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RESUMO

SIMAO, Gustavo Manoel Rigueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2010. Doenca subclinica associada ao Porcine circovirus 2 (PCV-2) em rebanho suino:
avaliacdo soroldgica, histopatolédgica e quantificagdo viral. Orientadora: Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo. Co-orientadores: Abelardo Silva Junior, Luis Augusto Nero e Juliana
Lopes Rangel Fietto.

O Porcine circovirus 2 (PCV-2) é um virus pequeno, ndo-envelopado e pertencente a
familia Circoviridae, por apresentar forma icosaédrica e genoma circular. O PCV-2 ¢ o
principal agente causador da sindrome de refugagem multisistémica pds-desmame do suino
(PMWS), uma das mais importantes doengas emergentes de suinos no mundo, identificada,
em 1991, em animais livres de patogenos especificos (SPF) e descrita pela primeira vez em
1997. O PCV-2 esta associado a varias outras sindromes, o que levou a uma nova
denominacdo para a doenga: Doengas associadas ao PCV-2 (PCVAD). Tao importante quanto
a doenca clinica, a infeccao subclinica pelo PCV-2 tem ganhado grande importancia nos
estudos da circovirose suina. O objetivo deste trabalho foi analisar os indicadores laboratoriais
da doenga subclinica associada ao PCV-2 e associar os parametros produtivos de suinos de
abate naturalmente infectados. Para isso, foram coletadas amostras de soros e linfonodos
inguinais individuais de sessenta e quatro suinos de abate clinicamente sadios. Parametros
produtivos como peso vivo (PV) e o peso da carcaga quente (PCQ) de cada animal também
foram mensurados para posterior associacdo. A carga viral no linfonodo e no soro foi
quantificada pela PCR em tempo real e os anticorpos neutralizantes (AN) foram titulados pelo
teste de neutralizagdo viral (TNV). Os linfonodos foram examinados quanto a deplecao
linféide, proliferagdo de histidcitos e presenca de células gigantes multinucleadas. Foram
avaliados em sem lesdo significativa (SLS), estagio I (lesdo leve), II (lesdo moderada) ou III
(lesdo severa). A carga viral presente nos linfonodos inguinais e nos soros variou de 10** a
10%7" copias de PCV-2/500ng de DNA total ¢ de 0 a 10** copias de PCV-2/5uL de DNA,
respectivamente. Nao houve diferenga significativa entre os valores das cargas virais,
considerando o sexo. Também ndo houve correlacdo significativa entre as cargas virais e 0s

arametros produtivos analisados. Dentre os animais analisados, 53,13% ndo apresentaram
9 9
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lesdes significativas no linfonodo, 37,5% foram classificados em estagio I e 9,37% em estagio
IT de lesdo. A titulagdo de AN se mostrou variavel entre os suinos analisados. Os titulos
variaram de 64 a 2048, sendo este Ultimo representado por 65,62% dos animais. Foi
encontrada diferenca significativa entre os valores da carga viral nos linfonodos em relagao
aos titulos de AN (p<0,05), nas amostras com titulos 512 ¢ 2048. Podemos concluir que a
infectividade do PCV-2 se mostrou semelhante entre machos e fémeas e que achados
laboratoriais da infec¢do subclinica, associada ao PCV2, ndo apresentam associacdo com 0s
parametros produtivos. Portanto, foi avaliada e demonstrada a ocorréncia da doenca
subclinica no rebanho analisado. Desta forma, permanecem ainda como objeto de pesquisa
maiores estudos sobre a implicacdo desta nova apresentacdo da doenga em rebanhos de

suinos.
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ABSTRACT

SIMAO, Gustavo Manoel Rigueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2010.
Subclinical disease associated with Porcine circovirus 2 (PCV-2) in pig herds: serologic,
histopathological and viral quantification. Adviser: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.
Co-advisers: Abelardo Silva Junior, Luis Augusto Nero and Juliana Lopes Rangel Fietto.

The Porcine circovirus 2 (PCV-2) virus is a small, non-enveloped and belonging to
the Circoviridae family by presenting icosahedral symmetry and circular genome. The PCV-2
is the primary causative agent of the postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS),
one of the most important emerging disease of pigs in the world, identified in 1991 in Specific
Pathogen Free (SPF) pigs and first described in 1997. The PCV-2 is associated with several
other syndromes, which led to a new name for the disease: "PCV-2-associated disease”
(PCVAD). As important as the clinical disease, subclinical infection has gained great
importance in studies of porcine. The objective of this study was to evaluate the productive
impact of the subclinical infection in slaughter healthy animals. For this, were collected serum
samples and inguinal lymph nodes individual of sixty-four slaughter pigs. The viral load in
lymph and serum were quantified by real-time PCR and neutralizing antibodies (NA) were
measured by virus neutralization test (VNT). The lymph nodes were examined for lymphoid
depletion, histiocytes proliferation, the presence of multinucleated giant cells and evaluated
without significant injury (SLS), stage I (mild injury), II (moderate injury) or III (severe
injury). The viral load present in the inguinal lymph nodes and sera ranged from 10°>** to
10”7 PCV-2 copies/500ng total DNA and 0 to 10>* PCV-2 copies/5uL DNA, respectively.
There was no significant difference between the values of viral loads considering gender.
There was also no significant correlation between viral loads and the productive analysis.
Among the animals tested, 53.13% showed no significant lesions in the lymph node, 37.5%
were classified as stage I and 9.37% in stage II lesion. The NA title was variable among the
pigs tested. The titles ranged from 64 to 2048, the latter being represented by 65.62% of the
animals. It was observed a significant difference between the values of viral load in lymph
nodes in relation to evidence of NA (p <0.05) in samples with 512 titles and 2048. We can
conclude that the infectivity of PCV-2 was similar between males and females and laboratory

findings of subclinical infection PCV2- associated have no association with the production
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parameters. Therefore, we evaluated and demonstrated the occurrence of subclinical disease
in the herd studied. Thus, there still remains a subject of major research studies on the

implication of this new presentation of the disease in herds of pigs.
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1 INTRODUCAO

O Porcine circovirus 2 (PCV-2) é um virus pequeno, ndo-envelopado e pertencente a
familia Circoviridae, por apresentar forma icosaédrica e genoma circular, sendo responsavel
por infecgdes em vertebrados (Todd, 2000). O PCV-2 ¢ o principal agente causador da
sindrome de refugagem multisist€émica pos-desmame do suino (PMWS), uma das mais
importantes doencas emergentes de suinos no mundo (Firth et al., 2009; Ladekjaer-Mikkelsen
et al., 2002).

O PCV-2 mostrou estar associado a varias outras sindromes (Meehan et al., 2001),
levando uma nova denominagdo a doenca: Doengas associadas ao PCV-2 (PCVAD) (Segales
et al., 2005a). Tao importante como a doenga clinica, a infec¢do subclinica tem ganhado
grande aten¢do nos ultimos anos (Darwich et al., 2008; Steiner et al., 2009).

A desuniformidade dos animais de um mesmo lote no momento do abate é um
problema que pode comprometer a produtividade e o retorno financeiro, pois alguns animais
poderao chegar ao final da vida produtiva com o peso abaixo do esperado, podendo aumentar,
significativamente, os custos de producdo para atender as exigéncias da industria e do
mercado (Deen & Larriestra, 2004). Estas variagdes nos crescimentos dos suinos podem ser
causadas, principalmente, por diferencas no genétipo, na sanidade e por praticas inadequadas
de manejo. Neste contexto, as doengas, em especial as subclinicas, sdo, provavelmente, uma
das causas mais importantes para a variagdo nas taxas de crescimento (Grau et al., 2001).

De forma geral, todos os animais em condi¢des de campo estdo infectados pelo PCV-2
(Larochelle et al., 2003; Ramamoorthy & Meng, 2009). Em 2005, baseado em dados de
empresas integradoras, estimou-se um impacto econdomico anual de 33 milhdes de reais
apenas para a regido Sul do Brasil (Mor¢s, 2005). Nos Estados Unidos, as perdas chegaram a

USS$ 20,00 por suino (Gillespie et al., 2009).



