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RESUMO

VIEIRA, L. B. Producao experimental de particulas virais infectantes do PCV2b a partir
de genomas sintéticos. 2024. 66f. Dissertacdo de Mestrado — Instituto de Biociéncias de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2024.

O Circovirus suino (PCV) ¢ prevalente na populagdo mundial de suinos e € notavel por ser o
menor virus conhecido em termos de genoma e estrutura. Além disso, possui a capacidade de
replicacdo autdbnoma, o que o torna um modelo interessante para estudos in vitro. Entre as
diferentes espécies desse virus, o PCV2 se destaca por estar associado a Sindrome da
Circovirose Suina (SCS), um conjunto de sinais clinicos que afetam varios 6rgdos, sendo a
manifestagdo mais comum a perda dos indices zootécnicos, levando os animais infectados ao
definhamento e a outras lesdes. O PCV2 apresenta uma molécula alvo importante, a proteina
Cap, que constitui seu capsideo e estd diretamente relacionada a resposta imunologica do
hospedeiro. A espécie PCV2b circula com particular relevancia no Brasil. O monitoramento e
a prevencdo dessa infeccdo, bem como a melhor compreensao de aspectos essenciais a
estrutura viral, podem ajudar a evitar perdas econdmicas significativas aos produtores e
contribuir com o melhoramento do bem-estar animal. Com isso, este trabalho teve como
objetivo principal a padronizagdo e execu¢do de procedimentos para induzir a replicagdo viral
autonoma do PCV2b em cultura de células a partir de um genoma viral construido
artificialmente com base em um genoma viral selvagem sequenciado. Assim, o genoma viral
sintético foi transfectado em células de linhagem de testiculo suino (ST), esta cultura de
células foi mantida sob condi¢des ideais e submetida a passagens para acomodar o
crescimento e a renovagao celular. O DNA viral desta cultura de células foi quantificado por
gPCR em intervalos de 24 horas. A produgdo da proteina do capsideo foi analisada por
ELISA. Um ensaio de infeccdo em cultivo celular foi realizado com o sobrenadante das
células transfectadas e mantidas. O DNA viral foi detectado em todos os intervalos de coleta,
tanto nas cé€lulas submetidas aos ensaios de transfeccdo quanto nas de infeccdo. A
quantificagdo da carga viral mostrou uma relagao direta a confluéncia celular. A presenga da
proteina Cap foi confirmada por ELISA. A estrutura externa das particulas virais sintéticas foi
visualizada a partir de microscopia eletronica de transmissdo com coloracdo negativa.
Portanto, a produgdo experimental de particulas virais infectantes do PCV2b a partir de

genomas sintéticos tem como vantagem a realizagdao de estudos experimentais com mutagoes



especificas. A padronizagdo da producdo de particulas virais sintéticas permite a obtencao de
particulas virais a partir do genoma viral desenhado com quaisquer alteragdes de interesse. E
possivel explorar alteragdes baseadas em simulagdes computacionais, o que abre caminho
para pesquisas futuras que explorardo aspectos essenciais da montagem e estabilidade do
capsideo desse virus e pode, por exemplo, nortear o desenvolvimento de futuras vacinas ou

outros produtos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Circovirus suino; montagem viral; engenharia genética; transfeccao.



ABSTRACT

VIEIRA, L. B. Experimental production of PCV2b infecting viral particles from
synthetic genomes. 2024. 66f. Master's Thesis — Botucatu Institute of Biosciences,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2024.

Circovirus porcine (PCV) is prevalent in the global swine population and is notable for being
the smallest known virus in terms of genome size and structure. Additionally, it has the ability
to replicate autonomously, making it an interesting model for in vitro studies. Among the
different species of this virus, PCV2 stands out for being associated with Circovirus Porcine
Syndrome (SCS), a collection of clinical signs that affect various organs, with the most
common manifestation being the loss of zootechnical performance, leading infected animals
to wasting and other lesions. PCV2 has an important target molecule, the Cap protein, which
constitutes its capsid and is directly related to the host’s immune response. The PCV2b
species circulates with particular relevance in Brazil. Monitoring and preventing this
infection, as well as better understanding key aspects of viral structure, can help avoid
significant economic losses for producers and contribute to the improvement of animal
welfare. Thus, the main objective of this study was to standardize and execute procedures to
induce autonomous replication of PCV2b in cell culture using an artificially constructed viral
genome based on a sequenced wild-type viral genome. The synthetic viral genome was
transfected into porcine testis (ST) cell lines, and this cell culture was maintained under
optimal conditions and passaged to accommodate cell growth and renewal. Viral DNA from
this cell culture was quantified by qPCR at 24-hour intervals. Capsid protein production was
analyzed by ELISA. A cell culture infection assay was performed using the supernatant from
the transfected and maintained cells. Viral DNA was detected at all collection intervals, both
in the cells subjected to transfection assays and in those used for infection assays. Viral load
quantification showed a direct relationship with cell confluence. The presence of the Cap
protein was confirmed by ELISA. The external structure of the synthetic viral particles was
visualized using transmission electron microscopy with negative staining. Therefore, the
experimental production of infectious PCV2b viral particles from synthetic genomes offers
the advantage of performing experimental studies with specific mutations. Standardizing the
production of synthetic viral particles allows for the generation of viral particles from a viral

genome designed with any desired alterations. Alterations based on computational



simulations can be explored, paving the way for future research that will explore key aspects
of capsid assembly and stability in this virus, which could guide the development of future

vaccines or other biotechnological products.

Keywords: Circovirus porcine; viral assembly; genetic engineering; transfection.
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1. INTRODUCAO

1.1. Circovirus suino

O circovirus suino ¢ classificado dentro do género Circovirus e da familia
Circoviridae, sendo, at¢ o momento, considerados os menores patogenos virais capazes de
replicacdo autonoma em células animais. Suas particulas tém uma estrutura icosaédrica com
um didmetro de 15 a 25 nandmetros e possuem genomas muito pequenos, que variam de 1.7 a
2.1 kb de extensdo e sdo constituidos por uma molécula de DNA de fita simples (ssDNA)
circular (Figura 1). O genoma ambisense destes virus consiste em duas ORFs principais ¢
duas regides intergénicas, uma das quais contém a origem de replicacdo (BREITBART et al.,

2017).

