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O primeiro segredo para ser um grande homem é saber que o seu maior obstaculo é vocé
mesmo. O segundo é superar esse obstaculo todos os dias.
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RESUMO

BULOS, Luiz Henrique Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2013.
Perfil sorologico e virémico de suinos da raca Piau e linhagem comercial
naturalmente infectados com o Porcine circovirus 2 em diferentes fases de
producdo. Orientador: Abelardo Silva Janior. Coorientadores: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira, Jos¢é Domingos Guimardes, Lindomar Jos¢ Pena e Marcia
Rogéria de Almeida Lamégo.

As doengas associadas ao PCV2 (PCVAD) necessitam de varios fatores para ocorrer, no
entanto, a infecg¢ao pelo virus ¢ fundamental para o desenvolvimento de qualquer uma
das sindromes. O presente estudo teve como objetivo verificar diferengas nos perfis
sorologicos e virémicos para o PCV2 entre suinos da raca Piau e de uma linhagem
comercial (Landrace x Large White x Pietrain) em uma granja subclinicamente
infectada pelo virus estudado. O experimento foi realizado na Granja de Melhoramento
Genético (GMS) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), na qual ndo ¢ realizada a
vacinagdo contra o0 PCV2. O presente estudo realizou uma amostragem transversal em
porcas (>2° parto), suinos de 1-3 semanas, 3-8 semanas ¢ 8-22 semanas de idade. As
amostras de soro obtidas foram utilizadas para mensuragao dos niveis de anticorpos
totais por ELISA indireto e quantificagdo da viremia por PCR em tempo real. Os
resultados demonstraram que, na idade de 3-8 semanas, os leitdes da raga Piau
soroconverteram mais precocemente em relacdo aos leitdes da linhagem comercial e as
porcas da raga Piau apresentaram menores niveis de anticorpos totais em relagao as da
linhagem comercial. Nao houve diferenga na viremia entre as diferentes fases de
producdo dentro de cada grupo genético ou entre os grupos. Este trabalho fornece
indicios de que a raca Piau apresenta uma resposta imune humoral diferente da
desenvolvida pela linhagem comercial estudada diante de uma infec¢do subclinica
natural pelo PCV2. Os resultados obtidos neste estudo refor¢gam a importancia da
conservagao das ragas nativas que nao foram utilizadas para forma¢ao de linhagens de

alta produtividade.

vii



ABSTRACT

BULOS, Luiz Henrique Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2013.
Serologic and viremic profile of Piau breed and commercial linage swines
naturally infected with Porcine circovirus 2 in different production stages. Adviser:
Abelardo Silva Junior. Co-advisers: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira, José
Domingos Guimaraes, Lindomar Jos¢ Pena and Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.

The diseases associated with PCV2 (PCVAD) require various factors to occur, however,
the virus infection is critical to the development of any one of the syndromes. The
present study aimed to determine differences in serologic and viremic profiles for PCV2
in the swine breed Piau and a commercial line (Landrace x Large White x Pietrain) at a
subclinically infected farm by the virus studied. The experiment was conducted at the
Genetic Improvement Pig Farm (GMS), Federal University of Vigosa (UFV), in which
it isn’t carried out vaccination against PCV2. This study conducted a cross-sectional
sample of sows (> 2 parity), pigs for 1-3 weeks, 3-8 weeks and 8-22 weeks of age. The
serum samples were used to measure the level of total antibodies by ELISA and
quantitation of viremia by real time PCR. The results showed that, at the age of 3-8
weeks, the Piau breed piglets seroconverted earlier than the commercial line piglets and
the Piau breed sows showed lower levels of total antibodies in relation to the
commercial line. There were no differences in viremia between the different stages of
production within each genetic group or between groups. This work provides evidence
that the breed Piau has a different humoral immune response than the commercial line
studied when facing a natural PCV2 subclinical infection. The results of this study
reinforce the importance of the conservation of native breeds that have not been used for

development of high productivity commercial lines.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Porcine circovirus 2 ¢ amplamente distribuido em suinos
domésticos de todo o mundo sendo responsavel por causar um conjunto de sindromes
multifatoriais conhecidas como doencas associadas ao PCV2 (PCVAD) (Grau-Roma et
al., 2009). A sindrome multissistémica do definhamento pos-desmame (PMWS) ¢ a
principal sindrome dentro do complexo PCVAD em virtude de ser a maior causadora de
prejuizos aos suinocultores. Além da PMWS, as outras sindromes que fazem parte do
grupo das PCVAD s3o a sindrome da dermatite e nefropatia do suino (PDNS),
problemas reprodutivos, enterites, pneumonia proliferativa e necrosante (PNP) e o
complexo da doenga respiratdria dos suinos (PRDC) (Opriesnig et al., 2007; Grau-
Roma et al., 2010).

Praticamente todos os suinos serdo infectados pelo PCV2 em algum momento da
vida, no entanto, apenas alguns animais apresentardo alguma doenga clinica (Young et
al., 2011; Tomas et al., 2010; Darwich et al., 2008). Quando um rebanho ¢ infectado
pelo PCV2, mas ndo apresentam nenhuma das PCVAD, este rebanho ¢ caracterizado
como subclinicamente infectado (Opriesnig et al., 2007). Apesar da infec¢do subclinica
ocorrer na maior parte dos suinos, sabe-se pouco a respeito da resposta imunoldgica em
animais subclinicamente infectados pelo PCV2 (Beach e Meng, 2012; Darwich et al.,
2008).

