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“Il n'existe pas de sciences appliquées, mais seulement des applications de la science.”

(There are no such things as applied sciences, only applications of science)

Louis Pasteur, 1872

In Comptes Rendus des Travaux du Congres viticole et séricole de Lyon

“The filtrate contained a previously undiscovered disease agent so small as to pass through
the pores of a filter capable of retaining the smallest known bacteria. If it were a soluble
poison it must have been amazingly active. An amount of filtrate corresponding to 1/30 cc of
lymph, could, in two days, produce disease in calves weighing 200 kg. Therefore one cannot
exclude the possibility that the activity of the lymph is due to an agent that can multiply...
The smallest known bacterium is Pfeiffer’s influenza bacillus which is 0.5 to 1.0 microns in
length. If the hypothetical agent of foot-and-mouth disease was 1/10 or even 1/5 this size, it
would be beyond the resolving power of our microscopes, even with the best immersion
systems. This simple consideration would explain our failure to demonstrate the agent in the

lymph under the microscope.”

Friedrich Loffler e Paul Frosch, 1897

The so-called fathers of virology, investigating the foot-and-mouth disease virus
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RESUMO

O circovirus suino tipo 2 (PCV2) € um virus pequeno, sem envelope e com
genoma DNA circular de fita simples pertencente ao género Circovirus da familia
Circoviridae. O PCV2 esta associado a uma sindrome multissistémica, atualmente
denominada de porcine circovirus—associated disease (PCVAD) que acomete suinos e
causa sérios prejuizos econOmicos. Esta doenca caracteriza-se por apresentar uma
variedade de manifestacdes clinicas, como diminuicdo do ganho de peso, distirbios
respiratérios e entéricos, desordens reprodutivas e alta mortalidade. Além disso,
PCVAD estd fortemente associada a manifestacdes de dermatite, comprometimento
renal e deplecdo linféide. Apesar das grandes perdas econdmicas e das indmeras
manifestacoes clinicas, a patogenia e o mecanismo de infectividade do PCV2 ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. O objetivo deste trabalho é avaliar a patogenia do PCV2
em suinos naturalmente infectados e em cultivo celular através da caracterizagdo dos
efeitos da infeccao no sistema vascular. Primeiramente, foi realizada uma investigacao
para determinar os parametros hemostiticos de suinos naturalmente infectados por
PCV2. Além disso, avaliou-se, in vitro, as alteracdes nas propriedades hemostéticas em
células endoteliais infectadas pelo PCV2. Nossos resultados, mostram que suinos
naturalmente infectados pelo PCV2 apresentam um estado protrombdético, demonstrado
pela diminui¢do do tempo de coagulacdo e dos niveis de fibrinogénio, ativacdo e
consumo plaquetdrio, aumento na atividade de trombina no plasma, e presenca de
vasculite nos capilares sanguineos. In vitro, foi demonstrado que as células endoteliais
infectadas pelo PCV2 apresentam um fenétipo ativado, caracterizado pelo aumento na

atividade procoagulante na superficie celular. Além disso, foi observado que o
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tratamento com trombina exdgena nos cultivos celulares infectados por PCV2 induz um
aumento na carga viral. A partir disso, evidencia-se a participagdo do endotélio na
infeccdo pelo PCV2, e a capacidade do virus em modular a hemostasia. O conjunto
destes dados permite um melhor entendimento dos fendmenos que ocorrem no
hospedeiro durante a infeccdo pelo PCV2, especialmente no sistema vascular,
permitindo uma maior compreensdo dos mecanismos patogénicos da PCVAD e

fornecendo novos conhecimentos dos processos envolvendo a interagdo PCV2-suino.
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ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a small non-enveloped virus with a single-strand
DNA genome, which belongs to the Circovirus genus of the Circoviridae family. PCV2
is related to a multisystemic syndrome nowadays called porcine circovirus-associated
disease (PCVAD), which affects pigs and causes considerable economic losses. The
disease is characterized by a variety of clinical manifestations, such as decrease in
weight gain, respiratory and enteric disturbance, reproductive disorders and high
mortality rates. Apart from this, PCVAD is also associated to dermatitis, renal failure
and lymphoid depletion. In spite of the large economic losses and of the numerous
clinical manifestations, the pathogenesis and infection mechanism of PCV2 have not
been fully clarified. The aim of this study is to evaluate the PCV2 pathogenesis in
naturally infected pigs and in cell culture, by characterizing the effects of the infection
in the vascular system. Firstly, an investigation aimed at determining the hemostatic
parameters in naturally infected pigs was conducted. Also, an in vitro evaluation of the
hemostatic properties of PCV2-infected endothelial cells was performed. Our results
show that pigs naturally infected with PCV2 presented a prothrombotic state manifested
as decreased coagulation time and fibrinogen levels, reduced platelet activation and
consumption, increased thrombin plasma activity, and as the occurrence of vasculitis in
capillary vessels. In vitro, it was demonstrated that endothelial cells infected with PCV?2
presented an activated phenotype characterized by a higher procoagulant activity on the
cell surface. Apart from this, the treatment with exogenous thrombin in PCV2 infected
cell cultures induces an increase in viral load. These findings reveal the role played by

the endothelium in the PCV2 infection and the capacity of the virus to modulate
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hemostasis. Taken together, these results afford to better understand the phenomena
taking place in the host during PCV?2 infection, namely in the vascular system, shedding
new light on the pathogenic mechanisms of PCVAD and on the processes involved in

the swine-PCV2 interaction.
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1. INTRODUCAO

Os virus apresentam grande singularidade e complexidade e a virologia, como
ciéncia, tem de considerar estas caracteristicas e ser capaz de elucidar como isto pode
influenciar nos processos infecciosos. Estes organismos infectam a maioria das formas
de vida e, como conseqiiéncia, sdo capazes de alterar a histéria e a evolucdo de seus
hospedeiros. A natureza viral exige diferentes métodos de classificacdo e estd
constantemente desafiando os virologistas e cientistas em geral a compreenderem e
controlarem estes agentes. Por isso, a investigac@o e a pesquisa em virologia veterindria,
como modelo ou como objeto direto de estudo, sdo importantes para um melhor
conhecimento dos agentes virais que acometem tanto os animais quanto os humanos.

O circovirus suino (PCV) é um exemplo de virus que apresenta uma natureza
muito singular, apesar de ser relativamente pequeno e codificar poucas proteinas. O
primeiro PCV identificado era um contaminante nio patogénico de células de linhagem
celular. No momento em que um segundo tipo (PCV2) foi isolado e demonstrou-se estar
associado a uma doenca emergente multifatorial em suinos, o PCV tornou-se mais
interessante e intrigante a virologia. Outro aspecto que chama atencdo na biologia do
PCV2 € que, apesar de consistir-se em um virus ndo citopatico em cultura de células, é
capaz de causar alteragdes celulares in vitro e in vivo que podem acarretar em diferentes
apresentacOes clinicas. De fato, na infec¢do pelo PCV2, a patogé€nese parece ser mais
finamente regulada e dependente de diferentes alteracdes nas propriedades celulares,
que podem ser bastante sutis. Eis, talvez, um dos motivos que fagca o completo

entendimento da patogenia do PCV2 tdo complexo.
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A infeccdo pelo PCV2 pode ser associada a diferentes sindromes ou
apresentacdes clinicas, como a sindrome multissistémica do definhamento suino e a
sindrome da dermatite e nefropatia dos suinos. No inicio da década de 90, a ocorréncia
de doencas associadas ao PCV2 atingiu o mundo inteiro, causando incalculdveis
prejuizos econdmicos. Apesar de anos de investigacdo sobre a biologia, infectividade e
patogenia do PCV2, muitos pontos-chave no entendimento da infec¢do por esse virus

ainda nao foram respondidos.

1.1. Circovirus suino tipo 2

1.1.1. Histoérico

O circovirus suino (PCV) foi originalmente identificado em 1974 como um
contaminante nao citopatico de células de linhagem de rim suino (PK-15) (TISCHER et
al., 1974). Porém, somente em 1982, o nome PCV foi proposto (TISCHER et al., 1982),
por estar relacionado a um virus com genoma circular de DNA. Infeccdes experimentais
de PCV isolado de PK-15 ndo produziram doenga em suinos, sendo considerado ndao
patogénico ao suino (TISCHER et al., 1986; ALLAN et al., 1995). Na década de 90,
uma cepa variante de PCV foi associada com uma doenca emergente em suinos que
ficou conhecida como sindrome multissisttmica do definhamento suino (PMWS)
(CLARK, 1997; HARDING, 1997; ALLAN et al., 1998; ELLIS et al., 1998), a qual
demonstrou ser antigénica e geneticamente distinta da cepa de PCV contaminante de
PK-15 (HARDING e CLARK, 1997; ALLAN et al.,, 1998; HAMEL et al., 1998;
MOROZOV et al., 1998). Consequentemente, para distinguir as duas cepas, o PCV nio

patogénico foi designado como circovirus suino tipo 1 (PCV1) e o PCV associado a
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PMWS de circovirus suino tipo 2 (PCV2) (MEEHAN et al., 1998). No Brasil, a PMWS
foi diagnosticada primeiramente no Estado de Santa Catarina (CIACCI-ZANELLA e
MORES, 2000; 2003).

A partir dos primeiros relatos de PMWS associada ao PCV2, a doenga comegou
a ser relatada em vdrios paises (SEGALES et al., 1997; KIUPEL et al., 1998; ALLAN
et al., 1999; MADEC et al., 2000; TRUJANO et al., 2001). Além disso, estudos
retrospectivos evidenciaram a presenga da infec¢do por PCV2 em suinos antes da
década de 90 (MAGAR et al., 2000; WALKER et al., 2000; SANCHEZ et al., 2001;
GRIERSON et al., 2004; CIACCI-ZANELLA et al., 2006).

O PCV2 também tem sido associado a outras sindromes e manifestacoes
clinicas, como a sindrome da dermatite e nefropatia dos suinos (PDNS) (ALLAN et al.,
2000; SEGALES et al., 2004a; CHAE, 2005), falhas reprodutivas (WEST et al., 1999;
LADEKJZAR-MIKKELSEN et al., 2001; O’CONNOR et al., 2001), doengas do
complexo respiratério dos suinos (ALLAN et al., 2000; KIM et al., 2003) e sindrome do
tremor congénito (STEVENSON et al., 2001). Por isso, as doengas associadas ao PCV?2
foram renomeadas como porcine circovirus disease (PCVD) na Europa (SEGALES et
al.,, 2005) e como porcine circovirus—associated disease (PCVAD) pela Sociedade

Americana de Veterinarios de Suinos em 2006 (OPRIESSNIG et al., 2007).

1.1.2. Agente etiologico

PCV2 pertence ao género Circovirus da familia Circoviridae. Essa familia
também € composta pelo virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) do género
Gyrovirus. Além dos PCVs, este género também inclui outros circovirus de animais,

tais como o virus da doenca da pena e bico dos psitacideos (BFDV), circovirus do
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ganso, circovirus do candrio e o circovirus dos pombos (PRINGLE, 1999). O PCV2
possui virions pequenos, de aproximadamente 17 nm, ndo envelopados, de simetria
icosaédrica (Figura 1) e com genoma de DNA circular fita simples (TISCHER et al.,

1982).

Figura 1: Virion do PCV2. Painel A, micrografia eletronica de particulas de
PCV2 isoladas de suinos com PCVAD (ALLAN e ELLIS, 2000). Painel B,
mapa tridimensional computadorizado do PCV2 (CROWTHER et al., 2003).