T=1

Figura 1. Estrutura dos Circovirus. Representagdo esquematica da estrutura dos circovirus, onde o
DNA circular fita simples (ssDNA) esta representado em azul € o capsideo esta representado em
verde. O capsideo € composto por 60 unidades assimétricas (T=1) de uma tnica proteina (Cap).

Fonte: Viralzone.

A replicagdo do genoma do Circovirus Suino ¢ altamente dependente de proteinas
da fase S do ciclo celular, mas ocorre de forma independente da replicagdo do DNA ou RNA
celulares do hospedeiro, utilizando um mecanismo de replicagao do tipo circulo rolante.

Portanto, esses virus sdo considerados virus de replicagdo autonoma, uma vez que podem
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codificar enzimas essenciais para a replicacdo com a sequéncia do proprio DNA viral

(FLORES, 2012; TISCHER et al., 1987).

O circovirus suino foi caracterizado pela primeira vez em 1982, sendo um virus
de tamanho extremamente pequeno, com cerca de apenas 17 nandometros de diametro. Foi
observado que esse virus estava constantemente presente em culturas de células de rim suino
(PK-15), porém sem causar efeito citopatico (TISCHER et al., 1982). A origem de replicacao
de seu genoma ¢ composta por uma estrutura em forma de haste que inclui uma sequéncia
octanucleotidica cercada por palindromos (Figura 2), que ¢ delimitada pelas duas ORFs
principais; na fita positiva, encontramos a ORF1, que codifica as proteinas Rep e Rep',
desempenhando um papel crucial na inicia¢ao da replicagdo, enquanto que a ORF2, localizada
na fita negativa do genoma, codifica a proteina Cap, que forma as 60 subunidades
componentes do capsideo viral (Figura 3). As proteinas Rep e Rep' diferem devido ao splicing

alternativo no transcrito que as codifica (FAUREZ et al., 2009).

_ A XT A
X
T

Loop Nick
— 1 C
Stem
w|C

- CGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAG

H1 H2 H3 H4

Figura 2. Origem de replicacio do PCV. Origem de replicacdo composta por uma estrutura em
forma de haste (Stem-loop) que inclui uma sequéncia octanucleotidica cercada por palindromos. H1:
Hexamero 1; H2: Hexamero 2; H3: Hexamero 3; H4: Hexamero 4. Pentameros CACCT.

Fonte: Adaptado de FAUREZ et al., 2009.
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LS

Origem de replicagao

Stem

15 bC
COGEAGCGGCAGCACCTEGGEAGCACCTCAGCAG
H1 H2 H3 H4™

ORF2 codifica

a proteina Cap ORF1 codifica

as proteinas Rep e Rep’

Genoma do
PCV2

Figura 3. Representacdo do genoma do PCV. Seta preta: Regido aberta de leitura 1 (ORF1),
localizada na fita positiva, que codifica as proteinas Rep e Rep'. Seta cinza: Regido aberta de leitura 2
(ORF2), localizada na fita negativa, que codifica a proteina do capsideo. Entre as ORF1 e ORF2 estdo
as regides intergénicas. A origem da replicagdo esta localizada na regido intergénica entre as ORFs 1 e
2. H1, H2, H3 e H4 sdo hexameros.

Fonte: Adaptado de FAUREZ et al., 2009.

O processo de replicagdo estd esquematizado na figura 4 e comega pela
duplicacdo do genoma ssDNA circular, seguido de clivagem do loop de DNA pela Rep,
gerando uma extremidade livre 3'OH. Em seguida, a DNA polimerase celular inicia a
replicagdo do DNA viral a partir dessa extremidade. Quando uma unidade do genoma ¢
replicada, o complexo REP fecha o /loop covalentemente, resultando na liberagdo de uma
molécula de DNA parental de fita simples circular positiva e uma molécula de DNA de fita
dupla circular composta pela fita parental negativa e a fita positiva recém-sintetizada. A
molécula de fita simples pode ser encapsulada ou participar de um segundo ciclo de

replicagdo (FAUREZ et al., 2009).
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Figura 4. Modelo de replicacao de circulo rolante de virus de fita simples. Fita preta: fita parental
positiva e genoma viral. Fita azul: fita negativa gerada da duplicag@o inicial do ssDNA circular. Fita
vermelha: fio condutor positivo, funciona como primer para a DNA polimerase. a e b: a conversao do
genoma viral de fita simples em intermediario replicativo de DNA de fita dupla produzido na célula; ¢
e d: complexo REP liga-se a estrutura haste que € a origem da replicagdo e inicia a replica¢do cortando
0 DNA; d e e: a DNA polimerase celular inicia a replicacdo do DNA viral da extremidade 3'OH livre e
o complexo REP mantém-se ligado a extremidade 5'; f e g: depois de uma rodada de replicagdo, o
complexo REP fecha o DNA e libera um DNA de fita simples e um DNA de fita dupla. h', h" e h"":
DNA pode ser usado para replicagdo ou pode ser encapsulado.

Fonte: Adaptado de FAUREZ et al., 2009.

Quatro espécies do circovirus suino foram identificadas: PCV1, PCV2, PCV3 e
PCV4 (BREITBART et al.,, 2017). O PCV1 foi inicialmente reconhecido como um
contaminante persistente de células de linhagem de rim suino (PK-15) (TISCHER; RASCH;
TOCHTERMANN, 1974). Ja o PCV2 foi caracterizado por Meehan e colaboradores (1998) a
partir de sequenciamento de amostras de suinos da América do Norte e Europa que exibiam
sintomas da Sindrome Multissistémica do Definhamento ¢ (SMDS) e comparadas com a
sequéncia do genoma do PCV isolado de cultura de células de rim suino (MEEHAN et al.,
1998). O PCV3, por sua vez, foi descoberto por Phan e colaboradores (2016) por meio de
analises metagendmicas e sequenciamento de amostras de casos clinicos com sintomas muito
semelhantes a Sindrome da Circovirose Suina (SCS), mas sem detec¢ao de PCV2 nos testes
diagnoésticos (PHAN et al., 2016). Finalmente, o PCV4 foi identificado e caracterizado por
Zhang e colaboradores (2020) a partir de analises de amostras por PCR, qPCR e
sequenciamento (ZHANG et al., 2020).