As evidéncias mostram que a infec¢ao subclinica associada ao PCV-2 apresenta
consideravel carga viral nos tecidos associado a deplecao linféide (Segales et al., 2004b),
podendo, assim, comprometer todo o potencial de producdo dos suinos (Ramamoorthy &
Meng, 2009). Com a introdug¢do de vacinas comerciais contra PCV-2 nas granjas, formas
clinicas da PMWS comecgaram a ser controladas e, com isso, 0s prejuizos econdmicos
diminuiram consideravelmente (Cline et al., 2008; Horlen et al., 2008). Porém, a nao
manifestagdo da doenca clinica ndo significa que o animal esteja fora do comprometimento
produtivo (Grau et al., 2001; King et al., 2008).

Informacgdes sobre a interferéncia da infec¢ao subclinica pelo PCV2 no desempenho
produtivo de suinos sdo escassos, o que salienta a necessidade de analisar indicativos
laboratoriais a partir da aplicagdo de ferramentas biomoleculares e, por conseguinte, associar

aos parametros produtivos dos animais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Porcine circovirus 2

Em meados dos anos 70, um grupo de cientistas alemaes descreveu, pela primeira vez,
um virus que infectava determinada linhagem de células de rins de suinos, a PK-15 (ATCC-
CCL33). O novo contaminante ndo causava efeito citopatico e foi considerado parente
proximo dos Picornavirus (Tischer et al., 1974). No ano de 1982, foi sugerido o nome de
Porcine circovirus (PCV) para o novo agente (Tischer et al., 1982). Em pouco tempo
comegaram a aparecer animais soropositivos para o PCV em vdarias partes do mundo,
mostrando sua rapida disseminagdo nas populagdes de suinos na Alemanha (Tischer et al.,
1986), Canadé (Dulac & Afshar, 1989), Gra-Bretanha (Edwards & Sands, 1994) e Irlanda do
Norte (Allan et al., 1994). Contudo, infeccdes experimentais realizadas em animais
convencionais naquela época ndo resultaram em nenhuma doenca clinica, sendo o virus
considerado como ndo patogénico (Allan et al., 1995; Tischer et al., 1986).

No final da década de 1990, um novo virus semelhante ao PCV foi isolado de suinos
que apresentavam manifestacdes clinicas no oeste do Canada (Ellis et al., 1998). Em pouco
tempo, virus semelhantes foram também isolados de suinos doentes em outras partes da
América do Norte e da Europa (Allan et al., 1998). Com o uso de anticorpos monoclonais,
policlonais e por meio de andlises de sequéncias gendmicas, estes isolados mostraram ser
antigénicos e geneticamente distintos do virus contaminante de células PK-15. Assim, foi
proposto que este virus isolado de animais doentes seria denominado de Porcine circovirus 2
(PCV-2) e 0 PCV original, contaminante de células PK-15, chamado de Porcine circovirus 1
(PCV-11) (Allan et al., 1999a). Mais tarde, o PCV-2 foi considerado um patégeno emergente
de grande importancia na suinocultura mundial, sendo apontado como o principal causador de
diferentes tipos de sindromes e responsavel por importantes perdas na industria de carne suina
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em todo o mundo (Banks et al., 2006; Castro et al., 2004; Choi et al., 2000; Csagola et al.,
2006; Fenaux et al., 2000; Rodriguez-Arrioja et al., 2003b).

Uma suposta sindrome de refugagem primeiramente identificada em 1991 em animais
livres de patogenos especificos (SPF) foi descrita em 1997 (Harding, 1997). Foi proposto
pelos autores o termo “Sindrome de refugagem multisistémica pés-desmame dos suinos”
(Postweaning multisystemic wasting syndrome - PMWS), para descrever a nova condi¢ao
clinica encontrada nos animais, a qual, mais tarde, foi associada ao PCV-2 (Morozov et al.,
1998). A presenca de acidos nucléicos do PCV-2 em lesdes de suinos afetados foi descrita em
1998 (Ellis et al., 1998). Também neste ano, a enfermidade chamada de tremor congénito de
suinos mostrou estar relacionada ao PCV-2 (Hamel et al., 1998), porém, mais tarde, foi
considerado controverso por alguns pesquisadores (Kennedy et al., 2003). Em 1996 ¢ 1997
foram relatadas manifestacoes clinicas associadas ao PCV-2 na Franca (LeCann et al., 1997) e
na Espanha (Segales et al., 1997). Desde entdo, a PMWS associada ao PCV-2 comegou a ser
descrita em quase todos os paises produtores de suinos. Lesdes histopatologicas associadas a
grande quantidade de antigeno de PCV-2 foram descritas em arquivos teciduais de 1986,
originados de suinos da Espanha e Reino Unido (Grierson et al., 2004; Rodriguez-Arrioja et
al., 2003a) e em 1989 no Japao (Mori et al., 2000).

No Brasil, a primeira descricdo do aparecimento da PMWS foi feita em 2000, no
Estado de Santa Catarina (Ciacci-Zanella, 2000), sendo, posteriormente, descrito em 2002 na
regido sudeste (Sobestiansky et al., 2002), e em 2003 no Rio Grande do Sul (Pescador et al.,
2003). Porém, a presenca do DNA viral do PCV-2 ja foi detectada pela técnica de PCR em
tecidos de suinos arquivados em 1978, o que pode ser considerada como a descri¢do mais
antiga deste virus no Brasil (Silva-Junior et al., 2009).

O PCV-2 também tem sido associado com outra sindrome de rapida expansdo em

suinos, denominada “sindrome nefropatica e dermatolégica dos suinos” (Porcine dermatitis
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and nefropathy syndrome - PDNS) (Rosell et al., 2000), a qual alcangou, nos ultimos anos,
propor¢des de epidemia em alguns paises. Esta sindrome foi descrita, inicialmente, na
Inglaterra, em 1993 (Smith et al., 1993). As semelhancas entre a PMWS e a PDNS incluem
deplecdo linfoide, presenca de células sinciciais, infiltragdo inflamatoria granulomatosa em
tecidos linfoéides e pneumonia intersticial (Rosell et al., 2000).

Enfermidades respiratorias também foram associadas ao PCV-2, sendo chamadas de
“Complexo de doengas respiratérias dos suinos” (Porcine respiratory disease complex -
PRDC) (Chae, 2005; Kim et al., 2003). Desordens reprodutivas também foram descritas
envolvendo o PCV-2 (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001; Meehan et al., 2001). No final da
década de 1990, grande quantidade de antigenos foi encontrada em amostras do coragdo de
suinos com miocardite neonatal (West et al., 1999), sendo observados também em lesdes de
pulmdes originados de suinos com “Pneumonia necrotizante e proliferativa” (PNP) (Allan &
Ellis, 2000).

O PCV-2 tem sido associado com grande numero de sindromes ¢ doengas que afetam
os suinos. Com isso, uma nova terminologia foi sugerida para denominar esta enfermidade,
passando a se chamar “Doengas do Porcine circovirus 2” (Porcine circovirus diseases -
PCVD) (Allan et al., 2002) e mais tarde na Europa sendo denominado como “Doengas
associadas ao Porcine circovirus 2” (Porcine circovirus associated diseases - PCVAD)
(Segales et al., 2005a).

Segundo dados do laboratorio de diagnoéstico veterinario da Universidade do Estado de
Iowa (EUA), a PCVAD inclui infecgdes sistémicas, pneumonia associadas ao PCV-2,
enterites associadas ao PCV-2, falhas reprodutivas associadas ao PCV-2 e a PDNS também
associada ao PCV-2 (Opriessnig et al., 2007). Porém, somente a PMWS e falhas reprodutivas
associadas ao PCV-2 foram possiveis de se reproduzir experimentalmente (Hansen et al.,

2009).



O PCV-2, quando associado a outros patdogenos, como o Porcine parvovirus (PPV)
(Allan et al., 1999a; Ellis et al., 2000; Kennedy et al., 2000; Krakowka et al., 2000) ou o
Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) (Allan et al., 2000; Rovira et
al., 2002), torna-se muito agressivo ao organismo do suino, podendo levar ao aparecimento da
PMWS na sua forma mais severa. Por outro lado, alguns trabalhos mostraram grande
percentagem de suinos apresentando sinais clinicos moderados e lesdes histologicas leves
quando inoculados somente com o PCV-2 (Bolin et al., 2001; Harms et al., 2001; Okuda et
al., 2003).

