrupo 1AB. Por outro lado, uma seqiiéncia brasileira (DQ856568) foi
incluida no haplétipo H184 classificada como 2D. A arvore filogenética também mostrou a
existéncia de uma seqiiéncia de isolado brasileiro (DQ856572-H189) proximo ao subgrupo
2A e 2D mas ndo foi classificada em nenhum subgrupo referente ao grupo 2 (arvore
filogenética).

A figura 3 mostrou a rede de seqiiéncias do subgrupo 1AB, contendo todas as
seqliéncias classificadas dentro deste subgrupo construida preliminarmente pela arvore
filogenética completa (dados ndo mostrados). Diferentemente da arvore filogenética, a rede
permite a representacdo da freqiiéncia na qual cada haplétipo surgiu, assim como a marcacao
de seqiiéncias quanto a sua origem geografica. Neste trabalho, nds trabalhamos com
seqliéncias brasileiras, norte-americanos, européias e asiaticos. Neste sentido, ¢ perceptivel
que o haplétipo HI é freqiiente em vérios locais: Europa, Asia e também no Brasil. Este
haplotipo ocupa uma posicdo central na rede. Varios outros haplotipos, provenientes de
diferentes continentes, mostram apenas uma diferenca de nucleotideos em comparagdo com o
haplétipo H1, sugerindo sua ancestralidade. Também ¢ possivel observar uma agregacao de
sequéncias da América do Norte (haplotipos mostrado em preto ndo marcados com +), que
ndo parecem estar relacionadas as seqiliéncias brasileiras (hapldotipos mostrado em preto
marcado com +). Além disso, a figura 3 revela também que apenas o haplotipo H47 ¢

divergente em relagdo a outros haplotipos brasileiros.
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Figura 2: Arvore consenso obtida pela analise Bayesiana dos 93 haplotipos da ORF2-PCV2. A melhor arvore
construida pelo MrBayes evidenciou o modelo de classificagdo em subgrupo do PCV2 proposto por Olvera e
colaboradores (2007). A maioria dos haplotipos foram classificados no subgrupo 1AB com excegdo do H184 ¢

H189, classificados no grupo 2.
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Figura 3: Rede de hapldtipos do subgrupo 1AB construida pelo aplicativo Network v 4.2.0.1. O tamanho das
circunferéncias é proporcional as freqiiéncias relativas dos haplétipos. O asterisco marca o haplétipo H1 e o sinal

(+) marca os haplétipos encontrados exclusivamente no Brasil.

Também com base na arvore filogenética completa, foi construida uma rede de
haplotipos utilizando seqiiéncias do grupo 2 provenientes do GenBank (60 sequéncias), bem
como as seqiiéncias brasileiras do mesmo grupo. (H184 ¢ H189). O H184 foi classificado no
subgrupo 2D com uma seqiiéncias oriunda do Brasil, duas na Europa (Alemanha e Hungria) e
uma da Asia (China) (anexo 1). Por outro lado, o H189, cuja seqiiéncia oriunda de Sdo Paulo,
se destacou como seqiiéncia exclusiva sem classificagdo em subgrupos, como ja mencionado
na figura 2. No entanto, o HI89 parece estar geneticamente ligado ao H171 da Alemanha,

como evidenciado na figura 4.
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Figura 4: Rede de hapldtipos do grupo 2 construida pelo aplicativo Network v 4.2.0.1. O tamanho das
circunferéncias € proporcional as freqiiéncias relativas dos hapldtipos. O H184 e H189 correspondem aos
haplotipos brasileiros classificados no Grupo 2. A ampliagdo do subgrupo 2D, que contém o HI184
correspondente as seqiiéncias do Brasil, Europa e China.

Finalmente, a figura 5 mostra as relagdes dos isolados brasileiros com o haplétipo H1.
Vinte e oito de trinta isolados brasileiros foram agrupados no subgrupo 1AB. Dois deles
foram classificados como H1, e os outros 26 sdo claramente descendentes de HI1, sendo
encontrada exclusivamente no Brasil. Além disso, a maioria dos isolados brasileiros foram

derivados de H12 (seis deles foram classificados como H12), exceto para H47 que ndo esta

claramente relacionado com H12 - H105, H162 e, provavelmente, H13 e H14 (Fig. 5).

26



(D Asia

@ BRAIL

o
€ EUROPE 160 HaT

Figura 5: Ampliacdo da rede de haplotipos brasileiros encontrados no subgrupo 1AB. O tamanho das
circunferéncias é proporcional as freqiiéncias relativas dos haplétipos. O nimero de substitui¢des entre cada par

de haplotipos esta representado ao lado da linha que os conecta.
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4. DISCUSSAO

O primeiro objetivo deste trabalho foi classificar os isolados brasileiros do PCV2
utilizando o sistema proposto pela Olvera e colaboradores (2007). Para isso, foi construido
uma arvore filogenética, incluindo 30 isolados brasileiro de PCV2, entre as quais 11 foram
derivados deste estudo e 301 correspondem a seqiiéncias ndo-brasileiras (ver anexo 1). A
figura 2 mostra a arvore filogenética simplificada que contém todos os grupos e subgrupos

propostos pela Olvera e colaboradores (2007).

Em um total de 30 sequéncias brasileiras, 28 foram classificadas no subgrupo 1AB e
apresentaram alta identidade de nucleotideos com haplétipo H1, o haplotipo mais freqiiente
encontrado neste estudo (Fig. 3). Entre estas 28 sequéncia, apenas o haplotipo H47
(DQ856573) apresentou um elevado nimero de substituicdes de nucleotideos quando
comparado com H1 (ver Fig. 3 e 5). Os demais 27 haplétipos apresentaram uma maior
identidade de nucleotideos com a H1 (Fig. 5). A figura 5 também mostra que essas 27
seqiiéncias estdo estreitamente relacionadas, sendo duas delas classificadas como HI1 e as
demais 25 sdo claramente descendentes de H1. As duas sequéncias restantes, denominadas
como H184 e H189, foram classificadas no grupo 2. O haplétipo H184 foi classificado no
subgrupo 2D com seqiiéncias do Brasil, Alemanha, Hungria e China. Ja o haplotipo H189 ndo
foi classificado em subgrupos apesar de esta correlacionado com o haploétipo H171 originado

da Alemanbha.

No que diz respeito a diversidade genética do PCV2 no Brasil, nossa segunda questao,
uma pequena amostra de 30 isolados revelou relacdo de seqiliéncias muito distante, o que
significa que o virus foi introduzido no Brasil mais de uma vez, pois existem isolados
classificados em subgrupos 1AB, 2D e ha um isolado que nao foi classificado em subgrupos
conforme o modele de classificagdo de Olvera e colaboradores (2007). A presenga de
seqliéncias nao classificadas podem significar que a diversidade genética do virus ¢ tdo grande

que o sistema de classificagdo, testado em centenas de seqiiéncias, ndo pode abranger todas as
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diversidades. E importante enfatizar, no entanto, que a diversidade genética dos isolados

brasileiros esta concentrada no subgrupo 1AB, com apenas duas excecdes.

\

No que diz respeito & nossa terceira questdo, que foi para testar se o virus foi
importado de matrizes europeias, a nossa amostragem pode responder, pelo menos, uma parte
da questdo. Dada a alta freqiiéncia de H1 e sua prevaléncia em todo mundo, ¢ dificil afirmar
que todos os isolados brasileiros agrupados no subgrupo 1AB s3o derivados de uma unica
origem. No entanto, devido ao fato de que a maioria deles parece derivar de H12 (H12 que foi
amostrada exclusivamente no Brasil, ver anexo 1), ¢ possivel inferir que, pelo menos, 21
isolados (ou talvez 25, se incluirmos os isolados classificados como haplotipos H13 e H14,
ver Fig. 5) compartilham um ancestral comum, e sdo, portanto, derivados da introducao de um
Ginico evento, no Brasil. E importante ressaltar que estas 25 seqiiéncias foram amostrados
exclusivamente no Brasil (anexo 1) e que as substituicdes de nucleotideos encontrados nestes
haplotipos ndo sdo compartilhados por haplotipos amostrados em outros paises, demonstrando

que tais substitui¢cdes ocorreram apos a introdug¢ao no Brasil.

O haplétipo H1 também parece ser o ancestral comum da maioria dos isolados
provenientes da Asia e da América, e esta amplamente distribuido na Europa (anexo 1 e Fig.
3). Da mesma forma, H184 foi encontrado no Brasil, Europa e China, enquanto H189 ¢
parente distante do haplotipo europeu (H171). Considerando apenas esses dados, € muito
dificil afirmar se o virus brasileiros descendem de linhagens predominantemente da Europa
ou da Asia, ja que quase todos os haplétipos brasileiros - exceto H189 - sdo idénticos ou sdo
descendentes de haplotipos que ¢ muito comum na Europa ¢ na Asia. No entanto, a
importagdo de animais e s€émen da Europa pelo programa de melhoramento de suinos no
Brasil, sugere que a introducdo do virus ¢ derivada de porcas ou sémen europeu. Infelizmente,
ndo ¢ possivel determinar o ano exato da introdu¢do de qualquer destes haplétipos no Brasil.
No entanto, dados da Associagdo Brasileira de Criadores de Suinos (dados ndo publicados)
mostram altas taxas de importagao de animais e sémen da Europa alguns anos antes da data da

primeira descricdo da PMWS no Brasil em 2000 (Ciacci-Zanella e Mores, 2003). Dado que o
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processo de amostragem foi realizado em diferentes regides brasileiras bem como de
criadores de porco independentes, ¢ razoavel inferir o fato de que nossa amostragem ¢
pequena, no entanto pode ser significativa, e pode sugerir que a maioria dos animais
brasileiros infectados ter contraido o virus de linhagens brasileiras, o que provavelmente ¢
descendente dos poucos eventos de introducdo do virus no Brasil por meio de porcos
europeus.

Se nossa amostragem brasileira ¢ de fato significativa, os resultados indicam que
apenas algumas introdu¢des do PCV2 foram suficientes para disseminar a PMWS no Brasil.
Se juntarmos isso ao fato de que linhagens de virus poderiam recombinar e, eventualmente,
formar novas linhagens, potencialmente mais infecciosas, ¢ imprescindivel evitar a
importac¢ao de novas linhagens de outros paises. J& que o PCV2 precisa ser associado a outros
agentes infecciosos e fatores nao-infecciosos (Segalés et al., 2005), é possivel que outros
isolados foram introduzidos no Brasil em sua forma assintomatica ou com sémen importado.
Assim, para manter a expansdo de mais isolados patogénicos e evitar os danos resultantes
dessa expansdo ¢ importante um manejo adequado dos animais, principalmente obstruindo a
co-infec¢do de PCV2 potencialmente mais patogénicas com outros agentes infecciosos. Além
disso, ¢ igualmente necessario desenvolver um programa seletivo para a importagao de
matrizes em que as amostras sdo submetidas a testes de diagnodstico com o objetivo de
identificar as porcas e sémen contaminado com PCV2 do grupo 1, evitando a introdugdo de

variantes patogénicas do virus no Brasil.
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CAPITULO 2

Construcio e caracterizacio de um adenovirus recombinante que

expressa a proteina do capsideo do PCV2
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RESUMO

Chiarelli Neto, Orlando, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.

Construcio e caracterizacio de um adenovirus recombinante que expressa a
proteina do capsideo do PCV2. Orientadora: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.
Conselheiros: Francisco Murilo Zerbini Jinior, Juliana Lopes Rangel Fietto e Joaquin

Hernan Patarroyo Salcedo.

O circovirus suino tipo 2 (PCV2) ¢ um dos responsaveis pela circovirose suina, doenga
de carater multifatorial e emergente na suinocultura nacional e que envolve diversas
apresentacdes clinicas. O PCV2 possui a ORF2 como codificadora da proteina do capsideo e
caracterizada como imunogénica. Nosso objetivo, dessa forma, foi construir um sistema de
expressdao génica da ORF2 do PCV2 em um vetor de adenovirus. A ORF2 foi clonada em
vetor pGEM T-easy e em seguida o plasmideo recombinante pGEM-ORF2 foi introduzido
por meio da reacdo de transformagdo em Células de Escherichia coli DH5a. A clonagem foi
confirmada por sequenciamento e ensaio de restrigdo com a enzima EcoRI. Confirmada a
clonagem, o plasmideo foi clivado pelas enzimas Acl/l e Nhel, liberando a ORF2. Este
segmento foi clonado no vetor pAD5-Blue previamente clivado pelas enzimas Clal e Xbal.
Células de E. coli TOP10 foram transformadas com a construgdo (pAd5-Blue ORF2); as
colonias recombinantes foram selecionadas e o material genético multiplicado. Este
plasmideo foi linearizado pela enzima Pacl e trasnfectado em células da linhagem HEK 293.
A expressdo da proteina pelo adenovirus recombinante em células de mamifero foi
confirmada por imunoperoxidase em monocamada, Western blotting e imunofluorescéncia.
Duas doses de virus purificado e titulado (2 x10° TCIDsy/50uL) foram inoculadas em
camundongos BALB/c para verificagdo da resposta imune. Soro e bago dos animais foram
coletados para ensaios de resposta humoral e celular, respectivamente. Apesar de nado
esperarmos niveis altos de anticorpos produzidos pelo adenovirus recombinante, a resposta
imune celular foi eficaz uma vez que a eficiente expressio de mRNA de INF-y e
consequentemente, proliferagdo de linfocitos T CD8" ratificou o indicio de um candidato

vacinal promissor contra o PCV2.
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ABSTRACT

Chiarelli Neto, Orlando, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009.