O Brasil possui diversas ragas de suino naturalizadas sendo que todas as ragas
suinas naturalizadas brasileiras estdo ameagadas de extingdo (Mariante et. al., 2009).
Dentre estas, a raca Piau ¢ a de maior importdncia e uma das suas principais
caracteristicas ¢ a rusticidade, necessitando de poucas exigéncias quanto ao manejo
(Sollero, 2006; Cavalcanti, 1984). Sousa et al. (2011) forneceram indicios de que os
leitdes da raca Piau podem apresentar uma resposta imune diferente da apresentada
pelos leitdes da linhagem comercial.

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo verificar se existe diferenca
entre o perfil sorologico e virémico entre suinos da raca Piau e de uma linhagem

comercial de uma granja afetada pela infec¢do subclinica do PCV2.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccéo pelo PCV2

Até o momento sdo conhecidas duas espécies do Porcine circovirus, o Porcine
circovirus 1 (PCV1) e o Porcine circovirus 2 (PCV2). O PCV1 foi primeiramente
descrito como um contaminante de células de rim de suino (PK-15) em 1974 e embora
seja onipresente na suinocultura mundial, ¢ um virus ndo patogénico, (Allan et al., 1995;
Tischer et al., 1982). O PCV2, por sua vez, foi descoberto no Canada na década de
1990, e foi apontado como o principal agente infeccioso envolvido na Sindrome da
refugagem multissistémica pos-desmame (PMWS) (Bolin et al., 2001; Kennedy et al.,
2000; Allan et al., 1999).

A principal via de infeccdo do PCV2 ¢ a oronasal por contato direto (Grau-Roma
etal., 2011). O virus ird infectar e replicar em linfocitos B e T presentes nos linfonodos,
induzindo a apoptose dessas células e proliferacao de histidcitos nos foliculos linfoides
(Opriesnig et al., 2007).

A infec¢do pelo PCV2 estd associada com a ocorréncia de diversas condi¢oes
patologicas, sendo o conjunto dessas doencas denominado como doencas associadas ao
PCV2 (PCVAD). At¢ o momento, as condi¢cdes patoldgicas inclusas no grupo das
PCVAD sao a Sindrome da refugagem multissist€émica pos-desmame (PMWS),
Sindrome da dermatite e nefropatia do suino (PDNS), problemas reprodutivos, enterites,
Pneumonia proliferativa e necrosante e o Complexo da doenga respiratdria dos suinos
(PRDC) (Grau-Roma et al., 2011; Opriesnig et al., 2007).

A PMWS ¢ a condicao patologica mais importante dentre todas as PCVAD,
sendo caracterizada como uma infeccdo sist€émica, na qual os animais apresentam
emagrecimento progressivo, elevada viremia e alta freqliéncia de lesdes histopatologicas
classificadas como graves nos linfonodos (Silva et al., 2011; Opriesnig et al., 2007;
Segalés et al. 2004). A morbidade dessa doenca normalmente situa-se entre 4-30%,
podendo alcangar, ocasionalmente, 50-60%. A mortalidade, por sua vez, varia de 4 a

20% (Segalés e Domingo, 2002).



A sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS) ¢ uma doenca que afeta
animais de 1,5 a 4 meses de idade (Smith et al., 1993). Nos casos fatais, sdo observadas
lesdes cutaneas que consistem em vasculite necrotizante que afetam a derme, levando a
uma necrose subcutanea e ulceras hemorragicas dermais (Choi & Chae, 2001; Thibault

etal., 1998).

A pneumonia necrotizante proliferativa (PNP) foi inicialmente descrita em 1990
no Canadd, como um problema respiratério em animais de creche e terminacao (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 do PRRSV e PCV2
(Pesch et al.,, 2000). Além da PNP, o PCV2 tem um importante papel no
desenvolvimento da PRDC. Wellenberg et al. (2010) estudou a relevancia da infec¢do
pelo PCV2 em suinos na fase de terminacdo de propriedades nas quais ndo existia a
PMWS. Estes autores dividiram o conjunto de propriedades em dois grupos, sendo o
primeiro nos quais era encontrada alta percentagem de lesdes pulmonares em suinos em
idade de abate e o segundo grupo o que continha propriedades na qual a ocorréncia
dessas lesdes era baixa. Dentre os diversos resultados obtidos neste estudo, Wellenberg
et al. (2010) verificou que dentre os 19 pulmdes de animais pertencentes ao grupo de
alta percentagem de lesdes pulmonares, 11 apresentavam alta concentragdo de DNA do
PCV2 associado a um ou mais patdgenos respiratdrios, enquanto que o mesmo ocorria
somente em 5 dos 17 pulmdes dos animais pertencentes ao grupo de baixa percentagem
de lesdes pulmonares (P=0,02). Os resultados obtidos por Wellenberg et al. (2010)
demonstram que mesmo quando o rebanho ndo ¢ afetado pela PMWS, o PCV2 possui

grande importancia como agente etioldgico de doencas respiratorias.