O PCV-2 foi classificado em dois grupos (grupo 1 ou PCV-2b e grupo 2 ou PCV-2a) e
oito subgrupos (1A a 1C e 2A a 2E), sendo que a maioria dos genomas dos isolados
sequenciados de PCV-2 se enquadra no grupo 1 (Cheung et al., 2007; Olvera et al., 2007).
Estudos de analises sequenciais de nucleotideos da ORF2 mostraram grande indice de
isolados pertencentes ao grupo 1 (94%) em detrimento ao grupo 2 (6%), sendo que isolados
do subgrupo 1A foram correlacionados com animais que apresentavam sinais clinicos da
PMWS e isolados de animais sem manifestagdes clinicas sao incluidos no grupo 2 (An et al.,
2007; Grau-Roma et al., 2008). Sequéncias das ORFs de isolados de diferentes estados
brasileiros mostraram uma forte identidade com isolados da Asia, Europa, América do Norte e
Africa, sendo que as amostras do estado de Minas Gerais apresentaram 100% de identidade
com sequéncias de isolados franceses (Chiarelli-Neto et al., 2009). Eventos de recombinagao
entre 0 PCV-2a / PCV-2b ou grupo 2 e grupo 1 foram destaques em estudo realizado a campo
nos Estados Unidos, onde houve detec¢do de infecgdes naturais com multiplos gendtipos de

PCV-2 (Hesse et al., 2008).



2.2 Propriedades bioldgicas, caracteristicas moleculares e replicativas do PCV-2

O PCV-2 ¢ um virus pequeno e ndo envelopado que contém uma fita simples de DNA
de 1,76 Kb. Este virus ¢ classificado dentro da familia Circoviridae. E resistente a inativacéo
pos-exposicao a pH 3,0, cloroférmio e temperaturas variando de 56 °C a 70 °C (Fenaux et al.,
2004; Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1997; Tischer et al., 1982).

O genoma do PCV-1 e PCV-2 contém 1759 pb e 1768 pb, respectivamente (Hamel et
al., 1998; Meehan et al., 1997) e sdo organizados de forma similar, possuindo 76% de
identidade entre si. O genoma deste virus possui trés principais fases de leitura aberta (ORFs):
ORFI1, ORF2 (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1997; Meehan et al., 1998; Morozov et al.,
1998) e ORF3 (Liu et al., 2005).

A ORF1 codifica uma proteina chamada rep, essencial para a replica¢do, e a ORF2
codifica a cap, uma proteina envolvida na formacao do capsideo viral (Nawagitgul et al.,
2000). H4 uma identidade de 85% da ORF1 entre PCV-1 e PCV-2 e de 65% da ORF2 entre os
mesmos (Castro et al., 2003). As proteinas codificadas pela ORF2 do PCV-1 e pela ORF2 do
PCV-2 apresentam tamanhos similares de aproximadamente 30 kDa (Hamel et al., 1998;
Meehan et al., 1998; Morozov et al., 1998). A ORF1 do PCV-1 e do PCV-2 possuem 936 e
942 pb, respectivamente, e a ORF2 de ambos possui 699 pb (Hamel et al., 1998; Meehan et
al., 1997).

No genoma do PCV-1, o produto génico expresso pela ORF3 ainda nao foi
identificado. A proteina expressa pela ORF3 do genoma do PCV-2 possui 305 aminoécidos e
ndo esta envolvida na replicacdo viral, porém envolvida na inducdo de apoptose em cultivo
celular (Liu et al,, 2005). Essa proteina ¢ capaz de interagir com a proteina pPirh2,
desestabilizando sua agdo inibitéria sobre p53, que por sua vez aumenta seus niveis de

expressdo e induz a célula a entrar em apoptose (Liu et al., 2007). Estudos com camundongos
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revelaram que a ORF3 esta diretamente relacionada na patogénese viral in vivo (Liu et al.,
20006). O estudo de Karuppannan et al. (2009) mostrou que a infec¢do em suinos SPF por um
PCV-2 mutante da ORF3 resultou em uma menor viremia e auséncia de lesdes significativas
nos orgaos linfoides.

O PCV replica no nucleo da célula infectada pela formagdo de uma fita dupla (RF
dsDNA), utilizando o mecanismo de circulo rolante. A proteina rep ¢ a responsavel pela
clivagem do DNA viral, formando um terminal 3’-OH livre para o inicio da replicagdo. A
replicagdo in vitro do DNA do PCV mostra ser dependente das enzimas da fase “S” do ciclo
celular. A replicagdo somente se inicia apos a passagem da célula pela mitose (Tischer et al.,
1995). Durante a fase Gl do ciclo de crescimento celular, o fator de ativacdo AP-1 ¢
produzido e este se liga especificamente a sequéncia consenso TGA (C/G) TCA. A sequéncia
TGAGTCT, que ¢ similar ao sitio de ligagdo AP-1, ¢ identificada no genoma do PCV (Franza

et al., 1988).

2.3 Patogénese da infeccdo pelo PCV-2

A patogénese da infecgdo pelo PCV-2 e os principais tipos celulares envolvidos na
replicagdo do virus ndo estdo ainda bem elucidados. Sabe-se que a deplegdo linfoide ¢ a
linfopenia sdo caracteristicas consistentes do desenvolvimento clinico da PMWS em suinos
(Allan & Ellis, 2000), porém cada individuo pode reagir de forma diferente. Ladekjaer-
Mikkelsen et al. (2002) mostraram grande variagdo da replicacdo viral nos organismos de
suinos experimentalmente inoculados pelo PCV-2, principalmente nos estdgios mais
avancados de infecgao.

Analises laboratoriais como a imunoistoquimica (IHC) mostraram grande quantidade

de antigenos de PCV-2 no citoplasma de macrofagos e células dendriticas presentes nos



foliculos germinativos dos linfonodos, evidenciando também a substitui¢ao de linfocitos por
células inflamatorias nos orgdos linfoides (Allan & Ellis, 2000; Chianini et al., 2003;
Sirinarumitr et al., 2000).

Estudos in vitro sugeriram que células monociticas ndo podem ser consideradas alvos
primarios para a replicagdo do PCV-2 (Gilpin et al., 2003). Da mesma forma, nenhuma
evidéncia da replicacdo viral in vitro foi observada em células dendriticas. Entretanto, existem
especulagdes sobre a grande capacidade migratéria destas células, podendo servir como
veiculos para o transporte do virus através do hospedeiro (Vincent et al., 2003).

Em 2005, um grupo francés demonstrou que suinos SPF, inoculados com DNA do
PCV-2, desenvolveram lesdes compativeis 8 PMWS sistémica, refor¢ando a hipotese de que o
PCV-2 ¢ essencial para o desenvolvimento da PMWS (Grasland et al., 2005). Entretanto, a
maioria dos isolados de PCV-2 comumente requerem co-fatores para induzir todos os sinais
clinicos e lesdes associadas com casos avangados da PMWS (Kawashima et al., 2007;
Opriessnig et al., 2006; Timmusk et al., 2009).

Varios fatores, como diferencgas entre os isolados de PCV-2, co-infec¢des, modulagao
imune e susceptibilidade do individuo, sdo determinantes para que o animal manifeste ou nao
a doenga clinica, mostrando assim que a PCVAD ¢ uma doenga multifatorial na casualidade e
que nem todos os suinos infectados com o PCV-2 sdo capazes de desenvolver a doenga na sua
forma mais severa. Individuos infectados pelo PCV-2 podem resistir a infec¢do por
apresentarem o sistema imune bem desenvolvido e, portanto, baixos niveis de viremia,
levando a soroconversdo eficiente, fazendo com que a doeng¢a permaneg¢a na sua forma
subclinica (Opriessnig et al., 2007).

Sabe-se que grande percentagem de suinos clinicamente sadios estdo infectados com o
PCV-2. Dados de analises genéticas e comparagdes de sequéncias de nucleotideos do genoma

de isolados de PCV-2 ndo conseguiram explicar completamente as diferencas entre as
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manifestagdes clinicas. Genomas completos de dez isolados holandeses de animais afetados e
ndo afetados pela PMWS foram sequenciados e quando comparados apresentaram 95,6% a
100% de identidade entre as sequéncias, o que levou a acreditar que o virus ndo seria o
principal responsavel pela manifestagdo clinica da doenga (Grierson et al., 2004). Outros
trabalhos realizados utilizando isolados do Canada, Estados Unidos, Europa ¢ Asia mostraram
mesmas semelhangas entre as sequéncias de nucleotideos do genoma de isolados de suinos
apresentando diferentes manifestagdes clinicas da doenga (Larochelle et al., 2002). Também
foi demonstrado que um isolado da Suécia, que persistiu por dez anos sem causar a doenga
clinica em um plantel inicialmente SPF, foi capaz de induzir a doenca sistémica em suinos

normais em condi¢des experimentais (Allan et al., 2003; Hasslung et al., 2005).