Construction and characterization of a recombinant adenovirus that express
capsid protein of PCV2. Advisor: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo. Committee
members: Francisco Murilo Zerbini Janior, Juliana Lopes Rangel Fietto e Joaquin

Hernan Patarroyo Salcedo

The porcine circovirus type 2 (PCV2) is one of those swine circovirose, multifactorial
disease in swine and emerging national and involving different clinical presentations. The
PCV2 and ORF2 has the coding of the protein and characterized as capsidal immunogenic.
Our goal thus was to construct a system of gene expression of the ORF2 of PCV2 in an
adenovirus vector. The ORF2 was been amplified by the polymerase chain reaction (PCR)
and cloned into vector pGEM T-easy. Cells of Escherichia coli DH5a were transformed with
the recombinant plasmid (pGEM-ORF2) and amplified genetic product. The cloning was
confirmed by sequencing and a test of the restriction enzyme EcoRI. Confirmed the cloning,
the plasmid was cleaved by restriction enzyme Nhel and Acl/l, releasing the ORF2. This
segment was cloned in the vector-Blue pADS previously cleaved with the enzymes Xbal and
Clal. Cells of E. coli TOP10 were transformed with the construction (pAd5 Blue-ORF2), the
recombinant colonies were selected and the genetic product multiplied. This plasmid was
cleaved by the enzyme Pacl, linearized and trasnfected in HEK 293 cells. The confirmation of
viral expression in vitro was detected by Immunoperoxidase Monolayer Assay, Western
Blotting and Immunofluorescence Assay. The purified viruses were titled in 2 x10°
TCIDso/50uL. Two doses of purified and titled virus (2 x10® TCIDsy/50uL) were inoculated
into BALB/c animals to check the immune response. Serum and spleen of animals were
collected for testing the humoral and cellular response respectively. Although not expect high
levels of antibodies produced by recombinant adenovirus, the cellular immune response has
been effective since the efficient expression of mRNA for INF-y and, consequently,
proliferation of cells T CD8" confirmed the indication of a promising candidate vaccine

against the PCV2.
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1. INTRODUCAO

O Porcine circovirus 2 (PCV2) ¢ classificado dentro da familia Circoviridae (Lukert et
al., 1995) com caracteristicas de ser um virus pequeno nao envelopado contendo um genoma
de DNA fita simples circular e reconhecido como um patogeno de suino a partir da década de
90. O PCV2 tem sido associado a um conjunto de sindromes denominadas circovirose suina.

A PMWS ¢ uma doenga emergente de suinos, caracterizada clinicamente por dispnéia
progressiva, aumento dos nddulos linfaticos e patologicamente caracterizada por uma ampla
extensdo de lesdes inflamatérias que incluem, freqiientemente, pneumonia intersticial,
hepatite, nefrite intersticial, pancreatite e linfadenite linfohistiocitica e ou granulomatosa
(Clark, 1997; Harding, 1997; Harding e Clark, 1997). Além da PMWS, estdo associadas ao
PCV2, a sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS), pneumonia necrotizante e
proliferativa (PNP), miocardite perinatal e falhas reprodutivas (Allan e Ellis, 2000).

O advento da terapia génica e seu potencial para gerar tratamentos efetivos no
combate a doengas tém chamado a atencdo de pesquisadores de diferentes areas do
conhecimento. A utilizagdo de vetores virais estd associada com a produ¢do de vacinas mais
eficientes e seguras. Busca-se como caracteristicas ideais de um vetor, a facil aplicagdo, a
ampla capacidade de clonagem e a sua ndo imunogenicidade. Ao longo das duas ultimas
décadas, varios modelos virais vém sendo estudados para esse proposito, destacando-se entre
eles, os poxvirus, herpesvirus e adenovirus.

Os adenovirus tém potencial para o uso como vetor para a producdo de vacinas
recombinantes. Os adenovirus apresentam algumas vantagens como vetor, entre elas a
capacidade de expressarem altos niveis de antigenos em uma grande variedade de células,
incluindo células musculares epiteliais, neuronais ¢ macrofagos, independente da fase celular.
Além disso, o seu DNA pode ser mantido por periodos relativamente longos, na forma de
epissomos, ndo sendo incorporados ao DNA do hospedeiro. Ele também pode ser utilizado
em varias espécies animais, pois se multiplicam em altos niveis. Os adenovirus tém sido bem
estudados e sdo, relativamente, faceis de manipular; além de serem seguros (Prevec et al.,
1989; Russel, 2000).

Os adenovirus vém sendo amplamente utilizados como vetor para vacinas
recombinantes nas Ultimas décadas. Dentre elas, estdo as vacinas contra virus da hepatite B
(Chengalvala et al., 1994), virus da imunodeficiéncia simia (Caravokyri et al., 1993), virus da
raiva (Prevec et al., 1990), virus da parainfluenza bovina 3 (Becker e Darai, 1995),
herpesvirus bovino tipo 1 (Mittal et al., 1996), coronavirus bovino (Yoo et al., 1992), virus da
diarréia viral bovina (Elahi et al., 1999), virus da gastroenterite transmissivel dos suinos
(Torres et al., 1995) e virus da estomatite vesicular (Prevec et al., 1989), entre outras.
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Hasslung (2003) mostrou que um dos cinco oligonucleotideos (ODNs) selecionados

do genoma do PCV2 continha motivos CpG e exibiam uma atividade inibitéria na producao
de interferon alfa (INF-o) por células mononucleares sanguineas periféricas, € que os outros
quatro motivos CpG possuiam efeitos estimulatorios na produgdo de IFN-o.. Porém, Chang e
colaboradores (2005) constataram in vitro o aumento na produgdo de IFN-o em macrofagos
alveolares. Sipos e colaboradores (2004) verificaram um decréscimo na produ¢do de IFN-y
em células periféricas sanguineas.

Viarios autores ja verificaram a acdo antiviral dos interferons in vivo. Moraes e
colaboradores (2003) avaliaram a acdo antiviral dos INF-a em suinos infectados com o virus
da febre aftosa e Chinsangaram e colaboradores (2002) demonstraram uma diminui¢do no
grau das lesdes de suinos tratados com o sistema de adenovirus expressando o INF-a e

desafiados com o virus da febre aftosa.
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2. METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Infectologia Molecular Animal
(LIMA) localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO), no
Laboratorio de Virologia localizado no setor de Medicina Veterindria Preventiva e de Saude
Publica (DVT) e no Laboratério de Experimentagdo Animal localizado no Departamento de

Nutri¢ao e Saude, todos na Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Virus e células

Células renais de suino (PK15), livres de PCV2, foram inicialmente cultivadas a 37°C
em estufa de CO; a 5% em Meio Essencial Minimo (MEM) enriquecido com piruvato 1,0 M
e antibidticos streptomicina (1,00 g/L), penicilina (0,75 g/L) e suplementado com 10 % de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil). As células foram inoculadas com o isolado de
Minas Gerais (DQ364650) e apos incubagao por 24 horas, as células inoculadas com o PCV2
foram tratadas com D-glicosamina 300 mM (Sigma, Alemanha) e incubadas por 48 horas a
37°C em estufa de CO; a 5%. Apos duas passagens em cultivo celular, os DNAs totais das
células inoculadas com o PCV2 e das células livres de PCV2 foram extraidos utilizando o Kit

Genomic DNA Purification from Tissue (Promega, EUA).

2.2. Amplificacdo da ORF2, clonagem e sequenciamento

A amplificagdo do fragmento de DNA viral de 702 bp correspondente a regido
codificadora da ORF2 foi realizada pela técnica da PCR (Reagdo da Polimerase em Cadeia),
utilizando primers especificos: FCAP 5’-CGGCTAGCCGATGACGTATCCAAG-3’

(Forward) e RCAP 5’-GACGCGTCGTTAGGGTTTAAGTG-3’ (Reverse), construidos a
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partir da sequéncia do genoma do isolado brasileiro de PCV2 (DQ364650) depositada no
GenBank. A mistura da reagdo para o ensaio da PCR foi constituida de tampao de reagdo 10X
(Tris-HCI 10mM, pH 9,0 ¢ KCl 50mM, MgCl, 1,5 mM), dNTPs 10 mM, 0,3M de cada
oligonucleotideo ¢ Taqg DNA polimerase 2,5U/uL. Apos a adigdo do DNA (2 pL), a mistura
foi transferida para um termociclador (MJC, Inc. PTC-100, EUA). A reagdo da PCR consistiu
de uma desnaturagio a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por
1 min e a 72°C por 1 min. A etapa final de extensdo foi de 10 minutos a 72°C. O produto da
PCR foi inserido no vetor de clonagem pGEM-T Easy (Figura 1), utilizando o Kit pGEM -T -
Easy™ (Promega, EUA) conforme manual do fabricante. Os DNAs plasmidiais foram
purificados utilizando o Kit Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
EUA) e, em seguida, os mesmos foram submetidos a reacdo de sequenciamento de acordo
com Sanger ¢ colaboradores (1977), em aparelho MegaBACE 1000 (GE Healthcare, EUA),

utilizando os primers M13 Forward e Reverse.

2.3. Minipreparaciao de DNA plasmidial

Ap6s a clonagem do material amplificado (ORF2) no vetor pGEM e transformagao em
células de Escherichia coli DH5a competentes, segundo Sambrook e colaboradores (1989),
as colonias recombinantes (transformadas com a construgdo pGEM-ORF2) foram
selecionadas pela marca de resisténcia a ampicilina e pela alfa-complementagdo, em meio
seletivo (LB/ampicilina/X-gal/IPTG). O DNA plasmidial destas colonias foi extraido pelo
método de minipreparagdo de DNA plasmidial também descrito por Sambrook e
colaboradores (1989), com algumas modificagdes.

O plasmideo pAd5S-Blue (Figura 1) foi selecionado e concedido (Moraes et al., 2001)
neste trabalho como vetor de expressao da ORF2 do PCV2.

Células de Escherichia coli DH5a transformadas com o plasmideo pAd5-Blue foram

multiplicadas em meio seletivo contendo canamicina (30 pg/mL) e mantidas durante 14 horas
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sob agitacdao (200 RPM) a 37°C. O DNA plasmidial também foi extraido utilizando o método

de minipreparacdo de DNA plasmidial descrito anteriormente.

24. Digestio com enzimas de restricio dos DNAs plasmidiais

A confirmagao da clonagem do fragmento correspondente 8 ORF2 no vetor pGEM foi
realizada por um ensaio de restricdo com a enzima EcoRI a partir do material extraido na
minipreparacdo de DNA plasmidial. Esta enzima atua no clone (pGEM-ORF2) clivando as
extremidades e na parte interna do inserto (ORF2), produzindo fragmentos de 402 pb e 318 pb
que foram identificados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

O produto da minipreparagdo do DNA plasmidial também foi clivado pelas enzimas
Acll e Nhel, liberando o fragmento contendo a ORF2 (702 pb) para a sua posterior clonagem
no vetor de adenovirus. O plasmideo pAd5-Blue, por sua vez, foi submetido a um ensaio de
restricdo com as enzimas Clal e Xbal, liberando um fragmento correspondente aos genes lacZ

e amp, produzindo extremidades compativeis as extremidades de DNA da ORF2.

RITR

PGEM”-T Easy
Veclor

pAd5-Blue
37158 bp

Figura 1: Mapa fisico do vetor pGEM-T Easy e vetor pAd5-Blue. O vetor pPGEM-T Easy foi utilizado para
clonagem do fragmento correspondente a ORF2 do PCV2. O vetor pAd5-Blue foi utilizado para expressio do
proteina do capsideo do PCV2 uma vez que este vetor possui um promotor forte CMV, reconhecido pela

maquinaria de transcri¢do em célula de mamifero, ¢ a cauda poli adenilada.
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2.5. Construcio dos vetores de adenovirus recombinantes

A ORF2 foi clonada no vetor pAd5-Blue a partir da reagdo de ligacdo utilizando a
enzima T4 DNA ligase. O plasmideo construido (pAd5-Blue ORF2) (Figura 2) foi utilizado
para transformar células de Escherichia coli TOP10 eletrocompetentes. As células foram
transformadas utilizando cubetas de eletroporagdo Bio-Rad (EUA) com espagamento de 0,2
cm e aplicando um pulso elétrico de 25 pF, 2,5 kV e 200 ohms, durante 2,5 a 4
milissegundos. Um ensaio controle, consistindo na transformacdo das células de E. coli
TOP10 com o vetor pAd5-Blue vazio também foi realizado.