No genoma circular do PCV2, que contém de 1767 a 1768 nucleotideos
(MEEHAN et al., 1998), existem seis fases abertas de leitura (ORF) potenciais, mas
somente trés codificam proteinas ja identificadas. A ORF1 codifica duas proteinas
essenciais para a replicacdo, a Rep e a Rep’ (CHEUNG, 2003). A proteina Rep possui
312 aminodcidos, sendo a traducdo completa da ORF1, enquanto que a Rep’ possui 168
aminodcidos e € o produto da clivagem do mRNA transcrito da ORF1. A replicacdo do
DNA viral ocorre somente se ambas as proteinas forem expressas simultaneamente

(MANKERTZ et al., 2004). A ORF2 codifica a principal proteina do capsideo (Cap),
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que tem funcdo estrutural, sendo também a molécula mais imunogénica do PCV2
(NAWAGITGUL et al., 2000). Os epitopos imunodominantes da Cap estdo localizados
nos residuos de aminoécidos 47 a 84, 165 a 200 e nos ultimos quatro aminodcidos da
extremidade C-terminal da proteina (LEKCHAROENSUK et al., 2004). Modificacdes
na Cap podem resultar em alteracdes no tropismo celular e na interacdo virus-
hospedeiro (NAWAGITGUL et al.,, 2000; MANKERTZ et al., 2000). A proteina
codificada pela ORF3 € expressa predominantemente no nucleo de células e estd
envolvida no processo de inducao de apoptose pela ativagdo da rota iniciadora caspase-8
e efetora caspase-3 em cultivo celular (LIU et al., 2005). Apesar desta proteina ser
considerada ndo essencial para infeccao e replicacdao do virus (LIU et al., 2005), ja foi
demonstrado que suinos inoculados com um mutante PCV2 sem a ORF3 tem menores
niveis de viremia e atraso na soroconversdo quando comparados com animais
inoculados com o virus selvagem (JUHAN et al., 2010; KARUPPANNAN et al., 2009).

Em um estudo recente, Olvera e colaboradores (2007) propuseram uma
subclassificacdo do PCV2 a partir do sequenciamento de isolados de PCV2 em dois
grupos (PCV2 grupo 1 e PCV2 grupo 2). O PCV2 grupo 1 estaria dividido em trés
clusters (1A a 1C), enquanto que o PCV2 grupo 2 pode ser dividido em cinco clusters
(2A a 2E) (OLVERA et al.,, 2007). Segundo Opriessnig e colaboradores (2007),
simultaneamente a isso, novos termos foram introduzidos para subclassificar o PCV2:
isolados European-like ou PCV2b (que estariam no PCV2 grupo 1) e isolados North
American—like ou PCV2a (seriam do PCV2 grupo 2).

No que diz respeito a diversidade genética do virus, no Brasil j foi verificada a
presenca desses dois grupos de subclassificacdo do PCV2 (CIACCI-ZANELLA et al.,

2009; CHIARELLI-NETO et al., 2009), além de uma alta variabilidade nas seqii€éncias
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existentes do virus, incluindo seqiiéncias ainda nao classificadas. Isto demonstra a
grande diversidade genética do PCV2 e indica que a introduc@o do virus no Pais ocorreu

mais de uma vez (CHIARELLI-NETO et al., 2009).

1.1.3. Replicacdo

A ligacdo do virus a receptores da superficie celular do hospedeiro € o primeiro
passo para a infec¢do se estabelecer e, na maioria dos casos, determina o tropismo por
tecidos e células, e a patogénese. No caso do PCV2, Misinzo e colaboradores (2006)
mostraram que o virus utiliza glicosaminoglicanos (GAG) de superficie, particularmente
os proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) e o sulfato de condroitina B (CS-B), como
receptores para a ligagdo em células de linhagem de mondcito suino (3D4/31) e em PK-
15. O fato destes GAG estarem presentes na superficie de diversos tipos celulares vai ao
encontro da capacidade do PCV2 em infectar uma ampla variedade de células
(MISINZO et al., 2006). Além disso, a Cap do PCV2 apresenta um putativo motivo
ligador de heparina, que € uma molécula estruturalmente similar ao HSPG (MISINZO
et al., 2006), sendo este motivo, provavelmente, o responsavel pela interacdo inicial
virus-célula. Apesar dos GAG estarem envolvidos no primeiro contato do PCV2 com a
superficie celular, provavelmente existam outros receptores essenciais ao processo de
infeccdo. Esta hipotese € sustentada pelo fato de que células de linhagem CHO
deficientes de GAG ainda podem ser infectadas pelo PCV2, embora em menores niveis
(MISINZO et al., 2006).

A infeccdo viral também requer a entrada do virus na célula do hospedeiro por
penetracdo direta na membrana plasmadtica ou, na maioria das vezes, através de uma ou

mais rotas de endocitose (DIMITROV, 2004). As rotas de endocitose sdo usualmente
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mediadas por clatrina ou caveolina, macropinocitose, ou independentes de clatrina ou
caveolina (SIECZKARSKI e WHITTAKER, 2002). Geralmente, virus nao envelopados
sdo internalizados por endocitose mediada por clatrina ou caveolina (DIMITROV,
2004) e componentes do citoesqueleto, como filamentos de actina, estdo envolvidos no
transporte intracelular do material internalizado (DURRBACH et al., 1996). Verificou-
se que em experimentos de infeccio de mondcitos suinos (MISINZO et al., 2005),
células dendriticas (VINCENT et al., 2005) e epiteliais (MISINZO et al., 2009), a
endocitose mediada por clatrina € o mecanismo envolvido no processo de entrada do
PCV2, ndo estando a macropinocitose e a endocitose mediada por caveolina envolvidas
nessa internalizacdo (MISINZO et al., 2005; VINCENT et al., 2005). A reorganizacao
da actina e a acidificacdo endossomal também parecem estar envolvidas na infec¢ao do
PCV2 (MISINZO et al., 2005; 2009). Além disso, foi demonstrado que a Cap do PCV2
também interage fortemente com outro componente do citoesqueleto celular, a o-
tubulina associada a microtibulos, o que pode ser importante para a patogenia e
replicagdo do PCV2 (ZHANG et al., 2009).

Ap6s a internalizagdo, a replicacdo viral ocorre no nucleo e, provavelmente,
dependa de proteinas celulares produzidas durante a fase S do ciclo celular (MURPHY
et al., 1999). O virus € dependente da maquinaria de replicacdo de DNA do hospedeiro,
especialmente do uso da DNA polimerase celular (TISCHER et al., 1987; MURPHY et
al., 1999). A replicagdo em virus de genoma DNA circular fita simples ocorre em trés
fases (GUTIERREZ, 1999) (Figura 2). A primeira fase compreende a conversao do
DNA fita simples em formas replicativas intermedidrias de fita dupla (RF), sintetizadas
a partir da fita molde do genoma do virus (GUTIERREZ, 1999). Na segunda fase ocorre

a amplificacdo destes RF pelo mecanismo de circulo rolante, possivelmente, sendo
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mediado pela replicase Rep, que origina uma estrutura stem-loop (MURPHY et al.,
1999; BRATANICH e BLANCHETOT, 2002). Durante o periodo em que o genoma do
virus estd na forma de dupla fita € que ocorre a transcrigio do RNA mensageiro para
producdo de proteinas (GUTIERREZ, 1999). A terceira fase consiste na producio e
encapsidacdo do genoma DNA circular fita simples maduro para producdo de novas
particulas virais (GUTIERREZ, 1999). Nesse sentido, a formacdo do novo virion é
dependente da interacdo entre fatores virais e celulares (MANKERTZ et al., 2004;

FINSTERBUSCH et al., 2009).

—Q0C_-0*0_ |
! |

Figura 2: Ciclo de replicacdo do PCV2. (1) conversao do DNA fita simples
em formas replicativas intermedidrias de fita dupla (RF); (2) replicacdo pelo
mecanismo de circulo rolante; (3) transcri¢ao; (4) producdo do genoma DNA
circular fita simples maduro; (5) tradugdo; (6) formacdo do capsideo; (7)
encapsidacdo. Esquema elaborado pela autora, baseado em informagdes de
Gutierrez (1999) e Flores e Kreutz (2007).
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Avaliando a cinética de replicacdo in vitro do PCV2, Meerts e colaboradores
(2005) observaram que, em células PK-15, a proteina do capsideo foi expressa entre 6 e
12 horas pds-inoculagdo (hpi), sendo deslocada para o nicleo entre 12 e 24 hpi, ao
mesmo tempo que a proteina Rep era detectada no ntcleo. Isso também foi observado
em cardiomidcitos fetais e macrofagos alveolares suinos, porém, os antigenos nucleares
foram detectados 48 hpi e em uma menor quantidade de células (MEERTS et al., 2005).
Neste estudo de Meerts e colaboradores (2005), a producdo de virus foi observada
somente em PK-15, o que provavelmente ocorre pelo fato dos cardiomidcitos fetais e
macréfagos alveolares suinos estarem em estdgio de diferenciacdo terminal, onde a
maquinaria de replicacdo celular estd inativa na maioria das vezes (GILPIN et al. 2003).
A replicagdo do PCV2 também foi avaliada em cultivo de células mononucleares de
suinos (YU et al.,, 2009) e os resultados sugerem que os niveis de replicagdo ndo
estariam diretamente relacionados a proliferacdo celular, sendo necessaria uma

estimulagdo especifica (ativacao celular) para seu aumento (YU et al., 2009).

1.1.4. Aspectos Epidemiologicos

O PCV2 € amplamente distribuido na populagdo suina de todo mundo, estando
presente tanto nos paises onde hd PCVAD quanto onde a doenca ndo foi ainda
detectada, podendo afetar rebanhos de diferentes tamanhos e em diferentes sistemas de
producdo (ALLAN e ELLIS, 2000; LAROCHELLE et al., 2003). A soroprevaléncia do
PCV2 ¢ alta, podendo chegar a 100% nos animais de uma mesma granja
(LAROCHELLE et al., 2003). Além disso, o PCV2 pode ser detectado no soro do
mesmo animal por pelo menos 8 semanas, o que confirma a persisténcia prolongada de

PCV2 em suinos apds a infec¢do natural (LAROCHELLE et al., 2000; LAROCHELLE
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et al., 2003). A PCVAD manifesta-se nos leitdes a partir da quinta semana de idade
(HARDING e CLARK, 1997) e a mortalidade pode chegar a 80% (DARWICH et al.,
2004). Em javalis, PCVAD também foi descrita e a deteccao de PCV2 confirmou a
susceptibilidade dessa espécie a infeccao pelo virus (ELLIS et al., 2003). Em um estudo
realizado com rebanhos de javalis, 48% dos animais apresentaram titulos de anticorpos
contra PCV2, sendo que o grupo de animais manejados mais intensivamente apresentou
maior prevaléncia de animais com titulos de anticorpos contra o virus (VICENTE et al.,
2004).

A transmiss@o do PCV2 pode ocorrer de forma horizontal ou vertical, sendo a
transmissdo horizontal entre suinos mais frequente (SEGALES et al., 2005). A
transmissdo pode ocorrer pelo contato direto via oronasal e pelas rotas fecal e urindria
(MAGAR et al., 2000; BOLIN et al., 2001). Segundo Shibata e colaboradores (2003)
amostras de suabe nasal, suabe orofaringeo e fezes de suinos experimentalmente
infectados foram positivas na PCR para PCV2 apés um dia de inoculagdo. A
transmissdo  transplacentdria foi demonstrada em porcas naturalmente e
experimentalmente infectadas (LADEKJZAR-MIKKELSEN et al., 2001; O’CONNOR
et al., 2001; JOHNSON et al., 2002). Além disso, o DNA do PCV2 j4 foi detectado no
sémen de machos infectados (HAMEL et al., 2000; LAROCHELLE et al., 2000), sendo

a inseminacdo artificial uma provdvel fonte de infec¢ao.