2.4 Imunopatogénese do PCV-2

A infecgdo pelo PCV-2 sabidamente produz um efeito imunosupressor no hospedeiro.
As lesdes relacionadas sdo caracterizadas por deplecdo linfoide, leucopenia e destrui¢ao dos
foliculos linféides (Ramamoorthy and Meng, 2009).

A carga viral no soro de suinos afetados clinicamente sdo maiores do que aqueles
afetados pela infec¢do subclinica (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002; Liu et al., 2000; Meehan
et al., 2001; Quintana et al., 2001; Rosell et al., 2000; Rovira et al., 2002). Embora a carga
viral seja significantemente diferente entre os trés estagios de lesdes da PMWS, existe grande
variedade dentro de cada categoria. A dindmica da infec¢do viral, relacionada com o
desenvolvimento da les@o e o tempo de recuperagao do animal, ainda ¢ desconhecida (Olvera
et al., 2004).

A modulacdo imune ¢é feita por meio de um conjunto de células dendriticas

plasmocitarias que apresentam papel decisivo no aparecimento das caracteristicas
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imunologicas induzidas pelo virus (Kenneth et al., 2009). A atividade imunomoduladora do
PCV-2 ¢ mediada pela inibicdo da fun¢do das células dendriticas plasmocitoides [Células
produtoras de interferon natural (NIPC;)] prejudicando assim a maturagdo de células
dendriticas mieldides que apresentam implicagdes importantes para o reconhecimento
eficiente de virus e bactérias, favorecendo o estabelecimento de infeccdes adicionais
associadas ao PCV-2 (Vincent et al., 2005).

Exames hematoldgicos revelaram reducdo de linfocitos T CD4+ e células B,
resultando em quadro de deplegdo linféide nos animais doentes (Segales et al., 2001). Os
niveis de mRNA de IL-1a e IL-10 demonstraram estar aumentados nos animais afetados, e
niveis de mRNA de IL-2 e IL-2Ra (CD25) parecem sofrer reducao (Sipos et al., 2004).

Em exames histopatologicos dos linfonodos inguinais, as alteragdes celulares ocorrem
com a diminui¢do da quantidade de linfocitos T, reducdo moderada a acentuada de células B
ou até mesmo perda total das mesmas. Ocorre também aumento do nimero de macrofagos
subcapsular e peritrabecular, perda parcial de células APC e redistribui¢do destas em todo
tecido linfoéide (Chianini et al., 2003; Segales et al., 2004a). A gravidade destas mudangas foi
fortemente correlacionada com a gravidade das lesdes histopatologicas causada pela PMWS e
com a quantidade de antigenos de PCV-2 presente. A deplecdo de células T tem sido
associada com diminui¢do de células CD4+ e em menor extensdo de células CD8+ (Sarli et
al., 2001). Suinos subclinicamente infectados desenvolveram resposta de IL10 especifica para
o0 PCV-2 durante a fase virémica da infec¢@o, que coincidiu com a inversdo da razao IgM/IgG
(Darwich et al., 2008).

Andlises na cinética celular mostraram linfopenia consequente da diminuicdo de
linfocitos B CD21+ e linfocitos T CD3+. Toda a subpopulacio de linfocitos Th de memoria

CD3+CD4+CD8+, Th “naive” CD3+CD4+CDS-, células Tc CD3+CD4-CD8+ e células yd
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TCR+ CD3+CD4-CDS8- foram susceptiveis a infec¢ao pelo PCV-2. As células NK CD3-CD4-
CD8+ foram também diminuidas nos animais afetados pela PMWS (Nielsen et al., 2003).

O estudo da resposta tipica da infec¢do pelo PCV-2 mostrou decréscimo de anticorpos
passivos apds a 3% e antes da 11* semana de vida, reaparecendo por volta da 15* semana ¢
mantendo os titulos altos até a idade de abate (Rodriguez-Arrioja et al., 2002). Foi
demonstrado que os titulos de anticorpos neutralizantes sdo menores em animais com a
doenga clinica, enquanto os anticorpos totais permanecem em niveis iguais em animais sadios
e clinicamente acometidos pela doenga. Acredita-se que os niveis de [gM unicamente indicam
infeccdo ativa (Fort et al., 2007).

Alguns estudos compararam parametros imunologicos referentes a circovirose suina
sub-clinica com a evolugdo viral da infeccdo e observou-se aumento da produgdo de IL-10
nos primeiros estagios da doenga, normalizando posteriormente apos a recuperagdo do animal
e mantendo-se sem sintomatologia clinica. Ao contrario, os animais doentes mantiveram seus
niveis de IL-10 elevados, sugerindo ser a replicagdo viral a responsavel por esse aumento

(Darwich et al., 2004).

2.5 Efeitos da co-infec¢do por outros patdgenos

Algumas co-infecgdes experimentais de suinos infectados pelo PCV-2 e bactérias
como Mycoplasma hyopneumoniae (Opriessnig et al., 2004) ou virus como o Porcine
parvovirus (PPV) (Allan et al., 1999a; Kennedy et al., 2000; Krakowka et al., 2000), Swine
influenza virus (SIV) (Pallares et al., 2002), Aujeszky's disease virus (ADV) (Rodriguez-
Arrioja et al., 2003b) tem demonstrado ser fundamentais no aumento da carga viral e das
lesdes associadas ao PCV-2, levando a quadros severos da PMWS. Um estudo recente

realizado na India mostrou a ocorréncia, pela primeira vez, da infec¢ao pelo PCV-2 associado
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ao PPV em leitdes mesticos com problemas reprodutivos € com mortalidade neonatal (Sharma
& Saikumar, 2010).

O efeito potencializador das co-infecgdes na replicagdo do PCV-2 foi detectado
acidentalmente quando suinos SPF foram inoculados com tecidos linfoides filtrados de
animais com sintomatologia clinica da PMWS e naturalmente infectados (Ellis et al., 1999).
Um estudo experimental, incluindo analises retrospectivas, enfatizou a importancia das co-
infeccdes na patogénese da PMWS (Ellis et al., 2004), levando a crer que o PCV-2 sozinho
ndo poderia causar a doenga. Entretanto, pesquisadores conseguiram reproduzir a sindrome,
inoculando somente o PCV-2 em leitdes SPF e leitdes comuns (Balasch et al., 1999). Outro
estudo realizado com suinos da Suécia e Dinamarca mostrou a reproducdo experimental da
PMWS, utilizando um isolado sueco (Hasslung et al., 2005). E possivel que um agente
desconhecido tenha algum papel no desenvolvimento da PCVAD. Porém, maiores pesquisas
serdo necessarias para elucidar as interagdes entre os diferentes patdogenos que infectam

suinos (Ramamoorthy & Meng, 2009).

2.6 Sinais clinicos e aspectos patoldgicos

A PMWS ¢ a sindrome mais importante relacionada ao PCV-2 (Harding, 2004). Os
sinais clinicos que formam a base para o diagnostico preliminar s3o perda de peso, dispnéia,
diarréia (Fenaux et al., 2003), aumento dos linfonodos (Harms et al., 2001) e palidez da pele
(Bolin et al., 2001), sendo tipicamente encontrados em animais de 49 a 105 dias de idade,
(Harding et al., 1998). Porém, estudos mostraram que a infec¢do pelo PCV-2 ¢ a PMWS
podem ocorrer também em animais de 84 a 133 dias de idade (Carman et al., 2008; D'Allaire

et al., 2007; Fachinger et al., 2008).
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Suinos na fase de terminagdo podem ser afetados pelo complexo de doencas
respiratdrias dos suinos (PRDC), ocorrendo entre 98 a 154 dias de idade (Chae, 2005; Kim et
al., 2003). E possivel que a infeccio generalizada pelo PCV-2 tenha efeito no
desenvolvimento da PRDC por induzir imunossupressao (Segales et al., 2004a), aumentando
a susceptibilidade para co-infecgdes por outros patdgenos. Animais com PRDC apresentaram
principalmente broncopneumonia aguda, subaguda, cronica e deplecdo linféide nos
linfonodos traquiobronquiais (Hansen et al., 2009).