As células transformadas foram plaqueadas em meio seletivo contendo canamicina e
X-gal. As coldonias recombinantes foram selecionadas ¢ o DNA plasmidial (pAd5-Blue
ORF?2) foi purificado utilizando o Kit Wizard © Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega, EUA).

A confirmacao da constru¢ao do vetor de expressdo (pAdS-Blue ORF2) foi realizada
por um ensaio de restricdo com a enzima Hindlll. Este ensaio foi realizado utilizando a
metodologia descrita anteriormente e um vetor ndo recombinante (pAdS-Blue), clivado com

as enzimas Clal e Xbal, foi selecionado como controle.
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Pacl

RITR
Pac |

LITR/Packing Signal

CMV
Clal

pAd5-Blue ORF2

37kb

ORF2

Xbal

Figura 2: Mapa fisico do vetor pAd5-Blue ORF2. Vetor pAd5-Blue de 37 kb com a ORF2 do PCV?2 utilizada para

expressao do proteina do capsideo do PCV2.

2.6. Transfecciao das células HEK 293 com o DNA viral recombinante

Vetores pAdS-Blue-ORF2, denominados clone #2 e clone #8, foram linearizados em
um ensaio de restricdo com a enzima Pacl. Quantidades de 3 a 3,5 pg de DNA plasmidial
linearizados foram transfectadas utilizando o Kit Lipofectamine TM 2000 (Invitrogen, EUA)
em células HEK 293 cultivadas em monocamadas, por 24h, em placas de seis pogos. As
células foram observadas diariamente e as placas virais foram coletadas e repassadas a
garrafas T 25 cm® contendo células HEK 293 com 60% de confluéncia. Apos ter alcangado
efeito citopatico, as células foram congeladas e descongeladas 3 vezes e congeladas a -70°C
em tampao fosfato (PBS) adicionado de 5 mM de calcio e magnésio (PBS™") na proporcio de

5 : 1 volumes, respectivamente.

2.7. Verificacio da replicacio viral por Western blotting

ApoOs a inoculagdo dos adenovirus recombinantes #2 e #8 em células HEK 293, bem

como a inoculagdo do PCV2 tipo selvagem (provenientes de quarta passagem) em células
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PK15 livres, as células foram mantidas em estufa sob atmosfera de 5% CO; e temperatura de
37C°. Quarenta e oito horas de incubagao foi o suficiente para a replicagdo e a montagem das
particulas virais, as quais foram lisadas em tampao de lise. Aos lisados celulares foram
adicionados DTT e tampao de amostra sob fervura por 5 minutos e a mistura aplicada em gel
SDS-PAGE 15%. Apos a corrida, montou-se o cassete para a técnica da Western blotting. 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 solugdo de Ponceau (Vetec), lavada com
agua ultra pura destilada e entdo bloqueada com leite em p6d 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. Apos o bloqueio, a membrana foi incubada com o anticorpo
primario de coelho anti-PCV2/ORF2/CAP (1:2.000) produzido pelo Laboratorio de
Infectologia Molecular Animal (LIMA). Depois de trés lavagens de 5 min com TBS-T, a
membrana foi incubada com anticorpo secundério anti-IlgG de coelho conjugado com
peroxidase (1:8.000) (Sigma) por 1 hora. A membrana foi novamente lavada por 3 vezes a 5
minutos e foi revelada com DAB 0,1% (Tetracloridrato de 3,3’- diaminobenzidina) (Sigma)
na presenca de tampao Tris 50 mM, pH 7,6 e 0,1% de peroxido de hidrogénio 30 volumes. A
reacdo de revelacdo foi paralisada mergulhando a membrana em recipiente com agua

destilada.

2.8. Ensaio da imunoperoxidase em monocamada de células (IPMA)

Uma suspensao de células HEK 293 foi preparada para uma placa de 96 pogos. Cem
nL da suspensdo celular (40000 células por poco) com 5% de soro fetal bovino foram

adicionados em cada pogo com auxilio de uma pipeta multicanal. A placa foi incubada em
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estufa de CO, a 37°C por 20 horas e submetida a duas lavagens com PBS1X para inoculagao
viral. Foram adicionados 50 pL de adenovirus recombinante, provenientes de quarta
passagem, em cada pogo e incubada por 1 hora em estufa de CO, a 37°C. Posteriormente, 100
uL de DMEM com 5% de soro fetal bovino foram adicionados em cada poco e a placa
incubada em estufa de CO; a 37°C por 48 horas. Depois desse tempo, o meio foi descartado e
50 pL de uma solugdo de acetona: metanol (1:1) foi adicionado a placa para fixagdo do
material durante 10 minutos e a solugdo foi retirada para a secagem da placa. A diluicdo do
soro primario (anticorpo primario de coelho anti-PCV2/ORF2/CAP) foi feita em PBS 1X com
2% de albumina (dilui¢do 1:300). Foram adicionados 50 uL do soro primario em cada pogo e
a placa foi incubada por 1 hora em estufa de 5 % CO, a 37°C. A placa foi lavada duas vezes
com 100 pL de solugdo de lavagem para incubagdo em estufa de CO, a 37°C por 1 hora com
50 puL de anticorpo secundario (anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com
peroxidase) (Sigma EUA) na dilui¢do de 1:1.000. A placa foi lavada por mais duas vezes com
100 pL de solugdo de lavagem para posterior adicdo da solucdo de revelagdo. Foram
adicionados 50 pL de diaminobenzidina (DAB) em cada pogo e a placa incubada por
aproximadamente 15 minutos. A solucao de revelacdo foi retirada e a placa foi lavada duas
vezes com 100 pL de PBS 1X, com posterior adi¢do de PBS 1X para realizagdo da leitura no

microscopio invertido.

2.9. Purificacio de adenovirus recombinantes e titulacio das progénies

Para a purificac¢io do adenovirus recombinante, 25 garrafas T 150 cm® de células HEK
293 com 80% de confluéncia foram inoculadas com 5 mL de suspensdo viral ( clone #8) apos
duas passagens em cultura celular. Para aumentar a adsor¢do viral, fez-se uma movimentagao
cuidadosa na horizontal (rocamento) de 1 minuto, nos intervalos de 15 minutos durante 1
hora, completando o volume de cada frasco para 20 mL. Apods 48 horas de inoculacio,

observou-se o inicio do efeito citopatico e a monocamada de células foi retirada e
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centrifugada a 3000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi estocado a 4°C e o sedimento
formado foi homogeneizado em solugdo de PBS™ acrescido com detergente nonil-
fenoxilpolietoxiletanol (NP40) a 0,5% e congelado a -70°C. Apods congelamento e
descongelamento do agregado virus-células, o material foi centrifugado duas vezes salvando o
sobrenadante. Um volume de 4,15 mL de suspensao viral em gradiente de cloreto de césio nas
densidades de 1,4 e 1,2 g/mL foi purificado por meio de ultracentrifugacdo em gradiente
descontinuo a 23000 x g (rotor SW40). A banda parcialmente purificada foi acrescida de
tampao TE nas propor¢des 1:1 e ultracentrifugada em gradiente continuo de cloreto de césio
a 26000 x g (rotor SW40). Apos a ultracentrifugagdo, a por¢ao correspondente a banda viral
foi dialisada em Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 e cloreto de magnésio 10 mM em agitagdo a 4°C,
tomando-se o cuidado de mudar a solucdo em 3 intervalos durante 1 hora. Aproximadamente
um mililitro de virus foi misturado com 0,285 mL de glicerol 90% e congelado a -70 °C. Os
virus foram, entdo, titulados pelo método de dose infecciosa para cultura de tecidos com

2x10° TCIDso/50pL.

2.10. Imunofluorescéncia da proteina expressa pelos adenovirus purificado

Um total de 4x10* células HEK 293 foram adicionadas em cada pogo da lamina sob
incubacdo a 37°C e atmosfera de 5% de CO;. Apo6s 24 horas, 100 uL do adenovirus purificado
na diluicdo (1:50) foram adicionados em 7 pocos, sendo o oitavo utilizado como controle
negativo. Apos a primeira hora de inoculagdo, a reagdo foi paralisada no primeiro pogo da
lamina utilizando 300 pL de PBS 1X e formol 10%. Foi realizado o mesmo procedimento nos
demais pogos com os respectivos tempos. As laminas foram lavadas trés vezes com 500 pL de
PBS 1 % em cada poco para posterior fixacdo com formaldeido 4% por 10 minutos. Foram
feitas trés lavagens sucessivas para permeabilizagdo com 200 pL. de PBS 1X Triton X-100 a
0,1 % por 10 min a 25°C. As células foram lavadas trés vezes para posterior bloqueio com

200 pL de solugdao de BSA 3% Triton X-100 0,1 % por 1 hora a 37 °C. Apds trés lavagens
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com 500 pL de PBS 1%, as laminas foram incubadas com anticorpo primario de coelho anti-
PCV2/ORF2/CAP produzido pelo LIMA, na dilui¢do de 1:50 em um volume de 100 pL/pogo
(3 horas/ 37 °C). Apoés a incubagao, as células foram lavadas trés vezes com 500 puL/pogo de
PBS 1X e incubadas com anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com FITC na
dilui¢do 1:100 (Sigma EUA) em um volume de 100 pL/poco (3 horas/ 37 °C). As laminas
foram lavadas por mais quatro vezes com 500 pL de PBS 1X em cada pogo, sendo que na
quarta lavagem utilizou-se 4dgua ultrapura autoclavada. Por fim, foram adicionados 5 pL de
sacarose na lamina e a mesma foi coberta com uma laminula para visualizagdo no

microscopio de fluorescéncia Olympus”® BX60.

2.11. Imuniza¢io dos camundongos e avaliacio da resposta imunolégica

Vinte e cinco camundongos BALB/c fémeas com cinco semanas de idade
provenientes do biotério central do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), foram divididos em cinco grupos e inoculados via
subcutanea, conforme certificagio da Comissio de Etica do DVT/UFV processo n® 12/2009
(em anexo), estando de acordo com o codigo de ética profissional do Médico Veterinario,
com os principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e com a legislagdo vigente.

Os animais dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foram administrados com uma dose de
100 puL de PBS 1X (pH 7,4), saponina (4ug/uL), adenovirus recombinante ¢ PBS 1X (2x10®
TCID50/s0,.1.), adenovirus recombinante e saponina (4ug/uL + 2x10° TCID50/s50,1) € vacina
comercial Circovac® (100uL) nos dias zero e quatorze, respectivamente. O sangue dos
animais foi coletado via ocular para obten¢do do soro um dia anterior ao inicio da imunizagao
e 14, 28 e 45 sendo que neste ultimo, os animais foram eutanasiados para a realizacdo dos

ensaios moleculares e imunologicos.
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2.12. Ensaio de linfoproliferacao celular

Camundongos dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foram eutanasiados e tiveram o baco
removido assepticamente e divulsionado em EDTA 200mM para a obtencdo de células
esplénicas totais. Essas células foram lavadas com meio RPMI 1640, suplementado com
estreptomicina 1,00 g/L e penicilina 0,75 g/L, centrifugadas a 250 RPM por 10 minutos a 4°C
e incubadas por 4 minutos com tampao de lise (nove partes de cloreto de amonia a 0,16 M e
uma parte de Tris-HCI a 0,17 M) a temperatura ambiente. As células foram novamente
lavadas e ressuspendidas para uma concentracdo de 1x10° células/mL em meio RPMI
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB). Posteriormente, as células foram
adicionadas em placa de 96 pocos (100uL/poco) e incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de
CO; por 72 horas utilizando os tratamentos com meio RPMI suplementado com 5% de SFB
(controle negativo), com o estimulo de ConA (2pg/mL) usado como controle positivo € com a
proteina recombinante do capsideo do PCV2 purificada em coluna de afinidade, na
concentracdo de 2pug/mL. Apds o periodo de incubagdo, descartou-se o sobrenadante e foram
adicionados 200 pL de brometo tiazolil azul de tetrazolio (MTT) na concentracdo de Smg/mL
em cada pogo. Apds quatro horas de incubacdo a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,, foi
retirado cuidadosamente o MTT metabolizado e foram adicionados 200uL de DMSO
observando a formagdo do metabdlito roxo (formazan) e, em seguida, a placa foi lida na

absorvancia de 550 nm em um espectrofotometro para deteccio da proliferacdo celular.

2.13. Avaliacao da transcri¢do das citocinas IL-4 e INF-y

Para avaliagdo das interleucinas in vitro, foram utilizadas células do bago de animais
eutanasiados de todos os grupos. As células foram adicionadas em uma placa de 24 pogos,
distribuidas em duas repetigdes por animal com os tratamentos contendo meio RPMI 1640

suplementado com 5% de SFB (controle negativo) e a proteina do capsideo do PCV2
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purificada, na concentragdo de 2pug/mL.

O cDNA foi produzido a partir de 4pug de mRNA extraido pelo método de Trizol,
proveniente das células do baco submetidas aos tratamentos com meio RPMI e com a
proteina recombinante do capsideo do PCV2. A partir do cDNA produzido, foi realizada a
PCR em tempo real para a quantificacao relativa utilizando primers especificos para f-actina
(controle enddgeno), IL-4 e INF-y, utilizando o kit Master Mix Syber Green® (Fermentas).