Entre as espécies mencionadas, ¢ importante destacar o PCV2, uma vez que este

¢ reconhecido como um virus de extrema importancia para a saude suina em nivel global,
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estando associado a ocorréncia de 6bitos e a redu¢do do desempenho zootécnico dos suinos, o
que leva em consequéncia a consideraveis perdas econdmicas nas criagdes (CASTRO et al.,
2007). A natureza patogénica do PCV2 ¢ ainda mais preocupante pelo fato de que esse virus
apresenta uma elevada taxa evolutiva, com aproximadamente 1,2 x 10° substituigdes/sitio/ano,
que ocorrem especialmente na regido da ORF2 (MAITY et al., 2023), que ¢ a responsavel
pela codificagdo da proteina do capsideo, a qual, por sua vez, desempenha um papel crucial na

antigenicidade e viruléncia do PCV2 (WEI et al., 2019).

A Sindrome da Circovirose Suina (SCS) ¢ o conjunto de manifestag¢des clinicas
ocasionadas pelo PCV2 (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016) que afetam véarios sistemas do
organismo suino, incluindo a condi¢do denominada sindrome multissistémica do
definhamento (SMDS), que ¢ bastante comum e que acomete os animais durante suas
primeiras semanas de vida. A transmissdo da SCS pode ocorrer tanto verticalmente quanto
horizontalmente, sendo as vias oronasal ¢ fecal as mais comuns. Além disso, a sindrome ¢
altamente influenciada por cofatores infecciosos (FLORES, 2012). Adicionalmente, dentre as
varias patologias observadas em animais infectados por circovirus, incluem-se as hepatites

(ROSELL; SEGALES; DOMINGO, 2000).

Um estudo realizado por Hamel e colaboradores (1998) demonstrou que o PCV2
possui nove nucleotideos a mais em relacio ao PCVI, totalizando 1768 bases. Ainda,
trabalhos de sequenciamento demonstraram que o PCV2 apresenta uma variedade genotipica
significativa, uma vez que foram identificadas trés diferentes gendtipos deste virus (PCV2a,
PCV2b e PCV2c) (SEGALES et al., 2008). Em seguida, foram descritos mais dois genétipos,
PCV2d e PCV2e, em diversos paises (GUO et al., 2010; HARMON et al., 2015;
WIEDERKEHR et al., 2009; XIAO et al., 2012), além de um sexto genotipo (PCV2f) (BAO
et al. 2017). Mais recentemente, outros dois genotipos (PCV2g e PCV2h) foram identificados
por Franzo e Segales (2018), seguidos por mais um novo genétipo (PCV2i1) descoberto por
Wang e colaboradores (2020). E interessante observar que entre os gendtipos identificados, o
PCV2d foi o predominante na populacdo estudada, embora o PCV2b também circule com
significativa relevancia (WANG et al., 2020).

No Brasil, o PCV2b ¢ de particular relevancia, como indicado por um estudo
realizado por Rodrigues e colaboradores. Nesse estudo, uma avaliagdo da prevaléncia das
diferentes espécies de PCV no Brasil no periodo de 2009 a 2017 revelou uma maior

predominancia do PCV2b (RODRIGUES et al., 2020), o que ressalta a importancia de
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compreender e investigar mais a fundo o PCV2b e suas caracteristicas especificas devido ao

cenario nacional.

1.2. O circovirus e seu potencial como agente zoonoético

O ultimo relatério publicado pela Organizagio Mundial de Saude Animal
(WOAH - organizagao intergovernamental fundada em 1924 e autoridade mundial em saude
animal) citou que os circovirus representam um risco desconhecido de infec¢do em relacao
aos humanos (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2020), no entanto
diversas pesquisas destacam a importancia de considerar esse virus no contexto da saude
humana. Como exemplo da potencial importancia dos circovirus, foi relatado que um episddio
de administra¢do de vacinas contaminadas pelo PCV1 ndo trouxe evidéncias de que o DNA
do PCV, ou mesmo suas particulas virais, sejam prejudiciais aos humanos (VICTORIA et al.,
2010). No entanto, um estudo investigativo hipotetizou que o PCV1 poderia ter se adaptado a
linhagem celular utilizada na producao das vacinas contaminadas (células Vero, derivadas de
primatas). Essa hipotese foi confirmada a partir do isolamento e caracterizagdo quase
completa da sequéncia gendmica do PCV1 presente na vacina, que demonstrou ser uma
variante Unica, confirmando sugestdes anteriores de que as células das linhagens citadas
utilizadas pelo fabricante foram, provavelmente, a fonte de contaminagdo. Portanto, ¢
razoavel supor que tal adaptacao poderia ser acompanhada de um processo de alteragao da
patogenicidade viral, o que facilitaria a transmissdo entre espécies e a ocorréncia de doengas
em humanos (GILLILAND et al., 2012). Sabe-se também que o PCV2 ¢ capaz de infectar
células humanas in vitro, embora a eficiéncia de infec¢do seja menor em linhagens celulares
humanas em comparagdo com células de suinos. Neste caso, a cultura de PCV2 em linhagens
de células humanas, incluindo células hepéaticas, demonstra de forma clara a necessidade de
investigar o potencial zoonético do PCV2 (LIU et al., 2019). Além disso, do ponto de vista
molecular, a natureza promiscua do PCV2 ¢ tnica e pode ser explicada pelo uso do heparan
sulfate, um glicosaminoglicano rico em cargas negativas presente em proteoglicanos de
membrana de células variadas, incluindo muitas células humanas como receptor viral (FENG;
SCHREYER; KHAYAT, 2016). Da mesma forma, o PCV2 pode invadir as células 3D4/31

predominantemente pela via da endocitose mediada por clatrina utilizando também
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glicosaminoglicanos como o heparan sulfate e o sulfato de dermatan como principais

receptores para ligacao as células hospedeiras (MISINZO et al., 2005).