A Sindrome nefropatica e dermatoldgica dos suinos (PDNS) afeta animais de 45 a 120
dias de idade (Smith et al., 1993; Thibault et al., 1998). Nos casos fatais, sdo observadas
lesdes cutidneas que consistem em vasculite necrotizante que afetam a derme, levando a
necrose subcutanea e ulceras dérmicas hemorragicas (Choi & Chae, 2001; Thibault et al.,
1998).

O tremor congénito em suinos ¢ causado pela desmielinizagdo da medula cerebral e
espinhal. A mortalidade pode alcangar taxas acima de 50%, como resultado da incapacidade
motora do animal. A associagdo do PCV-2 ao tremor congénito ainda ¢ controversa (Chae,
2004).

A pneumonia necrotizante proliferativa (PNP) foi inicialmente descrita em 1990 no
Canadd, como problema respiratoério em animais de creche e terminacdo (Morin et al., 1990),
podendo ser causada pelo virus influenza A (Girard et al., 1992). Outros estudos mostraram
que a PNP pode ser resultado da co-infec¢do pelo PRRSV e o PCV-2 (Pesch et al., 2000).

Existem estudos da associacdo do PCV-2 a falhas reprodutivas. Os indicadores
clinicos em granjas afetadas incluem elevadas taxas de abortos, retorno ao cio e mumificagao
fetal (Josephson & Charbonneau, 2001; Kim et al., 2004; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001;

O'Connor et al., 2001; West et al., 1999).
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O aumento dos linfonodos (principalmente o inguinal, mandibular, mesentérico e
mediastinico) é uma das alteracdes patoldgicas mais comuns de animais com a PMWS. Em
menor ocorréncia, os linfonodos podem apresentar areas de necrose multifocal visiveis
macroscopicamente. Em animais clinicamente sadios, a massa viral se encontra mais baixa e,
portanto, as lesdes apresentam-se com intensidades mais leves quando comparados a suinos
na fase inicial da doen¢a (Quintana et al., 2001). O acido nucléico do PCV-2 ¢ detectado no
citoplasma de histiocitos, de células gigantes multinucleares e outras células da linhagem de
macrofagos € monocitos, assim como macrofagos alveolares, células de Kupffer e células
dendriticas de tecidos linféides (Allan & Ellis, 2000; Rosell et al., 1999).

As principais lesdes histopatologicas da PMWS estdo relacionadas com o sistema
linfocitario, apresentando processos de deplecdo linfoide, perda da arquitetura tecidual,
infiltragdo histiocitaria, que frequentemente contém corpos de inclusdo citoplasmaticos,
basofilicos e que sdo vistos como grandes inclusdes individuais (sincicios) ou como corpos
pequenos multiplos (Allan et al., 1998; Fenaux et al., 2002; Rosell et al., 1999). Em casos
mais cronicos, a deple¢do linfocitaria tende a ser menos severa com menor proliferacdo de
histiocitos e menor infiltragdo de células gigantes multinucleadas (Quintana et al., 2001).
Além disso, lesoes leves a moderadas tipicas da PMWS podem ser observadas em animais
clinicamente normais, indicando que a infec¢do subclinica pelo PCV-2 ocorre frequentemente
em granjas afetadas e ndo afetadas pela PMWS (Rodriguez-Arrioja et al., 2000). Segundo
Chianini et al. (2003), os diferentes estagios de lesdes podem ser classificados e padronizados,
em “sem lesdo significativa (SLS)”, estagio I, estagio II, estidgio III, de acordo com a
severidade das mesmas.

Uma percentagem de animais afetados pela PMWS pode apresentar também atrofia e
descoloragdo hepatica, principalmente em casos de ocorréncia de ictericia tipicamente

evidente, e o cortex renal com focos de necrose (Segales & Domingo, 2002).
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Outras lesdes histologicas apresentadas pela PMWS incluem a presenca de
linfohistiocitos e granulomas inflamatdrios nos pulmdes e rins, assim como, deplecao linfoéide
(Clark, 1997). Pneumonia intersticial subaguda ¢ comum nas lesdes pulmonares (Rossell et
al., 1999). Em alguns casos ¢é possivel ver grandes histidcitos e células gigantes
multinucleares na area alveolar. Nos casos cronicos, € possivel verificar bronquiolite fibrosa.
As lesdes hepaticas tém sido descritas pela ocorréncia de infiltrado inflamatério na area
portal, necrose de hepatocitos, expansao e vacuolizagdo do citoplasma de hepatdcitos (Clark,
1997).

O diagnéstico definitivo das doencas relacionadas ao PCV-2 ¢ baseado na detec¢ao do
antigeno ou acido nucléico viral associado as lesdes e sinais clinicos causados pela doenca
Nao ha efeito citopatico causado pelo PCV em cultivo celular. Métodos de diagnostico que
sdo mais rotineiramente utilizados para detectar o PCV-2 incluem hibridizagédo in situ (IHS),
imunoistoquimica (IHC), ensaios de imunofluorescéncia (IIF) (Ellis et al., 1998; Ellis et al.,
1999; Morozov et al., 1998), assim como a reagdo da polimerase em cadeia (PCR) (Allan et
al., 1999b; Larochelle et al., 1999) e mais recentemente a PCR em tempo real (Fenaux et al.,

2004; Madson et al., 2009; Opriessnig et al., 20006).

2.7 Vias de transmissao

A transmissdo horizontal do PCV-2 é considerada muito eficiente entre os suinos,
devido ao contato continuo destes animais durante toda vida (Grau-Roma et al., 2009). O
PCV-2 esté presente em todas as vias de secre¢ao e excre¢ao do hospedeiro, sendo encontrado
tanto em suinos afetados pela PMWS e em suinos ndo afetados. Porém, as maiores cargas
virais estdo associadas aos animais clinicamente acometidos (Segales et al., 2005b). O PCV-2

foi igualmente detectado no leite das porcas, incluindo colostro (Ha et al., 2009), ¢ em s€émen
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de cachagos, sem que existam alteracdes na morfologia ou viabilidade dos espermatozoides
(Mclntosh et al., 2006).

Em um estudo recente, no qual os leitdes foram monitorados, a partir da primeira
semana de vida até o surgimento da doenga, observou-se uma correlagdo entre a viremia e a
carga viral em secregdes nasais e em fezes, sugerindo a importancia de ambas as vias para a
excre¢do do PCV-2. O mesmo estudo mostrou uma maior prevaléncia de PCV-2 em secregdes
nasais do que nas fezes, apoiando a idéia de que a via oro - nasal ¢, provavelmente, a principal
via de transmissao horizontal do PCV-2 (Lopez-Soria et al., 2008).

Apesar de ndo se conhecer bem os mecanismos nem a frequéncia com que ocorre a
transmissdo vertical do PCV-2, evidéncias mostram o isolamento do virus em leitOes
abortados, com lesdes caracteristicas no miocardio (Pujols et al., 2008).

O virus foi detectado em sémen de cachagos infectados naturalmente ¢
experimentalmente, mesmo ap6s o aparecimento de anticorpos no soro. A excre¢do pelo
sémen foi detectada entre os dias 5 e 47 ap6s a infec¢do, mostrando ser um importante meio
de transmissao. O virus também ¢ capaz de se replicar na zona pelucida de embrides, levando

a morte embrionaria (Mateusen et al., 2007).

2.8 Impactos econdmicos causados pelo PCV-2

As manifestacdes clinicas associadas ao PCV-2 no Brasil tém sido frequentes e
comuns nas principais regides produtoras do pais, o que acarreta diminui¢do da produtividade
e grandes prejuizos econdmicos ao setor (Morés, 2005). Estudos sorologicos utilizando o teste
de ELISA mostraram que tem sido dificil identificar plantéis sorologicamente negativos para

o PCV-2, sugerindo que a infec¢do ¢ distribuida mundialmente (Bogdan et al., 2001).
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Embora nao exista nenhum estudo que revele a prevaléncia da PCVAD no Brasil,
estima-se que os impactos econdmicos da doenca ainda tém sido subestimados. Estudos
realizados na regido Sul do pais mostraram indices de mortalidade variando entre 2a 10 % e a
ocorréncia em 2003 foi estimada em 62% das unidades produtoras de leitdo (UPL) e 66,7%
das terminagdes estudadas. Estes dados levam a estimativa de prejuizo em torno de 33
milhdes de reais por ano, apenas para a regido sul do Brasil (Morés, 2005). Em outros paises,
mais especificamente no Reino Unido e Franca, foi observado um impacto economico da
doenca com uma queda de 15% de crescimento por animal (Ciacci-Zanella et al., 2006). Nos
Estados Unidos, as perdas foram estimadas em US$ 3,00- 4,00 por suino, chegando a picos de
até US$ 20,00 por animal (Gillespie et al., 2009).