As reagdes foram realizadas em placas Opticas de 96 pogos. Cada reagdo consistiu de
um volume final de 25ulL contendo 12,5 pL de Master Mix Syber Green®, 10,0 uL dos
primers correspondentes na concentragao de 1uM e 2,5 uLL do produto de cDNA utilizando o
equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). A amplificagdo foi realizada a 95°C por
10 minutos, 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 56°C por 60 segundos ¢ 72°C por 2 minutos. Os
resultados foram analisados com o sofiware 7500 System versio 1.4. Em cada curva de
amplificacdo, o valor de Ct (threshold cycle) foi calculado, representando o nimero de ciclos
da PCR em que a fluorescéncia do reporter foi detectavel. A andlise das amostras foi realizada

em duplicata e todos os Cts analisados representaram a média do Ct de cada amostra.

2.14. Avaliaciao de marcadores de superficie por citometria de fluxo

No intuito de caracterizar a populagdo de linfocitos T, andlises de expressdo de
marcadores de superficie (CD4" ¢ CD8") foram realizadas em células recuperadas do bago de
camundongos provenientes dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5. Inicialmente, as células foram
incubadas com Fe-block por 45 minutos. Em seguida, foram adicionados 2uL por 10° células
de anticorpos monoclonais anti-CD4-FITC e anti-CD8-FITC (Caltag Laboratories,
Burlingame) e anti-CD44-PE (Invitrogen EUA) por 1 hora a temperatura ambiente. Apos a
incubacdo, as células foram centrifugadas a 2.000 x g por 10 min e, em seguida, o
sobrenadante foi descartado. Um volume de 300pL de PBS 1X com formol 1% foi adicionado

nas células para posterior leitura no aparelho BD FACS Calibur - Cell Quest Pro localizado
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no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Bioldgicas (NUPEB) da Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP), Ouro Preto, Minas Gerais sob o auxilio do Professor Luis Carlos Crocco
Afonso. Células do bago, isotipos, CD4" (FITC), CD8" (FITC), CD44 (PE) foram utilizados
para calibragem do equipamento. Todos o grupos (G1,G2,G3,G4,GS) foram marcados com
CD4xCD44 ¢ CD8xCD44 para avaliagcdo da populacdo de células de memoria analisadas no

software Flow Jo.

2.15. Avalia¢do da resposta humoral por ELISA indireto

A proteina Cap — PCV2 recombinante purificada e dialisada foi diluida em tampao
carbonato 50 mM e pH 9,6 para a obten¢do de uma solu¢do com a concentragdo desejada. Em
seguida, 100 puL da solugdo preparada foram utilizadas para sensibilizar cada pogo, sendo a
quantidade de proteina recombinate igual a 0,125ug/poco. A placa foi entdo incubada a 4 °C
por cerca de 12 horas. Decorrido este periodo, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T (NaCl
0,9 %; Tween-20 a 0,05 %; tampao fosfato 50 mM e pH 7,4) antes que 100 uL do tampao de
bloqueio (caseina 3% diluida em PBS-T) fosse adicionado a cada pogo. Apds incubagdo de 3
horas a 37°C, foram feitas mais duas lavagens com PBS-T. Em seguida os soros dos animais
pertencentes aos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 coletados nos dias 0, 14, 28 e 45, foram
diluidos (1:10) e entdao 100 uL adicionados a cada pogo. A placa foi incubada a 37°C por 1
hora e posteriormente lavada por trés vezes. O anticorpo secundario (anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase - Upstate) foi devidamente diluido (1:20.000) e 100 pL. foram
adicionados a cada pogo e a placa incubada a 37°C por 1 hora. Finalmente, a placa foi lavada
seis vezes com PBS-T e 100 uL da solu¢dao que continha o substrato (20 mL de tampao citrato
fosfato 100 mM, pH 6,0, 4mg de O.P.D. (o — fenildiaminobenzeno) ¢ 2,5 uL de H,O, 30
volumes) foram adicionados em cada poco, sendo a placa incubada por um periodo de 15
minutos em local escuro. A reagdo foi paralisada adicionando-se 50 pL de solucao de acido

sulftrico 1:20 e a leitura realizada em leitor de placa a 492 nm.
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2.16. Analises estatisticas

As médias dos parametros estudados foram comparadas entre os grupos por meio de
analise de variancia (ANOVA) utilizando o software Graph Pad PRISM 4.00 for WINDOWS

3.11. O nivel de significancia considerado foi de P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Construcio do adenovirus recombinante

Primeiro, a ORF2 do PCV2 foi amplificado via PCR (Figura 3) a partir do DNA total
de células SK6 infectadas com o PCV2. Apés a purificagio do produto da PCR
correspondente ao fragmento de 720 pb, a ORF2 foi clonado no vetor pPGEM-T easy e células
de E. coli competentes foram transformadas com esta construcao (pGEM-ORF2). A clonagem
foi confirmada a partir do sequenciamento e da clivagem do DNA plasmidial extraido das
coldnias recombinantes, pela endonuclease de restricio EcoRI, observando-se o padrdo de
bandas esperados correspondentes aos fragmentos de 402 pb e 318 pb na eletroforese em gel

de agarose 0,8% (Figura 4).

1 23 45 67 8

<«—720pb
600 pb —»

Figura 3: Isolamento da ORF2 pela PCR convencional. Canaleta 1: Marcador de DNA Ladder 100 pb
(GIBCOBRL); Canaleta 2: Controle negativo; Canaletas 3 a 7: Produtos amplificados de 720pb correspondente ao
DNA/ORF2 do PCV2; Canaleta 8: Controle positivo da reagdo com o produto da ORF 2 do PCV2.
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Figura 4: Ensaio de restricio do pGEM-ORF2. Clivagem do plasmideo pGEM-ORF2 pela enzima de
restricdo EcoRI. Canaleta M: Marcador de DNA Ladder 100 pb (GIBCOBRL); Canaletas 1, 2, 3 e 4: Clones

selecionados e confirmados pela clivagem, observados pelos fragmentos de 402 ¢ 318pb.

Os ensaios de restricdo do plasmideo pGEM-ORF2 com as enzimas Nhel e Acll
produziram o fragmento de 720 pb correspondente a ORF2 do PCV2, e a clivagem do

plasmideo pAd5-Blue pelas enzimas Clal e Xbal linearizam o vetor (Figura 5).
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Figura 5: Ensaio de restricio dos DNAs plasmidiais. Canaleta M: Marcador de DNA Ladder 50 pb
(Fermentas); Canaleta 1: Produto da clivagem do plasmideo pGEM-ORF2 pelas enzimas Acll e Nhel,
observacdo do fragmento de 720 pb correspondente a ORF2. Canaleta 2: Produto da clivagem do plasmideo
pAd5-Blue pelas enzimas Clal e Xbal, observagdo do fragmento correspondente ao vetor linearizado e do

fragmento correspondente aos genes lacZ e amp.

O segmento correspondente a ORF2 foi entdo ligado no vetor pAd5-Blue clivado e
linearizado (Figura 6). Apds a transformagao das células de E. coli TOP10 eletrocompetentes
com a construgdo pAdS5-Blue ORF2 e extracio do DNA plasmidial das colonias
recombinantes, a clonagem foi confirmada por um ensaio de restricdo com a enzima HindIll,

observado-se o padrao de bandas esperado (Figura 7).
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Figura 6: Mapa fisico do vetor pAd5-Blue ORF2. Construcdo do sistema pAd5-Blue ORF2 que codifica a
proteina do capsideo viral do circovirus suino 2 (PCV2) fusionada ao promotor forte CMV, reconhecido pela
magquinaria de transcricdo em célula de mamifero, e a cauda poli adenilada, importante para o mecanismo de
expressdo da proteina do capsideo do PCV2. Essa construgdo possui também marca de resisténcia a canamicina

e origem de replicacdo importantes para clonagens em bactérias.

= 8010pb
- 6466pb

- 5322pb
-- 4597pb

| =3010pb
2937pb

- 2081pb

Figura 7: Confirmacio da clonagem do fragmento de 720 pb no vetor pAd5-Blue. Clivagem dos vetores de
adenovirus pela enzima HindlIll. Canaleta M: Marcador de DNA Ladder 1 kb (Fermentas); Canaletas 1 e 2:
Produto da clivagem do adenovirus recombinante (pAd5-Blue ORF2), observagdo de um fragmento de 3895 pb
(posicdo marcada com um asterisco) correspondente a regido onde foi inserida a ORF2 (702pb). Canaleta 3:
Produto da clivagem do plasmideo pAd5-Blue clivado pela enzimas Clal e Xbal, mostrando o padrao de bandas

na auséncia do fragmento Clal/Xbal do genoma do virus.
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3.2. Transfeccao em células HEK 293

Ap6s a confirmagdo da construgdo, dois clones foram selecionados e linearizados por
um ensaio enzimatico com a enzima Pacl. Posterior a linearizagdo dos vetores pAd5-Blue
ORF2, este foram utilizados na transfeccdo de células da linhagem HEK 293. As células
foram observadas diariamente e as placas virais coletadas quando visiveis normalmente, 4 a 8
dias apds a transfec¢do. As placas foram individualmente selecionadas para infectar células

HEK 293 cultivadas com confluéncia de cerca de 60%.
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3.3. Expressao da proteina in vitro

A partir dos ensaios de Western blotting (Figura 8) e Imunoperoxidase (IPMA) (Figura
9) realizado em duas repeticdes, foi possivel detectar a expressdo da proteina do capsideo
viral do PCV2 (codificada pela ORF2) em cultura de células HEK 293 infectadas com o
adenovirus recombinante nao purificado. Esses resultados indicam que o sistema de expressao

construido ¢ funcional, sendo capaz de expressar a proteina do capsideo do circovirus suino 2.

25 kDa e . ' u

20 kDa "= :
Wi

Figura 8: Expressio da proteina do capsideo do PCV2 por Western blotting em células HEK 293
infectadas com os adenovirus recombinantes. Canaleta 1: Proteina do capsideo do PCV2 purificada usada
como controle positivo. Canaleta 2 e 3: Células PK15 livres de PCV 2 e células HEK 293 livres de PCV 1 ¢
PCV 2 e adenovirus recombinante, respectivamente. Canaleta 4: Proteina do capsideo do PCV2 expressa pelas
células PK15 infectadas com PCV1 e PCV2. Canaletas 5 e 6: Proteina do capsideo do PCV2 expressa pelos

adenovirus recombinantes #2 e #8 ( indicada pela seta), respectivamente.
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Figura 9: Ensaio de imunoperoxidade em monocamada (IPMA). O controle negativo (A) indica células
HEK293 livres de PCV e adenovirus recombinante. As células HEK293 (B) marcadas indica a proteina do
capsideo do PCV2 expressa pelo adenovirus recombinante. A marcacdo indicada em vermelho indica a
expressdo da proteina do capsideo do PCV2 em sistema in vitro (ver seta). Visualizagdo em microscopio

invertido com um aumento de 100X.

3.4. Avaliacdo da expressio da proteina do capsideo em células HEK 293

transfectadas com adenovirus recombinante purificado

Apo6s a purificagdo do adenovirus recombinante utilizando ultra centrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio e didlise, o virus purificado foi titulado pelo método de dose
infecciosa para cultura de tecidos com 2x10° TCIDso/50ul. e submetido a técnica de
imunofluorescéncia (IFA). A partir dos ensaios da IFA (Figura 10) foi possivel detectar a
expressdo rapida da proteina do capsideo viral do PCV2, em cultura de células HEK 293
infectadas com o adenovirus recombinante purificado. Estes resultados indicam que o sistema
¢ funcional em cultura celular quando administrado na forma purificada, evidenciado na
Figura 10, por meio de uma eficiente expressao da proteina do capsideo do circovirus suino 2

apods duas horas de inoculagdo com o adenovirus recombinante purificado.
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Figura 10: Imunofluorescéncia de células HEK 293 infectadas com adenovirus recombinante purificado.
O controle negativo (A) ndo mostra fluorescéncia. Uma fluorescéncia fraca ¢ observada na imagem B com um
tempo de 1 hora de incubagdo com o virus purificado. A imagem C apresenta uma forte fluorescéncia com
apenas 2 horas de incubagdo com o adenovirus purificado. Visualizacédo realizada em microscopio invertido com

um aumento de 400X.

3.5. Avaliacio do potencial imunogénico do candidato vacinal em animais

O experimento de proliferacdo celular foi realizado em duas repeti¢des utilizando
Spg/mL ou 2pg/mL de proteina Cap-PCV2 e as leituras de absorbancia foram feitas em
espectrofotometro em um comprimento de onda de 550 nm.