A enterite associada ao PCV2 ocorre normalmente entre a 8° ¢ a 16° semana de
vida do suino. Assim como para doengas respiratorias, o PCV2 tem grande importancia
na etiologia de doengas entéricas mesmo em propriedades onde ndo ocorre a PMWS
(Kim et al., 2004; Wellenberg et al., 2010). Kim et al. (2004) verificou que em um
rebanho no qual ndo ocorria PMWS nem a PDNS foi diagnosticado enterite associada
ao PCV2 através de isolamento, histopatologia e hibridizagdo in situ em leitdes
desmamados. Nenhum dos leitdes apresentava alteracdes microscopicas tipicas da

infeccdo pelo PCV2 no tecido linfoide como a deplecao linféide ou a infiltracdo de



histiocitos nos foliculos dos tecidos linfoides. Uma vez que a enterite associada ao
PCV2 ocorre independente das outras PCVAD, Kim et al. (2004) propuseram os
parametros para diagndstico de enterites associadas ao PCV2, sendo eles 1) a presenca
de diarreia, 2) presenca de lesdes caracteristicas nas placas de Peyer e ausentes em
outros tecidos linfoides e 3) deteccdo do PCV2 (antigeno ou material genético) nas

lesOes.

Diversos estudos demonstram a associacdo do PCV2 a falhas reprodutivas
manifestando-se através de abortos, retorno ao cio, natimortos ¢ mumificagdo fetal
(Josephson & Charbonneau, 2001; Kim et al., 2004; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001;
O'Connor et al., 2001; West et al., 1999). Rose et al. (2007) demonstrou a influéncia do
PCV2 na reproducao através de infeccdo experimental de porcas que nunca tiveram
contato prévio com o PCV2. Os autores demonstraram que a infec¢do experimental com
o PCV2 produziu diferentes efeitos nas porcas dependendo da via de infec¢do utilizada
e da fase de gestagdo das porcas. Quando as vias de infec¢do testadas foram a traqueal e
a intra-muscular as porcas foram apresentaram febre e anorexia, o que influenciou,
indiretamente, na taxa de sobrevivéncia fetal. Todavia, quando a via de infeccdo
utilizada foi a intra-uterina no momento da inseminagdo ou a genital a sobrevivéncia

dos fetos foi o parametro mais afetado, influenciando pouco a saude da porca.

A infeccdo pelo PCV2 causa grandes prejuizos a suinocultura mundial, tanto na
sua forma clinica quanto na sua forma subclinica. A infec¢ao clinica provoca prejuizos
em virtude do aumento do uso de antibioticos, da reducdo do ganho de peso diario, do
aumento da conversdo alimentar, refugagem, aumento na incidéncia de falhas
reprodutivas (abortos, natimortos, mumificados), e aumento na mortalidade pré- e pos-
desmame (Madec et al., 2008; Opriesnig et al., 2007; Grave et al., 2006; Lopez-Soria et
al., 2005).

A infeccao subclinica, por sua vez, diminui a eficiéncia produtiva através da
redugdo do ganho de peso didrio e peso da carcaga, e aumento da conversao alimentar e
da frequéncia de nascimento de leitdes de baixo peso (Young et al., 2011). Estudando a
influéncia da vacinagdo em um rebanho subclinicamente infectado, Young et al. (2011)
verificaram que a vacinagdo dos animais promoviam um retorno de $5,9 por suino em

relacdo aos animais nado vacinados, demonstrando claramente que, mesmo sob



condi¢des subclinicas, a infeccado pelo PCV2 ¢ um grande entrave para o lucro dos
suinocultores.

Apesar de praticamente todos os animais serem infectados pelo PCV2, apenas
alguns desenvolvem a doenga clinica. Esta questao ¢ um desafio a ser esclarecido na
patogenia do PCV2 (Tomas et al., 2010; Darwich et al., 2008; Opriesnig et al., 2007).

Diversos estudos ja demonstraram algumas diferencas existentes entre a
infeccdo clinica e a subclinica. A carga viral nos linfonodos de ambos os grupos sio
semelhantes, enquanto que a freqiiéncia de lesdes graves nestes 6rgaos e a viremia sao
menores em animais subclinicamente infectados se comparadas a de animais com
PMWS (Silva et al., 2011; Segalés et al., 2005). A patogenia do PCV2 ainda possui

diversos pontos a serem esclarecidos.

2.2 Resposta imune ao PCV2

A infec¢do pelo PCV2 pode ocorrer durante o desenvolvimento embrionario,
fetal ou pos-natal em suinos de diferentes idades (Nauwynck et al., 2012).

O titulo de anticorpos no soro exerce um papel importante no controle da doenga
por meio da reducdo da carga viral, podendo ser utilizado para prever o desfecho da
infeccao pelo PCV2 (Carasova et al., 2007). Existe uma correlacdo negativa entre titulos
de anticorpos neutralizantes e a taxa de replicacdo do PCV-2, uma vez que a falta de
anticorpos neutralizantes ou a sua producdo diminuida estd associado coom o
desenvolvimento da PMWS (Grau-Roma et al., 2009; Fort et al., 2007; Carasova et al.,
2007; Meerts et al., 2006). Portanto, os suinos que desenvolvem uma resposta imune
deficiente irdo apresentar a doenca clinica (Fort et al., 2007; Meerts et al., 2006). Em
virtude da importancia do desenvolvimento de altos titulos de anticorpos neutralizantes
para o controle da viremia, esta ¢ uma caracteristica essencial de uma vacina eficaz
(Beach e Meng, 2012).

Apesar da importancia fundamental doas anticorpos neutralizantes no controle
das PCVAD, sobretudo da PMWS, a resposta imune celular também tem importancia
no controle dessas doencgas. Linfocitos TCD4+ secretores de interferon y (INFy) tém
grande importancia no controle da carga viral do PCV2. Fort et al. (2009) verificaram

que entre 14 e 21 dias apo6s a infec¢do subclinica de suinos, houve a deteccdo de



linfécitos TCD4+ secretores de INFy, fato este que coincidiu com a redugdo da carga
viral no sangue destes animais. Isso ¢ explicado pelo fato de o INFy polarizar para a
sintese de IgG , anticorpo que localiza-se principalmente no soro, justamente onde ¢
necessario ocorrer a reducao da carga viral do PCV2.