1.1.5. Apresentacdo da doenga
PCVAD ¢ caracterizada pela presenca de lesdes macro e microscopicas
caracteristicas, associadas com a presenca do antigeno de PCV2 (OPRIESSNIG et al.,

2007; GILLESPIE et al., 2009). A infeccao pelo PCV2 pode ser subclinica ou
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apresentar manifestacdes clinicas multissistémicas (SEGALES et al., 2004a;
OPRIESSNIG et al., 2007), como diminui¢do do ganho de peso, distirbios respiratérios
e entéricos, desordens reprodutivas e alta mortalidade (DARWICH et al., 2004). Além
disso, PCVAD estd fortemente associada a manifestacoes de dermatite necrosante,
comprometimento renal (PHANEUF et al., 2007; JOHNSTONE e LAWTON, 2008) e
deplecdo linféide (SEGALES et al., 2004b). A PCVAD acomete, principalmente,
animais entre cinco a 16 semanas de idade (HARDING e CLARK, 1997).

A infeccdo subclinica pelo PCV2 pode estar associada com um decréscimo na
eficdcia da vacina utilizada contra PCV2 e seu diagndstico inclui a presenga do PCV2
(OPRIESSNIG et al., 2006a). As lesdes causadas na infec¢do subclinica pelo PCV2
ficam limitadas a um ou dois linfonodos e sdo, principalmente, caracterizadas por
necrose folicular (KIM e CHAE, 2005).

Na PMWS associada ao PCV2, os primeiros sinais incluem perda de peso ou
diminui¢do na taxa de crescimento (Figura 3), e palidez ou ictericia (HARDING e
CLARK, 1997). Além disso, alguns animais podem apresentar dificuldade respiratéria e
diarréia (SEGALES et al., 2005). As principais lesdes ocorrem no tecido linféide
(especialmente nos linfonodos mesentéricos e inguinais), que apresentam aumento de
volume e palidez (SEGALES et al., 2004a). Microscopicamente, observam-se
infiltracdo de histidcitos e células gigantes no sinus subcapsular, retracao dos foliculos
linféides e deplecdo linféide (ROSELL et al., 1999; SEGALES et al., 2005; CORREA

et al., 2006).
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Figura 3: Suino infectado com PCV2. Leitdao de 120 dias
com retardo de crescimento e apresentagdo clinica
compativel com PMWS (Foto: F. S. Marks).

Na doenca respiratdria associada ao PCV2, o virus € responsavel por causar uma
pneumonia intersticial granulomatosa com bronquiolite ulcerativa e necrosante e fibrose
peribronquial (DAFT et al., 1996; SEGALES et al., 2004a; DEWEY et al., 2006;
SZEREDI e SZENTIRMAI, 2008). Os animais geralmente apresentam piora na
conversdo alimentar, letargia, anorexia, febre, tosse e dispnéia (THACKER, 2001). Em
alguns casos de doenga respiratdria associada ao PCV2, o virus da sindrome reprodutiva
e respiratoria dos suinos (PRRSV) pode estar presente (KIM et al., 2003) e participar
potencializando a acdo do PCV2 (ALLAN et al., 2000).

Casos de enterite associada ao PCV2 também podem ocorrer e se tornam cada
vez mais comuns em suinos infectados pelo virus. A enterite associada ao PCV2 é uma
enterite granulomatosa, onde os animais apresentam diarréia e consequente retardo de

crescimento (CHAE, 2005). Além disso, inflamacdo intestinal granulomatosa, deplecao
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linféide na placas de Peyer, presenca de corpuisculos de inclusdo intracitoplasmaticos,
infiltrados de células gigantes multinucleadas e células epitelidides sao observados no
intestino na andlise histopatolégica (CHAE, 2005).

As desordens reprodutivas associadas ao PCV2 também tem sido relatadas desde
os primeiros casos da doenca. As principais manifestagdes clinicas incluem elevacido no
nimero de abortos, natimortos, mumificacdo fetal e mortalidade de leitdes pré-desmame
(WEST et al., 1999; O’CONNOR et al., 2001; LADEKJAR-MIKKELSEN et al., 2001;
KIM et al., 2004). O principal 6rgao afetado e com lesdes significativas € o cora¢do dos
fetos, onde sdo encontradas extensas dreas de miocardite degenerativa ou necrosante
com edema e fibrose leve, além de uma infiltracdo difusa de linfécitos e macréfagos
(WEST et al., 1999; OPRIESSNING et al., 2006b). Além disso, tem sido relatada a
presenca de uma vasculite cronica no coragdo, rins e tecidos linféides fetais
(OPRIESSNING et al., 2006b). O PCV2 tem sido associado com falhas reprodutivas em
todos os estagios da gestacdo (SANCHEZ et al., 2001).

Outra apresentacdo associada ao PCV2 ¢ a PDNS. A PDNS foi primeiramente
descrita em 1993 (SMITH et al., 1993), porém, somente foi associada a infeccdo por
PCV2 em 2000 (ROSELL et al., 2000b). Os primeiros sinais sdo de lesdes de pele
multifocais (Figura 4), de coloracdo vermelho escura, bem demarcadas, em pequeno
relevo e com diametro de 1 a 20 mm (CHAE, 2005). Os suinos afetados apresentam
anorexia, apatia, severa perda de peso e rigidez muscular e/ou relutancia para se
movimentar (SEGALES et al.,, 1998; DROLET et al., 1999). Estes suinos morrem
rapidamente, sendo a causa da morte relacionada a uma faléncia renal aguda, com
elevacdo nos niveis séricos de creatinina e uréia (DONE et al., 2001; SEGALES et al.,

2005). As lesdes de pele aparecem primeiramente nos membros posteriores € abdomen,
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mas progridem para o térax, flanco e orelhas (CHAE, 2005). Os rins apresentam-se
aumentados e com multiplos focos de petéquias hemorrdgicas na camada cortical
(Figura 5) (IMAI et al., 2006). Os linfonodos renais e inguinais estdo aumentados e
avermelhados (RAMOS-VARA et al., 1997). Microscopicamente, as lesdes de PDNS
sdo caracterizadas por hemorragias extensas € por uma vasculite necrosante severa
presente na derme, pelve renal, mesentério e baco; além de uma glomerulonefrite
fibronecrética e nefrite intersticial (HELIE et al., 1995; THIBAULT et al., 1998;
SEGALES et al., 2004a; QUEZADA et al., 2004; IMAI et al., 2006). Outras lesdes
associadas com PDNS sdo a presenca de fluido sero-sanguinolento na cavidade
abdominal, pleura, pericardio e térax (SEGALES et al., 1998; THOMSON et al., 2002)
e a presenga de microtrombos de fibrina em diversos 6rgaos (QUEZADA et al., 2004).
Suinos com curso prolongado da doenga podem apresentar glomerulonefrite cronica e,

provavelmente, progredir para dano glomerular permanente (SEGALES et al., 1998).
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Figura 4: Suino infectado com PCV2. Leitdo com cerca de 90 dias
com lesdes de pele multifocais disseminadas e apresentacdo clinica
compativel com PDNS (OPRIESSNIG et al., 2007).

Figura 5: Rim de suino infectado com PCV2. Rim de suino infectado
por PCV2 apresentando multiplas petéquias na camada cortical
(IMAI et al., 2006).
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Algumas lesdes no cérebro, como leptomeningite (CLARK et al., 2004),
meningoencefalite (ROSELL et al., 1999; CORREA et al., 2007) e encefalite (TIBOR,
2004) também té€m sido relacionadas a diferentes formas de apresentacdo da infecgcdo
por PCV2. A presenca do virus jd foi confirmada em células neuronais, macréfagos e
em células endoteliais da meninge, cérebro e cerebelo (STEVENSON et al., 2001;
CORREA et al., 2007). Outras lesdes no sistema nervoso incluem petéquias e miiltiplas
hemorragias no cérebro e cerebelo (Figura 6), vasculite linfohistiocitica necrosante,
hipertrofia do endotélio com apoptose de células endoteliais do cérebro e degeneragcdo
nos vasos do cerebelo com depdsito de fibrina (CORREA et al., 2007; SEELIGER et
al., 2007). Sinais neuroldgicos, como ataxia, tremores, opistétono e movimentos de
pedalagem, também foram observados em suinos infectados pelo PCV2 (BRUNBORG

et al., 2007; CORREA et al., 2007) e podem estar relacionados as lesdes encontradas no

sistema nervoso central.

Figura 6: Encéfalo de suino infectado com PCV2. Painel A, petéquias e multiplas
hemorragias no cérebro e cerebelo de suino infectado por PCV2. Painel B,
hemorragias no cértex cerebelar, corte transversal do cerebelo de suino infectado por
PCV2 (CORREA et al., 2007).
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Lesoes vasculares, como degeneracao de células endoteliais e edema intramural,
necrose fibrindide, vasculite, perivasculite e formacao de trombos vasculares tém sido
observadas em vdrios Orgdos e relacionadas diretamente a presenca do PCV2
(CARMAN et al., 2006; OPRIESSNIG et al., 2006b; SZEREDI e SZENTIRMALI,
2008). A presenca de petéquias e vasculite associadas com atrofia de linfonodos,
faléncia de 6rgaos e lesdes necréticas e isquémicas também foram observadas em suinos

naturalmente infectados pelo PCV2 (FRANCA et al., 2005).

1.1.6. Patogénese

Atualmente, a busca mais importante pelos pesquisadores que estudam PCV2 é
entender a patogénese da PCVAD. Isto ocorre devido a patogénese da infec¢do por
PCV2 ainda nao estar bem caracterizada e permanecer pouco compreendida. Contudo,
acredita-se que a imunodepressao, caracterizada pela deple¢ao linféide e linfopenia, seja
um fator determinante no desenvolvimento clinico de PCVAD (SEGALES et al.,
2004b; OPRIESSNIG et al., 2007). Evidéncias sustentam a idéia de que nem todos os
suinos infectados pelo PCV2 desenvolvem a doenca e que a PCVAD tem causas
multifatoriais (OPRIESSNIG et al., 2007). Estes fatores sdo dependentes do virus, das
diferencas entre os isolados, da susceptibilidade do hospedeiro, da modulacdo do
sistema imune e de co-infec¢des associadas (OPRIESSNIG et al., 2007).

O genoma ou antigenos do PCV2 tém sido detectados no citoplasma de uma
grande variedade de tipos celulares, incluindo mondcitos/macréfagos, células
dendriticas, células endoteliais e células epiteliais (KIUPEL et al., 1999; ROSELL et al.,
2000a; GILPIN et al., 2003; VINCENT et al., 2003). Em linfécitos, o PCV2 € detectado

somente esporadicamente, ndo se sabendo se a linfopenia presente nos suinos com
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PCVAD ¢ causada pela reducao na produgao, reducdo na proliferagao ou por necrose ou
apoptose induzida pelo virus (CHIANINI et al., 2001; OPRIESSNIG et al., 2007).
Apesar da deteccio do PCV2 em mondcitos e células dendriticas, ndo foi observada
replicacdo do virus nestas células in vitro (GILPIN et al., 2003; VINCENT et al., 2003).
Isto sugere que estes tipos celulares nao representariam o alvo primdrio para replicagao
do PCV2, mas poderiam servir como mecanismo de transporte para o virus no
organismo, sendo susceptiveis a modulagdo viral (McCULLOUGH et al., 2009). Ao
receberem um sinal imunomodulador adequado, a liberagdo e/ou replicagdo do virus
poderiam ser facilitadas, resultando no actimulo viral (GILPIN et al., 2003; VINCENT
et al., 2003). Como o PCV2 ¢ frequentemente detectado em células epiteliais (ROSELL
et al., 2000a), foi sugerido que estas células possam ser o tipo celular primario
permissivel a replicacdo do PCV2 (DARWICH et al., 2004).

