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RESUMO

Muitos agentes infecciosos tém sido associados as falhas reprodutivas na
producdo de suinos, representando significativas perdas econémicas para o0s
suinocultores. Recentemente o Circovirus Suino tipo 2 (PCV2), agente
etiologico da circovirose suina, foi associado a falhas reprodutivas em suinos
em diversas partes do mundo. Para confirmar o potencial patogénico do PCV2
causando falhas reprodutivas em porcas, é necessario o isolamento do virus e
demonstracdo de antigeno e acido nucléico viral em fetos. Outro agente viral, 0
Torque Teno Virus (TTV), também foi recentemente associado as infeccdes
causadas pelo PCV2. O TTV sozinho ainda ndo tem se mostrado patogénico
em suinos, porém, seu papel em co-infeccdes com outros patdégenos vem
sendo investigado. O presente trabalho teve por objetivos diagnosticar o PCV2
em infec¢cbes naturais onde existiam falhas reprodutivas, assim como
padronizar e aplicar a técnica de Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
TTV a partir de 6rgados. Amostras provenientes de casos clinicos de campo,
como fetos abortados, mumificados, natimortos, leitbes invidveis e material de
fémeas descartadas foram coletadas e processadas para diagnostico da
infecc@o pelo PCV2 através de PCR e imunoistoquimica (IHQ). Foram colhidas
amostras de 21 granjas produtoras de suinos, totalizando 169 fetos, que foram
necropsiados para coleta de o6rgdos. Além disso, amostras de 6&rgaos
reprodutivos de 83 fémeas descartadas foram colhidas em 4 abatedouros da
regido oeste catarinense. No presente estudo foi possivel detectar DNA viral
por PCR em 29 (17,1%) dos 169 fetos analisados, sendo coracao e tecidos
linféides os 6rgédos onde o virus foi identificado com maior frequéncia, 41,4% e
37,8%, respectivamente. A presenca do virus foi confirmada por teste de IHQ
dos tecidos, sendo encontrado antigeno viral em 17 fetos positivos para PCV2
por PCR. As amostras de tecido reprodutivo das fémeas também foram
testadas por PCR e o PCV2 foi identificado em 4 porcas (4,8%). Visando a
deteccdo de TTV foram testadas por PCR amostras de orgaos reprodutivos de
fémeas suinas, sendo diagnosticados os dois genogrupos de TTV, TTV1 e
TTV2 em 25 (30,1%) e 41 (49,3%) fémeas, respectivamente. As amostras de
fetos que resultaram positivas para PCV2 pela técnica de PCR também foram
testadas para TTV, observando-se a ocorréncia de coinfeccdo entre estes
agentes. Os resultados obtidos evidenciam o provavel envolvimento do PCV2
em falhas reprodutivas em fémeas suinas, bem como mostram que o TTV esta
presente nas amostras analisadas, confirmando a associagdo com o PCV2.

Palavras chave: Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2), fetos, falhas reprodutivas,
PCR, Torque Teno Virus (TTV).



ABSTRACT

Many infectious agents have been associated with reproductive failure in swine,
representing significantly economic losses for production. Recently, Porcine
Circovirus Type 2 (PCV2), etiologic agent of PCVAD or PCV2 associated
diseases, was associated with reproductive failure in swine around the world.
To confirm the pathogenic potential of PCV2 inducing reproductive failure in
sows, it's necessary the viral isolation and antigen and nucleic acid
demonstration in fetuses. Other viral agent, Torque Teno Virus (TTV), also have
been recently associated with infections caused by PCV2. TTV alone has not
showed pathogenic signals in swine, but, its role in co-infections with other
pathogens has been investigated. The present study aimed the diagnostic of
PCV2 in natural infections where there was reproductive failure, as well as to
establish and apply the Polimerase Chain Reaction (PCR) technique for TTV
from organs. Samples from field cases, as aborted fetuses, mummified,
stillborn, fragile piglets and material from abattoir sows were collected and
processed to diagnostic infection in order to detect PCV2 by PCR and
immunohistochemistry (IHC). Samples were collected from 21 farms; and a total
of 169 fetuses were necropsied. Moreover, reproductive samples from 83
abattoir sows were collected in 4 slaughterhouses of Santa Catarina State. In
the present study was possible detect viral DNA by PCR in 29 (17,1%) of 169
analyzed fetuses, where heart and lymphoid tissues showed virus DNA more
frequently, 41,4% and 37,8%, respectively. Viral presence was confirmed by
IHC in tissues, which detected viral antigens in 17 PCV2 positives fetuses by
PCR. Samples of reproductive tissues from sows also were tested by PCR and
PCV2 was identified in 4 sows (4,8%). PCR technique aimed to detect TTV was
established for viral DNA from organs. Samples of reproductive tissues from
sows were tested, and were found both genogroups of TTV (TTV1 and TTV2),
in 25 (30,1%) and 41 (49,3%) sows, respectively. Fetuses samples that resulted
positive to PCV2 by PCR were also tested to TTV, and it was observed the
occurrence of co-infection between these agents. The results obtained here
suggest the involvement of PCV2 in reproductive failure in sows, besides show
that TTV was present in analyzed samples, corroboring the association with
PCV2.

Keywords: Porcine Circovirus Type 2, fetuses, PCR, reproductive failure,
Torque Teno Virus (TTV).
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de suinos representa atualmente uma das mais importantes
atividades econémicas em varios paises. No Brasil, a producdo cresceu
significativamente nos ultimos anos e entre 2000 e 2008, as exportacdes de
carne suina cresceram 708% em valor e 290% em volume (MDIC/Secex, 2009,
comunicac&o pessoal %).

Com a intensificacdo da producdo e a busca por melhores indices
produtivos, houve um agravamento nos problemas sanitarios dos rebanhos,
que tornaram-se cada vez maiores, favorecendo o surgimento de enfermidades
gue acarretam grandes prejuizos econdmicos (Sobestiansky et al., 2002).

As doencas reprodutivas no plantel das granjas de suinos séo
consideradas mundialmente a principal causa de prejuizo econémico. Existem
duas classes principais de causas de doencas reprodutivas em fémeas suinas.
A primeira categoria € representada por agentes infecciosos que causam
infeccdo priméria do trato reprodutivo, representando 30-40% dos abortos,
mumificados e natimortos. O segundo grupo inclui as toxinas, estresses
ambientais e nutricionais e doencas sistémicas da porca (de causa infecciosa
ou nao) (Almond et al., 2006). A manifestacdo clinica destas doencas é
variavel, dependendo do agente infeccioso e do estagio da gestacdo, sendo
que podem ocorrer desde infec¢des subclinicas até a interrupcdo da gestacao
(Gresham, 2003).

O Circovirus Suino tipo 2 (PCV2) € um agente de distribuicdo mundial
que tem sido diagnosticado como agente causador de diversas manifestacdes
clinicas, entre elas as falhas reprodutivas, que caracterizam-se pela ocorréncia
de abortos e elevacdo nos indices de natimortos e mumificados (Harding,

2004), trazendo grandes prejuizos aos produtores.

! Marcelo Mielle, Pesquisador em Economia, Embrapa Suinos e Aves.
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Recentemente, um outro agente viral que foi identificado em suinos tem
sido associado as infec¢des causadas pelo PCV2, o Torque Teno Virus (TTV).
Apesar de disseminado em suinos, a importancia deste virus ainda nao esta
esclarecida, mas alguns estudos ja indicaram um possivel papel do TTV em
exacerbar a patogenia causada pelo PCV2 em co-infeccbes em leitdes
(Kekarainen et al., 2006).

Neste contexto, o presente estudo objetivou verificar a presenca de
PCV2 em material proveniente de fémeas suinas com patologias reprodutivas e
fémeas de descarte em abatedouros, através de metodologias especificas de
deteccdo de DNA e antigeno viral, além de padronizar e utilizar a técnica de
PCR para diagndstico do TTV em amostras de 6rgaos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Circovirus Suino (PCV)

O Circovirus foi primeiramente identificado em 1974, como contaminante
da linhagem celular PK-15, derivada de rins de suinos (Tischer et al., 1974).
Estudos demonstraram que tratava-se de um virus composto por genoma DNA
circular de fita simples, com as extremidades covalentemente ligadas, o que
originou 0 nome circovirus suino (porcine circovirus, PCV), definido entdo como
membro da familia Circoviridae (Tischer et al.,1982).

S&o conhecidos dois tipos de PCV: o PCV1, que é considerado
apatogénico para os suinos, e o PCV2, associado a diversas manifestacfes
clinicas em suinos. Sao virus pequenos, com cerca de 1760 nucleotideos, ndo
envelopados, cujo genoma, constituido de DNA, codifica 7 ORF's (open
reading frame — regides abertas de leitura), onde a ORF 1 codifica uma
proteina essencial na replicacdo viral, a ORF 2 codifica a proteina formadora
do capsideo, a ORF 3 atua na inducdo de apoptose, enquanto as demais
permanecem com a atividade desconhecida (Liu et al., 2005).

Primeiramente identificado no Canada (Clark, 1997), o PCV2 esta
amplamente difundido entre as criagbes de suinos no mundo todo sendo
indicado como agente etiolégico da circovirose suina. No Brasil, o PCV2
associado a Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS) foi
diagnosticado pela primeira vez no ano 2000, no estado de Santa Catarina
(Zanella e Mores, 2000). Apesar de ter sido reportada pela primeira vez em
2000, o circovirus suino foi diagnosticado em materiais de arquivo de 1988,
sugerindo que a infeccéo ja estava presente no Brasil desde entdo (Ciacci-
Zanella et al., 2006).
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A circovirose suina pode se manifestar de diversas formas, porém a
SMDS é a doencga mais importante e mais estudada do total das seis causadas
pela infeccéo pelo PCV2 (Allan e Ellis, 2000). As outras manifestacdes incluem
a forma epidémica da sindrome da dermatite e nefropatia suina (SDNS), falhas
reprodutivas, pneumonias, enterites e tremores congénitos.

A SMDS caracteriza-se pela elevada mortalidade em suinos nas fases
de creche, crescimento - terminacao (Allan et al., 1998). Clinicamente, causa
emagrecimento progressivo, dispnéia, anemia, aumento do volume dos
linfonodos superficiais inguinais, diarréia, ictericia e morte (Clark, 1997; Rosell
et al., 1999). As lesdes histopatoldgicas atribuidas a SMDS séo observadas em
diversos 6rgdos, mas predominantemente nos orgdos linféides e pulmdo.
Essas lesdes consistem em deplecéo linfocitaria com presenca de corpusculos
de inclusédo intracitoplasmaticos (30-40% dos casos), que sdao encontrados nas
areas dos linfonodos dependentes de célula B, podendo ocorrer em células
dispersas neste 6rgdo. Essas células sdo geralmente da linhagem monocitica
(macréfagos e células dendriticas). Também se observam lesées com
ocorréncia e frequéncia variavel como hepatites, nefrites e pneumonia
intersticial nos animais infectados. Na SDNS ha predominancia de lesdes de
pele e renais (Ellis et al., 1998; Rosell et al., 1999).

O mecanismo de acdo do PCV2 para causar a circovirose suina ainda
nao esta esclarecido. Sabe-se que a presenca de co-fatores infecciosos, como
estirpe viral do PCV2, e ndo infecciosos, como genética, estresse, nutricao,
ambiéncia, manejo, e também elevada carga viral no hospedeiro, séo
importantes para a manifestacdo do quadro clinico, aparecimento e gravidade
das lesdes. A presenca de enfermidades concomitantes como o parvovirus
suino (PPV), virus da sindrome reprodutiva e respiratdria dos suinos (PRRSV),
virus da Doenca de Aujeszky (VDA), virus da hepatite E, virus da influenza,
dentre outros, pode favorecer o desenvolvimento da doenca ou exacerbar a
manifestacdo clinica (Allan et al., 2004; Ellis et al., 2004, Fernandes et al.,
2006).

Além da SMDS, recentemente o PCV2 tem sido associado a distarbios
reprodutivos em fémeas suinas, sendo descritos tanto natural como

experimentalmente, caracterizados pela ocorréncia de abortos, natimortalidade
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e mumificacdo fetal (Bogdan et al., 2001; Pensaert et al., 2004; Maldonado et
al., 2005; Pittman, 2008).