Tao importante quanto a avaliacdo clinica dos animais, 0 acompanhamento dos indices
de produgdo torna-se essencial para deteccdo de problemas presentes nas granjas,

principalmente em se tratando de doengas subclinicas (Guedes, 2005).

18



3 OBJETIVOS

Analisar os dados laboratoriais de suinos de abate subclinicamente infectados pelo
PCV-2 e associar com os parametros produtivos, como peso vivo (PV) e peso da carcaca

quente (PCQ).

3.1 Objetivos especificos

Quantificar a carga viral no linfonodo inguinal e no soro dos animais;

Mensurar o titulo de anticorpos neutralizantes;

Avaliar o grau de lesdo histopatologica nas amostras de linfonodos inguinais;

Y V. VYV V¥V

Associar os achados laboratoriais com o peso vivo e peso da carcaca quente.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo de animais e obtencéo de parametros produtivos

Sessenta e quatro suinos de abate, sendo 35 fémeas e 29 machos clinicamente sadios,
de mesma linhagem genética (Pic agroceres) e com diferenca de idade variando entre duas
semanas, foram separados e identificados por brincos numerados no dia anterior ao transporte
para o abatedouro. Este procedimento aconteceu em uma granja comercial de ciclo completo,
situada em Patrocinio-MG. O abate foi realizado no periodo noturno, nas dependéncias do
frigorifico PIF-PAF, também localizado no mesmo municipio. A granja comercial, chamada
Cinco Estrelas, ¢ assistida por veterindrios e possui controles sanitarios bem elaborados, como
limpeza e desinfecgdes de todos os galpdes, na entrada e saida dos lotes (“todos dentro, todos
fora”), nutri¢do balanceada em todas as fases de cria¢do, controle de vacinagdo contra os
principais agentes que afetam os suinos, exceto para o PCV-2, manejo rigoroso em todas as
fases de crescimento ¢ demais procedimentos comuns as granjas comerciais convencionais.
Portanto, durante a escolha dos animais, procurou-se eliminar o maior nimero de variaveis
que poderiam influenciar os resultados.

O peso vivo (PV) foi mensurado individualmente durante a identificacdo dos animais
na granja. Outro parametro de producao, peso da carcaca quente (PCQ), foi obtido durante o
abate dos animais no préprio frigorifico. Estes dados individuais foram armazenados para

posterior associacdo com os dados laboratoriais.
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4.2 Analises laboratoriais

421 Coleta de amostras

Durante a linha de abate foram feitas coletas individuais de sangue no momento da
sangria e armazenados em tubos de 15 mL, sem EDTA, visando a separacao do soro. Apds a
total coagulagdo do sangue, o soro foi estocado em microtubos de 1,5 mL e armazenado a -20
°C.

Também foram coletados linfonodos inguinais individualmente, sendo um fragmento
armazenado em recipientes contendo formol 10%, destinado ao exame histopatologico, e
outro armazenado a -20 °C, destinado ao teste de quantificagdo viral pela técnica de PCR em

tempo real.

4.2.2 Extracdo de DNA e realizacdo da PCR em tempo real

As amostras de DNA total foram obtidas a partir de 20 mg dos linfonodos inguinais
utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification from tissue kit® (PROMEGA, Madison,
USA) e seguindo as instrugdes do fabricante. A técnica ¢ baseada na purificagio do DNA
tecidual, por meio de colunas carregadas positivamente, que retém o material genético durante
0 processo até a sua eluicdo final.

As amostras de DNA do soro foram extraidas a partir de 300 puL de soro total
submetidos ao processo de precipitagdo em etanol, utilizando o Wizard Genomic DNA
Purification kit® (PROMEGA, Madison, USA) seguindo as instru¢des do fabricante.

As amostras de DNA dos linfonodos inguinais e do soro foram examinadas quanto a
carga viral. Foi utilizado o método Taq Man®, com o uso do kit TagMan Universal PCR

Master Mix® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O genoma completo do PCV-2
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clonado no vetor pPGEM T Easy®-Promega (Silva Janior, 2005) foi utilizado como plasmideo
na constru¢do da curva padrio para quantificacdo absoluta, sendo diluido para as
concentragdes finais de 10"’ a 10" copias de plasmideo do PCV-2/uL. O DNA do PCV-2 foi
quantificado utilizando os oligonucleotideos e sonda (Tabela 1) previamente descritos (Olvera
et al., 2004). As reacdes foram realizadas em placas opticas de 96 pogos, incluindo amostras e
padroes. Um controle negativo utilizando agua deionizada autoclavada como molde foi
adicionado a cada placa. Cada reagdo consistiu em um volume final de 25uL, contendo
900nM de cada oligonucleotideo, 150nM de sonda, 12,5uL TagMan Universal PCR Master
Mix® e 500ng do DNA total de cada amostra de linfonodo previamente mensurado em
espectrometria de U.V (Thermo Scientific, evolution 60). No caso do soro, foram utilizados
5,0uL do DNA total extraido em cada reacdo. Foi utilizado o equipamento ABI Prism 7500
(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA). Em cada curva de amplificagdo, o valor de Ct
(threshold cycle) foi calculado, representando o ntimero de ciclos da PCR em que a
fluorescéncia do reporter foi detectavel. A analise dos Cts foi realizada em triplicata e
representaram a média do Ct de cada amostra. A amplifica¢do foi realizada nas seguintes
condi¢des: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e 40 ciclos com 15 segundos a 95°C, 1

minuto a 60°C.

Tabela 1
Sequéncias dos oligonucleotideos e da sonda utilizada.
Designacao Sequéncia (5’-3’) Localizacéo
(pb)

PCV-2F CCAGGAGGGCGTTGTGACT 1535 — 1553
(Forward)
PCV-2R (Reverse) CGCTACCGTTGGAGAAGGAA 1633 — 1614
PCV-2S (Probe) AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCT 1612 — 1592
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4.2.3 Teste de neutralizacgao viral (TNV)

As amostras de soro foram submetidas ao teste de neutralizacao viral (Fort et al., 2007,
com modifica¢des) para quantificagdo de anticorpos neutralizantes (AN) presentes no soro de
cada animal. Cinquenta microlitros dos soros testados foram submetidos a dilui¢do seriada na
base dois de 1:16 a 1:2048 em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), 1% L-
glutamina, 10,000U/mL de penicilina, 50pug/mL de estreptomicina e 3% de aminoacidos nao-
essenciais em placas de 96 pocos. Foram adicionados 50uL de PCV-2 (Isolado do Laboratdrio
de Virologia Animal — UFMG, MG, Brasil) em cada pogo, previamente diluido em DMEM,
na concentragao final de 200 TCIDs¢/50uL. Depois de 1 h de incubagdo, SO0uL. de DMEM,
10% SFB contendo 1,6 x 10° células PK15 recém tripsinizadas foram adicionadas em cada
poco da placa e incubadas por 72 h a 37°C em 5% de CO,. As células foram lavadas duas
vezes, utilizando 100pL de PBS (1X) em cada pogo, e fixadas com 50uL de acetona: metanol
por 10min a temperatura ambiente. As placas foram entdo incubadas por 1 h a 37°C com o
soro policlonal contra PCV-2 (VRMD, Inc., Pullmann, USA) diluido 1:600 em solugdo de
fosfato tamponado (PBS 1X) e 1% de albumina de soro bovino. Depois da lavagem com PBS-
Tween, a proteina G marcada com peroxidase (Molecular Probes Eugene, Oregon, USA)
diluida 1:4000 em 0,1 M de tampao acetato e 0,05% de peroxido de hidrogénio foi adicionada
e as placas foram novamente incubadas por 1 h a 37°C. Finalmente, as placas foram lavadas
com PBS-Tween e 3-amino-9-dietil-carbazole (AEC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi
adicionado para a revelagdo da reacdo. Todas as amostras foram testadas em duplicatas. Em
cada placa uma amostra de soro com titulo conhecido de anticorpos foi incluida como
controle positivo. O DMEM completo foi usado como controle negativo. A leitura foi feita
em microscopio de luz invertida, sob o aumento de 100X, com a contagem de células

positivas de trés campos. A porcentagem de soroneutralizagdo (%SN) para cada dilui¢do foi
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calculada pela seguinte formula: %SN = [1 - (nimero de células positivas na diluicdo do
soro/média do numero de células positivas nos pocos do controle negativo)] x 100. O titulo de
AN foi calculado como a reciproca da ultima diluicdo em que cada amostra de soro foi capaz

de reduzir em 50% o niimero de células infectadas com o PCV-2 (TNV50).