E importante também ressaltar que um trabalho publicado por Biagini em 2004
reuniu descri¢des da presenca de circovirus em diversos individuos de varias regides do
mundo, com alta prevaléncia em varios fluidos corporais. A variabilidade genética viral
observada foi alta e a coinfec¢do por cepas virais distintas era comum em um mesmo
individuo. De acordo com estes autores, embora os TTVs (virus transmitidos por transfusao) e
os TLMVs (mini virus semelhantes aos TTVs), descobertos em 1997, ndo tenham mostrado
homologia de sequéncia significativa com qualquer outro circovirus animal e ndo fossem
oficialmente incluidos na familia Circoviridae pelo ICTV (Comité Internacional de
Taxonomia de Virus), seria possivel que esses sejam os primeiros membros de um novo grupo
de circovirus que infectam humanos, possivelmente envolvidos em uma determinada
patologia (BIAGINI, 2004). Outro trabalho recente relatou a descoberta de um novo virus da
familia Circoviridae em uma paciente de sessenta € um anos de idade, profundamente
imunossuprimida, que havia sido submetida a um transplante de coragdo dezoito anos antes de
ser internada com hepatite aguda de causa desconhecida. As andlises de metagenomica
shotgun revelaram um suposto novo membro da familia Circoviridae, um parente distante do
PCV3, conhecido por infectar diferentes espécies animais. Esse novo virus, com
aproximadamente 2021 nucleotideos (Codigo GenBank ON526744), foi provisoriamente
nomeado Circovirus parisii, e sua descoberta destaca que a hepatite de origem indeterminada
pode ser causada por diferentes patdogenos, incluindo alguns emergentes (RODRIGUEZ et al.,
2023). Anadlises realizadas por Silva et al. (2024) indicaram ainda 100% de identidade da
proteina Cap do Circovirus humano 1 com o Circovirus parisii e 34,59% da proteina Cap
deste ultimo com o PCV3, evidenciando, assim, caracteristicas similares desse novo virus
com seus pares coespecificos (SILVA et al., 2024). De forma similar, Li e colaboradores
detectaram um novo circovirus, denominado de HuCv2, em amostras de sangue de usuarios
de drogas intravenosas. Embora os aspectos epidemiologicos e importancia clinica deste
achado ainda tenham que ser esclarecidos, este trabalho destaca o risco de eventuais virus
emergentes nessa populacdo. A descoberta do HuCV2, que ¢ filogeneticamente relacionado
ao PCV3, levanta portanto questdes sobre sua origem, prevaléncia e patogenicidade em
humanos, também apontando para outros pontos de investigacao relevantes, como, por
exemplo, a presenca deste virus em outros hospedeiros, sejam eles animais domésticos ou

selvagens (LI et al., 2023). Nesse contexto, ¢ ainda razoavel supor que tanto o PCV3 como os
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circovirus humanos recém-descobertos podem também representar um risco adicional
relacionado as transfusdes sanguineas e a realizacdo de xenotransplantes em individuos
imunossuprimidos (OPRIESSNIG et al., 2024), além de potencialmente causarem infecgdes
subclinicas. Neste sentido, o editorial publicado em 2024 por Silva e colaboradores ressalta as
descobertas recentes como uma questdo de saude global e uma nova era na compreensdo da

diversidade do circovirus e seu potencial infectivo de humanos.

1.3. Estudos com o circovirus suino como modelo

Nos experimentos realizados para a descri¢ao ¢ nomeagao do circovirus suino, a
capacidade de replicagdo autdbnoma do circovirus foi explorada através de experimentos de
transfec¢do com DNA purificado, nos quais o potencial infectivo do genoma do circovirus
suino foi constatado (TISCHER et al., 1982). Neste contexto, diferentes trabalhos envolvendo
a transfeccdo do material genético do PCV tém sido executados ao longo dos anos com o
intuito de esclarecer questdes referentes a biologia e patologia deste virus. Em 2001, Liu e
colaboradores demonstraram que era possivel gerar particulas virais infecciosas apds a
transfec¢ao do genoma do PCV2 em células suinas de retina transformadas com o gene E1 do
adenovirus-5 humano (HAVSY) (LIU; TIKOO; BABIUK, 2001). Da mesma forma, Fenaux e
colaboradores (2002) demonstraram que o DNA clonado do PCV2 ¢ capaz de provocar
sintomas clinicos e lesdes patologicas quando injetado diretamente no figado e linfonodos de
porcos. Para tanto, os autores deste trabalho clonaram o genoma completo em um plasmideo
e, apos excisao do material genético clonado do PCV2 e sua inser¢do em um novo vetor,
procederam a transfec¢do deste material em células PK-15 para possibilitar a obtencdo de uma
amostra biologicamente pura e homogénea de virus infectantes com vistas a realizagdo de
experimentos de inoculacdo em animais (FENAUX et al., 2002). Hattermann e colaboradores
(2004), por sua vez, transfectaram o genoma religado de PCV1 e PCV2 ap6s sua clonagem e
excisdo de um vetor plasmidial para investigar a possibilidade de infeccdo de células epiteliais
e linfocitos humanos. Neste caso, 0 PCV1 manteve-se presente na maioria das linhagens
celulares sem provocar alteragdes visiveis, enquanto que as células transfectadas com PCV2
exibiram um efeito citopatogénico. O DNA do PCV foi identificado nas células e no
sobrenadante via PCR, e as proteinas virais foram detectadas através de imunofluorescéncia

indireta. Os autores ainda demonstraram que os virus ndo foram capazes de infectar células
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livres do virus e que, embora tenha ocorrido a expressdo génica e replicagdo do PCV em

c€lulas humanas, a infec¢ao nao se mostrou produtiva (HATTERMANN et al., 2004).