Ap6s infeccdo e replicagdo nas células primadrias, acredita-se que o PCV2 seja
transportado para os principais alvos (linfonodos e/ou corrente sanguinea), contribuindo
para disseminac¢do do virus pelo organismo (ROSELL et al.,, 1999). Entretanto, o
mecanismo de ocorréncia da deplecdo linféide com infiltracdo histiocitica e do
decréscimo no numero de linfécitos ainda ndo é conhecido. No estdgio posterior da
doenca, o virus estd presente e, possivelmente, replicando nos 6rgdos, como rim,
intestinos e figado, podendo causar alteracdes metabdlicas que colaboram para a
ocorréncia de PMWS (SEGALES et al., 2004b). Quanto a PDNS, estudos sugerem que
a manifestacdo € relacionada a um mecanismo de vasculite imuno-mediada
(THIBAULT et al., 1998; SEGALES et al., 2005; CHAE, 2005) devido a presenca de
complexos antigeno-anticorpo na superficie dos vasos ou resposta imune celular contra

o endotélio (THIBAULT et al., 1998; WELLENBERG et al., 2004)
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Infec¢gdes experimentais de PCV2 em suinos sdo capazes de reproduzir uma
forma moderada de PCVAD nestes animais (BALASCH et al., 1999; ALBINA et al.,
2001; LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2002). Entretanto, quando a infeccao por
PCV2 ¢ associada a outros agentes infecciosos, como parvovirus suino (PPV) e
PRRSYV, a apresentacdo clinica e as lesdes sdo mais severas (ALLAN e KENNEDY,
1999; ALLAN et al., 2000).

Apesar dessas hipdteses incipientes, ainda existem diversas pecas faltando neste
“quebra-cabeca”. Porém, a intera¢do virus-hospedeiro e as mudancas mediadas pelo

virus na célula parecem ser pontos-chave desta investigagao.

1.1.7. Regulacdo da expressdo génica e de proteinas celulares pelo PCV2

Com o objetivo de diminuir as dividas existentes acerca da patogénese da
infec¢do por PCV2 e seu papel na PCVAD, vérios trabalhos se propuseram a investigar
possiveis fatores que estariam envolvidos na geracdo da doenca, fornecendo assim um
maior entendimento da interacdo PCV2-célula hospedeira. Atualmente, estudos de
regulacdo de expressdo génica e de protedmica t€m sido empregados para este fim.

Recentemente, dois trabalhos realizaram, através do uso de microarranjos de
DNA, a caracterizacdo de potenciais diferencas na expressdo génica durante a infec¢do
por PCV2. Nestes estudos, foram utilizadas amostras de sangue, linfonodos e pulmdes
de leitdes experimentalmente infectados sem apresentacao clinica de PCVAD (infec¢dao
subclinica). Entre as conclusdes destes trabalhos, verificou-se que hd um aumento de
expressdo de genes de quimiocinas, imunoglobulinas, relacionados a ativacdo de
leucdcitos, antivirais (da via do IFN-y) e da via ubiquitina-proteassoma (FERNANDES

et al., 2009; TOMAS et al., 2010). Visto que o PCV2 € um agente imunodepressor, 0s

35



autores sugerem que este aumento de expressao de genes relacionados ao sistema imune
ocorreria na infec¢ao subclinica. A investigacdo desta resposta na infec¢ao clinica ainda
nao estd esclarecida. Além disso, constatou-se uma diminui¢do na expressdao de genes
de organizagdo celular e do inibidor da via do fator tissular (TFPI) (TOMAS et al.,
2010). Esta reducdo do TFPI, inibidor fisiol6gico da ativacdo da coagulacao, pode levar
ao aumento da ativacao do sistema hemostatico, que por sua vez pode estar relacionada
com determinados achados patolégicos da PCVAD, como a forma¢do de microtrombos
e hemorragias.

Analisando o perfil de proteinas diferencialmente expressas em cultura de
células PK-15 infectadas por PCV2, foi demonstrado que hd aumento das proteinas de
citoesqueleto e reducdo de proteinas envolvidas na biossintese de macromoléculas. Os
resultados também indicam que ocorrem alteracdes aleatérias em proteinas da via
ubiquitina-proteassoma e de metabolismo energético, sugerindo uma desorganizacao

destes processos (ZHANG et al., 2009).

1.1.8. Diagnostico

O PCV2 esta presente na populacdo de suinos em todo mundo e pode ser
encontrado tanto em animais doentes como em sadios (ALLAN e ELLIS, 2000). Por
isso, a escolha e a interpretacdo dos testes de diagnostico sdo importantes. PCVAD ¢é
geralmente diagnosticada pela presenca de sinais clinicos e lesdes caracteristicas
(SEGALES et al., 2005). Ademais, Sorden (2000) propds uma triade de achados para
definir um caso de PCVAD que auxilia no diagndstico conclusivo. Nesta triade estd

incluida a exigéncia da presenca de sinais clinicos e lesdes macroscopicas
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caracteristicas, além da presenca do antigeno do PCV2 nos tecidos associados com
lesdes microscopicas (SORDEN, 2000).

Para detec¢do do virus, diferentes técnicas podem ser empregadas, porém a
imunohistoquimica (IHC) e hibridizagao in situ (ISH) t€m sido os testes mais utilizados
(OPRIESSNIG et al., 2007). A ISH, que detecta os dcidos nucléicos do PCV2 e a IHC,
que detecta o antigeno viral, podem indicar a localizacdo do PCV2 em amostras de
tecidos ou células (ROSELL et al., 1999). Além desses testes, o PCV2 pode ser
detectado através da PCR (HAMEL et al., 2000; SHIBATA et al., 2003),
imunofluorescéncia (IFA) (ALLAN et al., 1999; McNEILLY et al., 2001) e microscopia
eletronica (OPRIESSNIG et al., 2007). Para quantificacdo do nimero de cépias do
genoma do PCV2 no tecido ou soro, foi padronizado um protocolo de PCR em tempo
real e o limiar de 10’ c6pias do genoma viral/mL de soro foi sugerido para correlacionar
com a presenga da PCVAD (OLVERA et al., 2004). O isolamento viral pode ser
realizado em células de linhagem (rim ou testiculo suino), porém, como o PCV2 nio
produz efeito citopatico, a detec¢do de antigenos virais por IFA, imunoperoxidase (IPX)
ou PCR ¢ necessaria (CIACCI-ZANELLA, 2007).

A deteccdo de anticorpos tem sido mais utilizada para determinar o tempo de
infeccdo em uma populagdo, para monitoramento de estudos experimentais ou para
investigagdes epidemiolégicas (SEGALES et al., 2005); e pode ser realizada através de
testes imunoenzimaticos (ensaio de imunoabsor¢do por ligacdo enzimdtica - ELISA),
imunofluorescéncia indireta, ou IPX indireta (WALKER et al., 2000; LAROCHELLE

et al., 2003; McNAIR et al., 2004).
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1.1.9. Controle e prevencdo

Vacinas tém sido utilizadas para o controle da PCVAD e tém se mostrado
eficazes na reducgao de sinais clinicos, na diminui¢do da viremia e no aumento do ganho
de peso didrio (KIXMOLLER et al., 2008; OPRIESSNIG et al., 2008). Atualmente, as
vacinas disponiveis no mercado mundial e no Brasil sdo quatro: uma contendo o virus
PCV1-2 quimérico inativado (Suvaxyn PCV2 one dose®,Fort Dodge), uma com o
PCV2 inativado (Circovac®, Merial) e duas utilizando a proteina recombinante da
ORF2 do PCV2 expressa em baculovirus (Circumvent®, Intervet e CircoFLEX®,
Boehringer Ingelheim). A vacinagdo das fémeas confere protecao para PCVAD através
da transferéncia passiva de anticorpos para os leitdes (OPRIESSNIG et al., 2008)

Medidas de manejo, como redu¢do do nivel de estresse no rebanho, melhora na
higiene, divisdo dos animais por faixa etdria, limitacdo do contato entre os animais, uso
do sistema “todos dentro-todos fora” e de vazio sanitdrio, aumento da qualidade do ar e
isolamento dos animais doentes, tém se mostrado importantes na redu¢do da ocorréncia
de PCVAD (MADEC et al., 2008). A desinfeccio do ambiente pode ser uma medida
auxiliar na tentativa de reducdo da pressdo infectante, uma vez que a carga do PCV2
diminui quando o ambiente € tratado com produtos a base de amoOnia quaterndria,
agentes oxidantes e dlcalis (MARTIN et al., 2008).

Além disso, o controle de outras doencas e manejo relacionado a uma boa
nutricdo, com ingestdo de colostro nas primeiras horas de vida e qualidade na
alimentacdo dos suinos também sio recomendados (MADEC & WADDILOVE, 2002).
Para prevencdo da entrada do PCV2 em rebanhos livres, medidas de biosseguranca

devem ser adotadas, incluindo controle de visitantes, veiculos e acesso de outros
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animais; e cuidados na introdu¢do de suinos na granja e no uso de sémen para

inseminacao artificial (ALLAN e ELLIS, 2000; MADEC et al., 2008).

1.2. Sistema vascular

1.2.1. Hemostasia

Desde 1964, o funcionamento da hemostasia tem sido baseado no modelo da
cascata da coagulacdio sanguinea (MacFARLANE, 1964). Essa cascata de
acontecimentos podia ser separada em trés vias: a via intrinseca, que recebe este nome
por ser ativada por fatores presentes no plasma, e € iniciada pela ativacdo do sistema
contato (fator XII e pré-calicreina); a via extrinseca, que € desencadeada pelo fator
tissular (TF) que € um componente extravascular, e a via comum, que inicia apds
ativacdo do fator X pelas vias anteriores, que em associacdo ao fator V e co-fatores
realiza a conversao de protrombina em trombina (ou fator Ila). A trombina, por sua vez,
converte o fibrinogénio em fibrina, formando o codgulo (MacFARLANE, 1964). Esse
modelo de coagulagdo foi muito importante para a compreensao inicial dos fendmenos
relacionados a hemostasia e dos testes laboratoriais de avaliacdo da coagulacao, como o
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcialmente ativado (TTPa),
que correspondem a via extrinseca e intrinseca, respectivamente (SILVA e
HASHIMOTO, 2006). Entretanto, atualmente, esse modelo ndo € mais adequado para o
estudo da hemostasia in vivo, onde, células que expressam TF em sua superficie,
plaquetas, células endoteliais e outros componentes fisioldgicos estdo envolvidos na
coagulacdo de uma forma dindmica (HOFFMAN e MONROE, 2001). Nesse sentido,

um novo modelo foi sugerido com o objetivo de permitir uma maior compreensdao do
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papel dos componentes celulares e das vias da hemostasia in vivo (Figura 7)

(HOFFMAN e MONROE, 2001).
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Figura 7: Modelo de hemostasia baseado em células. Painel A, fase de inicia¢do. Painel
B, fase de amplificacdo. Painel C, fase de propagacao (VELDMAN et al., 2003).