4.2.4 Andlise histopatologica

As amostras de linfonodos inguinais foram processadas segundo a técnica de inclusio
em parafina. Para isso, as amostras fixadas em formol 10% foram desidratadas com
concentragdes crescentes de alcool e diafanizadas em xilol. Posteriormente, foram realizados
trés banhos em parafina e a inclusdo das amostras nos blocos. Os blocos de parafina, contendo
as amostras, foram seccionados a 4 um, com o auxilio de um micrétomo digital. Para a
coloracdo, os cortes foram desparafinizados em xilol e reidratados com concentragdes
decrescentes de alcool, corados com hematoxilina e posteriormente com eosina. As ldminas
foram montadas e as alteracdes histopatologicas foram visualizadas com o auxilio de
microscopio Optico e holografadas em fotomicroscdpio Olimpus BX-50.

As laminas foram examinadas quanto a deple¢do linféide, proliferacdo de histiocitos,
presenca de células gigantes multinucleadas, perda da arquitetura tecidual, auséncia de centros
germinativos e entdo classificadas em sem lesdes significativas (SLS), estdgios I (leve), 11

(moderada) e III (severa) de acordo com a severidade das lesdes, seguindo a descri¢do de

Chianini et al. (2003).
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4.3 Analise estatistica

Para testar a normalidade dos dados utilizou-se o teste Kolmorogov—Smirnov. Em
seguida foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis para verificacdo de diferencas
significativas entre os resultados obtidos dos parametros laboratoriais (cargas virais nos
linfonodos e nos soros) e parametros produtivos (peso vivo e peso da carcaga quente),
considerando os diferentes estagios de lesdes teciduais, titulos de anticorpos neutralizantes e o
sexo. Correlagdo por pontos de Spearman foi realizada para verificar se houve relagao
significativa entre os dados laboratoriais ¢ os pardmetros produtivos. Os testes foram
realizados pelo programa Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA) e foram conduzidos com

nivel de significancia p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O PCV-2 ¢ aceito como o principal agente causador da PMWS, mas o mecanismo pelo
qual este virus causa a doenca clinica e o porqué somente alguns animais a manifestam, ainda
nao estd bem entendido (Misinzo et al., 2008; Opriessnig et al., 2007; Timmusk et al., 2009).
As andlises deste trabalho foram realizadas utilizando amostras de suinos que nao
manifestaram a doenca clinica durante a vida produtiva e, portanto, chegaram até o abate
subclinicamente infectados pelo PCV-2. Lesdes histopatoldgicas, titulos de anticorpos anti-

PCV-2 e a quantificacdo do DNA viral confirmaram a infec¢ao (Tabela 2).

Tabela 2
Analise descritiva dos pardmetros laboratoriais e produtivos de suinos de abate clinicamente sadios.

Parametros N Meédia Desvio padrao Erro padrao

Parametros laboratoriais

Carga viral (Linfonodo)* 64 4,96 0,69 0,62
Carga viral (Soro)** 64 2,16 0,68 0,08
Titulagdo de anticorpos 64 1593 656 82,02

Parametros produtivos
Peso vivo (Kg) 64 116 11 1,4

Peso da carcaga quente (Kg) 64 81 10,2 1,3

*Copias de PCV-2 (log10)/500ng de DNA total; **Cdpias de PCV-2 (log10)/5,L DNA

De acordo com os resultados, a carga viral presente nos linfonodos inguinais € nos
soros variou de 10>** a 10%7" copias de PCV-2/500ng de DNA total ¢ de 0 a 10> copias de
PCV-2/5uL de DNA, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os valores das
cargas virais considerando o sexo (Tabela 3), mostrando possivel semelhanga da resposta

imunolédgica ao PCV-2 entre machos e fémeas.
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Tabela 3
Valores de mediana (valores dos quartis 25-75) dos parametros laboratoriais e produtivos em relagéo ao sexo de animais de abate clinicamente
sadios.

Parametros Machos Fémeas H* p

Parametros laboratoriais
Carga viral (Linfonodo)** 4,8 (4,4-5,5) 5,0 (4,5-5,3) 0,24 0,62
Carga viral (Soro)*** 2,3 (2,1-2,5) 2,2 (2,1-2,5) 1,09 0,29
Parametros produtivos
Peso vivo (Kg) 118 (103-124) 115 (109-123) 0,14 0,70

Peso da carcaga quente (Kg) 84 (69-89) 83 (76-88) 0,00 0,95

*Teste Kruskal-Wallis; **C6pias de PCV-2 (10g10)/500ng de DNA total; ***Copias de PCV-2 (log10)/5.L DNA

Segundo Quintana et al. (2001), as cargas virais encontradas nos tecidos de suinos
clinicamente sadios sdo geralmente mais baixas, quando comparadas aos animais doentes, e
as lesdes teciduais nos linfonodos também se apresentam mais leves. Porém, neste trabalho,
os valores da carga viral se mostraram variados, ndo havendo diferenca significativa entre a
carga viral nos tecidos analisados, considerando o estagio de lesdo histopatologica no
linfonodo. Os mesmos resultados foram encontrados por Ladekjaer-Mikkelsen et al. (2002),
onde esses autores encontraram uma grande variagdo da carga viral em tecidos de suinos
experimentalmente inoculados pelo PCV-2.

A interferéncia da carga viral no ganho de peso diario dos animais tem sido
demonstrada em estudo, utilizando uma vacina comercial para o PCV-2 (Cline et al., 2008).
Suinos vacinados aumentaram em até 9,3% o ganho de peso diario na fase final de
crescimento, aumentando em até 8,8Kg de peso vivo, no momento de abate, em relagcdo ao
grupo controle (Horlen et al., 2008). Estes dados suportam a hipotese de que a carga viral,
principalmente no soro, pode influenciar o desempenho produtivo dos suinos subclinicamente

infectados. Apesar der ter sido detectada a presenca do PCV-2 nos tecidos, ndo foi possivel
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encontrar nenhuma associagdo significativa com os parametros produtivos analisados neste

trabalho (Tabela 4).

Tabela 4
Teste de correlagdo entre os pardmetros laboratoriais e produtivos de suinos de abate clinicamente sadios.

Par de Variaveis (x:y) n Spearman R*** t(N-2)**** p

Carga viral (Linfonodo) : PV* 64 0,01 0,10 0,92
Carga viral (Soro) : PV 64 -0,07 -0,55 0,58
Titulo de anticorpos neutralizantes : PV 64 -0,18 - 1,50 0,14
Carga viral (Linfonodo) : PCQ ** 64 -0,01 0,10 0,90
Carga viral (Soro) : PCQ 64 -0,02 -0,15 0,88
Titulo de anticorpos neutralizantes : PCQ 64 -0,24 -1,98 0,05

* PV: Peso vivo; **Peso da carcaca guente; ***Teste de Spearman;, ****Teste t com grau de liberdade N-2.

Os linfonodos inguinais foram avaliados quanto ao estagio de lesdo tecidual. Trinta e
quatro suinos (53,13%) ndo apresentaram nenhuma lesdo significativa (Figura 1), sendo
classificados em SLS - sem lesdo significativa (Figura 2), 24 (37,5%) apresentaram centros
germinativos conservados, leve deplecao linfoide (Figura 3) e leve proliferacao de histiocitos,
sendo classificados como estagio I de lesdo (Figura 4) e 6 (9,37%) apresentaram os centros
germinativos alterados com moderada deplecao folicular (Figura 5) e moderada proliferagao
de histidcitos, sendo classificado em estagio Il de lesao (Figura 6). Estes resultados mostram
que apesar da ndo manifestacao clinica da doenca, alguns animais estavam com os linfonodos

inguinais lesionados em associagdao ao PCV-2.
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Figura 1. Frequéncia dos estagios de lesdes encontrados nos
linfonodos inguinais de suinos clinicamente sadios. (SLS - sem lesdo
significativa)

Figura 2. Fotomicrografia de linfonodo inguinal de suino sem
lesdes significativas (SLS) (aumento 100x); Setas mostram a
presenga de centros germinativos bem delimitados e integros.
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Figura 3. Fotomicrografia de linfonodo inguinal de suino
classificado como estagio 1 (aumento de 40x); Setas mostram
centros germinativos conservados e leve diminui¢do da quantidade
de linfocitos nos foliculos.