Dezen e colaboradores (2010) descreveram também o uso da técnica de MPRCA
(multiply-primed rolling-circle amplification) para a amplificagdo de genomas do PCV2 que,
posteriormente, também foram utilizados em ensaios de transfeccdo envolvendo células
PK-15. Aqui, o material amplificado foi inserido em vetor de clonagem e, em seguida,
circularizado apos reagdes de restricdo e ligacdo. Esse processo permitiu a construcdo de
clones infecciosos de PCV2 a partir de genomas amplificados. (DEZEN et al., 2010). Ja em
2011, Chen e colaboradores realizaram um estudo baseado na producdo de diferentes
plasmideos contendo as ORFS 1, 2, 3, 4 ¢ 5 do PCV2, fusionadas a proteina EGFP, que,
entdo, foram transfectados diretamente em células PK-15. Este estudo forneceu insights sobre
a replicacdo e patogénese do PCV2, o que permitiu estudos aprofundados sobre a biologia do
virus (CHEN et al., 2011). Ja o trabalho realizado por Walia e colaboradores (2014), por outro
lado, envolveu apenas a clonagem da ORF2 do PCV2a e PCV2b em vetores eucarioticos de
expressdo contendo um promotor sob controle do citomegalovirus humano (CMV) e a
transfec¢do destes vetores em células PK-15, de modo a verificar o efeito apoptdtico das
proteinas Cap dos subtipos virais citados e de versdes truncadas da mesma proteina sem a
sequéncia N-terminal de localizacdo nuclear (NLS). Neste trabalho foi visto que a proteina
Cap pode desencadear diferentes vias de sinalizagdo envolvidas na morte celular (WALIA et
al., 2014). No mesmo ano do trabalho anterior, Li ¢ colaboradores (2014) realizaram ensaios
visando o aumento da eficiéncia da transfec¢do de um clone de um DNA quimérico
infeccioso construido com material genético proveniente de PCV1 e PCV2. Para tanto, os
genomas completos dos dois tipos de PCV foram inseridos em um plasmideo utilizado nos

experimentos de transfeccdo com células Dulac e PK-15 (LI et al., 2014).

Palinski e colaboradores realizaram em 2017 o sequenciamento metagendmico de
amostras de tecido fetal e de lesdes presentes em suinos com sinais de PDNS (porcine
dermatitis and nephropathy syndrome) e desenvolveram um novo método de qPCR para a
identificacdo do gene codante para a sintese da proteina do capsideo do PCV3. Os autores
produziram um plasmideo contendo a sequéncia completa da proteina Cap e transfectaram
este material em células HEK293. Estas células entdo foram utilizadas para caracterizar a
ligagdo de anticorpos especificos contra a proteina cap do PCV3, que ndo reagiram frente a
amostras infectadas com o PCV2 (PALINSKI et al., 2017). No mesmo ano, Cai e

colaboradores (2017) desenvolveram um método para a produgdo de titulos elevados de



22

PCV2 com base na infecgdo de células PK-15 por baculovirus recombinantes contendo o
genoma viral. Este método, de acordo com os resultados mostrados pelos autores,
demonstrou-se mais eficaz que a transfeccdo quimica de outros plasmideos utilizando o
mesmo tipo de cultivo celular (CAI et al., 2017). Por outro lado, Hansoongnern e
colaboradores (2022) também utilizaram um sistema baseado em baculovirus para a produgao
de VLPs (virus-like particles) do PCV2. Neste trabalho, a ORF2 completa do PCV2 foi
amplificada a partir de uma amostra de sangue de um suino infectado e inserida em um vetor.
O plasmideo resultante teve, entdo, excisada a ORF2 clonada para inser¢do em um vetor de
transferéncia utilizado para a producdo de bacmideos recombinantes, que foram
posteriormente transfectados em células Sf9 (HANSOONGNERN et al., 2022). Finalmente,
Feng e colaboradores (2022), com o objetivo de investigar o papel da recombinagao do PCV2
na replicacdo e efeitos bioldgicos deste virus, construiram plasmideos com as sequéncias de
dois PCV2s recombinantes (rPCV2s) com sequéncias genomicas de, respectivamente, 358 e
1125 nucleotideos de comprimento. Estes plasmideos foram entdo transfectados em células
PK-15 e 3D4/21 e permitiram pela primeira vez a recuperagdo in vitro de um agente viral
originado por meio de rearranjo intragendmico (rPCV2 com 1125 nucleotideos). Os autores
também demonstraram neste trabalho que os genomas recombinantes permitiram um aumento
significativo da replicacdo in vitro do PCV2, que em parte foi explicado pela mudanga do
ambiente redox das células infectadas causada pelo estresse oxidativo relacionado a presenca

do agente viral recombinante com 1125 nucleotideos (FENG et al., 2022).

Desta forma, como apresentado, estudos de transfeccao envolvendo o PCV foram
conduzidos por diversos autores com diferentes metodologias e finalidades. No contexto do
presente estudo, a produgdo experimental de particulas virais permitird investigacdes futuras
mais aprofundadas sobre a montagem e estabilidade do capsideo viral. A constru¢do do
genoma viral sintético permite determinar a sequéncia de aminoacidos que compordo a
sequéncia proteica (Figura 5), com isso € possibilitada a obtencdo de particulas virais com
diferentes composi¢cdes de aminoacidos na proteina fundamental constituinte do capsideo
(Cap). Simulagdes computacionais realizadas anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
(Figura 6) elucidaram residuos de aminoacidos importantes, ou mesmo essenciais, para a
construgdo do capsideo do PCV2b e, possivelmente, para suas propriedades imunogénicas e
antigénicas. Tudo isso leva, finalmente, ao potencial desenvolvimento futuro de novas vacinas
e outros produtos biotecnologicos. Como destacado na Tabela 1, existem atualmente algumas

vacinas disponiveis comercialmente cujos antigenos sdo baseados em particulas virais ou
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proteinas Cap recombinantes. Nesse sentido, ¢ possivel considerar a produc¢do de novas

vacinas com alteragdes relevantes na composicao da proteina Cap de seus antigenos.