O primeiro relato de caso de PCV2 associado a falhas reprodutivas em
suinos ocorreu em 1999 (West et al., 1999), no qual o PCV2 foi descrito como
agente causador de abortos e aumento na incidéncia de fetos natimortos e
mumificados em uma granja que havia sido povoada com porcas primiparas,
sugerindo que o PCV2 estaria associado a ineficiéncia reprodutiva do rebanho.

Estudos posteriores confirmaram que o PCV2 estd diretamente
associado a falhas reprodutivas, causando lesdes em fetos suinos (Kim, 2004b,
Allan, 2006; Pittman, 2008).

Para diagnosticar as falhas reprodutivas devido a infec¢cédo pelo PCV2 é
importante observar os seguintes critérios diagnosticos: presenca de abortos
e/ou natimortos e/ou mumificados; presenca de lesbes no tecido cardiaco dos
fetos (miocardite ndo supurativa); presenca de PCV2 em lesdes do miocardio e
em outros tecidos fetais como linfonodos (Kim et al., 2004b; Mikami et al.,
2005, Allan, 2006). Para isso, métodos para detec¢cdo do PCV2 em tecidos, de
forma a correlacionar sua presenca com as lesdes microscépicas, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a imunohistoquimica (IHQ) estdo
sendo utilizados.

A técnica de PCR é répida, sensivel e especifica, capaz de detectar um
anico virus, produzindo fragmentos de DNA especifico, mesmo na presenca de
outros microrganismos sem a necessidade de isolamento individual deste virus
(Rosell et al., 2000; Fernandes et al., 2006). Tal técnica tem sido utilizada para
amplificar e sequenciar o genoma do PCV2, isolado de diferentes materiais
(6rgaos, sangue, sémen, saliva) a fim de comparar os virus detectados em
casos clinicos (Mankertz et al., 2000). Atua como excelente ferramenta para
diagnéstico em populacdes, permitindo tomar as medidas necessarias para
evitar a transmisséo do agente e reduzir ou eliminar a apresentacéo da doenca,
o que lhe da uma grande vantagem sobre as demais técnicas.

A IHQ também vem sendo empregada para confirmacao da presenca do
antigeno viral nos tecidos de fetos acometidos pela infecgédo pelo PCV2. E uma
técnica bastante sensivel, porém, possui limitacdo devido a dificuldade de
producédo de anticorpos monoclonais (McNeilly et al., 1999).
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Desta forma, Pittman (2008) e West et al. (1999) identificaram DNA de
PCV2 por PCR em amostras de 6rgdos de fetos abortados e natimortos,
colhidos em uma granja de suinos que passava por um surto de distarbios
reprodutivos, onde antigeno de PCV2 foi detectado no tecido cardiaco dos
fetos através de IHQ, observando extensa marcacao de antigeno no miocardio.

Mikami et al. (2005), aplicando a técnica de PCR e IHQ demonstraram a
infeccdo pelo PCV2 em fetos que apresentavam lesdes de fibrose e
degeneracdo do miocardio, com infiltrado de macréfagos e linfocitos, além de
deplecao linféide no baco, timo, tonsila e linfonodos.

Sanches et al. (2003), inoculando fetos in Utero, observaram que as
células alvo do PCV2 durante o desenvolvimento fetal sdo os cardiomiécitos,
hepatocitos e macrofagos, sugerindo que estas células sdo importantes para o
diagnéstico do PCV2 em fetos.

Estudos de sequéncias genbmicas classificam o PCV2 em dois
subgrupos distintos, denominados PCV2a e PCV2b, de acordo o genoma
descrito para diferentes isolados do virus. Esta terminologia refere-se a
similaridade das amostras quando comparadas aos isolados Norte Americanos
(“a”) e Europeus (“b”), de acordo com padrdes de restricdo de fragmentos
(Horlen et al., 2007). A principal diferenca entre os subgrupos esta localizada
na regido da ORF2, onde as sequéncias de nucleotideos apresentam 90% de
identidade. Outra diferenca esta no tamanho do genoma, PCV2a possui 1768
nucleotideos, enquanto PCV2b tem 1767 (Hesse et al., 2008). Recentemente,
Segalés et al. (2008) publicaram um estudo onde sugerem a unificacdo da
nomenclatura para os genotipos de PCV2 existentes, demonstrando através de
analise de frequéncia quais os genotipos identificados por pesquisadores do
mundo todo. A partir desta publicacéo, foi proposto nomear 0s genotipos de
PCV2 como PCV2a, PCV2b e PCV2c, estabelecendo sequéncias depositadas
no GenBank como prototipos para cada um, sendo as sequéncias de acesso
namero AF055392 para PCV2a, AF055394 para PCV2b e EU148503 para
PCV2c. Cabe ressaltar que até o momento, somente trés sequéncias do
isolado de PCV2c foram identificadas em amostras da Dinamarca da década
de 1980, enquanto a SMDS ainda nao havia sido detectada.

Allan et al. (2006) demonstraram que variacdes minimas na ORF2 séo

capazes de causar variagcdes em nucleotideos e amino-acidos podendo levar a
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diferencas de patogenicidade entre os genotipos de PCV2. No Brasil ja foram
identificados os genotipos PCV2a e PCV2b, sugerindo a ampla disseminacgéo
do agente (Ciacci-Zanella et al., 2009a).

2.2. Torque Teno Virus (TTV)

O TTV foi primeiramente descoberto em humanos no ano de 1997, em
um paciente japonés que apresentou um quadro de hepatite de etiologia
desconhecida. O virus foi detectado em amostra de soro do paciente, e, apos
amplificacdo, clonagem e sequenciamento do genoma viral, verificou-se que
nao apresentava similaridade com nenhuma sequéncia conhecida (Nishizawa
et al., 1997). Tratava-se de um virus novo, pequeno, com cerca de 30-50
nandmetros de diametro, ndo envelopado e com fita simples de DNA circular
(Okamoto et al, 1998). Varios genogrupos tem sido identificados, porém, até o
momento, o TTV ndo tem sido ligado a nenhuma doenca especifica (Jelcic et
al., 2004).

Foram encontradas algumas similaridades na organizacdo do genoma e
na regulacao dos sitios de transcricdo com o virus da Anemia Infecciosa das
Galinhas (CAV), um patdégeno da familia Circoviridae (Miyata et al., 1999;
Mushahwar et al., 1999), contudo, com base em analises filogenéticas, o TTV
foi incluso no género Anellovirus (Okamoto et al., 2002).

O mecanismo de replicacdo do TTV permanece desconhecido, porém
especula-se, baseado em similaridades com outros virus de DNA circular, que
o TTV use o mecanismo de circulo rolante. O virus utiliza uma fita de DNA
intermediario gerada pela célula do hospedeiro durante a fase de sintese do
ciclo celular como molde para a geracdao do DNA viral (Mushahwar et al.,
1999).

Em suinos, dois genogrupos de TTV (TTV1 e TTV2) tem sido
detectados (Niel et al.,, 2005), porém, poucas informacbes sobre a
epidemiologia da infeccao pelo TTV estao disponiveis atualmente.

Segundo Sibila et al. (2009), a infeccdo pelo TTV ocorre precocemente
nos sistemas de producdo e pode ser transmitido tanto da porca para 0s
leitdes, quanto de leitdo para leitdo. Ambos TTVs foram detectados em fracdes
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de colostro e amostras de soro de leitdes recém nascidos, indicando a rota de
transmissao vertical (Martinez-Guiné et al., 2009).

Kekarainen et al. (2006) relatam que o TTV estd disseminado na
populacdo de suinos da Espanha. Aléem disso, investigaram a presenca de
TTV1 e TTV2 em amostras de soro de suinos infectados e ndo infectados pela
SMDS, e determinaram alta prevaléncia dos dois genogrupos nos animais
testados.

Ellis et al. (2008) relataram que a inoculacdo de TTV1 em leitbes
gnotobioticos antes da infeccdo pelo PCV2, facilitou o desenvolvimento da
SMDS.

O TTV em suinos ainda ndo tem se mostrado patogénico, contudo, seu
papel em co-infeccdes com outros patdgenos, principalmente com o PCV2
vem sendo investigado e a dinamica de infeccdo e excrecdo do virus

permanece desconhecida.
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3. OBJETIVOS

» Selecionar granjas produtoras de suinos que apresentam historico de
falhas reprodutivas, detectadas através da aplicacdo de um
questionario especifico;

» Diagnosticar o PCV2 em infec¢cdes naturais em rebanhos suinos
onde existam falhas reprodutivas;

* Realizar sequenciamento e caracterizacdo molecular de amostras de
PCV2 isoladas durante o desenvolvimento do estudo.

» Padronizar a técnica de PCR para diagnosticar TTV1 e TTV2 em
amostras de 6rgaos;

» Testar amostras de oOrgados reprodutivos de fémeas suinas para
deteccdo de TTV1e TTVZ;

* Investigar a ocorréncia de co-infeccao entre PCVs e TTVs em fetos
suinos provenientes de fémeas com patologias reprodutivas;
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CAPITULO |

DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 EM
MATERIAL PROVENIENTE DE PORCAS COM PATOLOGIAS
REPRODUTIVAS E DE PORCAS DESCARTADAS

1. INTRODUCAO

Dentre as diferentes sindromes causadas pelo PCV2, falhas
reprodutivas tem sido relatadas e ja foram descritas, tanto natural como
experimentalmente. Sinais clinicos sdo descritos como aumento nos casos de
abortos, mumificacdo fetal, natimortos e nascimento de leitdes inviaveis
(Pittman, 2008).

Recentemente, um estudo retrospectivo realizado com tecidos de fetos
suinos colhidos entre 1995 e 1998 ndo detectou nenhum &cido nucléico ou
antigeno de PCV2 por PCR ou IHQ (Bogdan et al., 2001), demonstrando que
os disturbios reprodutivos associados ao PCV2 podem constituir manifestagcfes
recentes da doenca.

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou verificar a presenca de
PCV2 em material proveniente de fémeas com patologias reprodutivas, como
fetos abortados, natimortos, mumificados, leitdes inviaveis, bem como avaliar
orgdos reprodutivos de fémeas suinas descartadas. Além disso, objetivou
realizar a caracterizacdo molecular do PCV2 isolado a partir de amostras

obtidas durante o estudo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de realizacao do experimento

O projeto de pesquisa foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa
de Suinos e Aves (CNPSA) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), localizado na cidade de Concordia/SC, no Complexo de Sanidade e

Genética Animal, laboratérios de Virologia e Histopatologia.

2.2. Metodologia de coleta

Fetos Fémeas
Selegao de granjas com Selegao de abatedouros
problemas reprodutivos ﬂ
Fetos abortados, hatimortos, Identificagio de fémeas
mumificados e leitoes descartadas por diferentes
inviaveis produtores
Necropsia e coleta de Coleta de érgaos
érgaos reprodutivos ao abate
Histopatologia Histopatologia
Extra¢ao de DNA - PCR Extragcdo de DNA — PCR
|
v v
IHQ Sequenciamento

Figura 1 — Procedimentos para colheita de material e desenvolvimento do estudo.

Inicialmente, os produtores de suinos foram contatados e convidados a
participar do projeto de pesquisa que visava diagnosticar agentes causadores
de falhas reprodutivas em matrizes suinas. Em seguida, um questionario

(ANEXO 1) previamente elaborado foi aplicado aos produtores, com o objetivo



23

de identificar os indices reprodutivos da granja naquele periodo. Com isso, as
granjas que apresentavam pelo menos um item com alteragbes detectadas
pelos parametros estabelecidos no questionario foram incluidas no projeto. A
amostragem foi realizada em 21 granjas produtoras de suinos de SC e PR, no
periodo de julho de 2008 a maio de 2009.

Amostras provenientes de casos clinicos, como fetos abortados, leitbes
natimortos, mumificados ou inviaveis (Figura 2), eram enviadas ao laboratério
sob refrigeracdo para realizacdo das necropsias, com excecdo dos leitdes
invidveis, que eram levados vivos e sacrificados pelo método de eletrochoque

para posteriormente serem necropsiados.

Figura 2 — Exemplos de amostras de fetos recebidos para necropsia. A) Fetos abortados; B)
Feto natimorto; C) Feto mumificado; D) Leit6es inviaveis. Fonte: Ritterbusch, 2009.