As células do bago submetidas aos tratamentos com o meio RPMI 1640 a 5% de SFB
e submetidas ao tratamento com Concanavalina A (ConA) apresentaram uma maior
proliferacdo em relagdo ao grupo administrado com a proteina recombinante do capsideo do
PCV2. A proliferagdo com o meio RPMI 1640 foi similar em todos os grupos. A proliferagao
com a ConA apresentou proliferacao elevada. Por outro lado, o resultado do tratamento com a

proteina do capsideo do PCV2 purificada mostrou nio proliferacdo celular em comparacio
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com o controle meio RPMI 1640. Esse resultado caracteriza a ocorréncia de morte celular
quando as células foram tratadas com a proteina do capsideo recombinante purificada

conforme ilustrado pela linha tracejada (Figura 11).

* G1 (FBS)
* + I EXm 2 (Saponina)
BE=aG3 (ADM)
O G4 (ADM +Saponina)
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Figura 11: Linfoproliferacio das células esplénicas dos camundongos imunizados. Ensaio de
linfoproliferagao utilizando os tratamentos com o meio RPMI 1640 a 5% de soro fetal bovino (-), Concanavalina
A a 5Spg/mL (+) e a proteina recombinante do capsideo do PCV2 a Sug/mL purificada (#). A linha pontilhada
representada no grafico corresponde aos pogos sem a monocamada celular. O asterisco (*) indica significancia

estatatistica de P < 0,05.

3.6. Dosagem de citocinas

Apos a indugdo das células de bago dos animais vacinados com a proteina do capsideo
do circovirus suino 2 purificada, a transcricdo dos mRNAs responsaveis pela expressao de
interferon y (INF-y) e interleucina 4 (IL-4) dos grupos inoculados com o adenovirus
recombinante (ADN-Cap), adenovirus recombinante mais saponina (ADN-Cap+SAP) e
vacina comercial, foi mensurada por meio da quantificacdo relativa utilizando a PCR em
tempo real em duas repetigdes. A reacdo da PCR em tempo real evidenciou uma elevada
expressdao do mRNA codificante da citocina INF-y no grupo ADN-Cap e ndo expressdo da

citocina IL-4 comparado com os demais grupos (Tabela 1).
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TABELA 1. Quantifica¢iio relativa das citocinas pela PCR em tempo real. Os niimeros correspondem ao niimero de
vezes em que ha aumento na taxa de transcrigdo do mRNA das amostras em relagdo ao controle. O estimulo
Cap-PUR corresponde a proteina do capsideo do PCV2 purificada. O estimulo com meio RPMI 1640
corresponde ao estimulo controle.

GRUPOS ESTIMULO INF-y 1L-4
ADN-Cap Cap-PUR 159,83 0
ADN-Cap+SAP Cap-PUR 0,01 0
COMERCIAL Cap-PUR 3,06 0
GRUPOS ESTIMULO INF-y IL-4
ADN-Cap RPMI 1640 0,04 0
ADN-Cap+SAP RPMI 1640 0 0
COMERCIAL RPMI 1640 0,01 0,01

3.7. Citometria de fluxo (FACS)

A expressdo de marcadores de superficie na populagdo de células de bagco de
camundongos provenientes dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foi caracterizada para mensurar
células CD4", CD8"e CD44.

A Figura 12 mostra inicialmente uma elipse que representa a regido referente a
populacdo de linfocitos. O grupo G1 representa o grupo controle administrado com PBS 1X,
onde os linfocitos T CD4" apresentaram populacdo relativa de 27%. Por outro lado, os
linfocitos T CD8" apresentaram populagdo relativa de 9%. Outro grupo controle (G2)
administrado com saponina, apresentou populagio de linfocitos T CD4" de 31% e populacio
de linfocitos T CDS" de 12%. O grupo vacinado com adenovirus recombinante (G3) nio
apresentou variaco estatistica da populagdo de células T CD4" em relagio ao controle, mas
demonstrou variacdo estatistica na populacio de células T CD8" (13%) em relagdo ao
controle. Por outro lado, o grupo G4 chamou atengéo pela baixa populagio de células T CD4"
(20%) em relacdo ao controle e ndo mostrou variacdo estatistica na populacdo de células T
CD8" em relagdo ao controle. J4 no grupo imunizado com a vacina comercial (GS5), a
populagdo de células T CD4" apresentou um aumento (30%) em relagdo ao controle, o que

ndo foi detectado na populacdo de células T CDS".
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Figura 12: Citometria de fluxo das células esplénicas dos camundongos imunizados. Citometria de fluxo da
populagdo de células de linfocitos estimuladas pelas inoculagdes realizadas nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5,
utilizando como marcadores os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 marcado com FITC e anti CD44 marcado com

PE.
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A citometria de fluxo (FACS) mostrou que a vacina comercial estimulou a
proliferacdo da populagio de linfocitos T auxiliar (CD4") apesar de P > 0,05 (Figura 13A) e,
em contrapartida, o adenovirus recombinante estimulou a proliferacdo da populacdo de

linfécitos T citotoxico (CD8") com P < 0,05 (Figura 13B).
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Figura 13: Representacio griafica da populaciio de células de meméria. Modelo representado em barras do
FACS mostrando os grupos G1 (PBS), G3 (adenovirus recombinante) e o grupo G5 (comercial). O grafico
referente aos linfécitos T CD4" (13A) mostra a proliferacio dessas células dirigidas contra a vacina comercial
ndo ocorrendo significancia estatistica (P > 0,05) com os demais grupos. O grafico referente aos linfocitos T
CDS8" (13B) mostra a proliferacdo dessas células dirigidas contra o adenovirus recombinante com significAncia

estatistica (P < 0,05) comparado com o controle PBS (*) e P < 0,05 comparado com a vacina comercial (**).
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3.8. Resposta humoral

O soro dos animais imunizados foram submetidos a um ensaio imunoenzimatico
(ELISA) com o intuito de avaliar a producdo de anticorpos contra o PCV2. A resposta imune
humoral avaliada pelo ELISA indireto ¢ Westerm blotting (Figura 14 e 15) demonstrou que a
coleta de soro do dia 14 apresentou uma ligeira produ¢do de anticorpos nos grupos dos
animais vacinados com uma Unica dose quando comparadas com os controles. Apos a
segunda dose, a vacina comercial (G5) apresentou elevada produgdo de anticorpos conforme
observado em amostras de soro coletadas no dia 28 (P < 0,05). Por fim, em amostras de soro
coletadas no dia 45, o grupo administrado com adenovirus recombinante (G3) apresentou um

aumento na producdo de anticorpos quando comparado com as coletas anteriores (Figura 14).

i1 (PES)
G (Saponina)

— 53 (AN

< (ADMN+Saponina)
5 (Comercial)

Abs

Figura 14: Cinética de producio de anticorpos dos soros coletados nos intervalos entre cada inoculacio.
Modelo representado em barras do ELISA indireto mostra os grupos G1, G2, G3, G4 ¢ o grupo G5 nos dias 14,
28 e 45 pos vacinagdo. Na coleta de soro do dia 14 observou-se uma ligeira producdo de anticorpos nos grupos
dos animais vacinados com uma Unica dose. Apds a segunda dose no dia 14, observou-se a produgdo de
anticorpos principalmente nos animais inoculados com a vacina comercial, conforme se evidencia na coleta
realizada nos dias 28 e 45 com significancia estatistica (P < 0,05) comparado com os controles (*). Na coleta de
soro do dia 45 observou-se também um aumento na produgdo de anticorpos do grupo administrado com
adenovirus recombinante, além de a vacina comercial ndo apresentar significancia estatistica (P > 0,05) quando

comparado com o adenovirus recombinante.
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Figura 15: Reacao de Western blotting utilizando soro dos camundongos vacinados. Canaleta M: Marcador
de massa molecular de 10 a 200 kDa em gel SDS-PAGE. Canaleta 1: Proteina Cap-PCV2 purificada
representada em gel SDS-PAGE. Canaleta 2: Western Blotting da proteina Cap-PCV2 marcada com soro de
camundongos imunizados com adenovirus recombinante. Canaleta 3: Western Blotting da proteina Cap-PCV2
marcada com soro de camundongos imunizados com vacina comercial. Todos os soros foram utilizados na

diluigdo 1:100.
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4. DISCUSSAO

O desenvolvimento de vacinas contra o PCV2 tem sido utilizado como estratégia
profilatica da PMWS, além de auxiliar no controle da carga viral de PCV2 nas granjas de
suinos subclinicamente infectados. Vacinas produzidas por tecnologia de DNA recombinante
tem sido desenvolvidas baseadas na expressdo heteréloga da proteina do capsideo do PCV2,
entre estas pode-se destacar as vacinas de DNA (Silva Jr et al., 2009; Blanchard et al., 2003;
Kamstrup et al., 2004), vacina quimérica entre o PCV1-PCV2 (Fenaux et al., 2004), vacinas
utilizando o virus da pseudo-raiva (Song et al., 2007) e o baculovirus (Fan et al., 2008).
Apesar da existéncia de vacinas contra 0 PCV2 no mercado mundial, ndo se pode deixar de
evidenciar o elevado valor das doses para os produtores. Dessa forma a justificativa da
constru¢do de um candidato vacinal que expressa da proteina do capsideo do PCV2 por
adenovirus recombinante ¢ baseada por ser um eficiente mecanismo de adsor¢do e expressao
da proteina do capsideo nas células, além do candidato vacinal ser construido com a ORF2 de
um isolado brasileiro com caracteristicas moleculares conservadas capazes de previnir a
infec¢do da maioria das granjas brasileiras.

Neste trabalho, nos construimos um sistema que expressa a proteina do capsideo do
Porcine circovirus 2 por intermédio de um vetor de adenovirus recombinante e,
posteriormente, foi avaliado o potencial imunogénico em camundongos BALB/c. A expressao
da proteina recombinante do capsideo do PCV2 foi confirmada por ensaios de Western
blotting, ensaios de imunoperoxidase em monocamada e ensaios de imunofluorescéncia.

Posterior aos ensaios de verificagdo da expressdo da proteina, foram realizadas duas
inoculagdes do adenovirus recombinante em modelo murino utilizando um titulo de 2x10°
TCIDso/50puL (Wang et al., 2006). Nesta segunda etapa experimental foram avaliados alguns
parametros relativos as respostas imune humoral e celular.

Nos ensaios de linfoproliferacdo celular ndo foi evidenciado proliferacdo de células

esplénicas estimuladas com a proteina Cap-PCV?2 purificada. Esse fato gera o indicio de que a
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proteina recombinante purificada atuaria como imunossupressora uma vez evidenciado morte
celular, conforme observada na linha pontilhada da figura 11, ao contrario do estimulo com o
PCV2 purificado o qual estimulou a proliferacdo celular com significancia estatistica (P<0,05)
em comparagdo ao controle (Silva Jr et al., 2009). E possivel sugerir a hipotese de que o virus
integro estimularia os receptores das APCs e linfocitos, favorecendo uma sinapse imunologica
efetiva. Uma segunda hipdtese seria que a proteina recombinante na concentragdo (5 pg/mL)
poderia ter sido toxica para as células esplénicas.

Embora a proteina Cap-PCV2 purificada utilizada como estimulo nao tenha sido
eficiente na técnica de linfoproliferacao, ela foi capaz de induzir nos esplendcitos dos animais
vacinados a produgdo de citocinas apos 24 horas de incubagdo a 37°C, com elevada expressao
de mRNA de INF-y (tipica de resposta Thl) e ndo produgdo de IL-4. A elevada producdo de
INF-y observada neste experimento relaciona-se com outro modelo de vacina que utilizaram o
sistema de expressdo da proteina do capsideo do PCV2 em baculovirus (Fan et al., 2008).
Segundo Ramamoorthy e Meng (2009), o desequilibrio entre as resposta Thl e Th2 tem uma
importante relacdo com a genética do hospedeiro. O aumento do mRNA de INF-y diminui a
expressao dos mRNAs de varias citocinas (IL-2, IL-4 e IL-10) e o aumento da IL-10 em
suinos infectados com PCV2 suprime a resposta Th1 (Ramamoorthy e Meng, 2009).

Aravindaram et al. (2009) vacinaram camundongos BALB/c com vetores de DNA
recombinante que expressam as ORFs 1, 2 e 3 do PCV2 de forma combinada. Neste ensaio
também foi observada uma expressdo de INF-y nos camundongos vacinados ¢ uma baixa
resposta do tipo Th2 quando os niveis de IL-10 foram mensurados. Segundo Abbas e
colaboradores (2008), a elevada expressio de INF-y ¢ importante para a ativacdo de
macrofagos, estimulo de células efetoras Thl, aumento da expressao de MHC e apresentagao
de antigeno. Este fato corrobora com a resposta imune celular T CD8" estimulada pelo
adenovirus recombinante uma vez que a elevada taxa de transcricdo de mRNA de INF-y esta
diretamente relacionada com a proliferacdo dos linfécitos T CDS8". Essas caracteristicas
imunologicas foram estimuladas pelo adenovirus recombinante e destaca a importancia desse
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candidato vacinal na inducao de resposta imune celular contra o PCV2.