Sintese de DNA

REPLICACAO
( DNA

/

Sintese de RNA

Nucleotideos TRANSCRICAO

RNA

1r-I--|1r-|III-IIII'|III-I

Sintese de proteina
TRADUCAO

PROTEINA

Aminoacidos

Figura 5. Dogma Central da Biologia
Molecular. Representagdo esquematica do
dogma central da biologia molecular, onde o
DNA pode ser replicado para geragdo de mais
copias de sua estrutura, como também transcrito
em RNA e, posteriormente, traduzido em
residuos de aminoacidos que compdem uma
sequéncia proteica.

Fonte: Alberts (2017).

Figura 6. Expansdo radial do capsideo do
PCV2b. Representagdo  esquematica  do
capsideo do PCV2b expandido com destaque
para residuos de aminoacidos com interagdes
hidrofilicas  (proteinas rosa e verde) e
hidrofobicas (proteina azul com as demais)
importantes para a montagem e estabilidade do
capsideo viral .

Fonte: Acervo pessoal. Ilustragdo gerada pelo
programa PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System).

Tabela 1. Vacinas comerciais atualmente disponiveis para PCV2 (adaptado de MAITY et al., 2023).

Vacina Antigeno Recomendacgio
Circovac® PC,V 2a inativado Fémeas em idade reprodutiva
(virus completo)
Fostera® PCV PCY1—2a 1.naF1\./ado Leitdes (>3 semanas de idade)
(virus quimérico)
Ingelvac CircoFLEX® Proteina Cap . de PCV2a Leitdes (>2 semanas de idade)
(recombinante)
Circumvent® PCV Proteina Cap. de PCV2a Leitdes (>3 semanas de idade)
(recombinante)
Porcilis® PCV Proteina Cap de PCV2a Leitdes (>3 semanas de idade)
(recombinante)
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1.4. Técnicas em Biologia Molecular

Certamente, a simplicidade gendmica e estrutural do circovirus suino, bem como
a sua capacidade de replicagdo autonoma, o tornam um excelente alvo para estudos
biotecnologicos que possam contribuir de forma significativa para inovacdes diagndsticas e
terapéuticas. Para tanto, diversas técnicas experimentais para a clonagem e obtencdo de
quantidades adequadas do genoma sintético do PCV2b e posteriores experimentos de
transfeccdo foram conduzidos a fim de induzir a montagem de particulas virais de forma
controlada e eficaz. Além disso, uma abordagem abrangente foi empregada para a validacao
de cada etapa. Subsequentemente, um breve contexto das técnicas adotadas no projeto ¢

exposto.

A clonagem molecular, desenvolvida por Herbert Boyer, Stanley Cohen e Paul
Berg em colaboracao com suas equipes nas Universidades de Stanford e da Califérnia em Sao
Francisco, abrange diversas técnicas que permitem a producao ilimitada de copias de DNA ou
RNA na forma pura. Isso ¢ alcangado por meio do corte do DNA cromossomico ou
amplificado a partir do uso de enzimas de restri¢do, inser¢ao dos fragmentos resultantes em
elementos genéticos auto replicantes, como vetores plasmidicos, a multiplicagdo desses clones
em células bacterianas e posterior recuperagdo dos mesmos. Essas avancadas técnicas de
engenharia genética tém amplas aplicacdes, desde a determinagdo de sequéncias genéticas e
redes reguladoras da expressdo eucaridtica até a producdo em larga escala de proteinas para
pesquisa € uso médico, incluindo a fabricacdo de hormonios e vacinas (ALBERTS B,
JOHNSON A.; LEWIS J., 2002). A tecnologia do DNA recombinante proporcionou meios
para o isolamento de sequéncias especificas, redesenho das mesmas e reinser¢do em células, o

que revolucionou o estudo das células vivas (GEORGE; HIERHOLZER; ADES, 1996).

As endonucleases de restricdo sdo enzimas produzidas por bactérias para degradar
o DNA invasor. Diferentes enzimas podem ser isoladas de varias bactérias, as quais cortam a
dupla hélice do DNA em locais especificos determinados por sequéncias de 4 a 8
nucleotideos. Essas mesmas sequéncias, quando presentes no genoma da bactéria, sdao
protegidas da clivagem por metilagdo, enquanto as sequéncias no DNA viral invasor
normalmente ndo sdo metiladas e, assim, sdo clivadas. As clivagens podem gerar
extremidades coesivas ou extremidades cegas (ALBERTS B.; JOHNSON A.; LEWIS J.,
2002).
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A DNA ligase ¢ a enzima responsavel por catalisar a ligacdo entre um grupo
fosfato PO, 5° de uma extremidade e a hidroxila OH 3’ de outra extremidade de uma
molécula de DNA de fita dupla, selando-a. Esse processo envolve uma cascata de diversas
reacdes, ¢ dependente de energia, e a fonte pode variar de acordo com a classe de DNA ligase
envolvida (moléculas como AMP, ATP ou NAD"): a T, DNA ligase utiliza moléculas de ATP.
Além disso, essa enzima também depende de cofatores metalicos divalentes (geralmente
Mg*") para desempenhar adequadamente sua fun¢io (LOHMAN; TABOR; NICHOLS, 2011).
O processo ¢ basicamente dividido em trés passos principais (Figura 7): Primeiramente a
DNA ligase forma um complexo com ATP, resultando no complexo enzima-AMP. Entdo o
AMP conjugado a enzima se liga ao fosfato 5’ j& existente na cadeia, o que ativa essa
extremidade para o ataque nucleofilico pela hidroxila da outra extremidade. Assim a ligacao
fosfodiéster ¢ formada e os fragmentos sdo selados, apds, a enzima desprende da fita de DNA
(JOHNSON; O’DONNELL, 2005). As reacdes enzimaticas de digestdo e ligacdo
desempenham fungdes biologicas essenciais, além disso, essas enzimas também tém um alto

valor na aplicacao biotecnoldgica, permitindo diversos tipos de analises.
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Figura 7. Etapas da reacao de ligacio catalisada pela DNA ligase. A. A enzima DNA ligase possui
uma lisina em seu sitio ativo. E através do grupo amino (NH;) desse aminoacido que o complexo
enzima-AMP ¢ formado. Esta reacdo requer energia livre obtida pela hidrélise de ATP em AMP e
fosfatos inorganicos. B. O AMP conjugado ¢ transferido da enzima para a terminagdo fosfato 5’
(PO,*5) livre de DNA. C. A presenga de AMP na terminagdo 5 proporciona condigdes para que o
OH3’ realize um ataque nucleofilico no fosfato 5’ para formacdo da ligacdo fosfodiéster e,
consequentemente, do segmento de DNA.