2.3. Necropsia e coleta dos 6rgaos

Na necropsia dos fetos foram coletados os seguintes 6érgaos: coracao,
pulmao, figado, baco, timo, rim, cérebro, cerebelo, medula e linfonodos
mesentéricos, inguinais e submandibulares (Figura 3), sendo que em alguns
fetos mumificados ou abortados néo foi possivel coletar todos os érgaos devido
ao avancado estado de decomposicdo ou tamanho reduzido. Eram colhidos

dois fragmentos de cada 6rgdo, um armazenado em solucdo de formol 10%
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tamponado, para diagnéstico histopatologico, e outro sob refrigeracao, para

realizacdo dos testes virologicos.

=
=
2

Figura 3 — Necropsia e coleta de 6rgédos dos fetos. A) Linfonodos ingt]inais; B) Abertura das
cavidades toracica e abdominal; C) Coleta de fragmentos de coracédo e pulméo; D) Coleta de
tecido nervoso: cérebro, cerebelo e medula. Fonte: Ritterbusch, 2009.

Além disso, em quatro abatedouros da regido oeste e meio oeste
catarinense, foi coletado material proveniente de porcas descartadas por
diferentes produtores, sem considerar a causa do descarte, Em cada
abatedouro foram colhidas amostras provenientes de cinco granjas diferentes,
sendo coletado material de trés a cinco porcas por proprietério, totalizando 83
fémeas amostradas. Destas fémeas, foram colhidos um fragmento de cada
corno uterino e os ovarios (Figura 4), armazenados um em formol e outro sob
refrigeracdo. Fluido folicular ovariano também foi colhido, sendo obtido através

de aspiragdo com seringas e agulhas descartaveis.

Figura 4 — Orgdos reprodutivos de fémeas suinas. A) Ovario ciclando; B) Mucosa uterina
normal; C) Ovario cistico; D) Mucosa uterina com exudato purulento. Fonte: Ritterbusch, 2009.
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2.4. Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA viral, utilizou-se a técnica descrita por Kim et al.
(2001a), com alteracdes. Os orgaos coletados foram macerados, e assim como
o fluido folicular, tratados com tampao de lise (200 mM NaCl, 100 mM Tris
Base pH 7,5, 20 mM EDTA 0,5 M pH 8,0 e 1% SDS), digeridos com 20 pg/uL
de proteinase K (Invitrogen,®), incubados em banho-maria a 56°C por 4 horas,
seguido por extracdo com fenol (Invitrogen®), cloroférmio (Sigma®) e alcool
isoamilico (Vetec®), nas proporcées 25:24:1. Em seguida, o DNA foi precipitado
com etanol absoluto e acetato de sédio (3 M pH 5,2), permanecendo por 20
horas a -20°C. Apds, as amostras foram centrifugadas a 14000 r.p.m. por 15
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e lavado com etanol 75%.
Finalmente, o DNA precipitado foi ressuspendido em 100 pL de TE (10 mM Tris
Base pH 7,5e 1 mM EDTA 0,5 M pH 8,0) e armazenado a -70°C.

2.5. Aplicacgédo da técnica de PCR

Para amplificacdo de um segmento do genoma do PCV2, foram
utilizadas sequéncias de primers especificas para a ORF2, uma regido
bastante conservada entre os isolados do virus. Os primers para as reacdes
outer-PCR e nested-PCR, que permitiram a amplificacédo de produtos de 481 e
225 pares de bases (pb), respectivamente, foram descritos por Kim et al.,

(2001a), como demonstrado abaixo (Tabela 1).

Tabela 1- Sequéncia e posi¢es de nucleotideos dos primers da outer-PCR e nested-PCR para
PCV2.

Primers Sequéncias Posicéo
Outer-forward 5-CGG ATATTGTAGTCCTGG TCG -3 1095-1115
Outer-reverse 5-ACT GTC AAG GCT ACCACAGTCA-3 1570-1549

Nested-forward 5'- GAT TGT ATG GCG GGA GGAGT -3’ 1286-1305
Nested-reverse 5-ATT GACGACTTT GTT CCC CC -3’ 1510-1491

Fonte: Kim et al. (2001a).

As reag0Oes foram preparadas para um volume final de 25 pL, sendo 2 pL

de DNA da amostra a ser testada com concentracao entre 10 e 30 nanogramas
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(determinada através de comparacdo com marcador de peso molecular
Lambda®) e 23 pL de uma mistura com 1 pL de cada primer outer-forward e
outer-reverse (10 pmol), 1,2 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl,), tampéo para
PCR, 0,4 mM de DNTPs (Invitrogen®) e 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®). A amplificacdo das reacdes foi realizada em termociclador
(Mastercycler Eppendorf®) sob as seguintes condicdes: desnaturacéo inicial a
95T por 30 segundos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1
minuto, anelamento dos primers a 65C por 1 minuto, extensdo a 72<T por 1
minuto, e um ciclo de extenséo final a 72C por 10 minutos (Kim et al., 2001). A
nested-PCR foi executada conforme a reacdo anterior, porém, substituindo o
DNA por 2 pL do produto amplificado na outer-PCR e utilizando os primers
nested-forward e nested-reverse.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com 5 pg/mL de brometo de etidio e visualizados sob luz
ultravioleta. O tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado pela
comparacdo com um marcador de peso molecular de 100 pares de base
(Amersham®).

Para controle positivo das reacgfes utilizou-se amostra referéncia para
PCV2, com identidade comprovada através do sequenciamento do genoma
viral (Fernandes et al., 2003b). Ja para o controle negativo das reacdes, foi

utilizada agua ultra pura.

2.6. Exame histopatologico

As amostras de o6rgaos fixadas em formol 10% tamponado foram
processadas em equipamento histotécnico automatico, sendo desidratadas,
diafinizadas e inclusas em parafina. Cortes histologicos de 3-4 pum foram
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) (Luna, 1968) para diagnostico

histopatolégico em microscopio optico.

2.7. Técnica de Imunohistoquimica (IHQ)

A técnica de IHQ foi aplicada seguindo a metodologia descrita por Gava

et al. (2008), com adaptacdes.
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Foram testadas amostras de tecidos de fetos que resultaram positivos
para PCV2 nos testes por nested-PCR. Como controle positivo do teste
utilizou-se cortes de linfonodos de animal positivo para PCV2, confirmado por
nested-PCR. Para controle negativo foram utilizados cortes de linfonodos de
animais SPF (Specific Pathogen Free — livre de patégenos especificos),
provenientes da Embrapa Suinos e Aves, também testados por nested-PCR.

Para aplicagédo da técnica foram seguidos os passos descritos a seguir.

2.7.1. Preparagéo das laminas e reidratagéo dos tecidos

As laminas de vidro foram submersas em solucdo de poly-L-lisina
(Sigma Aldrich®) 10% em &gua destilada por 5 minutos, secas em estufa a
60°C para receberam os cortes de tecidos seccionados em 3-4 pum de
espessura. Em seguida, foram colocadas em estufa a 60°C por 20 minutos,
desparafinadas em trés banhos de xilol por 10 minutos cada, reidratadas em
solucdo de alcool decrescente de 100%, 96%, 80% e 70%, por 5 minutos em
cada concentracéo, e lavadas por cinco minutos em solucdo salina tamponada

(PBS solucéo de lavagem — Anexo 2).

2.7.2. Recuperacao antigénica e bloqueio da peroxidase

Para recuperacdo antigénica foi utilizada tripsina 0,1%, a qual foi
aplicada diretamente sobre o tecido, em quantidade suficiente para cobrir cada
corte. As laminas foram mantidas por 10 minutos em estufa a 37°C e
posteriormente lavadas em PBS por 5 minutos. O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado através da imersdo das laminas por 5 minutos em
solucdo de peroxido de hidrogénio com concentracao final 3%, seguido de
lavagem das mesmas em PBS por 5 minutos e secagem das bordas dos
tecidos.

2.7.3. Anticorpos primario e secundario
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O anticorpo primario utilizado foi anticorpo policlonal anti-ORF2 do PCV2
produzido em coelho (preparado pela lowa State University e cedido pelo
professor David Driemeier — UFRGS), com diluigdo 1:2000 em solugao salina
tamponada (PBS pH 7,4), aplicado sobre cada corte de tecido, cobrindo-o
completamente. As laminas foram incubadas durante uma hora e meia em
estufa a temperatura de 37°C e em seguida lavadas em PBS por 5 minutos.

Como anticorpo secundario utilizou-se o anticorpo biotinizado, fornecido
pelo kit “LSAB System HRP” (Dako Cytomation®), o qual foi aplicado sobre os
tecidos, que foram incubados durante 30 minutos em estufa a 37°C, seguido
por lavagem em PBS. Apés, as laminas foram novamente incubadas durante
30 minutos a 37°C com o conjugado Streptavidin — HRP cobrindo cada tecido.
Fez-se nova lavagem em PBS e as bordas dos tecidos foram secas com papel

absorvente para aplicacdo do revelador.

2.7.4. Revelacéo e contracoloracéo

Como revelador utilizou-se o substrato diaminobenzidina (DAB Kit LSAB
— Dako®), conforme instrucdes do fabricante. O substrato foi aplicado de modo
a cobrir toda a extensao dos tecidos e em seguida as laminas foram incubadas
em camara Umida durante 5 minutos. Para paralisar a reacdo, as |laminas foram
lavadas em agua corrente durante 5 minutos, seguida pela contracoloracao em
hematoxilina de Harris por 1 minuto e nova lavagem em agua destilada por 5
minutos. Para finalizar, as laminas foram desidratadas por passagem rapida em

solucées crescentes de &lcool e montadas com laminulas e Entellan (Merck®).

2.7.5. Leitura e interpretacéo

A leitura do teste foi realizada em microscoépio Optico, observando-se a
distribuicdo do antigeno viral nos tecidos. Para melhor interpretacdo dos
resultados, estabeleceram-se 0s seguintes parametros: reacdo negativa —
auséncia de marcacao no tecido; reacdo positiva fraca — marcacdo em menos
de 25% do tecido; reacdo positiva moderada — marcacao entre 25 e 50% do

tecido; reacao positiva forte — marcacao acima de 50% do tecido.
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2.8. Sequenciamento e caracterizacdo molecular de a mostras de PCV2
isoladas a partir de tecidos fetais

2.8.1. Reacao de PCR

Amostras de orgaos de fetos suinos foram processadas para extracao
de DNA conforme descrito nos itens 2.4 e 2.5, das quais foram selecionadas 15
amostras de tecidos positivos para PCV2 por nested-PCR e confirmados por
IHQ, processadas para caracterizacdo molecular do PCV2. A partir do DNA
extraido, foram realizadas reagbes de PCR utilizando um par de primers
descrito por Mankertz et al. (2000), correspondentes as sequéncias de
nucleotideos 1416-1439 (Forward 5’ — AGAAACAAGTGGTGGGATGGTTAC —
3) e 298-277 (Reverse 5’ - CCATACAATCCCCCAACCCTTC - 3), que

amplificam fragmentos de 618 pares de bases.

2.8.2. Digestédo dos produtos de PCR com enzimas de restricao

Os produtos de PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo Hinf
I(Gibco BRL®) e Rsa | (Invitrogen®), que possuem sitios de clivagem
identificados no genoma do PCV2, conforme descrito por Hamel et al. (2000).
Foram encontrados diversos padrdes de clivagem e as amostras separadas em

grupos de acordo com os sitios de clivagem gue apresentaram.

2.8.3. Amplificacdo do genoma do PCV2

As amostras selecionadas foram submetidas a amplificacdo do genoma
completo do PCV2, que foi realizada com 6 pares de primers previamente
descritos por Mankertz et al. (2000), conforme apresentados na tabela 2. As
reacoes foram executadas em volume final de 25 pL contendo 15 pmol de cada
primer, 1,6 mM de MgClI, (exceto para o primer 4, onde utilizou-se 2,4 mM), 0,8
mM de DNTPs (Invitrogen®), tampdo para PCR e 2,5 U de Taq Platinum

Polimerase (Invitrogen®).
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As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Mastercycler
Eppendorf®), sob as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 12
minutos, 42 ciclos com desnaturacéo a 95°C por 20 segundos, anelamento dos
primers a 52°C por 20 segundos para os primers 1, 2, 3 e 6, 56°C por 20
segundos para os primers 4 e 5, extensdo a 72°C por 45 segundos, seguida

por extensao final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 2- Primers utilizados para amplificacdo do genoma completo do PCV?2.