O PCV2 possui tropismo para monocitos, macrofagos e células dendriticas, que
apresentam papéis criticos no desenvolvimento da defesa e regulacdo imunologica
(Darwich et al., 2003). Estas células acumulam virus por periodos prolongados, sem que
aconteca a replicacdo viral, exercendo um papel importante na persisténcia e
transmissao (Pérez-Martin et al., 2007). Todavia, a infeccdo pelo PCV2 pode prejudicar
o funcionamento das células dendriticas plasmocitdides e células dendriticas derivadas
de mondcitos (Balmelli et al., 2011). Vincent et al. (2003) reforca a influéncia negativa
da infec¢do de células apresentadoras de antigenos pelo PCV2, uma vez que este virus
reduz a eficiéncia da apresentac¢do de antigenos aos linfocitos.

A infeccao pelo PCV2 sabidamente produz um efeito imunosupressor no
hospedeiro. Exames hematologicos revelaram uma reducdo de linfécitos T CD4+ e
células B, resultando em um quadro de deplecdo 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 uma
reducdo (Sipos et al., 2004). A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina imunossupressiva
e diversos estudos demonstraram a relacdo do PCV2 com a secre¢do dessa citocina.
Darwich et al. (2003) induziu infec¢do subclinica experimental em suinos e verificou
que o pico de IL-10 coincidia com a ocorréncia do pico de viremia, demonstrando uma
correlagdo positiva entre a IL-10 e a viremia. Suinos que apresentavam a doenca clinica
causada pelo PCV2 tinham altos niveis de IL-10 (Stevenson et al., 2006). Kekairenen et
al. (2008) também demostraram que a infeccdo pelo PCV2 possui uma relagdo na
indugdo de IL-10 e deplecao de linfocitos T. Adicionalmente a deplecdo de linfocitos
causada pelo PCV2 compromete todas as subpopulagdes de linfocitos T auxiliar, T

citotoxico, Tyd, virgem, memoria, efetoras e linfocitos B (Kekarainen et al., 2010).

2.3 Geneética do hospedeiro e a ocorréncia das PCVAD

Estudos sobre a relagdo entre a genética dos suinos e a susceptibilidade e

resisténcia a apresentagdo das PCVAD tiveram inicio a partir de observagdes de



veterinarios e proprietarios de granja, que suspeitavam existir uma diferenga de
resisténcia quanto a apresentacdo das PCVAD (Lopez-Soria et al, 2005; Rose et al.,
2005).

Rose et al. (2005) realizaram um estudo visando investigar uma possivel
influéncia da raca Pietrain na reducdo da ocorréncia de PMWS. O estudo foi conduzido
em quatro granjas afetadas pela PMWS. Através dos resultados os autores nao
verificaram nenhuma diferenca quanto a maior resisténcia da raga Pietrain a PMWS. No
entanto, contrapondo os resultados obtidos por Rose et al. (2005), Lopez-Soria et. al.
(2005) obtiveram resultados diferentes quando analisaram o desempenho da raca
Pietrain com outras ragas, frente a infec¢do pelo PCV2. Estes autores estudaram a
relacdo entre a genética do rebanho e a reducdo na mortalidade geral e pds-desmame em
duas granjas com diagnostico prévio de doengas afetadas pelo PCV2. Utilizando 3
linhagens paternas diferentes (A: 100% Pietrain; B: 50% Large White e 50% Pietrain;
C: 25% Large White e 25% Duroc) Lopez-Soria et al. (2005) verificaram uma redugao
significativa da mortalidade pés-desmame quando a linhagem paterna utilizada era da
raca Pietrain. Os autores concluiram que existe um efeito genético na ocorréncia da
PMWS, nao podendo afirmar, no entanto, se este efeito ¢ proveniente da raca Pietrain
ou da linhagem genética utilizada. Opriesnig et al. (2006), também com o objetivo de
pesquisar a existéncia de uma possivel diferenga de susceptibilidade entre as vérias
racas de suinos, realizaram a infec¢do experimental pelo PCV2 em animais das ragas
Duroc, Landrace e Large White em uma propriedade na qual ndao foi detectada a
ocorréncia de PCVAD. Neste estudo os autores avaliaram o ganho de peso dos animais,
temperatura retal, escore de tosse, ocorréncia da PMWS, alteragdes anatomopatologicas
e lesdes microscopicas através de histopatologia. Neste estudo, Opriesnig et al. (2006)
verificaram que, sob condi¢des experimentais, suinos da raca Landrace tinham maior
predisposicdo a doengas e lesdes causadas pelo PCV2. Dando continuidade a este
estudo, Opriesnig et al. (2009) compararam a susceptibilidade da raga Landrace
(considerada mais susceptivel pelo estudo anterior) com a Pietrain ao PCV2 sob
condi¢des experimentais. O estudo comparou os niveis de imunoglobulina M (IgM),
imunoglobulina G (IgG), anticorpos neutralizantes, carga viral, citocinas e lesdes em
orgaos linféides nos animais das duas ragas. Os autores concluiram que suinos da raga
Landrace possuiam maior predisposi¢cdo de apresentar as lesdes associadas as PCVAD
que suinos da raca Pietrain. Portanto, os resultados observados neste estudo corroboram

com as observagdes visualizadas & campo.