Fonte: Acervo pessoal. Ilustragdo gerada na plataforma Bio Render.



26

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método que permite a sintese de
sequéncias especificas de DNA. Esse procedimento envolve ciclos repetitivos de
desnaturagdo, hibridizacdo de oligonucleotideos (primers) e extensdo por meio da enzima
polimerase. O resultado ¢ um aumento exponencial na quantidade do fragmento definido
pelas posicdes das extremidades 5' dos dois iniciadores no alvo de DNA a cada ciclo. Essa
técnica pode ser repetida por muitos ciclos e ¢ altamente especifica. Além disso, permite a
adicao de informagdes a uma ou ambas as extremidades da sequéncia durante o processo de
amplificacdo, bem como a constru¢do de uma sequéncia inteiramente a partir de fragmentos
sintéticos (MULLIS et al., 1986). Essa inovagdo rendeu a Kary Mullis o Prémio Nobel de
Quimica em 1993. Embora Mullis seja amplamente creditado com a ideia original do PCR,
seu desenvolvimento bem-sucedido envolveu contribui¢des significativas de colegas na Cetus
Corporation e a descoberta de uma enzima termoestavel em uma bactéria termofilica. Isso
permitiu a amplificagio de DNA com maior eficiéncia e especificidade. A técnica
inicialmente usou uma enzima polimerase extraida da Escherichia coli, mas a descoberta da
enzima Taq oriunda da Thermophilus aquaticus revolucionou o processo, permitindo a
automagao por meio de termocicladores. O PCR se destacou por sua notavel versatilidade,
criando novas possibilidades para sua aplicagdo em diversas situagdes na pesquisa e na pratica

laboratorial (BARTLETT; STIRLING, 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) foi introduzida em 1992
por Higuchi e colaboradores. A técnica emprega agentes fluorescentes para monitorar a
reacdo de amplificagdo. O nivel de fluorescéncia aumenta de maneira proporcional ao
aumento do numero de copias do alvo na reacdo. Ha dois principais tipos de agentes
fluorescentes empregados nessa técnica: os intercalantes de DNA e as sondas fluorescentes
(FRAGA; MEULIA; FENSTER, 2014). As sondas s3o oligonucleotideos projetados
especificamente para a sequéncia alvo. Elas possuem fluor6foro em uma de suas
extremidades, ¢ um quencher (que absorve a fluorescéncia devido a proximidade com o
fluoréforo) na outra. Uma vez que as sondas sdo desenhadas para se anelarem no meio da
sequéncia alvo, durante a amplificagdo, a atividade exonuclease 5°-3° da enzima Taq cliva a
sonda, permitindo a emissdo de fluorescéncia devido a separacao fisica do quencher com o

fluoroforo (KUBISTA et al., 2006).

A andlise por qPCR pode ser conduzida de modo qualitativo ou quantitativo. As
analises qualitativas buscam apenas a detec¢ao de fluorescéncia a partir de primers e/ou

sondas especificas a sequéncia alvo. As analises quantitativas podem ser empregadas de duas
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formas diferentes: relativa e absoluta. As andlises relativas podem ser baseadas em uma curva
padrao ou pela comparagdo de Cts. Para realizar a qPCR, sdo necessarios equipamentos
especializados com filtros detectores que leem a fluorescéncia, e uma fonte de luz com
comprimentos de onda adequados para excitar a fluorescéncia (FRAGA; MEULIA;
FENSTER, 2014). A andlise relativa com comparacdo do ciclo threshold ou ciclo de
quantificagdo (Ct ou Cq) estabelece a propor¢ao entre o numero de copias do alvo entre as
amostras. A qPCR ¢é um processo de amplificagdo exponencial, o que significa que a
quantidade de produto de DNA duplica a cada ciclo. Portanto, com cada diminui¢do de um
ciclo no valor de Ct, a quantidade de copias do alvo duplica. Este método de analise relativa é
valioso para comparar a quantidade relativa do alvo entre diferentes amostras, como em
experimentos de expressao génica, por exemplo. Os intercalantes sdo inespecificos e se ligam
a toda a fita dupla do DNA. Com isso, a andlise do perfil de dissociagdo do DNA ¢ essencial
para verificacdo da especificidade da reacdo (KUBISTA et al., 2006). A analise relativa por
meio da curva padrdo envolve a quantificagdo a partir de uma amostra com concentragao
previamente conhecida, que ¢ diluida e quantificada na reagdo a fim de criar padrdes que
estabelecem a relacao entre o valor de Cq obtido e a quantidade de coOpias. Ao comparar o
valor de Cq da amostra desconhecida com o da curva padrdo, ¢ possivel quantifica-la

(MACKAY, 2002).