Hoffman e Monroe (2001) propdem que a hemostasia ocorre em trés fases:
iniciacdo, amplificacdo e propagacdo. A fase de iniciacdo é desencadeada pelo TF, o
iniciador da coagulagdo, e ocorre na superficie de células que expressem TF (como
fibroblastos e células epiteliais), que somente entram em contato com a circulagdo
sanguinea em casos de lesdes e/ou situagdes patoldgicas. Outros tipos celulares como os
mondcitos e as células endoteliais ndo expressam TF na superficie celular em situagoes
fisioldgicas, contudo, determinados estimulos (geralmente patoldgicos) podem induzir a
expressdo de TF, e com isso estas células também podem iniciar o processo de
coagulacdo. Ao entrar em contato com o TF, o fator VII do plasma liga-se fortemente a
ele e é rapidamente auto-ativado. O complexo fVIIa/TF ativa tanto o fator X quanto o
fator IX em pequena escala. O fator Xa pode ativar o fator V do plasma, e o complexo
Xal/Va, por sua vez, é responsdvel pela formacao, a partir da protrombina, de pequenas

quantidades de trombina.



Na fase de amplificagdo, o processo de coagulacdo passa a ocorrer também
na superficie das plaquetas. As plaquetas sdo estruturas derivadas do citoplasma de
megacaridcitos e apresentam-se como uma pequena estrutura discéide (SILVA e
HASHIMOTO, 2006). As plaquetas exercem fun¢do importante na hemostasia pela
ocorréncia dos fenomenos de adesdo, de ativacdo/secrecao e de agregacao plaquetéria
(SILVA e HASHIMOTO, 2006). A adesdo plaquetdria ocorre quando uma lesao
vascular expoe proteinas da matriz subendotelial, principalmente o coldgeno, ao contato
com o sangue periférico. A interacdo da plaqueta com o subendotélio requer a
participacdo do fator de von Willebrand (vWF), que se liga ao coldgeno exposto e a
receptores da plaqueta. Em resposta a diferentes estimulos (agonistas) as plaquetas se
ativam e mudam de seu formato caracteristico para uma forma globular rica em
pseudépodos. Essa ativacdo € seguida da secrecdo do conteido dos granulos
plaquetarios, que liberam mediadores responsdveis pela ativacdo de novas plaquetas, e
posterior agregacio (KROLL e SULLIVAN, 1998). Os principais agonistas
plaquetdrios sdo: trombina, coldgeno, difosfato de adenosina (ADP), 4cido aracdonico,
tromboxano A,, fator de ativacdo plaquetdria (PAF), epinefrina e serotonina (5-HT). A
agregacao plaquetéria € o processo de unido das plaquetas via pseudépodos, dependente
de célcio e fibrinogénio, o qual faz uma ponte entre os receptores (GPIIb/Illa)
localizados na extremidade do pseudépodo (SILVA e HASHIMOTO, 2006).

Quando ocorre a aderéncia das plaquetas na matriz extravascular, a pequena
quantidade de trombina gerada na fase anterior amplifica o estimulo procoagulante
através da ativacdo inicial das plaquetas e dos fatores V, VIII e XI, que s@o acumulados
na superficie plaquetdria. Em resumo, a trombina vai ao mesmo tempo, (i) liberar o

fator V dos granulos da plaqueta, que € ativado pela propria trombina ou pelo fator Xa;
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(i) clivar o complexo vWF/fator VIII para formagao de fVIIla e vWF livre; e (iii) ativar
o fator XI. Por sua vez, os fatores Va, VIlla e XIa ligam-se a superficie da plaqueta.

A fase de propagacdo caracteriza-se pela grande geragdo de trombina através
da atividade de complexos procoagulantes e de ativacdo plaquetdria massiva. A acdo do
fator XIa, presente na superficie da plaqueta, leva a conversao de fator IX do plasma em
fIXa, que juntamente com fIXa gerado previamente pela acdo do complexo VIIa/TF,
chegam a superficie da plaqueta formando com o fVIIla o complexo tenase
(fVIIIa/fTXa), que € responsdvel pela formacao de fator Xa em grandes quantidades. O
fator Xa forma um complexo com o fator Va (complexo protrombinase), que esta ligado
na superficie da plaqueta. Quando o complexo protrombinase € formado, a geracdo de
trombina, a partir de protrombina, ocorre em larga escala. Essa quantidade produzida é
suficiente para permitir a conversdo enzimatica do fibrinogénio em fibrina e, assim, a
formacao do codgulo.

A trombina que desempenha um papel chave na coagulacio € uma
serinoprotease sintetizada, principalmente, no figado e sua producdo adequada nos
locais de lesdo vascular € determinante no controle de sangramento (SIMMONDS e
LANE, 1998). Em certos quadros patolégicos, o excesso de produgdo de trombina pode
contribuir para a hipercoagula¢dao do sangue e modulacdo de outros fendmenos como
inflamacdo, proliferagdo celular, resposta imune e ativagdo dos sistemas contato e
complemento (VERGNOLLE et al., 1999; GANDOSSI et al., 2000; AMARA et al.,

2008; BLAT e SEIFFERT, 2008; RAMACHANDRAN e HOLLENBERG, 2008).
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1.2.2. Endotélio

As células endoteliais estdo presentes em todas as partes e érgaos do organismo
animal realizando uma interposicdo estratégica entre o sangue e o0s tecidos.
Inicialmente, as células endoteliais eram consideradas células relativamente inertes na
superficie da vasculatura, porém, atualmente, sabe-se que desempenham um papel
crucial na regulacdo da coagulacdo, adesao plaquetdria, tonus vascular, homeostase de
fluidos, cicatrizagdo, infiltracdo tecidual de leucdcitos, producdo de citocinas e
apresentacdo de antigenos (BEHLING-KELLY e CZUPRYNSKI, 2007). Em condic¢des
fisiolégicas, o endotélio mantém funcdes anti-inflamatérias, anti-coagulantes e anti-
trombdticas (AIRD, 2004). Este estado anti-trombdético é mantido pela presenga, na
superficie celular, de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) que agem repelindo
moléculas e células negativamente carregadas, além de potencializarem a acdo da
antitrombina (MAKRIDES e RYAN, 1998). Além disso, participam ativamente desse
processo: o inibidor da via do fator tissular (TFPI), principal inibidor fisioldgico da
ativacdo de coagulacdo desencadeada por TF; o complexo trombomodulina-proteina C-
proteina S, que reverte a agdo protrombotica da trombina em anti-trombdtica e inibe
outros fatores na cascata de coagulagdo; a prostaciclina, o 6xido nitrico e as NTPDases,
que inibem a agregacao plaquetdria; e o ativador tecidual do plasminogénio, que atua na
degradacdo do codgulo de fibrina (fibrindlise) (MAKRIDES e RYAN, 1998;
BEHLING-KELLY e CZUPRYNSKI, 2007). Em algumas situacdes patoldgicas, como
inflamacdes, lesdes vasculares, choque e algumas infecgdes, o endotélio € ativado e os
fatores que mantém seu estado anti-tromboético deixam de ser secretados e expressos na
membrana da célula endotelial (GIBBONS, 1998). Ademais, moléculas procoagulantes

sdo expostas ou secretadas na superficie celular, como o TF, iniciador da coagulacio;
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fosfolipidios de fosfatidilserina, que facilitam a adesdo dos fatores envolvidos na
hemostasia na superficie celular; inibidores do ativador do plasminogénio (PAI); e
citocinas procoagulantes, como TNF-a, IL-1B e IL-6 (GIBBONS, 1998; BEHLING-
KELLY e CZUPRYNSKI, 2007). O endotélio ativado amplifica o estimulo inflamatério
que, por sua vez, origina mais células endoteliais ativadas (GIBBONS, 1998). Esta
situacdo tem particular importancia na patogénese de inflamacdes sist€émicas severas,
sepse e vasculite (GIBBONS, 1998).

De fato, a ativagdo endotelial, além de gerar um fen6tipo protrombdético, também
pode levar a um estado proinflamatério, principalmente, devido ao endotélio mediar os
processos de adesdo e migracdo dos leucdcitos para os tecidos (McEVER, 1998). O
processo de migracdo leucocitdria € iniciado pela marginacido e rolamento (“rolling”)
dos leucdcitos sobre o endotélio mediado pela expressdo de P-selectina (CD62P) e E-
selectina (CD62E) nas células endoteliais ativadas (TEDDER et al., 1995). Em um
segundo momento, moléculas de adesdo que promovem a aderéncia dos leucdcitos a
parede do vaso sanguineo, como a molécula de adesdo intercelular (ICAM-1 ou CD54)
e a molécula de adesdo celular vascular (VCAM-1 ou CDI106), sdo induzidas pela
ativacdo celular e também sdo expressas na superficie do endotélio (McEVER, 1998).
Ap6s a adesdo dos leucdcitos, a migragao transendotelial € iniciada e diversas moléculas
envolvidas na integridade vascular participam deste processo, como as proteinas de

“tight junctions” e de jungdes de aderéncia (McEVER, 1998).
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1.3. Distarbios vasculares causados por infec¢oes virais de importancia veterinaria

Tem sido descrito que diversos agentes virais tem suas manifestacdes clinicas
relacionadas a distirbios vasculares (BEHLING-KELLY e CZUPRYNSKI, 2007). Isto
pode estar diretamente associado ao fato destes agentes virais apresentarem tropismo
pelo endotélio (FRIEDMAN et al., 1981; HO et al., 1984; VISSEREN et al., 2000;
VALLEE et al., 2001), sendo que mesmo os virus que nio tem tropismo por células
endoteliais, mas causam infec¢des sistémicas, também interagem com o endotélio, pelo
menos no processo de invasao dos tecidos (TYLER e NATHANSON, 2001).

Um exemplo de agente viral associado a distirbios vasculares é o virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAV) que, assim como o PCV2, pertence a familia
Circoviridae. A doenga causada pelo CAV acomete principalmente aves jovens e €
caracterizada por anemia apldstica e atrofia linféide generalizada com imunodepressao
concomitante (YUASA et al., 1979). Os principais sinais clinicos encontrados sao
depressdo, anorexia, palidez de crista e barbela, retardo no crescimento e baixa
conversdo alimentar (McNULTY, 1991). A doenca causada pelo CAV € multifatorial e
uma das formas de apresentagdo pode ser associada a uma sindrome hemorrdgica em
galinhas (TANIGUCHI et al., 1982). Embrides experimentalmente infectados podem
apresentar nanismo e morte por hemorragia sistémica severa (LAMICHHANE et al.,
1991). Esta sindrome hemorragica tem sido relacionada com o quadro de pancitopenia
e, consequentemente, trombocitopenia (ADAIR, 2000). Apesar da infeccdo pelo CAV
levar ao decréscimo de trombdcitos, ndo se sabe como isso pode estar relacionado a
manifestacdo da doenca, pois ndo ha relatos consistentes sobre o grau de

trombocitopenia causado e, ainda é discutida a funcdo exata dos trombdcitos na
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hemostasia das aves (MILLER e SCHAT, 2004). Outro membro da familia
Circoviridae, o circovirus causador da doencga da pena e bico dos psitacideos (BFDV)
também tem sido relacionado a distirbios vasculares. A doenga € caracterizada por uma
apresentacdo cronica associada a diversas anormalidades nas penas, deformidades no
bico e, eventualmente, morte em psitacideos (RAHAUS e WOLFF, 2003). As lesoes
encontradas incluem necrose de epiderme e trombose e hemorragia do bulbo da pena
(PASS e PERRY, 1984), porém a patogénese da doenca ndo é esclarecida. Estes
mesmos achados ja foram encontrados associados a infeccdo pelo circovirus dos
pombos (WOODS et al., 1994).