Primers Sequéncia Posicéo dos Tamanho dos
nucleotideos fragmentos (pb)
Forwardl GAG TCA AGA ACAGGT TTG GGT 233-256 503
GTG
Reversel ACG TAT CCA AGG AGG CGTTACC 735-714
Forward2 TTT CCT TCT CCA ACG GTA GCG 616-636 593
Reverse2 GCT CTC CAA CAA GGT ACT CAC 1208-1185
AGC
Forward3 AGC TCC TCG ATC TCA AGG ACA 1145-1167 554
AC
Reverse3 CCG TGG ATT GTT CTG TAG CAT TC 1698-1676
Forward4 AAT GCT ACA GAA CAATCC ACG 1677-1700 392
GAG
Reverse4 CCA TAC AAT CCCCCAACCCTTC 298-277
Forward5 GGT TTG TAG CCT CAG CCA AAG C 172-193 416
Reverseb GCA CCT TCG GAT ATACTG TCA 587-564
AGG
Forward6 AGA AAC AAG TGG TGG GAT GGT 1416-1439 333
TAC
Reverse6 TGG AAATTC AGG GCATGG G 1748-1730

Fonte: Mankertz et al. (2000).

Cada par de primers utilizado amplificava uma determinada regido do
PCV2 e ao fim obtinha-se o genoma completo do virus, como demonstrado na
figura 5. Os fragmentos amplificados foram analisados através de eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (5 ug/mL), e
posteriormente visualizados sob luz UV. Um marcador de peso molecular foi

utilizado para comparar o tamanho dos fragmentos amplificados.

PeF  P4F
1416 1677
|

PSF
172

| PSR P6R

PAR
20 987 1748

Figura 5 — Esquema dos 6 pares de primers Forward (F) e Reverse (R) e as respectivas
posicdes de nucleotideos utilizados para amplificacdo do genoma do PCV2, (representado pela
linha preta).



31

2.8.4. Purificacdo do DNA e reacao de sequenciamento

As amostras que apresentavam amplificacdes Unicas e com tamanho de
fragmento esperado para cada primer foram selecionadas, sendo somente as
amostras E, F e N, as quais foram purificadas direto da reacdo de PCR,
utilizando-se o kit de purificacdo GFX (GE Healthcare®), conforme instrugées
do fabricante. A reacdo de sequenciamento foi preparada a partir do DNA
purificado juntamente com kit comercial, através da metodologia de
Terminagcdo da Cadeia (DYEanamic ET terminators sequencing kit - GE
Healthcare®), utilizando-se o equipamento tipo ABI3130 (Applied Biosystems®),
segundo orientacdes do fabricante. A qualidade das sequéncias foi avaliada
com o programa Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems®) e sequéncias
consenso foram criadas usando o programa Vector NTI (Invitrogen®).

2.8.5. Andlises das sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas a outras sequéncias depositadas
no GenBak utilizando-se o programa ClustalW versédo 1.83 (Thompson et al.,
1994) que consta no pacote do programa BioEdit versao 7.0.5 (Hall, 1999). As
sequéncias depositadas no GenBank foram localizadas através do programa
BLAST (AltschuL et al., 1990). Posterior andlise filogenética foi realizada
utilizando-se o programa MEGA 4.0 (baseado nos parametros Neighbor-
Joining, Kimura 2 e Boostrap 250 replicacbes, segundo Kumar et al., 2004),

comparando com as sequéncias descritas na tabela 3.



Tabela 3 - Sequéncias utilizadas no alinhamento e analise filogenética. Nome de acesso ao
GenBank, nome da seqiéncia na analise, pais de origem e referéncia.

Acesso Nome Pais Referéncia
DQ861896 am22/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ861897 am4/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ861898 am3/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ861900 am7/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ861901 am2/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ861902 am21/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ364650 BRA1 Brasil Castro et al. (2007)
DQ923523 15/5P/BRA Brasil Castro et al. (2007)
DQ923524 15/23R/BRA Brasil Castro et al. (2007)
EU057184 Z/BRA Brasil Ciacci-Zanella et al. (2009)
EU057185 P/BRA Brasil Ciacci-Zanella et al. (2009)
EU057186 T/BRA Brasil Ciacci-Zanella et al. (2009)
EU057187 U/BRA Brasil Ciacci-Zanella et al. (2009)
EU057188 S/BRA Brasil Ciacci-Zanella et al. (2009)
EU057189 R/BRA Brasil Ciacci-Zanella et al. (2009)
NC005148 2D/OST Austria Olvera et al. (2007)
AF109399 2D/CAN Canada Olvera et al. (2007)
AB072303 2E/JAP Japéo Olvera et al. (2007)
AY325495 2E/SAF Africa do Sul Olvera et al. (2007)
NC006266 PCV1/CHI China Olvera et al. (2007)
AF055392 PCV2a Canada Segalés et al. (2008)
AF055394 PCV2b Franca Segalés et al. (2008)
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3. RESULTADOS

3.1. Coleta de amostras

Entre os meses de julho de 2008 e maio de 2009, 169 fetos abortados,
natimortos, mumificados ou inviaveis foram recebidos no laboratério de
Patologia da Embrapa Suinos e Aves para colheita de 6rgaos e diagnostico da
infecgcdo pelo PCV2 neste material. As amostras eram provenientes de 21
granjas produtoras de suinos, sendo o PCV2 detectado em 11 delas (52,4%).
Ao final das colheitas, foram obtidas amostras de 81 leitegadas, totalizando 169

fetos, numerados e identificados de 1 a 169.

3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA de PCV2 nos orgéos foi detectado através da técnica de nested-
PCR, que amplificou fragmentos de 225 pares de bases, como demonstrado na

figura 6.

12 8 46 6 7 8 8 1011 42 13

-— —  — — «— 225 pb

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1%. Deteccdo de PCV2 (1)Timo — feto 70; (2)
Linfonodo inguinal — feto 84; (3) Linfonodo mesentérico — feto 84; (4) Linfonodo submandibular
— feto 84; (5) Baco — feto 86; (6) Cerebelo — feto 86; (7) Cérebro — feto 86; (8) Medula — feto 86;
(9) Rim — feto 86; (10) Controle negativo 1 (agua ultrapura); (11) Controle negativo 2 (agua
ultrapura); (12) Controle positivo (Fernandes et al., 2003b); (13) Marcador 100 pb (Cenbiot®).

Dos 169 fetos amostrados, 29 (17,1%) foram positivos para PCV2 pela

técnica de nested-PCR a partir dos 6rgaos, conforme apresentado na tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados referentes aos 6rgéos positivos para PCV2 por nested-PCR.

Orgdos  Coracéo Pulmao Figado Rim Tecido Tecido Total
" Fetos linfoide* nervoso**
1 NE + + NE NE NE 2/2
2 + + + NE NE NE 3/3
3 + + + NE NE NE 3/3
4 + + + + NE NE 4/4
5 + + + + + NE 5/5
7 + - - - + NE 2/6
10 + - + - - + 3/9
11 - + - - - + 2/9
12 - - - - - + 1/8
15 - - - - + - 1/11
16 + - - - - - 1/10
20 + - - - - NE 1/5
21 - - - + - NE 1/5
23 + - - - - NE 1/5
34 + - - - - + 2/10
53 - - - - - + 1/10
70 - - - - + - 1/10
82 - - - - + - 1/11
84 - - - - + - 1/12
86 - - - + + + 3/10
90 - - - - + - 1/12
91 - - - - - + 1/12
95 - - - - + - 1/12
96 - - - - - + 1/12
98 - - - - - + 1/12
113 - + - - - - 1/12
130 + - - - - - 1/12
143 - + - + + - 3/12
147 + - + - + + 4/12

*Tecido linféide: baco, timo, linfonodos inguinais, mesentéricos e submandibulares.
**Tecido nervoso: cérebro, cerebelo e medula.

NE: tecido ndo examinado

-: Amostra negativa

+: Amostra positiva

Entre as amostras positivas, observou-se que o coracgéo foi o 6rgdo onde
o DNA do PCV2 foi identificado com maior frequiéncia (41,4%), seguido por
tecidos linféides (37,8%), tecido nervoso (34,5%), pulméo (27,6%), figado

(24,1%), e rim (17,2%), conforme demonstrado na figura 7. Cabe salientar que



35

em alguns dos fetos analisados acidos nucléicos do PCV2 foram encontrados

em mais de um érgao.

30

25

20 A

15 +

lgillllll

Total Coragéo Tecidos Tecido Pulmé&o Figado
positivos Linféides Nenoso
PCv2

Figura 7 — Resultados dos testes de nested-PCR para PCV2 nos diferentes érgaos analisados.

Amostras de érgdos reprodutivos de porcas descartadas também foram
colhidas em 4 abatedouros da regido oeste e meio oeste de Santa Catarina,
sendo processadas para diagnostico de PCV2. Entre as 83 fémeas avaliadas,
somente 4 (5,1%) foram positivas para PCV2 no utero ou no ovario pela técnica
de nested-PCR e apenas uma no liquido folicular ovariano.

Os ovérios foram avaliados quanto ao periodo do ciclo estral das fémeas
e classificados como ciclando, em anestro ou ovario cistico, de acordo com a
presenca de foliculos em crescimento, corpos luteos apés a ovulagéo ou cistos

foliculares.

3.3. Exame histopatoldgico

Lesdes microscépicas foram encontradas no coracdo, orgaos linfoides,
pulméo, cérebro, figado e rim de 26 fetos, correspondendo a 15,4% das
amostras avaliadas, sendo 34,6% delas encontradas no coracdo e tecidos
linféides, onde foram observadas principalmente lesées com infiltrado

mononuclear e de eosindfilos (Figura 8).
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Figura 8 — Lesdes histologicas nos tecidos fetais. Aumento 50X. A) Coracdo — feto 47:
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear; B)Timo — feto 102: células gigantes
multinucleadas; C) Timo — feto 88: células gigantes multinucleadas; D) Linfonodo — feto 110:
células multinucleadas.

Na avaliacao histolégica do tecido uterino das fémeas, foram observadas
lesbes de endometrite catarral, com discreta infiltracdo inflamatdria mista ou
com predominio de células mononucleares no endométrio e/ou no limen das
glandulas/orgédo; endometrite purulenta apresentando acentuada infiltracdo e
exsudacao de neutréfilos no endométrio e/ou no limen das glandulas/érgéo; e
endometrite crénica com infiltracdo inflamat6ria mononuclear e fibroplasia ao
redor de glandulas endometriais e/ou na lamina propria/epitélio. Um total de 24
porcas apresentou lesdes, contudo, as 4 fémeas que foram positivas para
PCV2 por nested-PCR apresentaram o Utero normal.
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3.4. Imunohistoquimica (IHQ)

Testes de IHQ foram realizados nos 6rgaos dos 29 fetos que resultaram
positivos para PCV2 pela técnica de nested-PCR, totalizando 57 cortes de
tecidos analisados. O antigeno de PCV2 foi detectado em 17 fetos, ou seja,

58,6% dos tecidos analisados. Os resultados encontrados estdo sumarizados

na figura 9.
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Figura 9 — Resultados dos testes de IHQ nos 6rgdos positivos para PCV2 por nested-PCR.

Observou-se que as células positivas encontravam-se principalmente
nos infiltrados inflamatérios presentes nos tecidos, mais frequentemente no
citoplasma de macrofagos. No figado, as células positivas estavam dispersas
no intersticio e nos hepatécitos (Figura 10 — A e B). No coracao, destacou-se
marcacao positiva nos cardiomiocitos e necrose do tecido cardiaco (Figura 10 —
C e D). Antigeno viral também foi observado no parénquima pulmonar (Figura
10 — E) e nas células dos tubulos renais (Figura 10 — F). Como controle da
técnica foram utilizados cortes de linfonodos de animal positivo para PCV2,
confirmado por nested-PCR (Figura 10 — G e H). No controle negativo nao foi

observado nenhum sinal de marcacao (Figura 10 —1).
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Figura 10 — Orgéos de fetos positivos nos testes de IHQ, corados com DAB.

A) Figado: Marcacéo difusa; B) Figado: presenca de antigeno no citoplasma de hepatdcito; C)
Coracao: presenca de antigeno nos cardiomiécitos; D) Coracao: necrose do miocardio; E)
Pulmé&o: marcacéo difusa no parénquima alveolar; F) Rim: marcacgdo positiva em células dos
tibulos renais. Controles dos testes de IHQ. G) Linfonodo controle positivo: marcagdo difusa;
H) Linfonodo controle positivo: antigeno no citoplasma das células; 1) Linfonodo controle
negativo: auséncia de marcagao.