Baseado na analise dos resultados de citometria de fluxo pode-se observar que o grupo
vacinado com adenovirus recombinante (G3) ndo apresentou variagdo significativa da
populacdo de células T CD4" em relagdo ao controle, mas mostrou um aumento na populagdo
de células T CDS8". Entretanto, nos animais do grupo G4 (adenovirus recombinante mais
saponina), houve uma baixa populacio de células T CD4" e n3o ocorreu uma variagio
significativa na populacio de células T CDS8", o que sugere que a saponina poderia estar
inibindo a resposta imune induzida pelo adenovirus recombinante. Por outro lado, a
populagdo de células T CD4" nos animais do grupo comercial (G5), apresentou um aumento
estatisticamente ndo significativo em relacdo aos animais do grupo controle. Os achados
encontrados no FACS indicam que a vacina comercial estimulou a proliferagdo da populagao
de linfocitos T auxiliar, em contrapartida, o adenovirus recombinante estimulou a proliferacdao
da populagdo de linfocitos T citotoxico. Esses resultados sugerem que células T CD8" estejam
associadas com a citotoxicidade especifica ao virus, o que pode contribuir para uma
imunidade protetora contra infec¢des pelo PCV2. A proliferagdo de linfocito T citotoxico
induzida pelo Plasmodium vivax, por exemplo, ¢ considerada um mecanismo efetor na
prote¢do imune contra as infec¢des (Doolan et al., 1996).

Embora o grupo de animais vacinados com adenovirus recombinante (G3) tenha
mostrado uma produgdo efetiva de linfocitos T CD8, o grupo de animais vacinados com
adenovirus mais saponina (G4) apresentou uma redugio da populagio de células T CD8". Isso
pode ser atribuido a administragdo do adenovirus juntamente com o adjuvante saponina na
dose de inoculacdo utilizada nos camundongos, o que poderia ter levado a uma
desestabilizacdo estrutural do vetor vacinal, compromentendo o processamento eficiente do
candidato vacinal na célula.

Nos ensaios de experimentagdo in vivo, todos os grupos vacinados soroconverteram
com produgdo de anticorpos anti-PCV2 a partir de 14 dias apos a vacinagdo. Nos testes de
ELISA e Western blotting (Figuras 14 e 15) foi possivel observar maior produgdo de
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anticorpos ap6s a segunda dose por meio das coletas dos dias 28 e¢ 45 (Figuras 14). Os
resultados observados sdo coerentes com os dados de literatura em que vacinas de virus
inativados (nosso controle comercial) t€ém maior potencial de producdo de anticorpos em
relagdo as vacinas de DNA (caso similar ao nosso candidato vacinal) (Silva Jr. et al., 2009).
Devido ao fato de o virus propagar-se associado as cromatides irmas de células filhas
(Steiner et al., 2008) e o mesmo se replicar em células endoteliais e epiteliais (Kenneth et al
2009), sugere-se que o adenovirus recombinante seria um bom candidato vacinal uma vez que
estimulou a transcricdo de mRNA da citocina INF-y bem como proliferacao de linfocitos T
citotoxico o que destaca eficiénica na eliminagdo do virus. Dessa forma, o adenovirus
recombinante ¢ um candidato vacinal promissor para ser testado em suino SPF e

convencional.
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5. CONCLUSOES GERAIS

. O PCV2 foi classificado dentro dos subgrupos 1AB, 2D e 2.

J Os isolados brasileiros apresentaram diversidade genética que evidencia o
relato de introducdo do virus mais que uma vez.

o Grande parte dos isolados de PCV2 apresentaram origem europeia e asiatica.

. O adenovirus recombinante parece possuir um mecanismo eficiente de entrada
na célula, pois foi capaz de expressar a proteina do capsideo do PCV2 in vitro.

o Camundongos BALB/c vacinados com o adenovirus recombinante
apresentaram uma resposta imune celular especifica, pois apresentaram maior proliferacdo de
linfocitos T citotoxico (CD8") em comparagio com os animais que receberam a vacina
comercial.

. Os animais vacinados com adenovirus recombinante expressaram altos niveis
de mRNA de interferon gama (INF-y).

o Os animais vacinados com o adenovirus recombinante produziram anticorpos
principalmente ap6s a inoculacao da segunda dose.

o O modelo de vacina utilizado neste trabalho pode ser utilizado em estudos de

vacina¢ao em suinos SPF e convencional.
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Porcine circovirus 2 (PCV2) is the major causative agent of postweaning multisystemic wasting syndrome
(PMWS) and is associated with different syndromes affecting pigs. The PCV2 genome has three main
open reading frames (ORFs) among which the ORF2 encodes the capsid protein. In this study, the ORF2
nucleotide sequences of 30 Brazilian isolates were analyzed. The sequences were compared to other
GenBank sequences using phylogenic and phylogeographic approaches. Our results show high sequence
variability in Brazil, since, in this work, the Brazilian isolates were classified into subgroup 1AB, 2D and
2, which reveals that the virus was introduced in Brazil more than once. On the other hand, most of
Brazilian isolates seem to be derived from only one introduction. According to the data from the Pig
Breeders’ Association, the multiple introductions of the virus probably occurred through the import of
animals with the asymptomatic form of the virus or through the import of contaminated semen. The
results point to the necessity of implementing programs aimed at selecting sows in order to avoid the

Keywords:

PCV2

Bayesian Inference
Haplotypes networks

import of animals infected by Group 1 PCV2.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Porcine circovirus (PCV) is a small, isometric, nonenveloped
virus (17 nm in diameter), pertaining to the Circovirus genus and to
the Circoviridae family. This virus presents single-stranded circular
DNA, with approximately 1.76 kb (Lukert et al., 1995). The genome
of PCV has three main open reading frames (ORFs) that encode well
characterized proteins: ORF1 encodes the viral replicase proteins
REP and REP’; ORF2 encodes the viral protein capsid; and ORF3
encodes a protein which leads to cellular apoptosis and which is
fundamental to the development of the viral pathogenesis (Liu et
al., 2006; Morozov et al., 1998). Two types of PCV were character-
ized, PCV1 and PCV2. Although PCV1 was initially described as an
infectant of porcine kidney (PK15) cell line, it shows no pathogenic
traits (Tischer et al., 1974). On the other hand, PCV2 is the major
causative agent of postweaning multisystemic wasting syndrome
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(PMWS) in pigs, a multifactorial disease. Additional factors, besides
the presence of PCV2, are necessary to the development of this clin-
ical disease (Segalés et al., 2005). Other diseases, such as porcine
dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS), proliferative and
necrotizing pneumonia (PNP), perinatal myocarditis and reproduc-
tive failures are also associated to PCV2 (Allan and Ellis, 2000). The
terminology Porcine Circovirosis has been currently used to refer
to any of these diseases when they are associated to PCV2 (Almeida
et al.,, 2004).

Economic losses, caused by several pathogenic agents, have
stimulated pathogen genetic diversity studies aiming at achieving
better understanding in regards to their evolutionary and epidemi-
ological mechanisms (Dulac and Ahmad, 1989; Tischer et al., 1986,
1995). For instance, studies using restriction fragment length poly-
morphisms (RFLPs) were carried out in an attempt of classifying
the whole PCV2 genomes in Canada, China and Japan (Hamel et al.,
2000; Takahagi et al., 2008; Wen et al., 2005).

Based on phylogenetic studies, a classification model for PCV2
has been proposed by Olvera et al. (2007). Such classification
divides the virus lineages into two major groups (1 and 2), which
are subcategorized into subgroups from 1A to 1C, and from 2A to
2E. Several studies have demonstrated that isolates from animals
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with PMWS are more often included in Group 1, whereas isolates
from animals without this disease are frequently included in Group
2 (An et al., 2007; Grau-Roma et al., 2008).

ORF2 is a reliable phylogenetic marker for PCV2 strains because
it allows the reconstruction of the same tree which could be recon-
structed through the whole viral genome analysis (Olvera et al.,
2007). In addition, ORF2 is under less selective pressure than ORF1,
accumulating more variability and providing more informative
sites for phylogenetic tree reconstructions (Olvera et al., 2007). Fur-
thermore, ORF2 would be a more suitable molecular marker for
epidemiological and phylogenetic studies since its sequencing is
less labor extensive than the sequencing of the whole genome (De
Boisseson et al., 2004; Opriessnig et al., 2006; Takahagi et al., 2008).

In Brazil, due to the recent damages caused by PMWS, several
researchers have been isolating PCV2 in porcine farms in different
regions, such as in the States of Espirito Santo (ES), Goias (GO),
Minas Gerais (MG), Rio Grande do Sul (RS) and Santa Catarina (SC)
(Barcellos and Pescador, 2003; Chiarelli-Neto et al., 2006; Ciacci-
zanella and Mores, 2001; Sobestiansky et al., 2002). Castro et al.
(2007) showed that Brazilian ORF2 sequences present from 91.9 to
100% identity with Asian, European, North American and African
isolates. They highlighted that a sequence sampled in Minas Gerais
presented 100% of identity with ORF2 sequences sampled in France
and in the United Kingdom, which allows them to conclude that the
virus was introduced in Brazil through the import of European pigs.

In this work, we have amplified the sample of Brazilian
sequences through cloning and sequencing ORF2 from 11 new
isolates of PCV2 sampled in six different Brazilian states. These
sequences were compared to others available in GenBank, which
were already properly identified by the classification model pro-
posed by Olvera et al. (2007). Our objectives were (1) to classify
the Brazilian isolates using this system, (2) to evaluate the genetic
diversity of the virus in Brazil and (3) to test whether the virus was
imported from European pigs, as stated by Castro et al. (2007).

2. Materials and methods

2.1. Isolation of PCV2

A total of eleven samples of Brazilian animals with classic
clinical signs of Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) were collected, in 2005, in six Brazilian states. One sam-
ple (EU755378) was from Bahia (BA), four samples (EU755371,
EU755372, EU755374, EU755379) were from Espirito Santo (ES),
one sample (EU755376) was from Minas Gerais (MG), one sample
(EU755373) from Parana (PR), two samples (EU755377, EU755381)
from Santa Catarina (SC) and two samples (EU755375, EU755380)
were from Sdo Paulo (SP). Fig. 1 shows the sampling sites for all of
the Brazilian sequences used in this work. Two samples (DQ856575
and DQ861901) did not present any identification regarding the
state or region of origin.

After the collection, each sample was frozen at —20 °C and used
for virus isolation and subsequent cultivation in porcine kidney
cells (SK6) free of PCV2. The cells were propagated at 37 °Cin 5% CO,
atmosphere in minimal essential medium (MEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) in the presence of 1 g/l strepto-
mycinand 750 mg/I penicillin. After 24 h, the cells were treated with
300 mM bp-glucosamine (SIGMA, Germany) and then incubated for
48 h at 37 °C. The total DNA was then extracted with the Genomic
DNA Purification Kit from Tissue (PROMEGA, USA).

2.2. Amplification, cloning and sequencing of ORF2

The viral DNA (720 bp) was amplified through the polymerase
chain reaction (PCR) technique using specific oligonucleotides:

H158 (1)
H159 (1)
H161 (1)
H165 (1)

H161 (1)
H166 (1)
H189 (1)
H47 (1)

] H105 (1)

H184 (1)

Fig.1. Map showing the collection sites of PCV2 isolates. The numbers in parenthesis
() correspond to the frequencies of each haplotype in Brazilian states: BA, Bahia; ES,
Espirito Santo; MG, Minas Gerais; PR, Parana; SC, Santa Catarina; RS, Rio Grande do
Sul.

FCAP 5'-GGCTAGCCGATGACGTATCCAAG-3' (Forward) and RCAP 5'-
GACGCGTCGTTAGGGTTTAAGTG-3’ (Reverse), constructed from the
Brazilian PCV2 isolate sequence (DQ364650). Amplification was
carried out in 30 cycles with the annealing temperature at 55 °C.
The PCR product was cloned in the pGEM vector using the pGEM-
T - Easy™ kit (PROMEGA, USA). Plasmid DNA was purified with
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System kit (PROMEGA,
USA). DNA sequencing adapted by Sanger et al. (1977) was used to
confirm the sequences in a MegaBACE 1000 (GE Healthcare), by
using the M13 Forward and Reverse primers.

2.3. Nucleotide sequence analysis

The ORF2 nucleotide sequences of the PCV2 genome were
edited using the Chromaspro1.34 program (http://www.technely-
sium.com.au/chromas.html) in order to remove the vector regions.
A search for other ORF2 sequences was performed in Gen-
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Three hundred and twenty
sequences were selected and then aligned with those eleven
sequences obtained in this study using the ClustalW program with
default parameters (Thompson et al., 1994). The alignment of all
sequences was visually inspected using Mega 4.0 (Tamura et al.,
2007). All used sequences are specified in Supplemental Table
1.