Outras infec¢des sistémicas causadas por virus de importancia veterindria,
especialmente na suinocultura, que também podem causar distirbios vasculares, sdo a
peste suina africana (ASF) e a peste suina classica (CSF). A ASF é causada por um
arbovirus DNA de fita dupla pertencente a familia Asfarviridae (PATON e GREISER-
WILKE, 2003). J4 o agente etiologico da CSF € um pestivirus RNA de fita simples e de
polaridade positiva da familia Flaviviridae (TULMAN et al., 2009). Estas duas viroses
sdo altamente contagiosas e letais para suinos de todas as idades e apresentam quadro
clinico e patoldgico muito semelhante entre si. O Brasil é declarado livre de ASF e a
CSF somente ocorre na forma de surtos epizodticos (LYRA et al., 2006; ROEHE et al.,
2007). A manifestacdo clinica destas duas doencas estd relacionada a presenca de
hemorragias e tromboses generalizadas, deplecdo linféide, faléncia multipla de 6rgaos,
aborto e distdrbios neuroldgicos (PATON e GREISER-WILKE, 2003; TULMAN et al.,
2009). Além disso, dano ao endotélio vascular é observado, o que pode contribuir para
as alteracdes na hemostasia. Estudos sugerem que as manifestacdes clinicas vasculares

podem ser associadas a um quadro de coagulacdo intravascular disseminada (DIC)
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(HEENE et al., 1971; VILLEDA et al., 1993). A ocorréncia de DIC possivelmente é
desencadeada pela infeccdo de células endoteliais pelos virus da ASF ou CSF, que
induzem a expressao de TF (VALLEE et al., 2001; BENSAUDE et al., 2004) e,
consequente, ativacdo da coagulacao (HEENE et al., 1971; VILLEDA et al., 1993),
trombocitopenia e ativagao plaquetdria intravascular (BAUTISTA et al., 2002; MOZOS
et al., 2003).

Também sdao exemplos de virus causadores de distirbios hemostaticos, o virus
da hepatite infecciosa canina (WIGTON et al., 1976), da peritonite infecciosa felina
(WEISS et al., 1980), da Maedi-Visna (LENA et al., 1994), da anemia infecciosa equina
(CRAWFORD et al., 1996), da diarréia viral bovina (WALZ et al., 2001), da doenca da
lingua azul dos ruminantes (DeMAULA et al., 2002), da doenga de Gumboro (LIMA et
al., 2005) e da influenza avidria de alta patogenicidade (MURAMOTO et al., 2006). De
maneira geral, as alteragdes no sistema hemostitico que podem acarretar distirbios
vasculares devido a infecc¢Oes virais em animais estdo relacionadas principalmente a (i)
inibicdo de anticoagulantes naturais, (ii) inducdo do estado procoagulante no endotélio
vascular, (iii) alteracdes dos vasos sanguineos pela inducdo de inflamacdo, e (iv)
ativacdo direta de fatores da coagulacio (HAJJAR e NICHOLSON, 1997;

SUTHERLAND et al., 1997).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar a patogenia do PCV2 em suinos naturalmente infectados e em cultivo celular

através da caracterizagdo dos efeitos da infec¢ao no sistema vascular.

Objetivos especificos:

- Determinar o papel do sistema vascular na patogénese da infec¢ao por PCV2.

- Determinar se hd alteracdo nos parametros de coagulacdo de suinos naturalmente
infectados por PCV2.

- Determinar se ha alteragdes quantitativas e qualitativas nas plaquetas de suinos
naturalmente infectados por PCV2.

- Determinar se had ocorréncia de vasculite e presenca de PCV2 no endotélio
concomitantes as alteracdes hemostaticas em suinos naturalmente infectados por PCV2.

- Avaliar se 0 PCV2 € capaz de interagir com células endoteliais in vitro e modular sua
funcdo hemostatica.

- Avaliar se a trombina influencia na infec¢do do PCV2 em células endoteliais in vitro.

48



3. PARTE EXPERIMENTAL & RESULTADOS

Nesta se¢do serd descrito o trabalho experimental da dissertacdo, organizado sob

a forma de um artigo cientifico elaborado durante o periodo de execu¢ao do mestrado.

3.1. Porcine circovirus 2 (PCV2) induces a procoagulant state in naturally infected

swine and in cultured endothelial cells

Artigo publicado no periddico Veterinary Microbiology (v.141, p.22-30, 2010).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Porcine circovirus 2 (PCV2) is the primary causative agent of porcine circovirus disease
(PCVD). PCVD is an emerging disease that has been reported worldwide, associated with
wasting, lymphoid depletion, enteritis, pneumonia, vasculitis, ischemic lesions, and
necrotizing dermatitis. Although PCVD causes considerable economic losses, the
pathogenesis of PCV2 has not been fully understood. The aim of the present work was
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Keywords: 5 to study the participation of hemostatic system and of vascular endothelium in PCV2
Por,cme cireovirus type infection, as well as their possible role in PCVD pathogenesis. Our results showed that
Swine virus . . . : L . S

Coagulation naturally PCV2-infected swine displayed a prothrombotic state in vivo, since a diminished
Hemostasis coagulation time (recalcification time, activated partial thromboplastin time and
Endothelium prothrombin time), a higher platelet aggregation ability (despite a diminished platelet

blood count), and an increased thrombin plasma activity (associated with a reduced
fibrinogen level) were observed. The PCV2-infected animals showed vasculitis and
positive staining for PCV2 antigen in capillary vessels. Furthermore, PCV2-infected
endothelial cells displayed an activated phenotype, characterized by an increase in cell
surface procoagulant activity. Moreover, the PCV2-infected endothelial cells pre-treated
with exogenous thrombin displayed an increased viral load. This work reports, for the first
time, the role of the hemostatic system and of endothelium in the pathogenesis and
infectivity of PCV2. The study reinforces the importance of the phenomena which occur
during PCV2 infection, and affords a better knowledge of the mechanisms behind the
pathophysiology of PCVD.

Viral pathogenesis

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The porcine circovirus type 2 (PCV2) is a small non-
enveloped single-strand DNA virus that belongs to the
Circoviridae family, Circovirus genus (Tischer et al., 1982).
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PCV2 is the primary agent of porcine circovirus disease
(PCVD) in domestic pigs. PCVD is an endemic disease in
most countries in which large-scale pig production is an
economic activity, and causes high economic losses (Chae,
2004). PCVD usually affects animals between 5 and 16
weeks of age (Hajjar and Nicholson, 1997) and exhibits
multisystemic clinical manifestations (Segalés et al.,
2004b; Opriessnig et al., 2007) like lessened weight gain,
respiratory signs, reproductive disorders, enteric signs and
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high mortality rates (for a good review see Opriessnig et al.,
2007). Apart from this, PCVD can be associated with
necrotizing dermatitis, renal failure (Phaneuf et al., 2007)
and lymphoid depletion (Segalés et al., 2004a). In spite of
the considerable economic losses and innumerous clinical
manifestations, the pathogenesis and infection mechanism
of PCV2 have not been fully established.

Recent research, based mostly on histological observa-
tions, highlighted vascular disorders in PCVD infection. It has
been suggested that these disorders are involved in the
clinical manifestations of PCVD. Some evidence of this
relationship has been described by Franca et al. (2005) in a
PCVD outbreak in southern Brazil, in which affected animals
presented blood hypercoagulation, petechiae and vasculitis
associated to lymph node atrophy, organ failure, as well as
ischemic and necrotic lesions. In addition, other findings
have beenreported, suchas widespread petechiae in kidneys
(Imai et al., 2006); brain hemorrhage associated with
mononuclear vasculitis, endothelium hypertrophy, and
fibrin deposition (Corréa et al., 2006); necrotizing vasculitis
accompanied by apoptosis of brain endothelial cells
(Seeliger et al., 2007); microvascular thrombosis in kidneys
and mesentery, as well as surface hemorrhage (Quezada
etal.,2004). Also, Szeredi and Szentirmai (2008) revealed the
presence of PCV2 antigen in lymphatic and blood vessels that
exhibited severe degeneration of endothelial cells as well as
marked formation of thrombi and vasculitis as associated to
the occurrence of organ ischemia and necrosis.

The aim of the present study was to investigate the
changes in the hemostatic system of swine naturally
infected with PCV2, the endothelium participation in PCV2
infection, and possible role these alterations play in PCVD
pathogenesis and viral infectivity.

2. Materials and methods
2.1. Animals and inclusion criteria

Two groups of swine (PCV2 and control) were utilized in
this work. All animals had an average age of 120 days and
were non-vaccinated against PCV2. The eligibility criteria
were: (i) serum samples negative for pestivirus and
parvovirus by PCR analysis (following the protocols by
Vilcek et al., 1994; Soares et al., 1999, respectively); (ii) lung
samples negative for Mycoplasma spp. and influenza A virus
by PCR analysis (as described by van Kuppeveld et al., 1992,
Poddar, 2002, respectively); (iii) negative immunohisto-
chemistry staining for pestivirus and for porcine reproduc-
tive and respiratory syndrome virus (PRRSV) antigens
(according to the protocol established by Corréa et al.,
2007) in lung and brain sections; (iv) no bacterial growth in
blood culture—the standard procedure to exclude systemic
bacterial infections (sepsis) during viral infections (Lange
etal.,, 1985; van Gorp et al.,2001). In addition, it is important
to note that according to the Office International des
Epizooties (OIE), at present Brazil is a location free of PRRSV
and African swine fever virus, and the state of Rio Grande do
Sul is free of Aujeszky's disease virus. The inclusion criteria
for the PCV2 group also requires that swine fulfill all
requisites of triad of findings for the case definition of PCVD
proposed by Steven Sorden (2000): presence of clinical signs

(wasting, lessened weight gain, diarrhea), characteristic
lesions (lymph node atrophy with lymphoid depletion and
histiocytic replacement of follicles in lymphoid tissues,
dermatitis and vasculitis, and pale kidney with diffuse
cortical white foci), and presence of PCV2 antigen by
immunohistochemistry associated with microscopic
lesions. Additionally, to be included in the PCV2 group
the swine had to be positive for PCV2 by PCR detection
(performed as described below). The PCV2 group consisted
of 24 swine from two commercial pig farms (located in the
municipalities of Lajeado and Arroio do Meio, state of Rio
Grande do Sul, Brazil). All animals included in control group
(n=12) were from the experimental pig farm of Faculdade
de Veterinaria, UFRGS, and displayed none of the Steven
Sorden’s case definition findings, being also negative for
PCV2 by PCR detection (performed as described below).

2.2. Samples

Blood samples were collected by jugular vein punction
using sodium citrate 3.2% as anticoagulant (1:10, v/v).
Platelet-rich plasma (PRP) and platelet-poor plasma (PPP)
were obtained as previously described (Reck et al., 2009).
After blood sample collections, the animals were eutha-
nized, necropsied and had the organs removed and placed
in buffered formaldehyde 10%. Kidneys of swine from the
PCV2 group were aseptically collected and immediately
processed for virus isolation.

2.3. DNA extraction

Total DNA from plasma samples, collected from animals
and from supernatants of cell cultures, was extracted using
size-fractionated silica particles according to a previously
described protocol (Boom et al., 1990).

2.4. Polymerase chain reaction (PCR)

The presence of PCV2 was investigated by PCR assay
using specific primers that amplify a 263-bp fragment
from the open reading frame 2 (ORF 2) of PCV2 (Larochelle
et al, 1999).

2.5. Quantitative real-time PCR (gPCR)

TagMan"™ gPCR was conducted according to a protocol
described before (Olvera et al., 2004), using the ABI Prism
7300 detection system and sequence detection software
(Applied Biosystems, Forster City, CA, USA). The quanti-
fication was expressed as virus copies.