Figura 4. Fotomicrografia de linfonodo inguinal de suino
classificado como estagio 1 (aumento de 400x); Setas mostram leve
infiltrado de células do sistema mononuclear fagocitico

(macré6fagos).
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Figura 5. Fotomicrografia de linfonodo inguinal de suino
classificado como estagio II (aumento de 100x); Setas mostram
centros germinativos alterados e sem arquitetura mantida.

Figura 6. Fotomicrografia de linfonodo inguinal de suino
classificado como estagio II (aumento de 400x); Setas pretas
mostram moderado infiltrado do sistema mononuclear fagocitico
com presenga de intimeros macrofagos substituindo os linfocitos
residentes. Seta branca mostra a formagdo de célula gigante
indicando processo inflamatorio mais avangado.
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Resendes et al. (2004) mostraram que quanto mais severa a lesao, maior a carga viral
no soro. Porém, ndo houve diferenca significativa entre os valores da carga viral no linfonodo
e no soro, considerando os diferentes estagios de lesdo tecidual (Tabela 5). Apesar disso,
foram encontradas deple¢des linfoides consideraveis entre os animais analisados, mostrando
que o PCV-2 pode estar envolvido no aparecimento de lesdes histopaldgicas em o6rgdos
linféides de suinos subclinicamente infectados, indo de acordo com os achados de Krakowka
et al. (2005), onde se detectou deplecao linféide em amostras de linfonodos de animais sadios,

porém positivos para PCV-2.

Tabela 5
Valores de mediana (valores dos quartis 25-75) dos pardmetros laboratoriais e produtivos em relagdo aos estagios de lesdo histopatologica
dos linfonodos de animais de abate clinicamente sadios.

Sem lesdo

Parametros significativa (SLS) Estagio I Estagio 11 H* p
Parametros laboratoriais

Carga viral (Linfonodo)** 5,0 (4,8-5,7) 4,6 (4,2-5,2) 4,6 (4,5-4,8) 582 0,05

Carga viral (Soro)*** 2,3 (2,1-2,5) 2,2 (2,1-2,5) 2,3 (2,2-2,4) 0,05 0,97
Parametros produtivos

Peso vivo (Kg) 115(108-124) 119 (105-125) 113 (112-114) 0,32 0,84

Peso da carcaca quente (Kg) 83 (76-89) 84 (69-88) 78 (77-79) 2,53 0,28

*Teste Kruskal-Wallis; **Cépias de PCV-2 (1og10)/500ng de DNA total; ***Cépias de PCV-2 (log10)/5.L DNA.

Os animais adquiridos para a realizacdo deste trabalho vieram de uma granja ndo
afetada pela PMWS, ou seja, nenhum historico da doenga clinica foi observado até o
momento da coleta. De acordo com Rodriguez-Arrioja et al. (2000), as lesdes histopatologicas
tipicas da PMWS podem também ser observadas em animais clinicamente normais, indicando
que a infeccdo subclinica pelo PCV-2 ocorre frequentemente em granjas afetadas e nao

afetadas pela PMWS. Segundo Olvera et al. (2004), a dinamica da infec¢ao viral, relacionada
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com o desenvolvimento da lesdo e tempo de recuperagdo por conta do animal, ainda ¢
desconhecida. Entretanto, a auséncia da doenga clinica ndo significa que o animal esteja fora
do comprometimento produtivo (Grau et al., 2001; King et al., 2008).

A titulacdo de anticorpos neutralizantes (AN) mostrou-se variada entre os suinos
analisados. Os titulos variaram de 64 a 2048, sendo este ultimo representado por 65,62% dos
animais (Figura 7). Foi encontrada diferenca significativa entre os valores da carga viral nos
linfonodos em relagdo aos titulos de AN (p<0,05), sendo identificada entre os titulos 512 e
2048 (Tabela 6). Esses resultados mostram a relagdo entre a resposta imune humoral ¢ a
replicacdo viral no tecido linféide de suinos subclinicamente infectados. De acordo com
Opriessnig et al. (2007), individuos infectados pelo PCV-2 podem resistir a infeccdo por
apresentarem um sistema imune bem desenvolvido e, portanto, baixos niveis de viremia,

levando a uma soroconversao eficiente fazendo com que a doenga permanega na sua forma

subclinica.
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Figura 7. Frequéncia dos titulos de anticorpos neutralizantes
encontrados em suinos clinicamente sadios.
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Tabela 6
Valores de mediana (valores dos quartis 25-75) dos parametros laboratoriais e produtivos em relac@o aos titulos de anticorpos neutralizantes de
animais de abate clinicamente sadios.

Parametros 64 512 1024 2048 H* p

Parametros laboratoriais
Carga viral (Linfonodo)** 3,9 (3,9-3,9)*° 4,5(4,2-49° 48 (4,555  50(4,7-57)° 929 0,02
Carga viral (Soro)*** 0,0 2,3 (2,1-2,6) 2,3 (2,0-2,4) 22(2,1-2,5) 2,82 042
Parametros produtivos
Peso vivo 125 (125-125) 116 (109-126) 1121 (114-127)  115(105-123) 329 0,34

Peso da carcaga quente 89 (89-89) 84 (78-90) 87 (79-92) 80 (69-85) 565 0,12

*Teste Kruskal-Wallis. Medianas seguidas por diferentes letras séo significativamente diferentes pelo Teste U Mann-Whitney, p < 0,05.
**Copias de PCV-2 (log10)/500ng de DNA total; ***Cépias de PCV-2 (log10)/5,L DNA.

O aparecimento dos AN contra o PCV-2 acontece entre 14 e 21 dias pos-infeccao e
coincide com a diminui¢do da taxa de transmissdo do virus entre os animais (Meerts et al.,
2006; Fort et al., 2007; Andraud et al., 2009) e consequente queda da carga viral (Pensaert et
al., 2004). Suinos afetados pela PMWS apresentam uma menor resposta de AN quando
comparados aos subclinicamente infectados (Meerts et al., 2006; Fort et al., 2007). Os titulos
de AN dos animais avaliados neste trabalho possivelmente podem ser considerados
suficientes por ter impedido a manifestacao clinica da doenga e, provavelmente, no momento
do contato com o PCV-2, o sistema imune destes animais se mostrou bastante eficiente.

Os titulos de AN ndo apresentaram correlagdo significativa com os parametros
produtivos (Tabela 4). Porém, estudos realizados com outros animais mostraram que o
sistema imune exige grandes quantidades de energia sempre que ¢ estimulado, implicando em
maior mobilizacdo de energia metabdlica para o sistema imune e consequente diminui¢ao no
desenvolvimento produtivo do animal (Heugten et al.,1996).

Nao houve diferenca significativa entre os valores de peso vivo e peso da carcaca
quente em relacdo ao estagio da lesdo histopatologica dos linfonodos inguinais (Tabela 5). O

mesmo aconteceu em relagdo ao titulo de AN (Tabela 6). Também ndo foi possivel
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demonstrar nenhuma associacao entre os parametros produtivos e as cargas virais nos tecidos
(Tabela 4).

Neste trabalho, amostras teciduais de animais subclinicamente infectados pelo PCV-2
foram examinadas e associadas aos pardmetros produtivos apresentados no abate. A possivel
influéncia de outros fatores como idade, idade ao desmame e presenca de outros patdégenos
durante a vida destes animais ndo podem ser excluidos. Entretanto, foi demonstrada a
ocorréncia da doenga subclinica associada ao PCV-2 no rebanho analisado. Desta forma,
permanecem ainda como objeto de pesquisa maiores estudos sobre a implicagdo desta nova

apresentacdo da doenga nos rebanhos de suinos tecnificados.
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