3.5. Sequenciamento e caracterizacdo molecular de P CV2

Para caracterizacdo molecular de amostras de PCV2 isoladas de fetos
suinos, inicialmente foram realizadas clivagens de produtos de PCR a partir de
DNA extraido de tecidos fetais. As enzimas Hinf | e Rsa | clivaram os produtos
de PCR em fragmentos de diferentes tamanhos, 0s quais estdo apresentados
na figura 11.

Foram selecionadas 6 amostras, identificadas como E, F, L, M, N e O,
gue apresentavam perfis interessantes nas clivagens. Em seguida, reacdes de
PCR foram realizadas com estas amostras utilizando 6 pares de primers, a fim
de amplificar o genoma completo do PCV2 para posterior sequenciamento e

caracterizacao molecular dos isolados.
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Figura 11 — Clivagens com enzimas de restri¢ao.
A) Amostras A a P) produtos de PCR clivados com Hinf I. Q) Marcador 100 pb
(Amersham®).
B) Amostras A a P) produtos de PCR clivados com Rsa I. Q) Marcador 100 pb
(Amersham®).

As amostras que apresentaram amplificac6es Unicas e com fragmento
de tamanho esperado para cada primer foram purificadas direto da reacdo de
PCR e o material purificado utilizado nas reacdes de sequenciamento.

Dentre as amostras sequenciadas, somente a amostra F,
(posteriormente nomeada 15608), apresentou sequéncias de qualidade para
serem analisadas, apresentando 99% de identidade com sequéncias do
genoma completo de PCV2 disponiveis no GenBank, localizadas através do
programa BLAST (AltschuL et al., 1990), como demonstrado na figura 12.

Accession | Description Max score Total score | Query coverage ‘_\E value ‘ Max ident ‘
EFS65345.1 Porcing circovirus 2 isolate DK411case, complete aenorme 204 04 100% 0.0 100%
GO404802.1 Forcine circovirus 2 isolate DBN-SX03 rep protein and capsid protei 595 595 100% 0.0 Q9%
GO359006.1 Forcine circovirus 2 strain GX0843, complete genome 898 895 100% 0.0 9%
GOZZT412 .1 Porcing circovirus 2 isalate 15070706, complete genomme 95 95 100% 0.0 9%
F1905466.1 Porcing circovirus 2 isolate 2351-1, cornplete genome 898 a98 100% 0.0 9%,
F1905465.1 Porcing circovirus 2 isolate CPS461, complete aenome 595 595 100% 0.0 Q9%
E1905464 .1 Forcine circovirus 2 isolate PFES-1, complete genome 895 95 100%: 0.0 9%
F1905463.1 Porcing circovirus 2 isolate C7155, complete aenomme 95 95 100% 0.0 9%
EM398026.1 Porcing circovirus 2, complete genome, isolate Pinar del Rio 898 a98 100% 0.0 9%,
F1935780.1 Forcing circovirus 2 isolate Abort-2006-DK, complete aenome 595 595 100% 0.0 Q9%
E1370975.1 Farcine circovirus 2 strain SDre-1b, complete qenome 895 95 100% 0.0 )
F1570974.1 Porcing circovirus 2 strain Hhyy-6h, complete aenome 95 95 100% 0.0 9%
FIG70969.1 Porcing circovirus 2 strain ShenZhen, complete aenome 898 a98 100% 0.0 9%,
FIS9E044.1 Porcing circovirus 2 strain WuHan, complete aenome 595 595 100% 0.0 Q9%
Fle67595.1 Farcine circovirus 2 strain PCY2-RP7, complete qenome 898 895 100% 0.0 )
Fl&ddaz4 1 Porcing circovirus 2 isolate DF06, complets aenome 95 95 100% 0.0 9%
Fled4920.1 Porcing circovirus 2 isolate TZ06, complete aenome 898 a98 100% 0.0 9%,
ALEELNEN Porcing circovirus 2 isolate SH1, complete genome a9 a9 100% 0.0 99%
Fl&445558.1 Parcine circovirus 2 isolate DZ105, cornplete genorme 8938 895 100% 0.0 9%
F1158606.1 Porcing circovirus 2 isolate TZ60804, complete aenome 95 95 100% 0.0 9%
EU257516.1 Porcing circovirus 2 strain JHOBO0Z, complete genome 898 a98 100% 0.0 9%,
EUZE7513.1 Porcing circovirus 2 strain 2100601, complete genome a9 a9 100% 0.0 99%
EF493852.1 Porcine circovirus 2 strain Z2 rep gene, complete cds 895 95 100% 0.0 )
EUS86637.1 Porcing circovirus 2 isolate Aust3959, complete aenome 95 95 100% 0.0 Q9%
EUDS7187.1 Porcing circovirus 2 UDL168/03, complete aenome 898 a98 100% 0.0 9%,
EUOSF184.1 Porcing circovirus 2 20161b/03, complete genome 895 95 100% 0.0 9%
ELIS45550,1 Parcine circovirus 2 isolate Vos 6869-70/06, complete genome 98 B985 100%, 0.0 9%
EUS45548.1 Porcing circovirus 2 isolate Wos 19015/06, complete aenome 95 95 100% 0.0 Q9%
EUS45542.1 Porcing circovirus 2 isolate Wos 3415-17/07, comnplete aenorne 898 898 100% 0.0 99%

Figura 12 — Alinhamento da seqiiéncia amplificada (15608) com outras sequéncias depositadas
no GenBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov).
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Com o sequenciamento da amostra 15608 foi possivel obter somente
parte do genoma do PCV2, que compreende a sequéncia de nucleotideos que
forma a proteina Replicase (Rep), com aproximadamente 900 nucleotideos.
Com base na caracterizacdo molecular, foi possivel classificar o PCV2 isolado
dentro do genotipo PCV2b, através do alinhamento da sequéncia obtida com
outras previamente descritas (Castro et al., 2007; Ciacci-Zanella et al., 2009b;
Olvera et al., 2007) depositadas no GenBank utilizando o software MEGA 3.1
(Kumar et al., 2004), e posterior andlise filogenética da amostra 15608,

conforme pode ser observado na figura 13.
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Figura 13 — Arvore filogenética apresentando as seqiiéncias do GenBank utilizadas e a
sequéncia isolada neste estudo (15608).
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4. DISCUSSAO

Recentemente, fortes evidéncias de campo e reproducdes experimentais
de infec¢des indicam que, além da SMDS, as falhas reprodutivas também séo
causadas pelo PCV2 (Kim et al., 2004b; Allan, 2006).

Os resultados observados ao analisar amostras de 6rgdos de fetos
suinos pela técnica de PCR reforcam os achados de Pensaert et al. (2004),
que observaram que o coracdo foi o principal tecido fetal afetado apds
inoculacdo in utero do PCV2 em diferentes estagios de gestacdo. Ao analisar
os dados apresentados na tabela 4, observa-se que o coracao foi o 6rgao onde
0s acidos nucléicos de PCV2 foram detectados com maior frequiéncia, seguido
pelos tecidos linféides, indicando que estes seriam os 0rgédos de eleicdo para
coleta e envio ao laboratoério para diagnostico da infec¢do por PCV2 em tecidos
fetais. Além disso, cabe ressaltar que entre os fetos amostrados observam-se
animais de diferentes tamanhos e fases de gestacéo, sugerindo a relagéo entre
a fase desenvolvimento dos fetos com a detecg&o do virus nos tecidos linféides
devido a imunocompeténcia adquirida a partir de determinada fase da
gestacao.

Os resultados encontrados em nossa pesquisa diferem dos relatados por
Maldonado et al. (2005), que analisaram amostras de tecidos de 239 fetos
abortados e natimortos na Espanha, e somente um feto foi positivo para PCV2
pela técnica de PCR. Por outro lado, Altherr et al. (2003) testando amostras de
279 fetos por PCR detectaram acidos nucléicos de PCV2 em 12 fetos.

LesBes macroscopicas nao sdo frequentemente observadas em fetos
suinos, pois quando ocorrem, ndao sdo especificas de um determinado
patogeno. Dentre os fetos analisados em nosso estudo, alguns achados foram
observados, como congestdo da pele e tecidos e acumulo de liquidos nas
cavidades pleural e peritoneal.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho foram
encontrados por West et al. (1999), que observaram lesdes cardiacas em fetos
suinos abortados infectados pelo PCV2, caracterizadas por necrose e
degeneracdo dos cardiomiocitos associada a intenso infiltrado inflamatério de
macréfagos, plasmacitos e linfécitos. Por outro lado, Park et al. (2005), ao



42

analisar amostras de orgaos de 65 fetos natimortos ndo encontraram lesées no
tecido cardiaco, somente nos pulmdes. Contudo, em nosso estudo, antigeno
ou acidos nucléicos de PCV2 foram encontrados em tecidos com auséncia ou
baixo grau de lesdes histologicas significativas, sendo que somente em dois
fetos as lesGes foram encontradas em 6rgéos positivos por nested-PCR.

Testes de IHQ foram realizados a fim de confirmar a presenca do
antigeno de PCV2 nos tecidos fetais onde o virus foi detectado pela técnica de
nested-PCR, sendo observado antigeno viral em 17 dos 29 fetos, havendo
variacdo na quantidade e distribuicdo do antigeno viral nos tecidos. Estes
resultados indicam que a PCR foi mais sensivel para deteccdo de PCV2 nos
tecidos fetais, provando ser uma técnica util no diagndstico, pela facilidade na
preparacdo dos primers, quando comparada com a IHQ, que necessita da
elaboracdo de anticorpos monoclonais (Kim e Chae, 2004a). Os resultados
obtidos no presente trabalho sdo semelhantes aos descritos por Brunborg et al.
(2007), que detectaram acidos nucléicos de PCV2 através de PCR tempo real
e IHQ em amostras de tecidos de fetos abortados e natimortos provenientes de
um rebanho recentemente formado.

Tecidos reprodutivos de fémeas suinas também foram testados por
nested-PCR, onde observou-se que o PCV2 foi encontrado em poucas
amostras e as fémeas positivas encontravam-se ciclando, indicando que a
presenca do virus nao interferiu no ciclo estral dessas porcas. Além disso,
entre as fémeas positivas ndo foram observadas lesdes caracteristicas de
endometrite, sugerindo que a presenca de PCV2 nessas porcas nao estava
relacionada com lesdes uterinas. Os dados encontrados mostram que a grande
maioria das fémeas analisadas estava ciclando, ou seja, possivelmente a
causa que motivou o descarte destas matrizes nao tenha sido reprodutiva.

O sequenciamento e analise filogenética de amostra de PCV2 isolada
durante o desenvolvimento do presente trabalho permitiram classificar a
mesma dentro do genotipo PCV2b, de acordo com caracteristicas especificas
(Horlen et al., 2007). Resultados semelhantes foram encontrados por Castro et
al. (2007), os quais também demonstraram o isolamento de amostras do
genotipo PCV2b, embora tenham utilizado material proveniente de suinos que

apresentavam problemas respiratérios.
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Os resultados obtidos no presente trabalho reforcam os achados de
Ciacci-Zanella et al. (2009a), que classificaram amostras de PCV2 também
isoladas em Santa Catarina, mostrando que ambos genotipos de PCV2
(PCV2a e PCV2b) foram encontrados no Brasil, onde duas sequéncias,
denominadas “Z” e “U”, eram agrupadas na analise filogenética por possuirem
caracteristicas diferentes das demais. Todavia, ao introduzir a seqiéncia
15608, obtida em nosso estudo, na andlise juntamente com as sequéncias
disponibilizadas pelo referido trabalho, ocorre um rearranjo entre estas
sequéncias (Figura 13), inserindo-as no genotipo PCV2b. Ao investigar a
origem das amostras citadas, observou-se que a amostra “Z” refere-se a
material extraido de feto suino abortado, com suspeita de circovirose. A
amostra “U” também € originada de 6rgdos de suinos com caracteristicas
clinicas e histopatolégicas de um quadro de circovirose. Com base nesses
dados pode-se obter maiores esclarecimentos sobre a patogenia e
epidemiologia destes isolados. No entanto, em nosso estudo, somente parte do
genoma do PCV2 foi sequenciada, correspondente a sequéncia de
nucleotideos que forma a proteina Replicase (Rep), uma proteina essencial
para a replicagdo do virus. Estudos continuam sendo realizados para o
sequenciamento e caracterizagdo molecular de todo genoma do PCV2 isolado
desta e de outras amostras obtidas durante o presente trabalho.

