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1. INTRODUCAO

O Senecavirus A (SVA), inicialmente denominado Seneca Valley Virus
(SVV), pertence ao género Senecavirus da familia Picornaviridae (ICTV, 2020). O
SVA possui genoma RNA de sentido positivo, com aproximadamente 7.310
nucleotideos; ndo possui envelope e o capsideo viral apresenta simetria
icosaédrica (VENKATARAM et al., 2008). Os membros da familia Picornaviridae
sdo reconhecidos por possuirem uma das maiores taxas de substituicdo de
nucleotideos entre os virus com genoma RNA (HICKS; DUFFY, 2011). Para o SVA,
a ocorréncia de mutacdes tem sido associada a um aumento da viruléncia, ja que
em estudos de infeccdo experimental pela cepa historica SVV-001, os animais ndo
apresentaram sinais clinicos (FERNANDES et al., 2018).

A primeira relacdo da infeccédo pelo SVA com o desenvolvimento de doenca
vesicular em suinos ocorreu em 2008 no Canada (PASMA; DAVIDSON; SHAW,
2008). Porém, somente a partir de 2014 o envolvimento do virus na ocorréncia de
doenca vesicular ganhou maior visibilidade devido ao relato de surtos em diversos
paises, principalmente, Brasil, China e Tailandia (LEME; ALFIERI; ALFIERI, 2017).

A mortalidade € rara em animais adultos, porém, as manifestacdes clinicas
como letargia, claudicacdo, anorexia, diarreia e lesdes vesiculares ou ulcerativas
na mucosa oral, focinho e patas ocasionam uma piora na conversao alimentar e
gueda no ganho de peso diario, diminuindo a rentabilidade da producédo (JOSHI et
al., 2016; MONTIEL, et al., 2016; ZHANG; GAUGER; HARMON, 2018). Além das
perdas produtivas, a impossibilidade de distingdo clinica entre outras doencas
vesiculares de suinos, incluindo febre aftosa (FMD), implica o envolvimento do
Servico Veterinario Oficial, restricdo do transito de suinos, proibicdo de exportacao
de produtos carneos e bloqueio no abate de animais com sinais vesiculares até que
a possibilidade de infec¢des envolvendo outros agentes seja descartada.

Apesar disso, ndo ha terapia especifica e nem vacinas comercialmente
disponiveis contra o SVA. Estudos com vacinas inativadas (YANG et al., 2018;
BUCKLEY; LAGER, 2022), atenuadas (SHARMA et al., 2019) e VLPs (viral-like
particle) (MU et al., 2020) desenvolvidos na China e nos Estados Unidos tém
demonstrado a inducdo de resposta imunologica compativel com altos niveis de
protecdo em suinos frente a desafios homologos e heterdlogos. No Brasil,
recentemente uma vacina inativada foi licenciada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), porém, os dados de comprovacao da eficiéncia
da formulacdo néo estao disponiveis na literatura.

Considerando as implicacbes da ocorréncia de infec¢des pelo SVA nos
rebanhos suinos, a necessidade de elaboracdo de estratégias de controle da
circulacdo do patégeno e a escassez de dados acerca da evolugcdo genética e
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molecular do SVA no Brasil, sobretudo, a partir de 2016, o objetivo do presente
trabalho foi realizar a reamplificagéo viral a partir de amostras de Senecavirus A
isoladas em suinos no Brasil entre 2018 e 2021 e, selecionar, com base na
distribuicdo geogréfica e temporal, amostras representativas das cepas circulantes
para posterior caracterizacao genética e selecdo de um ou mais candidatos a serem
usados em formulagdes vacinais.

2. METODOLOGIA

Um total de 291 isolados virais provenientes de amostras clinicas de suinos
com diagnostico positivo para Senecavirus A foram disponibilizadas pelo
Laboratorio Nacional Agropecuario, LANAGRO - LFDA/MG. As amostras,
provenientes de 41 cidades distribuidas em 8 estados brasileiros (Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana e Sao Paulo) foram coletadas entre os anos de 2018 e 2021. O material foi
enviado ao Laboratério de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de
Pelotas em gelo seco. Apos a chegada no laboratério, o material foi armazenado
em ultrafreezer (-80 °C) até o momento do processamento.