Os poucos estudos e os resultados conflitantes a respeito da influéncia genética
do suino na incidéncia e gravidade das PCVAD demonstram que mais esfor¢os devem
ser realizados em estudos sobre este assunto, a fim de obter dados concretos sobre este

assunto.

2.4 A raca Piau

A agropecuaria mundial tem como preceito o uso intenso de racas e linhagens
genéticas de alta produtividade baseada no fato de estas serem mais lucrativas. Este fato
ocasionou uma reducdo da diversidade genética em varias espécies e a reducdo
significativa de genéticas menos produtivas. Todavia, a diversidade genética estd
intrinsecamente relacionada a eficiéncia da produgdo dos animais domésticos (Notter,
1999). Diferentes grupos de pesquisa e 0rgdos internacionais tém realizado esforgos a
fim de preservar e melhorar geneticamente as diferentes ragas de animais que nao foram
absorvidas pelos sistemas de producdo atuais, algumas sob risco de extingdo.
Entretanto, apesar de as ragas nativas serem inferiores as racas melhoradas em relagao a
alguns parametros zootécnicos, elas podem albergar alelos que definam caracteristicas
importantes para a producdo animal como maior resisténcia a patdgenos (Amarante et
al., 2009; Amarante et al, 2004; Reiner et al., 2002; Notter, 1999).

No Brasil, todas as ragas suinas naturalizadas estdo sob risco de extingdo
(Mariante et. al., 2009). A manuten¢do dessas racas ¢ fundamental pelo fato de serem
adaptadas aos ecossistemas brasileiros e constituirem fontes potenciais de novas
variantes genéticas (Sollero et al., 2000).

A raga Piau foi a primeira a ser registrada na Associagao Brasileira de Criadores
de Suinos, em 1986, e ¢ considerada a principal raga naturalizada de suino no Brasil
(Serao, 2009; Cavalcanti, 1984). Veroneze et al. (2008) comparou a curva de
crescimento de animais da raga Piau com animais de uma linhagem comercial
(Landrace x Large White x Pietrain) e verificaram que os animais da linhagem
comercial apresentaram maior peso nas fases inicial de crescimento e adulta, além de
uma maior precocidade em relagdo aos animais da raga Piau. Apesar de apresentar
menor desempenho produtivo em relacdo as linhagens comerciais, Serdo et al. (2011)
demonstraram que a raga Piau apresenta maior contetido de gordura intramuscular no
musculo Longissimus dorsi. Estes resultados sdo explicados pelo fato de a raga Piau ndo

ter passado por um programa de melhoramento genético. Apesar de uma menor
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performance produtiva, a raga Piau tem como uma das suas principais caracteristicas a

rusticidade, uma vez que ¢ pouco exigente quanto ao manejo (Sollero, 2006).

3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e O presente estudo teve como objetivo verificar possiveis diferencas entre
os perfis soroldgicos e virémicos para o PCV2 entre suinos da raca Piau
e de uma linhagem comercial (Landrace x Large White x Pietrain) em

um rebanho naturalmente infectado em diferentes fases de producao.
3.2 Objetivos especificos

e Quantificar e comparar os niveis de anticorpos anti-PCV2 entre animais
da raca Piau e animais de linhagem comercial nas porcas, nos suinos de

0-3 semanas, 3-8 semanas e 8-22 semanas de idade.

e Quantificar e comparar a viremia do PCV2 entre animais da raca Piau e
animais de linhagem comercial nas porcas, nos suinos de 0-3 semanas, 3-

8 semanas e 8-22 semanas de idade.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Célculo de amostragem e coleta de amostras.

Os animais utilizados nesse experimento fazem parte do rebanho da Granja de
Melhoramento de Suinos (GMS) do Departamento de Zootecnia da UFV. O rebanho da
granja ¢ composto por animais da raca Piau e de uma linhagem comercial (Landrace x
Large White x Pietrain). A granja ¢ de ciclo completo, e durante as fases de reprodugao,
gestacdo, maternidade e creche os animais da raga Piau e da linhagem comercial sdo
criados em instalagdes separadas, s6 havendo contato direto entre os animais a partir das
8-9 semanas, quando sdo alojados num galpao onde permanecem até o abate.

Durante o periodo que decorreu o experimento a populagdo de porcas, animais
de 0-3 semanas, 3-8 e 8-22 semanas da granja da linhagem comercial eram,
respectivamente, 67,135, 153 e 106 animais, enquanto que a populagdo de suinos da
raca Piau era de 23, 15, 18 e 57 animais. O calculo da amostragem foi realizado
utilizando programa Epi Info™, versdo 3.5.1 (Statcalc calculator — sample size & Power
- population survey). Foi considerada uma prevaléncia de 95% para infeccao pelo PCV2
(Barbosa et al., 2008), um erro de 5% e intervalo de confianca de 95%. Considerando o
critério de amostragem transversal, a amostragem probabilistica para as fases de

producdo da linhagem comercial e Piau estio demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Populagdo de cada raca, porcentual amostrado ¢ quantidade de individuos a
serem amostrados em cada fase de produgao dos dois grupos genéticos. A idade de cada

fase ¢ dada em semanas, exceto para as porcas, que ¢ dada em niimero de partos.