O envolvimento do PCV2 nos casos de falhas reprodutivas em suinos
tem causado interesse. Trabalhos realizados no Canada (West et al., 1999,
O’Connor et al., 2001) e Estados Unidos (Janke et al.,, 2000) mostram a
associacado do PCV2 com problemas reprodutivos em suinos, relatando abortos
e mumificacéo fetal, com quantidade variavel de antigeno de PCV2 nos tecidos
e em lesbes cardiacas.

Park et al., (2005), realizaram estudo no qual demonstraram que o PCV2
induziu falhas reprodutivas em porcas inoculadas experimentalmente,
reforcando os relatos de outros autores (West et al., 1999; O’Connor et al.,
2001) e sugerindo a capacidade do PCV2 em atravessar a barreira placentaria
para infectar os fetos em diferentes estagios de gestacao.

Abortos tém sido esporadicamente associados a infecgdo pelo PCV2,
em especial em granjas recentemente formadas, onde leitoas ndo imunes séo

introduzidas no plantel (West et al., 1999). Pescador et al. (2007) realizaram
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levantamento de casos de abortos no estado do Rio Grande do Sul, onde
observaram PCV2 em 5,9% das amostras testadas.

Alguns autores recomendam que para confirmar o diagndstico da
infeccdo por PCV2 em falhas reprodutivas é importante seguir trés critérios: i.
Presenca de abortos e/ou natimortos e/ou mumificados, ii. Presenca de lesGes
no tecido cardiaco dos fetos (miocardite ndo supurativa), iii. Presenca de PCV2
em lesdes do miocéardio e em outros tecidos fetais como linfonodos (Kim et al.,
2004b; Mikami et al., 2005, Allan, 2006).

Segundo Mikami et al. (2005), lesGes de miocardite sGo comumente
encontradas em fetos abortados ou natimortos devido a infecgdo pelo PCV2
associado a falha reprodutiva, bem como deplec¢do linféide no bago, timo e
linfonodos, com infiltracdo de células multinucleadas e na IHQ observa-se a
presenca de antigeno nos cardiomiocitos e infiltracdo de macrofagos. Os
pesquisadores também encontraram miocardite ndo supurativa em leitdes de 8
dias de idade, confirmada por IHQ, porém, as lesdes de fibrose sugeriram que
a infeccdo tenha sido intra-uterina. Contudo, estudos posteriores seréo
necessarios para determinar quais fatores podem estar envolvidos na

expressdo da doenga associada a infec¢édo pelo PCV2.
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5. CONCLUSOES

* A partir dos resultados obtidos no presente estudo foi possivel concluir
que o PCV2 esta presente em material proveniente de porcas com
patologias reprodutivas;

* Os resultados evidenciam que a infeccado pelo PCV2 esta associada
com disturbios reprodutivos em fémeas;

e Baseado nos resultados de nested-PCR e IHQ pode-se concluir que o
coracao e os tecidos linféides s&o os 6rgaos de eleicdo para diagndstico
de PCV2 em tecidos fetais;

« Com base no sequenciamento e caracterizacdo molecular de amostra
isolada de tecidos fetais pode-se concluir que o genotipo PCV2b estava

presente nas amostras avaliadas.
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CAPITULO Il

PADRONIZACAO E UTILIZACAO DA TECNICA DE PCR PARA
DIAGNOSTICO DE TORQUE TENO VIRUS TIPO 1 E TIPO 2 (TTV1 E TTV2)
A PARTIR DE ORGAOS REPRODUTIVOS E FLUIDO FOLICULAR
OVARIANO DE FEMEAS SUINAS

1. INTRODUCAO

Torque Teno Virus (TTV) é um virus pequeno, sem envelope, com fita
simples de DNA circular, classificado no género Anellovirus. Primeiramente
isolado em humanos, mais recentemente o TTV tem sido isolado em animais
domésticos (Okamoto et al., 2002), tendo sido identificados dois genogrupos
distintos, TTV1 e TTV2, que afetam os suinos (Niel et al., 2005).

O TTV em suinos ainda ndo tem se mostrado patogénico, porém, seu
papel em co-infeccbes com outros patdégenos permanece desconhecido.
Estudos através da técnica de PCR consideram que o TTV esta disseminado
na populacéo de suinos da Espanha (Kekarainen et al., 2006), Franca (Bigarré
et al., 2005) e Italia (Marteli et al., 2006), tendo prevaléncia variavel.

Apesar de disseminado em suinos, a importancia deste virus ainda ndo
esta esclarecida. Alguns estudos ja indicaram um possivel papel do TTV em
exacerbar a patogenia causada pelo circovirus suino tipo 2 (PCV2) em leitdes
(Kekarainen et al., 2006), porém, ndo se sabe qual a sua importancia em
animais adultos em fase reprodutiva.

Relatos de grupos de pesquisa do mundo mostram a prevaléncia de TTV
suino em amostras de soro (Sibila et al., 2009), porém, poucos dados foram
encontrados referindo-se a detec¢éo do virus em tecidos.

Estudos recentes mostram os primeiros indicios de transmisséo in Utero
ou transplacentéria de TTV suino (Martinez-Guin¢ et al., 2009), o que levanta a
guestdo da importancia deste agente nos tecidos reprodutivos das fémeas,
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possibilitando a contaminacao intra-uterina e favorecendo a disseminacédo do
virus do plantel.

O presente estudo objetivou estabelecer padrbes para execucdo da
técnica de PCR para deteccdo de acidos nucléicos dos dois genogrupos de
TTV (TTV1 e TTV2) em tecidos, bem como aplicar tal técnica para testar
amostras de orgdos reprodutivos e liquido folicular ovariano de fémeas suinas,

avaliando a distribuicdo dos virus nos tecidos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Padronizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A padronizacdo da técnica de PCR para deteccédo de DNA de TTV1 e
TTV2 em 6rgéos foi realizada seguindo o protocolo descrito por Kekarainen et
al. (2006), adaptado para deteccdo em 6rgdos. Amostras de clones de TTV1 e
TTV2 (cedidos pelo pesquisador Christian Niel, do departamento de virologia
do laboratério Fiocruz, Rio de Janeiro) foram utilizadas como controle positivo
das reacbes, o0s quais tiveram a identidade comprovada através de
sequenciamento do genoma. As sequéncias de primers utilizadas para TTV1 e
TTV2 amplificam uma regido ndo codificante dentro do genoma viral, e

encontram-se descritas na tabela 5.

Tabela 5 - Primers senso e antisenso utilizados nas reacées de PCR para TTV1 e TTV2.

Agente viral Sequéncia5’ - 3
Senso

TTV1 — outer TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCT
TTV1 - nested CAATTTGGCTCGCTTCGCTCGC

TTV2 — outer AGTTACACATAACCACCAAACC
TTV2 — nested CCAAACCACAGGAAACTGTGC

Anti-senso

TTV1 — outer ACTCAGCCATTCGGAACCTCAC
TTV1 - nested TACTTATATTCGCTTTCGTGGGAAC

TTV2 — outer ATTACCGCCTGCCCGATAGGC
TTV2 — nested CTTGACTCCGCTCTCAGGAG

Fonte: Kekarainen et al. (2006).

A reagéo de PCR foi realizada em volume total de 25 pL, sendo testadas
diferentes concentragbes dos reagentes que compde a reacgdo, tais como,
diferentes concentragdes de primers (10 e 100 pmol), diferentes concentracdes
de desoxirribonucleotideos (DNTPs) (2,4 mM; 2 mM e 0,4 mM) e diferentes
concentracbes de DNA (entre 10 e 30 nanogramas). As reacbes continham
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ainda 2 mM de MgCl,, tampao para PCR e 2,5 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®). Como controle negativo das reacées foi utilizada agua ultra pura.

As amplificagdes foram realizadas em aparelho termociclador
(Mastercycler Eppendorf®), utilizando 35 ciclos com desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, gradiente variando a temperatura de anelamento entre 53,8°C e
60°C por 20 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos, seguidos por
extensdo final a 72°C por 10 minutos.

A reacdao foi padronizada para um volume de 25 uL contendo 0,5 pL de
cada primer com concentracdo 10 pmol; 0,4 mM de DNTP; 2 mM de MgCls,
tampao 10x para PCR e 1U de Tag DNA polimerase. Para amplificagdo do
DNA foi utilizado programa que compreende desnaturacéo inicial a 94°C por 2
minutos, 35 ciclos com desnaturacéo a 94°C por 30 segundos; anelamento dos
primers a 54°C por 20 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos, seguidos
por extensdo final por 10 minutos a 72°C. Os fragmentos amplificados foram
analisados através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo
de etidio (5 pg/mL), e posteriormente visualizados sob luz ultra violeta. O
tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado pela comparacdo com
um marcador de peso molecular de 100 pares de base.

Estas condi¢bes, quando determinadas como sendo ideais, foram
aplicadas com amostras de orgaos reprodutivos e fluido folicular ovariano de
fémeas suinas, colhidas e processadas como descrito nos itens 2.3 e 2.4 para
deteccdode TTV1e TTV2.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O TTV é um agente que apresenta grande variabilidade genética e
infecta varias espécies animais, porém, até o0 momento nao foi definitivamente
relacionado a uma enfermidade especifica. Contudo, grupos de pesquisa
trabalham para elucidar as formas de patogenia e principalmente de
transmissdo deste agente entre 0s suinos, uma vez que estes tem sido
utilizados como modelo na tentativa de esclarecer o papel do virus em
humanos (Weiblen, 2009). Por estes motivos, o desenvolvimento de técnicas
moleculares para diagndstico deste patdgeno torna-se fundamental.

Os primeiros resultados obtidos na padronizagdo da técnica de PCR
foram considerados satisfatorios, porém alteracoes foram feitas para otimizar o
teste. Excesso de primer foi observado e a quantidade reduzida para 0,5 pL
com concentracdo 10 pmol, em reacdo contendo 0,4 mM de dNTP e as
mesmas concentracdes de MgCl, e tampéao para PCR.

A técnica de PCR para deteccao dos dois genogrupos de TTV suino em
amostras de 6rgdos foi padronizada utilizando primers que amplificam
fragmentos de 260 e 230 pares de bases para TTV1 e TTV2, respectivamente
(Figura 14).

Foram analisadas 83 amostras de 0rgaos reprodutivos e 71 amostras de
liquido folicular ovariano, colhidos ao abate de fémeas descartadas. O material
foi analisado através da técnica de nested-PCR e verificou-se a presenca de
TTV1 em 25 (30,1%) e TTV2 em 41 (49,3%) fémeas, sendo observada co-
infeccdo entre os agentes em 13,2% das porcas. Foram observados casos de
fémeas em que os virus foram detectados em mais de uma amostra

simultaneamente. Os resultados estdo demonstrados na tabela 6.
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Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR para detec¢do de TTV1 e
TTV2 em 6rgaos reprodutivos de fémeas suinas.

TTV1) Produto de nested-PCR. Amostras de A a L) Utero e ovario das porcas 76, 77, 78, 79,
80 e 81; M) Controle negativo (dgua ultra pura); N) Controle negativo (dgua ultra pura); O)
Controle positivo TTV1; P) Marcador de peso molecular 100 bp (Cenbiot®).

TTV2) Produto de nested-PCR. A) Utero porca 50; B) ovario porca 50; C) Gtero porca 59; D)
ovario porca 59; E) Utero porca 60; F) ovario porca 60; G) ovario porca 77; H) Gtero porca 77;
I)Controle negativo (agua ultra pura); J) Controle positivo TTV2; K) Marcador de peso molecular
100 bp (Cenbiot®).

Tabela 6 - Resultados dos testes de nested-PCR em 83 amostras de ovario e Utero e 71
amostras de liquido folicular ovariano de fémeas suinas descartadas. Numero e percentual de
amostras positivas (%).

Amostras TTV1 TTV2 TTV1eTTV2
Fluido folicular (n=71) 13(18,3) 27(38,0) 5(7,0)
Qvério (n=83) 12(14,4) 19(22,8) 6(7,2)
Utero (n=83) 7(8,4) 14(16,8) 1(1,2)

Os resultados deste trabalho indicam a presenca de TTV suino em
orgaos reprodutivos de porcas de rebanhos comerciais, sendo observada maior
ocorréncia de TTV2 nas amostras testadas.