A phylogenetic hypothesis was inferred through Bayesian Infer-
ence (BI) in the Mr.BAYES 3.1 program (Huelsenbeck and Ronquist,
2005; Ronquist and Huelsenbeck, 2003). In order to speed up
the construction of the trees, a basic model of nucleotide sub-
stitution was inferred with the aid of the MrModeltest program
(Nylander et al., 2004). This approach supplies MRBAYES 3.1 with
the parameters which must be estimated, in order to avoid the
excess of parameters used in both topology and branch size esti-
mations. An initial analysis was performed by using all GenBank
sequences available plus the new sequences found in this study
(total of 331 sequences). For the sake of simplicity, a second analy-
sis was carried out, including only the samples of Brazilian isolate
sequences and a limited number of GenBank sequences, represent-
ing all groups of a previous PCV2 classification model (Olvera et
al.,, 2007). Indeed, this second analysis contains only 93 unique
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sequences, or haplotypes (all sequences which showed 100% iden-
tity with any other sequence included were not considered). In
addition, since most GenBank sequences fall into subgroup 1AB,
and most of them either correspond to a single haplotype (named
H1) or differ from H1 by only one nucleotide, we also decided
to exclude all these haplotypes from our simplified phylogenetic
tree.

Once the phylogenetic tree was constructed, we localized
the Brazilian Haplotypes within the respective groups and sub-
groups and constructed haplotype networks (Bandelt et al.,
1999) using those groups which contain Brazilian sequences, in
order to visualize the relationships of these sequences with the
sequences recovered by GenBank, which were sampled around
the world. These analyses were performed using the Median Join-
ing (M]) algorithm implemented into the Network 4.2.0.1 program
(http://www.fluxus-engineering.com).

3. Results

Fig. 2 shows the simplified phylogenetic hypothesis (see Sec-
tions 2 and 2.3) found in this study and built by using the 93
haplotypes sequenced for PCV2-ORF2 sequences. This tree shows
almost all of the groups and subgroups proposed by Olvera et al.
(2007). The only difference refers to fact that, in the tree pre-
sented in this paper, subgroups 1A and 1B were merged into a
single subgroup 1AB. Most sequences found in GenBank, as well
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as the majority of Brazilian sequences (28 out of 30), were included
into subgroup 1AB. On the other hand, one Brazilian sequence
(DQ856568) was included within the H184 haplotype, classified
as 2D. The phylogenetic tree also shows the existence of one Brazil-
ian isolate sequence (DQ856572-H189) near the subgroups 2A and
2D but not classified within any subgroup pertaining to Group 2
(Fig. 2).

Fig. 3 shows the sequence network of subgroup 1AB, contain-
ing all sequences classified within this subgroup by the complete
phylogenetic tree constructed preliminarily (data not shown, Sec-
tions 2 and 2.3). Differently from the phylogenetic tree, the network
allows the representation of the frequency in which each haplo-
type appeared, as well as the labeling of sequences regarding their
geographic origin. In this work, we labeled differently Brazilian,
North American, European or Asian sequences. In this sense, it is
noticeable that the haplotype H1 is very frequent in several loca-
tions: Europe, Asia and also in Brazil. This haplotype occupies a
central position in the net. Several other haplotypes, coming from
samples collected in different continents, show only one differ-
ent nucleotide in comparison to the H1 haplotype, thus suggesting
its ancestry. It is also possible to observe a tight aggregation of
North American sequences (showed in black with haplotypes not
marked with +), which seem not to be related to Brazilian sequences
(showed in black with haplotypes marked with +). In addition, Fig. 3
also shows that only H47 haplotype is divergent in relation to other
Brazilian haplotypes.

2B

\
1.00 1AB
.
05
1.00
~ %0
073
0.9
0.95
o 1.00
H189
0.95
0.93
2E
0.73

2A

Fig. 2. Majority rule consensus tree obtained through Bayesian analysis of the 93 haplotypes of PCV2-ORF2. The posterior probability values calculated using the best trees
found by MrBayes are shown beside each interior branch. Squares delimitate the subgroup classification model for PCV2 proposed by Olvera et al. (2007). Most Brazilian
species fall into subgroup 1AB with exceptions of H184 and H189, which fall within Group 2.
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Brazilian Haplotypes®

H47

@ America
O Asia
@ Europe

o

Fig.3. Median-joining network of the haplotypes classified in subgroup 1AB built on the Network v 4.2.0.1 program application. Circumference sizes are relatively proportional
to the haplotypes relative frequencies. A black asterisk marks the H1 haplotype; whereas a plus (+) signal marks the haplotypes exclusively sampled in Brazil.

Also based on the complete phylogenetic tree, a network was
constructed using Group 2 GenBank sequences (60 sequences), as
well as the Brazilian sequences classified as H184 and H189 (Fig. 4).
H184 is the most frequent haplotype within subgroup 2D, and it
was sampled once in Brazil, two times in Europe (Germany and
Hungary) and once in China (see Supplemental Table 1). On the
other hand, H189, sampled only in Sao Paulo state, did not cluster

H189

€D Africa
O Asia
@ brazil
@ Europe

@ North America

H184

with any Brazilian Haplotype neither was classified into any sub-
group, as already mentioned (see Fig. 2). Nevertheless, it seems to
be genetically connected to the European haplotype H171, coming
from Germany, as evidenced in Fig. 4.

Finally, Fig. 5 shows the relationships of the Brazilian isolates
with the H1 haplotype. Twenty-eight of thirty Brazilian isolates
were clustered into subgroup 1AB. Two of them were classified

Fig. 4. (A) Median-joining network of Group 2 haplotypes built on the Network v 4.2.0.1 program application. Circumference sizes are proportional to the haplotypes relative
frequencies. H184 and H189 codes correspond to the Brazilian haplotypes classified into Group 2—see Table 1. (B) Median-joining network zoom of subgroup 2D, which

contains the haplotype H184, sampled in Brazil, Europe and China.
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@ AsiA
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© H160 H47

Fig. 5. Median-joining network zoom of Brazilian haplotypes found in subgroup
1AB. Circumference sizes are relatively proportional to the haplotypes relative
frequencies. The number of substitutions between each pair of haplotypes is repre-
sented beside the line which connects them.

as H1, and the other 26 clearly are descendents of H1, being
found exclusively in Brazil. Furthermore, most of Brazilian isolate
sequences were derived from H12 (six of them were classified as
H12), except for H47 — which is clearly not related to H12 - H105,
H162 and probably H13 and H14 (Fig. 5).

4. Discussion

The first objective of this work was to classify the Brazilian iso-
lates of PCV 2 using the system proposed by Olvera et al. (2007). In
order to perform that, we constructed a phylogenetic tree including
30 Brazilian PCV2 isolate sequences, among which 11 were derived
from this study, and 301 correspond to non-Brazilian sequences
(see Supplemental Table 1). Fig. 2 shows the simplified phyloge-
netic tree (see Sections 2 and 2.3), which contains all groups and
subgroups proposed by Olvera et al. (2007), except for the lack of
division of subgroups 1A and 1B. This result was expected, since the
subgroup 1B consists of recombinant isolates which inherit ORF2
from 1A and ORF1 from 2D subgroup (Olvera et al., 2007). Thus, the
ORF2 of 1A and 1B have the same origin and, consequently, cluster
in the same subgroup.

Among the 30 Brazilian sequences included in this study, 28
were classified into subgroup 1AB, and, as well as most sequences
of subgroup 1AB, present high nucleotide identity with haplo-
type H1, the most frequent haplotype found in this study (Fig. 3).
Among these 28 sequences, only the isolate whose sequence
was designed as haplotype H47 (DQ856573) presented a high
number of nucleotides substitutions when compared to H1 (see
Figs. 3 and 5), sharing no nucleotide substitutions with other Brazil-
ian sequences. Indeed, H47 shares some nucleotide substitutions
with H92, exclusively sampled in China (data not shown). The
remaining 27 haplotypes present a higher nucleotide identity with
H1, and share most of the nucleotide substitutions (Fig. 5). Fig. 5 also
suggests that these 27 sequences are closely related, two of them
were classified as H1 and the remaining 25 clearly are descended
from H1. The remaining two sequences, named as H184 and H189,
clustered into Group 2. H184 belongs to subgroup 2D and was
sampled in Brazil, Europe (Germany and Hungary) and China (see
Supplemental Table 1). H189 did not cluster within any subgroup,

and is distantly related to the European haplotype H171 originated
from Germany, as evidenced in Fig. 4.

Regarding the genetic diversity of PCV2 in Brazil, our second
question, a little sample of 30 isolates revealed very distantly
related sequences, which means that the virus was introduced in
Brazil more than once, since there are isolates clustering into sub-
groups 1AB, 2D, and there is even an isolate which could not be
classified through the Olvera’s et al. (2007) system. The presence of
unclassified sequences might mean that the genetic diversity of the
virus is so large that the classification system, tested into hundreds
of sequences, cannot cover all of the diversities. It is important to
emphasize, however, that the genetic diversity of the Brazilian iso-
lates is concentrated into subgroup 1AB, with only two exceptions.

In regards to our third question, which was to test whether
the virus was imported from European matrices, our sample can
respond at least to a part of the question. Given the high frequency
of H1 and its prevalence throughout the world, it is difficult to state
that all of the Brazilian isolates clustered into subgroup 1AB derived
from a unique introduction. However, due to the fact that most of
them seem to derive from H12 (and H12 was exclusively sampled
in Brazil—see Table 1), it is possible to infer that at least 21 isolates
(or perhaps 25, if we include the isolates classified as haplotypes
H13 and H14, see Fig. 5) share a common ancestor, and are thus
derived from a single event of introduction in Brazil. It is important
to emphasize that these 25 sequences were sampled exclusively
in Brazil (Table 1) and that the nucleotide substitutions found in
these haplotypes are not shared by haplotypes sampled in other
countries, demonstrating that such substitutions occurred after the
introduction in Brazil.

The haplotype H1 also seems to be the common ancestor of
most isolates from Asia and America, and is broadly distributed
in Europe (Supplemental Table 1 and Fig. 3). Similarly, H184 was
found in Brazil, Europe and China, while H189 is distantly related
to the European haplotype (H171). Considering only these data,
it is very difficult to state if the Brazilian virus lineages descend
predominantly from Europe or from Asia since almost all Brazil-
ian haplotypes - except H189 - are identical to or are descendant
of haplotypes which very common both in Europe and in Asia.
Nonetheless, the import of animals and semen from Europe by
the program of swine improvement in Brazil suggests that the
introductions of the viruses are due to European sows or semen.
Unfortunately, it is not possible to determine the exact year of intro-
duction of any of these haplotypes in Brazil. However, data from the
Brazilian Pig Breeders’ Association (unpublished data) show high
rates of import of animals and semen from Europe a few years
before the date of the first description of PMWS in Brazil in 2000
(Ciacci-zanella and Mores, 2003). Given that the sampling process
was performed in different Brazilian regions, as well as from inde-
pendent pork breeders, it is reasonably to infer that regardless the
fact that our sample is small, it can be significant, and might sug-
gest that most of the Brazilian animals infected have contracted the
virus from Brazilian lineages, which probably are descendant of few
events of virus introduction in Brazil through European pigs.

If our Brazilian sample is indeed significant, our results mean
that only few PCV2 introductions were enough to disseminate the
PMWS in Brazil. If we join this with the fact that virus lineages
could recombine and eventually form new lineages, potentially
more infective, it is imperative to avoid the import of new lin-
eages from other countries. Since PCV2 needs to be associated to
other infectious and non-infectious factors (Segalés et al., 2005), it
is possible that other isolates have been entered in Brazil in their
asymptomatic form or through imported semen. Thus, the only way
to hold the expansion of more pathogenic isolates and avoid the
damages resulting from this expansion is the proper management
of these animals, mainly obstructing the co-infection of potentially
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Table 1

Distribution of the haplotypes by country of sampling. The haplotypes marked with an asterisk (*) were exclusively sampled in a unique country. The code in parenthesis ()
corresponds to the haplotype classification, and the total sequence of each country shown in the third column.