Fase de producéo Populacéo % da populacao Amostragem
(idade) Comercial Piau Comercial Piau Comercial Piau
67 23 15 20 9 9
Porcas (>2)
. 135 15 29 13 18 6
Maternidade (0-
3)
153 18 33 16 21 7
Creche(3-8)
L 106 57 23 50 14 22
Terminacéo(8-22)
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O sangue foi coletado através da puncdo da veia jugular. Apds a coleta, as
amostras foram levadas para laboratdrio e dessoradas. A partir do soro, foram realizados
os testes de ELISA e reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR).

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais estdo de acordo com
a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federeal de Vigosa
(UFV) (em anexo) e foram supervisionados pelo médico veterindrio Luiz Henrique

Silva Bulos inscrito no CRMV-MG sob N° 13291.

4.2 Determinacéo do nivel de anticorpos totais anti-PCV2 por meio de ELISA
indireto.

O teste de ELISA realizado neste estudo foi padronizado no laboratorio.
Microplacas de 96 pocos (Nunc Immuno 96 MicroWell™ Plates MaxiSorp™) foram
sensibilizadas com 100 puL/pogo da proteina recombinante do capsideo (rCap) do PCV-
2 (antigeno), a uma concentracao de 50pg/mL, diluida em tampao carbonato 0,05M (pH
9,6) durante a noite a 4°C. Apos este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com
PBS contendo Tween 20 (PBST - NaCl a 0,9 %; Tween 20 a 0,05 % e fosfato 50 mM;
pH 7.,4), bloqueadas com 100 pL/poco da solucdo de bloqueio (BSA a 3% diluido em
PBS) por 90 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas
com 100 pL/pogco de amostras de soro diluidas em solugdo de diluicdo (PBS contendo
BSA a 1%), numa diluicao final de 1:400. Cada amostra foi testada em duplicata. Apds
uma nova lavagem, as placas foram incubadas com 100 pL/pog¢o do anticorpo
secundario (anti-IgG de suino conjugado com peroxidase produzido em coelho, Sigma)
na diluicdo de 1:10.000, e incubados por 90 minutos sob agitagdo a temperatura
ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas novamente e a reagdo colorimétrica
foi realizada utilizando 100 puL/pogo da solucdo que contém o substrato cromogénico
[10 mL de tampao citrato fosfato 0,1M; pH 5; 4mg de O.P.D. (o-Phenylenediamine -
C6H8N2 a 98%, MW 108,14 - Agros Organics); 5 uL de H,O, a 30%]. A reagdo foi
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente protegida da luz. A reacdo de
desenvolvimento da cor foi paralisada com 50 pL/poco de solugdo de H;SO4 1,5 M e a
presenca de anticorpos determinada através da leitura da densidade optica (D.O.) a 492

nm (D.0.492qm) em leitora de microplaca Thermo Plate (TP-Reader).

11



A fim de determinar se os animais eram soronegativos ou Soropositivos para o
PCV2, foi calculado o cut-off para cada microplaca analisada de acordo com a formula:
Cut-off= D.0O. média controle negativo + 2*desvio padrdo controle negativo.

Uma vez que todos os pocos da microplaca foram sensibilizados com o antigeno, os
niveis de anticorpos de cada amostra foram determinados de acordo com a féormula:
D.O.c = [D.O. amostra/ (D.O. controle positivo — D.O. controle negativo)] (Fort et al.,
2007).

4.3 Extracdo do DNA e quantificagdo da viremia através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR).

O DNA do PCV2 foi extraido a partir das amostras de soro utilizando o kit Wizard®
SV Genomic DNA Purification System (Promega) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

A partir do DNA extraido, o nimero de copias do PCV2 no soro de cada animal foi
determinado utilizando-se os oligonucleotideos e sonda (Tabela 2) previamente
descritos por Olvera et al. (2004). O método utilizado foi o sistema TagMan, com o uso
do kit TagMan Master Mix (Applied Biosystems) no aparelho ABI Prism 7500
(Applied Biosystems).

Tabela 2. Oligonucleotideos e sonda utilizados na reagdo de PCR em tempo real

(Olvera et al., 2004).

Oligonucleoideo  Sequéncia

PCV2R 5’-CCAGGAGGGCGTTGTGACT-3"
PCV2F 5’- CGCTACCGTTGGAGAAGGAA-3’
Sonda 5'TAMRA- AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCT- FAM3’

As reagdes foram realizadas em placas de 96 pocos, incluindo amostras e
padrdes. Um controle negativo utilizando dgua deionizada autoclavada foi adicionado
em cada placa. Cada reacdo foi constituida de um volume final de 25uL contendo
200nM de cada oligonucleotideo, 200nM de sonda, 12,5ulL Taqg Man Master Mix e Sul
do DNA de cada amostra.
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A amplificagdo foi realizada nas seguintes condi¢des: 10 minutos a 95°C, 2 minutos
a 50°C, e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°. Os resultados foram
analisados com o software 7500 versdo 2.0.6. Em cada curva de amplificagdo, o valor
de Ct (threshold cycle) foi calculado, representando o niimero de ciclos da PCR em que
o a fluorescéncia reporter foi detectdvel. As reagdes foram realizadas em triplicata e

todos os Ct analisados representam a média do Ct de cada amostra.