Brassard et al. (2008) reportaram que o TTV suino tem sido
diagnosticado em amostras de soro, plasma e fezes, e os resultados indicam
gue a transmissao fecal-oral seja o principal meio de disseminacao do virus.
Além disso, recentemente Kekarainen et al. (2007) relataram alta prevaléncia
dos genogrupos de TTV em amostras de sémen, sugerindo que a transmissao
vertical via sémen pode contribuir para a disseminacao do virus. Isso levanta a
hipotese de que o TTV pode ser mais importante do que ja se considerou, uma
vez que foi detectado em ambos sistemas reprodutivos, feminino e masculino.
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Martinéz-Guino et al. (2009) realizaram testes no soro de fetos e fracOes
de colostro, provenientes de fémeas suinas negativas e positivas para TTV1 e
TTV2. Concluiram que porcas negativas sempre originavam leitdes negativos.
Contudo, porcas positivas tiveram tanto leitdes negativos quanto positivos.
Além disso, os fetos positivos eram sempre infectados com o0 mesmo
genogrupo da mée, gerando fortes indicios da transmissédo transplacentaria do
virus.

Até o presente momento, as rotas de transmissdao do TTV suino
permanecem desconhecidas (Sibila et al.,, 2009), justificando a busca por
métodos alternativos de diagndstico para estudo da patogenicidade do agente.

Com a padronizacao da técnica de PCR para detec¢do do TTV suino em
orgaos, estudos de prevaléncia do virus em tecidos podem auxiliar no
esclarecimento sobre a patogenia do virus, atraves do conhecimento do
tropismo viral e futuramente quantificagdo viral e reproducdo de doenca em

suinos.
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4. CONCLUSOES

* A técnica de PCR para deteccdo de TTV1 e TTV2 em amostras de
orgaos foi padronizada, podendo ser aplicada como ferramenta para
investigar a dispersao dos virus em diversos tecidos;

* Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que ambos
genogrupos de TTV suino estavam presentes em amostras de 6rgdos
reprodutivos de fémeas suinas descartadas;

e Com base nos resultados de PCR pode-se concluir que o TTV2 ocorreu
com maior frequéncia entre as fémeas avaliadas, sugerindo a relevancia

deste agente entre animais em idade reprodutiva.
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CAPITULO 1lI

ESTUDO DE CO-INFECGAO ENTRE O CIRCOVIRUS SUINO TIPO 1 (PCV1)
E GENOGRUPOS 1 E 2 DE TORQUE TENO VIiRUS (TTV) SUINO EM FETOS
INFECTADOS POR CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (PCV2)

1. INTRODUCAO

Circovirus Suino tipo 1 e tipo 2 (PCV1 e PCV2, respectivamente), sao
membros da familia Circoviridae, género Circovirus. Sao virus pequenos (14 a
26 nm de diametro), ndo envelopados, com genoma DNA circular de fita
simples (1,7 — 2,3 kb) (Todd, 2004). PCV2 e PCV1 possuem aproximadamente
70% de homologia de nucleotideos entre eles. Enquanto PCV1 € um
contaminante comum de células de cultivo de rim (PK-15) e ndo é considerado
patogénico para animais, o PCV2 tem sido associado com diferentes
sindromes clinicas, denominadas conjuntamente de circovirose suina.

Primeiramente identificado no Canada em 1996 (Allan e Ellis, 2000), o
PCV2 foi descrito no Brasil no ano 2000 e atualmente esta amplamente
difundido entre as criagdes de suinos no mundo todo (Zanella e Morés, 2000),
causando grande impacto econdémico na producdo de suinos, principalmente
pela ocorréncia da Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos
(SMDS) (Allan e Ellis, 2000).

Dentre as diferentes sindromes causadas pelo PCV2, falhas
reprodutivas foram descritas, tanto em infec¢cdes naturais onde o PCV2 foi
identificado em granjas que haviam sido recentemente povoadas com leitoas
(Pittman, 2008), como experimentalmente, através da inoculacdo do PCV2 em
fémeas gestantes, com posterior observagédo de lesdes nos fetos (Sanchez et
al., 2001).
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Apesar de ndo causar doengas em suinos, estudos reportam que o
PCV1 possa apresentar alguma associagdo com tremores congénitos tipo All
(Dewei, 2006 ). Além disso, Allan et al. (1995) relataram ter isolado o PCV1 em
fetos recém nascidos na Irlanda do Norte, sugerindo a possibilidade de
transmissao transplacentaria do virus.

Recentemente, um outro agente viral, o Torque Teno Virus (TTV), tem
sido descrito em associacdo com infec¢gbes causadas pelo PCV2. Trata-se de
um virus pequeno, nao envelopado, pertencente ao género Anellovirus, com
fita simples de DNA circular. Primeiramente isolado em humanos, o TTV ja foi
identificado em animais domeésticos, incluindo suinos, aves, bovinos, ovinos,
caninos e felinos (Okamoto et al.,, 2002), sendo que em suinos j& foram
identificados dois genogrupos, TTV1 e TTV2 (Niel et al., 2005).

Alguns estudos ja indicaram um possivel papel do TTV em exacerbar a
patogenia causada pelo PCV2 em leitdes (Kekarainen et al., 2006), nos quais o
TTV foi detectado em animais afetados e nédo afetados pela SMDS. Estudo
semelhante recentemente demonstrou a co-infeccdo entre TTV e PCV2 em
amostras de suinos no Brasil (Ciacci-Zanella et al., 2009b). Contudo, a
importancia deste virus ainda ndo esta esclarecida.

O principal objetivo deste estudo € avaliar a ocorréncia dos genogrupos
1 e 2 de TTV suino em fetos infectados pelo PCV2, bem como investigar a

presenca de PCV1 nestes fetos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Virus e amostras de orgaos

Amostras de oOrgaos de fetos suinos processadas e testadas como
descrito nos itens 2.4 e 2.5 que resultaram positivas pela técnica de nested-
PCR para PCV2, foram submetidas a testes para detec¢cédo de PCV1, TTV1 e
TTV2. Foram analisadas amostras de coragdo, pulmao, figado, rim, tecidos
linféides e tecido nervoso de 29 fetos abortados, natimortos ou mumificados,

provenientes de fémeas suinas que apresentavam disturbios reprodutivos.

2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

ReacbBes de PCR foram realizadas utilizando primers especificos para
cada um dos genogrupos de TTV, conforme descrito por Kekarainen et al.
(2006) e para PCV1, segundo Kim et al. (2001b), demonstrados na tabela 7.
Para controle positivo das reacdes de PCV1 foi utiizado DNA extraido de
sobrenadante de cultivo celular persistentemente infectado. Nas reacdes para
deteccdo de TTV1 e TTVZ2, como controle positivo foram utilizados clones
(cedidos pelo pesquisador Christian Niel, Fiocruz, Rio de Janeiro). Como

controle negativo das reagdes utilizou-se agua ultrapura.

2.2.1. Deteccédo de PCV1

Para deteccdo de PCV1, utilizou-se primers que amplificam uma regiao
especifica da ORF 1. Reacdes de outer-PCR foram realizadas utilizando
primers com concentragao 10 pmol, 1,2 mM de MgCl, , tampéao para PCR, 0,4
mM de DNTPs (Invitrogen®) e 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®). A
partir do produto amplificado, procedeu-se reacdes de nested-PCR, utilizando o
mesmo primer forward da reagdo outer, além do primer reverse, produzindo

fragmentos de 317 pares de bases. A amplificacdo do DNA foi executada em
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termociclador (Mastercycler Eppendorf®), com 35 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 1 minuto, anelamento dos primers a 68°C por 1 minuto e extenséo a

72°C por 1 minuto.

Tabela 7 - Primers forward e reverse utilizados nas rea¢6es de PCR para PCV1, TTV1e TTV2.

Agente viral Sequéncia 5’ - 3’
Forward
PCV1 - outer TTGCTGAGCCTAGCGACACC
PCV1 - nested TTGCTGAGCCTAGCGACACC
TTV1 - outer TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCT
TTV1 - nested CAATTTGGCTCGCTTCGCTCGC
TTV2 — outer AGTTACACATAACCACCAAACC
TTV2 — nested CCAAACCACAGGAAACTGTGC
Reverse
PCV1 - outer TCCACTGCTTCAAATCGGCC
PCV1 - nested TGTTCTCCAGCAGTCTTCCA
TTV1 - outer ACTCAGCCATTCGGAACCTCAC
TTV1 - nested TACTTATATTCGCTTTCGTGGGAAC
TTV2 — outer ATTACCGCCTGCCCGATAGGC
TTV2 — nested CTTGACTCCGCTCTCAGGAG

Fonte: Kim et al. (2001b) e Kekarainen et al. (2006).

2.2.2. Deteccdo de TTV1e TTV2

Visando a deteccdo de TTV1 e TTV2, a PCR foi executada conforme
anteriormente descrito no capitulo 1l deste trabalho. As reagbes foram
preparadas para um volume de 25 pL, com concentracdo 10 pmol de cada
primer, tampéo para PCR, 2 mM de MgCl, 0,4 mM de DNTPs (Invitrogen®) e 1
U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®). Nas reacées para deteccéo de TTV2
foi realizado gradiente de concentracdo de MgCl,, variando entre 0,5 mM, 1
mM e 2 mM. A partir do produto da outer, realizou-se a nested-PCR, que
amplifica fragmentos de 260 e 230 pares de bases para TTV1 e TTV2,
respectivamente.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Mastercycler
Eppendorf®) com as mesmas condi¢bes para ambos TTVs, com 35 ciclos de

desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 54°C por 20
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segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos, seguidos por extenséo final a
72°C por 10 minutos.

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio (5 pg/mL) e observados em
transiluminador com luz ultravioleta. Um marcador de peso molecular foi

incluso no gel para verificacdo do tamanho dos fragmentos amplificados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi detectar em amostras positivas para PCV2
em fetos suinos a presenca de outros virus DNA circular que possam estar co-
infectando esses animais e possivelmente elevando a severidade das lesdes.

O PCV2 foi detectado através da técnica de PCR em amostras de
orgaos em 29 de 169 fetos suinos analisados durante o periodo de agosto de
2008 e maio de 2009. Posteriormente, estas amostras foram testadas para
deteccao de outros 3 agentes virais: PCV1, TTV1e TTV2.

Nas reagbes de PCR para deteccdo de TTV2 foram observadas
amplificacBes inespecificas, com tamanho de fragmento acima do esperado
para os primers utilizados, como pode ser observado na figura 15. Algumas
medidas foram tomadas na tentativa de minimizar o problema. Inicialmente
aumentou-se a temperatura de anelamento dos primers e variou-se a
concentracdo de MgCl,, porém, os resultados ndo foram eficientes. Outra
estratégia foi a utilizacdo de uma enzima mais especifica, a Taqg Platinum
Antibody (Invitrogen®), que otimiza as reacdes, pois inicia sua atividade
enzimatica somente apés atingir uma temperatura 6tima durante o processo de
amplificagdo. Outra alternativa foi o tratamento de algumas amostras com
RNAse, a fim de digerir o RNA da célula e facilitar a amplificacdo do DNA viral.
Contudo, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios, sugerindo que quando
sao utilizadas amostras de tecidos fetais, outros produtos sdo amplificados

pelos primers em uso.
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Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR para detec¢éo de TTV1 e
TTV2 em 6rgéos de fetos suinos positivos para PCV2.

TTV1: (1) Baco, rim e timo — feto 143; (2) Corac¢édo, pulméo e figado — feto 147; (3) Cérebro,
cerebelo e medula — feto 147; (4) Baco, rim e timo — feto 147; (5) Controle negativo (aAgua ultra
pura); (6) Controle positivo TTV1; (7) Marcador 100 pares de bases (Amersham®).

TTV2: (1) Cérebro, cerebelo e medula — feto 86; (2) Baco e rim — feto 86; (3) Baco, rim, timo e
linfonodo inguinal — feto 70; (4) Linfonodo inguinal e linfonodo mesentérico — feto 82; (5)
Cérebro, cerebelo e medula — feto 53; (6) Linfonodo inguinal, mesentérico e submandibular —
feto 90; (7) Cérebro, cerebelo e medula — feto 91; (8) Linfonodo inguinal, mesentérico e
submandibular — feto 95; (9) Controle negativo (agua ultra pura); (10) Controle positivo TTV2;
(11) Marcador 100 pares de bases (Amersham®).

As reacoes de PCR para deteccao de PCV1, que amplificaram produtos
de 317 pares de bases (Figura 16), demonstraram seqiiéncias do virus em 8
fetos (27,6%). Por outro lado, TTV1 foi detectado em 7 (24,1%) e TTV2 em 24
fetos (82,8%).