2.6. Primary cell culture and virus isolation

To prepare and isolate the virus, primary cultures were
prepared from kidneys of swine from the PCV2 group as
previously established (Freshney, 2000). The organs were
minced into small pieces, washed and digested with 0.25%
trypsin. The cells were cultured in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) containing 10% fetal calf serum
(FCS), penicillin (200 U/mL) and streptomycin (200 p.g/L),
and maintained at 37 C to enable the formation of a
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confluent monolayer. Subcultures were performed and the
presence of the virus was confirmed by PCR and quantified
by gPCR. The supernatant obtained from these cell cultures
was used as viral inoculum in the cell surface procoagulant
assay and in the experiments conducted to investigate the
effect of thrombin on viral replication.

2.7. Cell cultures

The cell strain EAhy926 is a human derived endothelial
cell, which conserves the main characteristics of natural
endothelium (Edgell et al., 1983). The cells were cultivated
in DMEM containing 10% FCS, penicillin (200 U/mL) and
streptomycin (200 pg/L) supplemented with 100 uM
hypoxanthine, 0.4 .M aminopterin and 10 uM thymidine
(HAT) at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.

2.8. Coagulation parameters

Recalcification time (RT) was conducted as previously
described (Reck et al., 2009). Activated partial thromboplas-
tin time (aPTT) was conducted using the kit Ellagico (Wiener
Lab, Rosario, Argentina) and prothrombin time (PT) was
carried out according to the instructions of the kit Solusplatin
(Wiener Lab, Rosario, Argentina). Fibrinogen concentration
was assessed as formerly described (Reck et al., 2009).
Fibrinogen values were expressed as g/L. All assays were
conducted using a microplate spectrophotometer (Spectra-
Max, Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, USA).

2.9. Platelets

Platelet function was analyzed following the in vitro
photometric method in an optical aggregometer (Reck
etal., 2009) (Chrono-Log Co., Havertown, PA, USA). Platelet
aggregation was induced in PRP using 10 wM adenosine
diphosphate (ADP) or 3 wM bovine collagen type I. Platelet
aggregation in swine of the control group was considered
to be 100%. Blood platelet counts were determined using
hemocytometer, and the results were expressed in number
of platelets/mL.

2.10. Thrombin activity

A chromogenic assay was conducted using a microplate
spectrophotometer to determine plasmatic thrombin
activity. The PPP of PCV2 or control groups were pre-
incubated with 20 mM Tris-HCI pH 7.4 for 10 min at 37 °C.
After, the synthetic chromogenic substrate S-2238 (HD-
Phe-Pip-Arg-pNA) (Chromogenix, Molndal, Sweden) was
added to a 0.2 mM final concentration. Next, a kinetic assay
was conducted (405nm) for 40min, at 14-s reading
intervals. The results were expressed as mM/min of
substrate hydrolysis.

2.11. Histopathological and immunohistochemistry analyses

Histopathological investigation consisted of the hema-
toxylin—-eosin standard staining in thin sections of organs
of swine embedded in paraffin blocks. To identify the viral
agent in the lesion site, sections of the organs presenting

pathological changes underwent immunohistochemistry
analysis using the anti-PCV2 polyclonal antibody (Depart-
ment of Veterinary Diagnostic and Production Animal
Medicine, Ames, IA, USA) diluted to 1:1000, using the
streptavidin-biotin-peroxidase complex technique (Dako-
Cytomation Inc., Carpinteria, CA, USA), and revealed using
diaminobenzidine (DakoCytomation Inc, Carpinteria, CA,
USA) (Corréa et al., 2007).

2.12. Cell surface procoagulant assay

Procoagulant activity was measured on the surface of
EAhy926 endothelial cells using the cell surface procoa-
gulant assay (Visseren et al., 2000; Reck et al., in press). The
EAhy926 cells were seeded on 96-well microplates at
4 x 10* cells/well. After a 24-h incubation period at 37 °Cin
5% CO, atmosphere, the culture medium was discarded
and the cells were inoculated with 50 L of the PCV2 viral
inoculum (2.7 logyo virus copies), 50 wL DMEM without
FCS, or 150 pg/mL lipopolysaccharide (LPS, Eschericia coli
0111:B4; Sigma-Aldrich, Saint Louis, LO, USA). After 1h,
DMEM (3% FCS) was added. After 72 h, the culture medium
of all wells was removed and cells washed three times with
PBS, whereupon they were incubated in 100 wL Michaelis
buffer (28.5 mM sodium acetate, 28.5 mM sodium barbital,
50 mM NacCl, 33 mM CaCl,, pH 7.35) at 37 °C for 60 s. When
this step was finished, 100 L of pooled human plasma
was added to the cells. Endothelium-induced plasma
coagulation was assessed in a microplate spectrophot-
ometer. For comparison of results, the LPS group was
considered as having 100% procoagulant activity. The
results are the mean of six independent experiments.

2.13. Assessment of the effect of thrombin on PCV2 replication
in EAhy926 cells by qPCR

To assess the effect thrombin may exert on PCV2
replication in endothelial cells, four different treatments
were conducted in EAhy926 cells: (i) DMEM without FCS
(control group); (ii) PCV2 viral inoculum (2.7 log,o virus
copies); (iii) PCV2 viral inoculum (2.7 log;o virus copies)
and 20nM thrombin; and (iv) PCV2 viral inoculum
(2.7 logyo virus copies) and 100nM thrombin. Human
thrombin from plasma of healthy donors was purified
following a protocol previously described (Ngai and Chang,
1991). The EAhy926 cells were seeded on 96-well
microplates at 4 x 10% cells/well, and incubated at 37 °C
in a 5% CO, atmosphere. After 24 h, the treatments were
performed and the cells were incubated for 1 h. Then, the
culture medium of all wells was removed; cells were
washed three times in PBS and then incubated with DMEM
supplemented with 3% FCS. After 72 h of incubation, the
cell culture supernatant of each well was collected for total
DNA extraction. The extraction product was analyzed by
real-time PCR (qPCR) to quantify PCV2 DNA. The results are
the mean of six independent experiments.

2.14. Statistical analysis

The results were expressed as mean + S.E.M. of n samples.
The statistical analysis of coagulation parameters, thrombin
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Table 1
Hemostatic parameters of control and PCV2 group.
Parameters Control PCV2
Mean S.EM. Mean S.EM.
RT (s) 157.6 +9.4 763" +8.4
aPIT (s) 55.3 +5.8 30,6 +2.6
PT (s) 11.7 =(0.6 83" +0.35
Fibrinogen (g/L) 4.96 +0.23 36 +0.18
Platelets blood 775,400 £93,190 359,000 £30,370
count (per mL)
Thrombin activity ~ 15.33 +0.91 25.88"" +1.3
(mMol/min.)
" p<001.
™ p<0.001.

activity, platelet count and aggregation were carried out using
the Student’s t test for paired samples. Statistical significance of
the cell surface procoagulant assay and of the qPCR data were
analyzed using the one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni or Dunnett post hoc tests,
respectively. Values of p that were under 0.05 were considered
statistically different. The statistical analyses were conducted
using the GraphPad Prism 3.0 software (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Coagulation parameters

The results obtained indicated that the infected animals
are living under a permanent procoagulant condition. As
shown in Table 1, the clotting parameters resulting from
RT, aPTT and PT assays reveal that the coagulation times
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were significantly diminished in plasma of the PCV2 group,
when compared to the control group. In the same line, the
plasmatic fibrinogen levels were also significantly lower in
animals of the PCV2 group (Table 1).

3.2. Platelet parameters

The data for platelet aggregation indicated that plate-
lets from animals of PCV2 group were circulating in an
activated status. This fact can be observed, since platelet
aggregation was significantly higher in the PCV2 group as
compared to the control group (Fig. 1). Platelet aggregation
induced by collagen and ADP in the PCV2 group was
around 48% and 40% higher than in the control group,
respectively (Fig. 1). It is interesting to note that, in spite of
the higher platelet aggregation ability, circulating platelet
blood count was expressively lower in the PCV2 group
(Table 1).

3.3. Thrombin activity

Thrombin activity in plasma was around 65% higher in
the PCV2 group when compared to the mean of the control
group (Table 1).

3.4. Histopathological and immunohistochemistry analysis

The histopathological analysis conducted using hema-
toxylin-eosin staining demonstrated the induction of
vasculitis by the PCV2 virus in several blood vessels, as
evinced in the mesenteric vasculature of swine from PCV2
group (Fig. 2). Vasculitis was characterized by perivascular
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Fig. 1. Platelet function of control and PCV2 group. (A and C) collagen- and ADP-induced platelet aggregation, respectively; each bar represents the mean
from 24 animals in the PCV2 group and 12 animals in the control group; vertical lines indicate 5.E.M. Statistical analyses were performed using the Student’s
t test for paired samples (***p < 0.001). (B and D) represent collagen- and ADP-induced platelet aggregation profile, respectively, of a swine from the control
group and other from the PCV2 group.
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Fig. 2. Histopathological and immunohistochemistry analysis of PCV2 group swine. (A) PCV2 induced vasculitis showing perivascular edema, endothelial
cells activation and giant monocytic cells in the lumen of mesenteric vasculature of PCV2-infected piglet. Hematoxylin-eosin stain, 40x. (B) PCV2
interaction with endothelium showing the presence of the viral agent at the endothelium of a capillary vessel of the cerebral cortex, by

immunohistochemistry, 40x.

edema, activation of endothelial cells and giant monocytic
cells in the vessel lumen (Fig. 2). Apart from this, a positive
anti-PCV2 reaction was observed by immunohistochem-
istry in the endothelium of capillary vessels from several
organs, as evinced in the cerebral cortex (Fig. 2).
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Fig. 3. Cell surface procoagulant activity. Procoagulant activity was
measured on the surface of endothelial cell monolayers (EAhy926 cells).
(A) Each bar represents the mean from 6 independent experiments, and
vertical lines indicate S.E.M. For the sake of data comparison, the value
obtained for LPS-treated group was considered as 100% of procoagulant
activity. Statistical analyses were performed using the one-way analysis
of variance [ANOVA) followed by the Bonferroni post hoc test corrections
(*p < 0.05 compared with LPS group; “p < 0.05 compared with control
group). (B) Representative curves of procoagulant activity from PCV2-
infected cells, LPS-treated cells and contraol.

3.5. Cell surface procoagulant assay

In the light of the fact that PCV2 activates coagulation,
induces a higher platelet aggregation and thrombin
activity, and that the virus is present in the endothelium,
the possibility that the virus was causing these effects
through endothelium activation was investigated.
Endothelial cells infected with PCV2 displayed a significant
increase in the procoagulant activity, when compared to
non-infected cells. Control cells presented 84% procoagu-
lant activity and PCV2-infected cells presented 118%
procoagulant activity, when cells incubated with LPS were
considered as showing 100% procoagulant activity (Fig. 3).
It was also observed that the time required for plasma
coagulation induced by the endothelium was lower in
PCV2-treated cells (Fig. 3).

3.6. Effects of thrombin on PCV2 replication

To assess the effect of thrombin on PCV2 replication in
EAhy926 cells, the viral load was quantified by qPCR. The
results displayed an increase in viral load of cultures that
were treated with thrombin as compared to the infected
cells that were not treated, though this increase was
significant only when 100 nM thrombin was used (Fig. 4).
The mean viral load of PCV2-infected cells was =30,000
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Fig. 4. Effect of thrombin in PCV2-infected EAhy926 cells. The viral load
was measured by qPCR. Each bar represents the mean from 6 independent
experiments, and vertical lines indicate S.E.M. Statistical analyses were
performed using the one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
the Dunnett post hoc test corrections (*p < 0,05 compared with PCV2
group).
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virus copies/mL, while in the cells infected and treated
with 20nM and 100 nM thrombin mean viral loads were
~63,000 virus copies/mL and 277,600 virus copies/mL,
respectively (Fig. 4).