4.4 Andlise estatistica.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o sistema SAEG v.9.1 (2007). As
diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05. Verificou-se as médias dos
niveis de anticorpos entre as fases de producdo dentro de uma mesma raga através da
analise de variancia, com o teste de Duncan. A fim de comparar utilizou-se o teste do
qui-quadrado. O qui-quadrado foi utilizado para verificagcdo dos niveis de anticorpos das
mesmas fases de produgdo entre os dois grupos genéticos, ¢ para avaliacdo da diferenga
na soroprevaléncia entre os dois grupos genéticos e entre as diferentes fases de
producdo do mesmo grupo genético. Para andlise a andlise estatistica da viremia

utilizou-se a analise de variancia ou o teste de Kruskal-Wallis.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A infeccdo pelo PCV2 causa grandes prejuizos a suinocultura mundial, tanto na sua
forma clinica quanto na sua forma subclinica. A infec¢do subclinica diminui a eficiéncia
produtiva dos suinos por meio da redugdo do ganho de peso didrio e peso da carcaga, e
aumento da conversao alimentar e da frequéncia de nascimento de leitdes de baixo peso
(Young et al., 2011). Embora a infec¢do subclinica seja a forma de infeccdo mais
prevalente na suinocultura mundial, pouco se sabe sobre o perfil imunologico de
animais subclinicamente infectados (Beach e Meng, 2012; Darwich et al., 2008).

Diversos estudos tém sido realizados no intuito de verificar a influéncia da genética
do suino no desenvolvimento das PCVAD (Opriesnig et al., 2009; Opriesnig et al.,
2006; Lopez-Soria et al., 2005; Rose et al., 2005). Poucos desses estudos se ateram em
estudar sobre diferencas na resposta imune das racas, sendo que somente Opriesnig et
al. (2006) e Opriesnig et al. (2009) analisaram algum aspecto relacionado a resposta

imune. Estes estudos, por sua vez, ndo verificaram nenhuma diferenca quanto aos

13



aspectos da resposta imune estudados. A raga Piau, por sua vez, possui diferencas
fisiologicas significativas em relagdo as racas e linhagens de alto desempenho
produtivo, como uma menor precocidade produtiva, maior sintese e deposicdo de
gordura. As diferengas fisiologicas entre a raca Piau e as linhagens de alta produtividade
poderiam, de alguma forma, influenciar no desenvolvimento da resposta imune (Milner
e Beck, 2012; Serdo et al., 2011; Veroneze et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi verificar se existe diferenca dos perfis sorologico e
virémico para o PCV2 entre suinos da raca Piau e de uma linhagem comercial
(Landrace x Large White x Pietrain) em uma granja subclinicamente infectada pelo
PCV2 e cujo rebanho ndo ¢ vacinado contra este virus.

Por meio da técnica de ELISA indireto, determinou-se a porcentagem de animais
positivos e a média do nivel de anticorpos anti-PCV2 para cada fase de producdo entre
os dois grupos genéticos, a fim de analisar o perfil sorologico. O percentual de animais
soropositivos para o PCV2 esta demonstrado na Figura 1. Os perfis soroldgicos dos dois
grupos genéticos ¢ os niveis de anticorpos referentes a cada fase de produgdo estdo
demonstrados na Figura 2.

A Figura 1 demonstra que hd uma redug¢do na soroprevaléncia na idade de 3-8
semanas nos dois grupos genéticos, no entanto a prevaléncia volta a aumentar nos
animais de 8-22 semanas, atingindo mais de 90% do rebanho nos dois grupos estudados.
Nao houve diferenga estatistica na soroprevaléncia quando comparou-se os dois grupos
genéticos em cada fase de produgdo, nem quando analisou-se as diferentes fases de

producao dentro do mesmo grupo genético.
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Figura 1: Percentual de animais soropositivos para o PCV2 em cada fase de
producao.

A Figura 2 demonstra que houve diferenca estatistica no nivel de anticorpos entre os
dois grupos genéticos nas porcas € nos animais de 3-8 semanas. Neste grupo, os leitdes
da raga Piau apresentaram niveis de anticorpos superiores ao dos leitdes da linhagem
comercial (P=0,06), enquanto que as porcas de linhagem comercial apresentaram niveis

superiores aos da raca Piau (P<0,01).

-A- Piau
-= [inhagem comercial

Niveis de anticorpos totais.

Figura 2: Perfil sorologico da raga Piau e da linhagem comercial durante as fases de
producdo. * P<0,05.
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Analisando o perfil sorologico de cada grupo genético isoladamente, na raga Piau
observou-se diferenca nos niveis de anticorpos das porcas em relagdo aos das demais
fases (P<0,05). Na linhagem comercial, por outro lado, além de as porcas terem
apresentado os maiores niveis de anticorpos (P<0,05), os leitdes de 3-8 semanas
apresentaram niveis de anticorpos menores em relacdo aos niveis das outras fases de
producdo do respectivo grupo genético (P<0,05).

A soroprevaléncia para o PCV2 nos leitdes de 0-3 semanas foi de 100% (Figura 1),
o que era de se esperar, uma vez que os animais dessa fase adquirem anticorpos de
origem materna através do colostro. Na fase de 3-8 semanas houve uma reducao da
soroprevaléncia para o PCV2 para ambos os grupos genéticos (Figura 1). A redugdo da
soroprevaléncia nesta fase coincide com a diminuig¢do dos niveis de anticorpos, que sdo
em sua maior parte provenientes da ingestdo do colostro (Figura 1 e 2). A partir da fase
de 3-8 semanas iniciou-se a soroconversdao. Nesse momento existe a tendéncia dos
niveis de anticorpos dos animais aumentarem ao longo do tempo até atingirem um
plato. Este comportamento pode ser observado pelos maiores niveis de anticorpos nos
animais de 8-22 semanas de idade, que atinge um pico nas porcas, as quais sao mais
antigas dentro dos planteis (Figura 2). Desta forma, pela andlise dos resultados
soroldgicos ¢ possivel compreender que o desafio viral acontece nos suinos da fase de
3-8 semanas de idade.