Country Haplotypes (classification) Total (sequences)
Austria H1(1A); H153*(1A); H176*(2D); 177%(2D) 6
Brazil H1(1AB); H12-16%(1AB); H47*(1AB); H105*(1AB); H112*(1AB); H158-167*(1AB); H184(2D); H189%(2). 30
Canada H17(1); H18(1); H20(1); H45(1); H106(1A); H107%(1);108%(1); H173*(2A); 174*(2A); H182*(2D); H227*(2E); H229%(2E); 22

230*(2E).
China H1(1-1A-1B); H3-11%(1); H36-40%(1); H46%(1); H48-81%(1); H82*(1-1A-1B); H83-91%(1); H92*(1A); H93-98%(1); 150

H102-104%(1); H109-111%(1); H113-120%(1); H121-123%(1A); H124(1A); H125(1A); H126*(1A); H130*(1A); H131*(1B);

H132*(1A); H133*(1B); H134*(1A); H135*(1A); H136*(1B); H137(1A); 138*(1A); H155%(1A); 156*(1A); H169*(2); H180%(2D);

181%(2D); H184(2D); H188*(2D); H190*(1A); H191*(1C); H193*(1C); H195-204*(1C); H215%(2E); H216*(2E); H220%(2E);

H225(2E); H228*(2E).
Denmark H1(1); H2*(1). 9
France H1(1A); H139-152%(1A); H157*(1A); H175%(2D). 24
Germany H171%(2); H184-185(2D); H192*(1C). 4
Hungary H1(1); H124(1A); H154*(1A); H168*(2D); H178%(2D); H179%(2D); H184*(2D); H210(2C); H211*(2C). 11
Japan H172*(2A); H225(2E); H226*(2E). 3
Korea H222*(2E). 1
Netherlands H1(1A-1B); H106(1A); H127*(1A); H128*(1A); H129*(1A); H194*(1C). 9
Romanian H1(1). 1
South Africa H218*(2E). 1
South Korea H185(2D); H223%(2E); H224*(2E). 3
Spain H212-214%(2C). 3
Sweden H99-101%(1); H186*(2D). 5
Taiwan H170%(2); H205-209%(2B); H221%(2E). 7
United Kingdom H1(1A). 1
USA H17-18(1); H19*(1); H20(1); H21*(1); H22*(1); H23*(1A); H24*(1A); H25%(1); H26-35%(1A); H41-44*(1); H45(1); H183*(2D); 41

H187%(2D); H216(2E); H217*(2E) H219*(2E); H231*(2E).

more pathogenic PCV2 with other infectious agents. It is also nec-
essary to develop a selective program for importing sows, in which
the samples are subjected to diagnostic tests aiming to identify con-
taminated sows and semen bearing PCV2 of Group 1, avoiding the
introduction of more variant pathogens of the virus in Brazil.
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Supplemental Table 1. Classification of the sequences with their respective haplotype frequencies used
in the haplotype networks and in the phylogenetic tree. The sequences marked with the asterisk (*)
correspond to the ones used in the construction of the phylogenetic tree presented in this study. The

sequences marked with the signal (#) correspond to the isolates sequenced by the authors of this paper.

Supplemental Table 1

HAPLOTYPE FREQ. ACESS NUMBERS GROUP INFORMATION
H1 31 EU136720 1 DENMARK
EU136719 1 DENMARK
EU136718 1 DENMARK
EU136717 1 DENMARK
EU136715 1 DENMARK
EU136714 1 DENMARK
EU136713 1 DENMARK
EU136712 1 DENMARK
DQ856565 1AB BRAZIL (MG)
DQ856563 1AB BRAZIL (MG)
EF524528 1 CHINA
AY579893* 1A CHINA
EF524516 1 CHINA
EF493837 1 CHINA
EF190934 1 CHINA
DQ648031 1 HUNGARY
AY874168 1 HUNGARY
AY874163 1 HUNGARY
DQ233257 1 ROMANIAN
AYB849938 1A CHINA
AY484416 1A NETHERLANDS
AY484414 1A UNITED KINGDOM
AY484407 1B NETHERLANDS
AY682990 1A CHINA
AY691169 1B CHINA
AY322002 1A FRANCE
AY322000 1A FRANCE
AY321997 1A FRANCE
AY321995 1A FRANCE
AY321990 1A FRANCE
AY424405 1A AUSTRIA
H2 1 EU136716 1 DENMARK
H3 1 EF675244 1 CHINA
H4 2 EF675243 1 CHINA
EF675238 1 CHINA
H5 2 EF675242 1 CHINA
EF675236 1 CHINA
H6 1 EF675240 1 CHINA
H7 2 EF675239 1 CHINA
EF675237 1 CHINA
H8 2 EF675235 1 CHINA
EF675234 1 CHINA
H9 1 EF675233 1 CHINA



H10
H11
H12

H13

H14

H15
H16
H17

H18

H19

H20

H21

H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
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EF675232
EF675231

D0Q856581*
D0O856579
DQ856575
D0Q861901
DQ861900
DQ861898

DQ856578*
DQ861897

DQ856577*
DQ861902

DQ856567*

DQ856564*
EF394779
EF394778
DQ629126
DQ220735
DQ220732

DQ220728

DQ220727
EF394777

EF619970

D0O629116

DQ629115
EF452361

EF452360
EF452359
DQ220739
DQ220734
D0Q220730

D0O220729
EF619971

EF452358
EF452350

D0629119
DQ629125

DQ220731
DQ629118
DQ629124
DQ629117

D0Q629135
DQ629134

D0Q629133
DQ629132

D0629131
DQ629130

D0Q629129
DQ629128
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CHINA
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BRAZIL (SC)
BRAZIL (SC)
BRAZIL
BRAZIL
BRAZIL (SC)
BRAZIL (SC)
BRAZIL (SC)
BRAZIL (SC)
BRAZIL (MG)
BRAZIL (MG)
BRAZIL (SC)
BRAZIL (MG)

CANADA
CANADA
USA
CANADA
CANADA
CANADA
CANADA
CANADA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
CANADA
CANADA
CANADA
CANADA
USA
USA

USA
USA
USA
CANADA
USA
USA
USA

USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA



H34
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H40
H41

H42
H43
H44

H45

H46
H47
H48
H49
H50

H51
H52
HS53
H54
HS55
H56
H57
H58
H59
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DQ629121
D0Q629120
EF592576
EF592575
EF560610
EF560609
EF560608

EF452363
EF452357
EF452362

EF452356

EF452355
EF452354
EF452351
DQ220738
EF524542

DOQ856573*
EF524539
EF524538

EF524537
EF524532
EF524526
EF524536

EF524535
EF524534
EF524530
EF524529
EF524527
EF524525
EF524524
EF524522
EF524521
EF524520
EF524519
EF524515

DQ997817
DQ997816

DQ997815
EF515839
EF493842
EF493841
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USA
USA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA

USA
USA
USA

USA

USA
USA
USA

CANADA
CHINA

BRAZIL (SP)
CHINA
CHINA

CHINA
CHINA

CHINA
CHINA

CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA



H77 1 EF421970 1 CHINA
H78 1 EF421969 1 CHINA
H79 1 EF421968 1 CHINA
H80 1 EF421967 1 CHINA
H81 1 EF210106 1 CHINA
H82 10 EF197987 1 CHINA
EF190943 1 CHINA
EF190942 1 CHINA
EF190939 1 CHINA
EF190937 1 CHINA
EF190933 1 CHINA
EF190923 1 CHINA
DQ180393 1 CHINA
AY604430 1A CHINA
AY556475* 1B CHINA
H83 1 EF197986 1 CHINA
Hg4 1 EF190941 1 CHINA
H85 1 EF190940 1 CHINA
H86 1 EF190938 1 CHINA
H87 1 EF190936 1 CHINA
H8s 1 EF190935 1 CHINA
H89 1 EF190932 1 CHINA
H90 1 EF190931 1 CHINA
Ho1 1 EF190930 1 CHINA
H92 3 EF190929 1A CHINA
AF381176 1A CHINA
AY217743 1A CHINA
H93 1 EF190928 1 CHINA
H94 1 EF190927 1 CHINA
H95 1 EF190926 1 CHINA
H96 1 EF190925 1 CHINA
H97 1 EF190924 1 CHINA
H98 1 EF190922 1 CHINA
H99 1 EF184228 1 SWEDEN
H100 1 EF184227 1 SWEDEN
H101 1 EF184226 1 SWEDEN
H102 1 EF064149 1 CHINA
H103 1 EF067852 1 CHINA
H104 1 EF028202 1 CHINA
H105 1 DQ923524* 1AB BRAZIL (RS)
H106 4 DQ220737 1A CANADA
AF201897* 1A NETHERLANDS
AY484413 1A NETHERLANDS
AY484411 1A NETHERLANDS
H107 1 DQ220736 1 CANADA
H108 1 DQ220733 1 CANADA
H109 1 DQ910866 1 CHINA
H110 1 DQ910865 1 CHINA
H111 1 DQ534442 1 CHINA



H112 1 DQ364650* 1AB BRAZIL (MG)

H113 2 DQ218420 1 CHINA
DQ218419 1 CHINA
H114 1 DQ201642 1 CHINA
H115 1 DQ201641 1 CHINA
H116 1 DQ201640 1 CHINA
H117 1 DQ201639 1 CHINA
H118 1 DQ206444 1 CHINA
H119 1 AMO086384 1 CHINA
H120 1 DQ180392 1 CHINA
H121 1 DQ141322 1A CHINA
H122 1 DQ104422 1A CHINA
H123 1 DQ104420 1A CHINA
H124 2 AY188355 1A CHINA
AY256460* 1A HUNGARY
H125 1 DQ017036 1A CHINA
H126 1 AY916791 1A CHINA
H127 1 AY484415 1A NETHERLANDS
H128 1 AY484412 1A NETHERLANDS
H129 1 AY484408 1A NETHERLANDS
H130 1 AY682997 1A CHINA
H131 1 AY682995* 1B CHINA
H132 1 AY682993 1A CHINA
H133 1 AY682992* 1B CHINA
H134 1 AY732494 1A CHINA
H135 1 AY691679 1A CHINA
H136 1 AY678532* 1B CHINA
H137 1 AY506823 1A CHINA
H138 1 AY506822 1A CHINA
H139 1 AY322003* 1A FRANCE
H140 1 AY322001 1A FRANCE
H141 1 AY321999 1A FRANCE
H142 1 AY321998 1A FRANCE
H143 1 AY321996 1A FRANCE
H144 1 AY321994 1A FRANCE
H145 2 AY321993 1A FRANCE
AY321992 1A FRANCE
H146 1 AY321991 1A FRANCE
H147 1 AY321989 1A FRANCE
H148 1 AY321988 1A FRANCE
H149 1 AY321987 1A FRANCE
H150 3 AY321986 1A FRANCE
AY321985 1A FRANCE
AY321984 1A FRANCE
H151 1 AY321983 1A FRANCE
H152 1 AY321982* 1A FRANCE
H153 1 AY424404* 1A AUSTRIA
H154 1 AY256457* 1A HUNGARY



H155
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H157
H158
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AY291318
AY?291316
AF201311

EU755371* #
EU755372* #
EU755373* #
EU755374* #

EU755375* #
EU755376* #

EU755377* #
EU755378* #
EU755379* #
EU755380* #
EU755381* #

AY874165
AY556474*
AY146992*
AF201307*
ABQ72302*
AF109398*
AF117753*
AY322004*
AY424403*

AYA424402
AY424401*

NC005148
AY256458*
AY?256456*
AY288135*
AF381176*

AF381175
AF109399*
AF264043*
AF201305*

AY874166

DQ856568*

EF067853
AF201306*

AY672601
EF184223
EF184224
DQ870484
EF064150
DQ856572*
AY177626*
AY536756*

DQ151643*

1A

1A

1A
1AB
1AB
1AB
1AB

1AB
1AB

1AB
1AB
1AB
1AB
1AB
2D

2A
2A
2A
2D
2D

2D
2D

2D
2D
2D
2D
2D
2D
2D
2D
2D
2D
2D

2D
2D

2D
2D
2D
2D
2D

1A
1A
1C

CHINA
CHINA
FRANCE
BRAZIL (ES)
BRAZIL (ES)
BRAZIL (PR)
BRAZIL (ES)

BRAZIL (SP)
BRAZIL (MG)

BRAZIL (SC)
BRAZIL (BA)
BRAZIL (ES)
BRAZIL (SP)
BRAZIL (SC)
HUNGARY
CHINA
TAIWAN
GERMANY
JAPAN
CANADA
CANADA
FRANCE
AUSTRIA

AUSTRIA
AUSTRIA

AUSTRIA
HUNGARY
HUNGARY

CHINA
CHINA
CHINA
CANADA
USA
GERMANY
HUNGARY
BRAZIL (SC)

CHINA
GERMANY

SOUTH KOREA
SWEDEN
SWEDEN

USA
CHINA
BRAZIL (SP)
CHINA
CHINA
CHINA



H192
H193

H194
H195
H196
H197
H198
H199
H200
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H205
H206
H207
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AYT713470*
AY943819*
AY682991*
AY484410*
AY682996*
AY686765*
AY686763*
AY556477*
AY556476*
AY556473*
AY510375*
AY181947*
AY181946*
AY035820*
AY180397*
AY180396*
AY146993*
AY146991*
AF364094*
AY?256459*
AY256455*
AF201310*
AF201309*
AF201308*

DQ104423*
DQ104421

DQ104419*
AF264039

AY699793*
AY325495*
AY094619*
AY181948*
AF465211*
AF544024*
AF520783*
AF454546*
AB072303*
EF524540
AB072301*
AF408635*
AF381177*
AF112862*
AF118097*
AF264041*

1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
1C
2B
2B
2B
2B
2B
2C
2C
2C
2C
2C
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E
2E

GERMANY
CHINA
CHINA

NETHERLANDS
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA
CHINA

TAIWAN
TAIWAN
TAIWAN
TAIWAN
TAIWAN

HUNGARY

HUNGARY
SPAIN
SPAIN
SPAIN
CHINA
CHINA
CHINA

USA
USA
SOUTH AFRICA
USA
CHINA
TAIWAN
KOREA

SOUTH KOREA

SOUTH KOREA
JAPAN
CHINA
JAPAN

CANADA
CHINA
CANADA
CANADA
USA
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