4. Discussion

PCV2 is distributed across the world and is widely
present in swine herds (Segalés et al., 2005). PCV2 causes
dramatic impacts on swine production, with mortality
rates that may reach 80% (Darwich et al., 2004). Although
the clinical and pathological changes caused by PCV2
infection have been widely studied, and in spite of the fact
that the virus has been associated with a disease that
affects different systems changing inflammatory and
immune responses, neither PCV2 modulation mechanisms
behind these changes nor the role this modulation plays in
PCVD pathogenesis have been fully understood.

The present study evaluated in vivo the changes in the
hemostatic system using blood samples obtained from
swine naturally infected with PCV2, the in vitro endothe-
lium participation in PCV2 infection, and their possible role
in PCVD pathogenesis and viral infectivity. The results
obtained revealed that PCV2 infection is able to modulate
swine hemostasis. It was observed that plasma coagulation
time, measured in the RT, aPTT and PT assays, was
diminished in swine from the PCV2 group (Table 1). This
diminished coagulation times points to the activation of
coagulation in PCV2-infected animals, which occurs also in
other several viral systemic infections (Gonzalez and
Notario, 1999). These changes may be related mainly to
(i) inhibition of endogenous anticoagulants; (ii) induction
of a lastingly procoagulant state in the vascular endothe-
lium; (iii) changes in blood vessels due to the induction of
inflammation; and (iv) direct activation of coagulation
factors (Hajjar and Nicholson, 1997).

Although fibrinogen is considered an acute-phase
protein, it has been shown that its level is lower in
PCV2 group (Table 1). This may be related to the fact that
these animals presented lower coagulation time, which in
turn indicates coagulation activation and therefore a
greater consumption of coagulation factors, one of which
is fibrinogen. This hypothesis is backed up by the fibrin
deposition found on the brain vasculature (Corréa et al.,
2006).

PCV2 group swine also presented lower platelet blood
counts, when compared to the control group animals
(Table 1). The occurrence of thrombocytopenia is common
in viral infections and may be related to the interference in
megakaryopoiesis, platelet damage caused by autoim-
mune responses or by systemic activation of hemostatic
processes (Gonzalez and Notario, 1999). Given the
panorama of coagulation activation in PCV2-infected
swine, the decrease in platelet blood counts could perhaps
be linked to a higher rate of platelet clearance in blood,
which in turn is possibly imputable to intravascular
platelet activation events, and sequestration events due
to microthrombi formation (Kroll and Sullivan, 1998). In
order to look into the possibility of platelet activation,
platelet aggregation induced by the agonists collagen and
ADP was measured. Platelet function was roughly 40%

higher in the PCV2 group than in the control animals
(Fig. 1). This activation of hemostasis implies a likely
prothrombotic state, in which there is an increase in
platelet activation and coagulation, which leads to a
greater conversion of prothrombin in thrombin (Kroll and
Sullivan, 1998). In turn, this event induces platelet
aggregation and activation of other coagulation factors
(Kroll and Sullivan, 1998).

In certain pathological scenarios, the excessive throm-
bin production may contribute to the hypercoagulation of
blood and modulation of other phenomena, like inflam-
mation, cell proliferation, immune response and activation
of contact and complement systems (Guimardes, 1981). In
the present study, thrombin plasma activity was deter-
mined and it was observed to be 65% higher in the PCV2
group (Table 1). This fact, associated with previous results
demonstrated here, make unequivocally clear that swine
infected with PCV2 exhibit an activation state of the
hemostatic system. Similar observations have shown an
increase in the generation of thrombin in the infection by
the herpes simplex virus (HSV) (Visser et al., 1988), and
that this increase may play a decisive role in the
pathogenesis and in the progression of the disease
(Sutherland et al., 2007).

The swine infected with PCV2 may present a wide array
of microscopic lesions. In the present study, the animals
utilized in the coagulation and platelet function assays
were necropsied for the conduction of the histopatholo-
gical analysis. Fig. 2 shows the presence of inflammation in
the mesenteric vasculature, which characterizes vasculitis.
This finding agrees with the results of other reports, which
detected the same effect in several organs (Segalés et al.,
2004b; Franca et al., 2005; Corréa et al., 2006; Seeliger
et al., 2007). Apart from this, the presence of the PCV2
antigen in the endothelium was confirmed by immuno-
histochemistry. Positive reaction for PCV2 was observed in
the endothelium of several capillary vessels, as in the
cerebral cortex (Fig. 2), which affords to link vascular
lesions to the presence of the virus in the endothelium.

The occurrence of a procoagulant state in PCV2
naturally infected swine and the presence of the virus in
the vascular endothelium indicate that these findings may
be related to an activation of the endothelium. Endothelial
cells play a crucial role in the regulation of coagulation,
platelet adhesion, vascular tonus, fluid homeostasis,
wound healing, leukocyte extravasation into tissues,
production of cytokines and antigen presentation (for a
comprehensive review see Behling-Kelly and Czuprynski,
2007). Under physiological conditions, the endothelium
fulfils anti-inflammatory and anti-thrombotic functions
(Gibbons, 1998). In the case of vascular inflammation and
lesion, like in shock and some types of infection, the
endothelium undergoes a phenotypical change known as
endothelial activation, an event in which the endothelial
anti-thrombotic state changes into a prothrombotic state
(Gibbons, 1998). When the endothelium is activated, the
factors that maintain the anti-thrombotic state cease to be
secreted and/or expressed on the endothelial cell surface.
Moreover, procoagulant molecules are secreted or exposed
on the cell surface, such as tissue factor (TF, the coagulation
initiator), and phosphatidylserine phospholipids (which
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facilitate the assembling of the components involved in
hemostasis on the cell surface) (Gibbons, 1998; Behling-
Kelly and Czuprynski, 2007).

In the present study, endothelial activation was deter-
mined on monolayers of EAhy926 cells inoculated with
PCV2.The endothelial cells infected with the virus exhibited
an increase of roughly 40% in procoagulant activity, when
compared to non-infected cells (Fig. 3). In addition, the
procoagulant activity on the cell surface induced by PCV2
was higher than that induced by LPS, a well-known inducer
of endothelial activation. Other viruses exhibit tropism for
endothelial cells and may directly infect endothelial cells
and promote their activation, including the influenza virus,
respiratory syncytial virus (Visseren et al., 2000), and
African swine fever virus (Vallée et al., 2001).

Considering the key role played by thrombin in
hemostasis and other physiological processes, linked with
the fact that thrombin plasma activity is more expressive in
swine with PCVD, with the importance of the endothelium
in the PCV2 infection and with the reported viral infections
in which coagulation activation and enhanced thrombin
activity are associated to an increase in viral infectivity
(Sutherland et al., 2007), it became imperative to assess the
likely effects thrombin may exert also on PCV2-infected
endothelial cells. In the present study, PCVZ-infected
endothelial cells treated with thrombin presented higher
viral loads than non-treated cell cultures (Fig. 4). This points
to an evident thrombin role upon viral replication with
possible consequences in PCVD.

Thrombin, a multifunctional serine protease, can
modulate endothelial cells leading to cell changes in

biology 141 (2010) 22-30

shape, permeability, DNA synthesis, proliferation, and in
protein expression (Minami et al., 2004). As a rule,
thrombin action mechanisms in endothelial cells are
related to the cell modulation via protease-activated
receptor (PAR) (Minami et al.,, 2004). Thus, the action
thrombin exerts on PCV2 infection is probably related to
the activation of PARs, as observed in the HSV infection
(Sutherland et al., 2007). An elegant report of Sutherland
et al. (2007) has shown that HSV induces the production of
thrombin that in turn makes endothelial cells more
susceptible to HSV by dint of a mechanism that engages
PAR-1 activation.

The results of the present study afford to put forward the
existence of a mechanism that plays a role, at least partly, in
PCVD pathogenesis (Fig. 5). When PCV2 infects swine, the
virus comes into contact with the vascular endothelium,
thus stimulating endothelial activation and inducing the
generation of a procoagulant surface. Endothelium activa-
tion brings about the generation of thrombin in plasma, the
likely progression of vasculitis, and also favors viral
infectivity (Fig. 5).. This leads to a procoagulant and
prothrombotic state evinced in a decrease in coagulation
times, fibrinogen consumption, and platelet activation and
consumption (Fig. 5). Other mechanisms, like PCV2 affinity
for heparan-sulfate proteoglycans (HSPG), may also be
linked to the development of this procoagulant and
prothrombotic state, since HSPG is a natural anticoagulant
that can be used as a receptor in the attachment of some
virus to host cells (Misinzo et al., 2006). This prothrombotic
state can be associated to certain PCVD pathological
findings, like formation of microthrombi, hemorrhages
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and petechiae that in turn may lead to clinical manifesta-
tions as skin lesions, ischemia, necrosis, neurological
disorders and organ failure (Fig. 5). This proposal does not
rule out the involvement of other processes in pathogenesis;
rather, it underscores the possibility of a synergistic action
between different mechanisms.

The present paper reports, for the first time, the role of
the hemostatic system and of the vascular endothelium in
PCV2 pathogenesis and infectivity. Therefore, this study
underlined the importance of understanding the phenom-
ena that occur in infection with PCV2, shedding new light
on the pathogenic mechanisms of PCVD and providing up-
to-date knowledge on the processes underlying the PCV2-
swine interaction.
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4. DISCUSSOES & CONCLUSOES

Os dados deste trabalho evidenciam a participagdo do sistema vascular na
patogénese do PCV2. Os suinos naturalmente infectados, investigados neste trabalho,
apresentaram alteracdes nos parametros de coagulagcdo (tempos de coagulagdo, nivel de
fibrinogénio e atividade de trombina), na contagem e na fun¢ao plaquetéria. Além disso,
estes animais apresentavam um quadro de vasculite associado a presenga do PCV2 no
endotélio vascular. In vitro, o PCV2 foi capaz de interagir com as células endoteliais e
induzir um estado procoagulante na superficie celular. Adicionalmente, o PCV2, na
presenca de trombina foi capaz de atingir uma maior carga viral em células endoteliais
infectadas in vitro.

O conjunto dos resultados demonstrados neste estudo nos permite sugerir um
possivel mecanismo que participe, pelo menos em parte, na patogenia da PCVAD. Ao
infectar o suino, o PCV2 entra em contato com o endotélio vascular, estimulando a
ativacdo endotelial e a inducdo de superficie procoagulante. O endotélio ativado resulta
na geracdo de trombina no plasma, e na possivel formacao de vasculite. Isso leva a um
estado procoagulante e protrombdético, além de favorecer a infectividade viral. Este
estado protrombdético estd associado a determinados achados patoldgicos, como
formacdo de microtrombos, hemorragias e petéquias, que, por sua vez, possivelmente
podem levar as manifestacdes clinicas de lesdes de pele, necrose, isquemia, alteragdes
neuroldgicas e faléncia de 6rgdos. Cabe ressaltar, que esta hipdtese ndo exclui o
envolvimento de outros processos na patogenia da PCVAD.

Este trabalho relata pela primeira vez o papel do sistema vascular,

particularmente da hemostasia e do endotélio na patogenia e na infectividade do PCV2.
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Estes dados reforcam a importancia do entendimento de fendmenos que ocorrem
durante a infeccdo do PCV2 e permitem uma maior compreensdo dos mecanismos
patogénicos na PCVAD, fornecendo novos conhecimentos dos processos envolvidos na

interacdo do PCV2 com o suino.
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