O sequenciamento de DNA possibilita a determinagdo da ordem das bases
nitrogenadas em uma cadeia especifica de DNA. O método de Sanger, desenvolvido por
Frederick Sanger e colaboradores em 1977, é uma das abordagens classicas para o
sequenciamento de DNA. Este método baseia-se no uso de reagdes de PCR para replicar o
DNA-alvo. Nestas reacdes, sdo empregados dois tipos de nucleotideos: nucleotideos comuns
(deoxinucleotideos) e nucleotideos modificados (dideoxinucleotideos), que sdo marcados com
agentes fluorescentes. A caracteristica especial desses nucleotideos modificados é a auséncia
do grupo hidroxila 3' na pentose, o que impede a formagdo da ligacdo fosfodiéster com a
proxima base na cadeia, impossibilitando assim a incorporacao de outros nucleotideos.
Durante a replicagdo do DNA nas reagdes de PCR, os dideoxinucleotideos marcados sao
incorporados na nova cadeia sintetizada. No entanto, quando esses nucleotideos alcangam a
extremidade da cadeia, a falta do grupo hidroxila 3' impede a adi¢cdo de mais nucleotideos.
Como resultado, sao gerados produtos de diferentes tamanhos. Apods a realizagdo da PCR com

esses nucleotideos marcados, as cadeias de DNA resultantes sdo separadas de acordo com o
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tamanho, e a marcagdo especifica em cada uma das bases permite a leitura e a determinagao

da sequéncia das bases nitrogenadas (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

A maioria das linhagens celulares de vertebrados possui um numero limitado de
divisdes possiveis em cultura celular, no entanto, ocasionalmente, podem surgir variantes
imortais que sdo capazes de ser mantidas indefinidamente como linhagens celulares. O
isolamento e a imortalizacao das células de linhagem de testiculo suino remontam a década de
1960, quando foram inicialmente aplicadas em estudos relacionados a Gastroenterite
transmissivel em suinos. A cultura continua dessas células, conhecidas como células ST, teve
inicio a partir de tecido testicular tripsinizado de fetos suinos. Essas células sdao aderentes,
exibem morfologia semelhante a de fibroblastos e adquiriram imortalidade de forma

espontanea (MCCLURKIN; NORMAN, 1966).

A técnica de transfec¢do celular envolve a introdu¢ao de acidos nucleicos
distintos daqueles que compdem o repertorio original da célula transfectada e possibilita,
desta forma, o estudo da fun¢do de genes e produtos génicos em geral em diferentes tipos de
células (KIM; EBERWINE, 2010). Existem vérias estratégias disponiveis para a entrega de
DNA em c¢lulas eucaridticas, e essas técnicas podem ser classificadas em trés categorias:
transfeccdo por métodos bioquimicos, transfec¢ao por métodos fisicos e transdugdo mediada
por virus. A escolha de um método de transfecgdo especifico ¢ determinada pelo objetivo
experimental, como o tipo de ensaio a ser usado para triagem, a capacidade da linhagem
celular de sobreviver ao estresse da transfec¢cdo e a efici€ncia necessaria do sistema. O uso
bem-sucedido de reagentes lipidicos catidonicos, como lipossomas, ampliou as possibilidades
de entrega de genes em diversos tipos celulares. Isso ocorre porque os lipidios catidonicos
interagem espontaneamente com o DNA, formando uma concha unilamelar que se funde com
as membranas celulares. Essa formacao de complexos DNA-lipidio ¢ mediada por interagdes
10nicas entre os grupos principais dos lipidios, que t€ém uma carga positiva significativa que
neutraliza os grupos fosfato carregados negativamente presentes no DNA (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001).

A microscopia eletronica, inventada na década de 1930, utiliza feixes de elétrons
propagados no vacuo para possibilitar a visualizagdo da estrutura celular em detalhes,
alcancando uma escala nanométrica com um aumento de até um milhdo de vezes. No entanto,
a capacidade de penetragdo desses elétrons ¢ limitada, e para melhorar a visualizacao, técnicas

de contraste com uso de metais pesados densos de elétrons sdao necessarias (ALBERTS et al.,
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2017). Uma dessas técnicas ¢ a de contraste negativo, que envolve o revestimento de
particulas em suspensao com um meio eletrondenso. Essa técnica € aplicavel a uma variedade
de elementos, incluindo particulas virais, bactérias, macromoléculas e vesiculas de membrana
celular (GEORGE; HIERHOLZER; ADES, 1996). A técnica de coloragdo negativa,
desenvolvida por Brenner & Horne (1959), ¢ valorizada pela sua simplicidade e rapidez na
preparacdo da amostra, permitindo a visualizagdo da morfologia e do diametro viral (UEDA

et al., 1995).
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5. CONCLUSAO

A constru¢ao do genoma viral sintético foi bem sucedida, como indicado pelos
resultados dos testes de sequenciamento e ensaios de qPCR da ligacdo e do plasmideo,

confirmando a integridade do genoma sintético.

Os ensaios de transfeccdo com o vetor contendo a sequéncia da proteina GFP
revelaram que as células ST ndo sdo refratarias a introdugdo do DNA exodgeno e aceitam

quantidades inferiores as recomendadas pelo protocolo de transfecc¢ao.

O DNA viral foi detectado em aliquotas coletadas em diferentes intervalos de
tempo, tanto no sobrenadante de células submetidas aos ensaios de transfec¢ao quanto nas de
infec¢do, indicando uma ampla disseminacdo do material genético viral nas culturas celulares.
A quantificacdo da carga viral mostrou uma correlacdo direta com a densidade celular,
sugerindo uma replicagdo viral ativa conforme o crescimento celular era estimulado e
acomodado, e mais proteinas da fase S celular ficavam disponiveis para a replicagdo viral.
Nao foram detectadas diferencas significativas entre a transfeccdo realizada com ssDNA

circular e dsDNA circular.

A presenca da proteina Cap foi confirmada por ELISA, tanto no sobrenadante de
cultivo celular de células submetidas aos ensaios de transfec¢do quanto aos ensaios de
infeccdo, indicando a integridade e funcionalidade das particulas virais infectantes geradas

nas culturas celulares nas condi¢des experimentais estabelecidas.

A andlise por Microscopia Eletronica de Transmissao com coloracdo negativa
permitiu a visualizacdo direta da morfologia e tamanho das particulas virais sintéticas,

revelando caracteristicas moleculares tipicas do circovirus.

Os resultados desses experimentos fornecem fortes indicios de que a producao
experimental de particulas virais infectantes do PCV2b em células ST a partir de genomas
sintéticos foi bem sucedida e estabelece um protocolo validado para investigacdes futuras, que
poderao possibilitar ndo apenas o estudo de questdes relacionadas a montagem e estabilidade
do capsideo do circovirus suino, mas também nortear o desenvolvimento de futuras vacinas

ou outros produtos biotecnolédgicos.
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