Figura 16 — Eletroforese em gel de agarose 1%. Reacdo nested-PCR para PCV1 a partir de
Orgéaos de fetos suinos positivos para PCV2.

(1) Cérebro, cerebelo e medula — feto 86; (2) Baco e rim — feto 86; (3) Baco, rim, timo e
linfonodo inguinal — feto 70; (4) Linfonodo inguinal e linfonodo mesentérico — feto 82; (5)
Cérebro, cerebelo e medula — feto 53; (6) Linfonodo inguinal, mesentérico e submandibular —
feto 90; (7) Cérebro, cerebelo e medula — feto 91; (8) Linfonodo inguinal, mesentérico e
submandibular — feto 95; (9) Cérebro, cerebelo e medula — feto 96; (10) Cérebro, cerebelo e
medula — feto 98; (11) Coragéo, pulméo e figado — feto 130; (12) Coracao, pulméao e figado —
feto 113; (13) Controle negativo (agua ultra pura); (14) Controle positivo TTV2; (15) Marcador
100 pares de bases (Cenbiot®).

Os resultados obtidos no estudo de co-infeccdo mostraram maior
ocorréncia de TTV2 entre as amostras analisadas, indicando a importancia
deste agente associado a infec¢des causadas por PCV2 (Figura 17).
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Figura 17 — Resultados dos testes de PCR para PCV1, TTV1 e TTV2 em amostras de 6rgaos
de fetos positivos para PCV2.

O PCV1 foi o primeiro circovirus suino identificado e apresenta alta
prevaléncia nos rebanhos. Contudo, sua importancia ainda nao foi totalmente
esclarecida.

Hines e Lukert, (1994) realizaram estudo em que indicavam o PCV1
associado a tremores congénitos em leitbes, com transmissdo vertical
experimental. Porém, este isolado ndo foi genomicamente ou antigenicamente
caracterizado e poucas informacdes sobre a inoculacdo experimental foram
disponibilizadas. Em nosso trabalho, ndo foram selecionadas amostras de
granjas que apresentassem problemas de tremores congénitos, portanto néo
dispomos deste dado.

Segundo Allan et al. (1995), o PCV1 teria sido isolado em 3 de 160 fetos
natimortos, indicando que a transmisséao vertical do virus pode ocorrer, porém
requer mais estudos para maiores esclarecimentos.

O PCV2, assim como o TTV, é um virus ubiguo de suinos, indicando
que a infeccdo pelo PCV2 é necessaria, mas nao suficiente para desencadear
o desenvolvimento de sinais clinicos. Estudos mostram que, além do PCV2
outros fatores como manejo, genética e presenca de outros agentes virais sao
necessarios para a expressdo de doenca em muitos casos. Em um estudo
realizado na Espanha buscou-se identificar a presenca de TTV em amostras de
suinos afetados e néo afetados pelo PCV2, a fim de elucidar se o TTV pode ser
considerado como um suposto desencadeador de quadros clinicos de SMDS
(Kekarainen et al., 2006). Os pesquisadores reportaram a deteccdo dos
genogrupos de TTV em animais afetados pelo PCV2, evidenciando a

ocorréncia da infeccdo pelo TTV em animais acometidos pela SMDS, sendo
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encontrados resultados semelhantes ao nosso estudo, com maior ocorréncia
de TTV2 nas amostras testadas.

Os resultados do presente trabalho mostram que é alta a presenca de
TTV em amostras de fetos suinos infectados pelo PCV2, complementando os
achados de Ciacci-Zanella et al. (2009b), que demonstraram a presenca dos
genogrupos de TTV em amostras de 6rgdos de machos suinos infectados pelo
PCV2, sugerindo a relacao entre os agentes.

Além disso, Ellis et al. (2008) demonstraram que a inoculacdo de TTV1
em leitbes gnotobidticos antes da infeccdo pelo PCV2 facilitou o
desenvolvimento da SMDS, mostrando mais um indicio do sinergismo entre os
virus.

Ao testar amostras de tecidos fetais para deteccdo de TTV2, observou-
se a ocorréncia de amplificacdes inespecificas, que dificultaram a obtencao dos
resultados. Por isso, novos estudos estdo sendo realizados e outras opcgoes
sendo testadas para otimizacdo do teste, inclusive o sequenciamento dos
fragmentos amplificados, para posterior caracterizacdo molecular do material,
bem como a investigacdo da possibilidade de tratar-se de um novo genogrupo
de TTV suino que poderia estar sendo amplificado pelos primers em uso, uma
vez que em humanos ja foram identificados pelo menos 5 genogrupos de TTV
(Peng et al., 2002).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se a
realizagdo de novas investigacbes para elucidar questdes referentes a
epidemiologia e patogenia do TTV quando relacionado com infec¢gbes pelo
PCV2. Por outro lado, a demonstracdo de PCV1 nas amostras testadas
evidencia que a ocorréncia deste virus pode ter maior importancia nas co-
infeccdes. Com isso, surge a necessidade de novas técnicas de diagndstico,
como a PCR em tempo real multiplex, que permitiria avaliar e quantificar a

presenca destes trés agentes virais de DNA circular que afetam os suinos.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram a ocorréncia de co-
infeccbes entre ambos genogrupos de TTV em fetos suinos infectados
pelo PCV2, sugerindo a possivel relacdo entre os agentes;

Os dados encontrados demonstraram a ocorréncia de co-infeccdo entre
PCV1l e PCV2 em fetos suinos provenientes de fémeas que
apresentavam falhas reprodutivas, indicando a importancia do
diagnéstico destes patdégenos;

Foi observada alta presenca de TTV2 em fetos suinos infectados pelo
PCV2, reforcando os indicios do envolvimento deste agente nos casos

de infecgao por PCV2.
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ANEXO 1: Questionario aplicado para selecionar granjas para 0 projeto

Diagnostico de Doencas Reprodutivas

Em@a

Embrapa — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuar ia

SEG - Sistema Embrapa de Gestao

indices reprodutivos da granja nos ultimos 6 meses considerando objetivo e momento de interferéncia

Problemas na gestagéo Objetivo Nivel de interferéncia Situacéo da granja
Retorno ao cio (Total)- % 10 15
Retorno regular - % 6 8
Retorno irregular - % 3 5
Negativo (teste prenhez) % 3 5
Aborto % 2 4
Falsa gestacéo - % 1 3
Natimorto - % 7 10
Mumificado - % 3 5

Responsavel pelas informacdes:
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ANEXO 2: SOLUCOES UTILIZADAS NA IMUNOHISTOQUIMICA

PBS (SOLUCAO SALINA TAMPONADA)

Solucéo estoque : Tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4

- Fosfato de sédio dibasico (NaHPO4) 7H20: 11,4 g

- Fosfato de so6dio monobasico (NaH2PO4) 2H20: 3,3 g
ou (NaH2PO4) H20:2,54 g ou 2,92 g

Manter a solucéo estoque refrigerada.

Solucéo trabalho : Tampéo fosfato salino 0,01 M pH 7,2-7,4
- Solucéo estoque: 100 ml

- Cloreto de sédio: 8,5 g

- Agua destilada: 900 ml|

Solucéo de lavagem com PBS twen

- Solucao trabalho: 1000 ml
- Tween: 500 pL

Tripsina

- 10 mg de tripsina

-10 mL de TBS

Diluir em gelo, armazenar no congelador e aquecer a 37°C na hora de
utilizar.

Peroxido de Hidrogénio( H,O2) 3%
-3 mL H>,0O,
- 97 mL de agua destilada

Diluente Soro

- 100 mL PBS (solucéo trabalho)
- 0,1 g BSA (albumina bovina)

- 0,5 g azida sédica

DAB
- 1 mL de buffer (provido pelo Kit Dako)
- 1 gota de solucdo DAB

HEMATOXILINA DE HARRIS

- 1 g de hematoxilina

- 10 mL de alcool 100%

Dissolver 20 g de sulfato de aluminio e potassio em 200 mL de agua
destilada em um erlenmeyer com ajuda de calor. Adicionar a solucéo de
hematoxilina. Levar a mistura a fervura rapida, e em seguida, adicionar
0,5 g de oxido de mercurio. Esfriar em banho-maria 56°C por 5 minutos
e em seguida, colocar em agua corrente para o resfriamento da solucao.
Armazenar em frasco ambar.
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ANEXO 3: SOLUCOES UTILIZADAS NA EXTRACAO DE DNA:

Tampao de lise:

Misturar em um frasco de 500 mL:
-4 mL de NaClI5 M
-10mLdeTris1MpH7,5

-4 mL de EDTA0,5MpH 8,0

-5 mL de SDS 20%

- 77 mL de agua ultra pura estéril
Estocar a temperatura ambiente.

Tris IM pH 7,5

- 48,44 g de Tris Base

- 350 mL de agua ultra pura

- misturar com barra magnética até entrar em solucao.

- ajustar pH para 7,5 com HCI concentrado (de 28 a 30 mL)
- completar volume até 400 mL com agua ultra pura

- autoclavar 30 minutos a 121°C

Estocar a temperatura ambiente.

EDTA 0,5 M pH 8,0

- 77,44 g de EDTA 2H20

- 300 mL de agua ultra pura

- medir o pH observando que o EDTA nao entra em solucédo até que
atinja pH 8,0, por isso, comecar a misturar com barra magnética
adicionando NaOH 10 N até chegar a pH 8,0

- completar a solugdo para 400 mL

- autoclavar a 121°C por 15 minutos

Armazenar a temperatura ambiente.

SDS 20%

-40 g de SDS

- 150 mL de agua ultra pura

- aquecer em banho-maria 56°C alguns minutos

- misturar com barra magnética até entrar em solucao
- filtrar em membrana de 0,45 pm

Armazenar a temperatura ambiente.

NaCl5M

- 116,90 g de NaCl

- 380 mL de agua ultra pura

- agitar com barra magnética até entrar em solucao
- completar com agua ultra pura até 400 mL

- autoclavar

Armazenar a temperatura ambiente.

» Etanol 75%
- 75 mL de etanol
- 25 mL de agua ultra pura estéril
- misturar e aliqguotar em frascos de 50 mL
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Conservar a -20°C.

* Proteinase K: deve ser ressuspendida em tampao proprio, de acordo
com a marca, de modo a apresentar concentracéao final de 20 ug/uL.

Concentracéo final Estoque Volume
Invitrogen
10 mM tris pH 7,5 TrispH7,51M 1mL
20 mM cloreto de célcio CaCl21M 2mL
50% glicerol Glicerol 50 mL
Agua ultra pura estéril 47 mL

e Fenol equilibrado
- descongelar 500 g de fenol a 65°C (500 g = 500 mL)
- adicionar 0,5 g de 8-hidroxyquinoline e misturar
- colocar 500 mL de Tris 1 M pH 8,0
- acrescentar 500 mL da solucéo de fenol
- misturar delicadamente
- deixar em repouso por 15 minutos para separacao das fases
- coletar o fenol em um becker
- descartar a fase aquosa
- colocar o fenol num funil de decantagao
- adicionar 500 mL de Tris Base 0,1 M
- misturar delicadamente
- deixar em repouso por 15 minutos para separacao das fases
- coletar o fenol em um becker
- medir o pH da fase aquosa, que deve ser maior que 7,5
- distribuir o fenol em frascos de 50 mL
Armazenar a -20°C.

Tris Base 1 M pH 8,0
- 121,14 g de Tris Base
- 850 mL de agua ultra pura
- misturar até entrar em solucéao
- ajustar o pH 8,0 com HCI concentrado
- completar a solucdo para 1000 mL
- autoclavar a 121°C por 15 minutos
Armazenar a temperatura ambiente.

Acetato de Sodio 3 M pH 5,2

- 163,24 g de C2H302Na . 3H20 e 98,40g de C2H302Na anidro
- 350 mL de agua ultra pura

- misturar com barra magnética até entrar em solucao

- ajustar pH com acido acético glacial (50 mL)

- completar solucdo para 400 mL com agua ultra pura

- autoclavar

Armazenar a temperatura ambiente.

Tampéao TE
- 10 mM Tris Base pH 7,5
-1 mM EDTA 0,5 M pH 8,0



Tampao de eletroforese em gel de agarose
- 108 g de Tris Base

- 55 g de Acido borico

- 100 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 1000 mL de agua destilada
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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