Células da linhagem H1299 (human non-small cell lung carcinoma cell) foram
utilizadas para o isolamento viral. As células foram cultivadas em placas de 24
orificios, em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
antibidticos (penicilina, estreptomicina e enrofloxacina) e antifungico (anfotericina
B). As placas foram incubadas a 37 °C em estufa sob atmosfera com 5% de CO:2
até a monocamada celular atingir confluéncia de aproximadamente 80%. Em
seguida, 20 pyL de cada amostra original (enviada pelo LFDA/MG) foram inoculados
nas monocamadas semiconfluentes de células H1299 e incubadas por 1h a 37 °C
em estufa com 5% de CO2. Apés o periodo de incubacéo, foi adicionado 0,5mL de
meio RPMI-1640 por cavidade. Concomitantemente, cultivos celulares sem a
adicéo das amostras virais foram utilizados como controle negativo. A cada 24h, os
cultivos foram avaliados quanto a integridade da monocamada celular em
microscoépio invertido, verificando a formacao do efeito citopéatico (ECP) resultante
da multiplicacéo viral e caracteristico do SVA. Apds 72h pds-inoculacéo, todos os
cultivos celulares foram congelados a -80 °C.

Um total de 52 isolados foram selecionados com base na distribuicdo
geografica e temporal. As amostras selecionadas tiveram a identidade confirmada
por PCR e serdo, posteriormente, submetidas ao sequenciamento viral pelo método
de Sanger.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento viral é uma técnica amplamente difundida na area de
diagnostico e pesquisa virologica por permitir a amplificacdo viral, muitas vezes
necessaria para realizacdo de outras técnicas como caracterizagdo antigénica,
investigacdo de patogenicidade, producdo de vacinas, dentre outros (FLORES,
2017). No presente estudo, o isolamento viral foi fundamental para realizar a
amplificacdo viral, necessaria para realizacdo da caracterizacdo genética que sera
realizada posteriormente. Apés a inoculacdo em células H1299, das 291 amostras,
97,94% (285/291) apresentaram ECP caracteristico da replicacdo viral nesta
linhagem celular em até 72h poés-inoculagdo. A reacdo de RT-PCR confirmou a
identidade do SVA.
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Em relacéo a selecéo, a Tabela 1 apresenta o total de amostras isoladas por
estado e ano, bem como quais dessas foram selecionadas para posterior
sequenciamento e caracterizacao. O total de amostras néo foi definido com base
em critérios pré-estabelecidos de modo que representasse estatisticamente o
estado de origem, pois foram coletadas e cedidas pelo MAPA conforme a
casuistica. Sendo assim, das 285 amostras isoladas, 52 foram escolhidas com base
em critérios de ano de coleta e distribuicdo geografica. A selecdo, embora nao
tenha sido feita com base estatistica, contemplou amostras de oito estados (Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Paran& e S&o Paulo) onde houve coleta pelo LANAGRO — LFDA/MG nos
anos de 2018 a 2021 o que possibilitara, a partir do sequenciamento pelo método
de Sanger, uma caracterizacao molecular detalhada, permitindo o estudo posterior
da evolucédo do SVA no Brasil no periodo.

Tabela 1: Amostras de Senecavirus A isoladas e selecionadas para
seqguenciamento por ano e estado.

ANO ESTADO ISOLADAS SELECIONADAS
Rio Grande do Sul 2 2
2018 Goias 1 1
Goias 14 3
Mato Grosso 7 3
Parana 13 6
2019 Minas Gerais 1 1
Santa Catarina 1 1
Sao Paulo 1 1
Goias 42 3
Parana 26 4
2020 Minas Gerais 3 2
Sao Paulo 3 2
Santa Catarina 1 1
Goias 92 6
Parana 56 7
Mato Grosso do Sul 13 3
2021 Minas Gerais 6 1
Santa Catarina 1 1
Sao Paulo 1 1
Rio Grande do Sul 4 3
TOTAL 285 52

A partir da avaliacdo e caracterizacao da similaridade de sequéncias geno-
micas pelo sequenciamento viral, tem sido possivel o estudo das provaveis origens
e distribuicdo do SVA. Em um estudo conduzido na China, foi observado similari-
dade gendmica com os virus isolados no Brasil, Canada e Estados Unidos, de-
monstrando que a entrada do virus na China pode ter ocorrido por diversas rotas
(ZHANG et al., 2021). Além disso, considerando a taxa de muta¢cdo demonstrada
por diversos trabalhos em outros paises, a caracterizacdo de amostras circulantes
no Brasil pode auxiliar na elaboracdo de estratégias para controle do patdégeno nos
rebanhos suinos do pais ja que uma das perspectivas futuras do grupo é a elabo-
racdo de uma vacina que contemple uma ou mais cepas circulantes em territorio
nacional.

4. CONCLUSOES
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O isolamento viral e a selecdo de amostras para sequenciamento e caracte-
rizacdo genética constituem uma parte fundamental do projeto que possibilitara um
conhecimento detalhado acerca da diversidade genética e evolugdo do SVA no
Brasil a partir de 2018. Além disso, esses dados permitirdo, no futuro, a selecédo
racional de cepas virais circulantes no pais para o desenvolvimento de vacinas.
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