Os resultados demonstraram que, na fase de 3-8 semanas, os leitdes da raga Piau
apresentaram niveis de anticorpos maiores que os leitdes da linhagem comercial
(P=0,06). Em um estudo no qual foi realizada uma amostragem transversal e nenhuma
das propriedades faziam uso da vacina contra o PCV2, Ge et al. (2012) verificaram a
ocorréncia da soroconversao precoce nas propriedades na qual a PMWS apresentava-se
na forma clinica mais severa.

Gerber et al. (2009), estudando o perfil sorologico anti-PCV2 de granjas de sitio
unico e sitios multiplos nas quais ndo eram realizadas vacinagdes contra o PCV2,
verificaram que a soroconversdo acontecia ao redor da 10* e 14" semana, nas granjas de
sitio multiplos e unicos, respectivamente, explicando este fato pela maior pressdo de
infeccdo pelo PCV2 em granjas de sitios multiplos, em virtude da mistura de animais de
varias origens.

Os resultados de Ge et al. (2012) e Gerber et al. (2009) suportam a hipotese de que
a raca Piau apresentar uma soroconversdo precoce em relagdo aos leitdes da linhagem

comercial ¢ um indicio de que esta raca tenha uma resposta imune humoral diferente
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dos animais da linhagem comercial, uma vez que ambas as ragas estdo sujeitas & mesma
pressdo de infecgao.

A raga Piau apresentou menor nivel de anticorpos que a linhagem comercial quando
foi analisado o soro das porcas de gestacao (P<0,01). Diversos estudos em humanos e
camundongos demonstraram que um maior indice de massa corporal ou obesidade
prejudicam a eficiéncia do sistema imunologico (Calle et al., 1999; Milner e Beck,
2012; Karlsson e Beck, 2010). Nieman et al. (1999) demonstraram que linfocitos T ¢ B
de humanos obesos proliferam menos quando estimulados a mitose. Baseado no fato de
que individuos obesos apresentam pior resposta a vacinas virais ¢ apresentam falha
multipla de 6rgdos em resposta a doengas virais, O’Shea et al. (2013) compararam
células dendriticas de humanos obesos e de ndo obesos em um estudo de coorte e
verificou que as células dendriticas dos obesos apresentam menor expressao de CDS83,
uma molécula importante na inducdo da resposta de linfocitos T, sobretudo a patdgenos
virais. No mesmo trabalho, os autores verificaram que células dendriticas de individuos
obesos produziam duas vezes mais a citocina imunossupressiva IL-10 que os individuos
ndo obesos. Em camundongos com obesidade induzida por dieta observou-se que o
sistema imune destes animais apresentava atividade deficiente, como atividade de
células natural killer reduzida, células dendriticas deficientes quanto ao processamento
e apresentacdo de antigenos e linfocitos TCD8+ com atividade debilitada (Karlson et
al., 2010; Smith et al., 2009).

A raga Piau, como todas as ragas suinas que nao passaram por um programa de
melhoramento genético, apresentam maior potencial para sintetizar lipideos (Serra et al.,
1998). Portanto, uma possivel explicagdo para as porcas da raga Piau terem apresentado
menor nivel de anticorpos que as de linhagem comercial ¢ a maior porcentagem de
tecido adiposo em relagdo aos animais de linhagem comercial.

Gerber et al. (2011) demonstraram que ha uma correlagio positiva entre o titulo de
anticorpos anti-PCV2 no soro das porcas com o titulo de anticorpos do colostro. Desta
forma, uma vez que os niveis de anticorpos das porcas da linhagem comercial sdo mais
altos, os niveis de anticorpos no colostro dessas fémeas tendem a ser maiores, e
consequentemente, nos leitdes de 0-3 semanas de idade da linhagem comercial também
tenderiam ser maiores que os encontrados na raca Piau. Uma provavel explicagdao para
ter-se encontrado os mesmos niveis de anticorpos em leitdes Piau e comercial € a falha

na ingestao do colostro pelos leitdes. Apesar de este manejo ser realizado rigorosamente

17



nas primeiras 24 horas de vida para todos os leitdes da granja, essa possibilidade nao
pode ser totalmente descartada.

Nao foi observada diferencga nos niveis de anticorpos entre as ragas na fase de 8-22
semanas (P>0,05). Kolstad (2001) acompanhou a deposi¢do de gordura na raca
Landrace, Duroc ¢ em animais cruzados Landrace noruegu€s com animais de alta
espessura de toucinho. Neste estudo o autor verificou que ndo havia diferenca na
quantidade de gordura depositada entre as trés ragas no momento do desmame, no
entanto, a partir dos 50 kg de peso vivo até o momento do abate os animais cruzados
apresentaram maiores quantidade de gordura. No presente estudo os animais a partir dos
60 dias de idade (peso médio da linhagem comercial 21,30kg e 14,64 da raga Piau) até o
momento do abate foram incluidos na mesma fase, a influéncia do excesso de tecido
adiposo na redu¢ao da eficiéncia do sistema imune nos animais mais pesados pode ter
sido mascarada pela presenca de animais mais novos € com menor quantidade de tecido
adiposo nesse grupo.

As amostras de soro também foram utilizadas para quantificagdo do numero de
copias do DNA do PCV2 por meio da técnica de qPCR e determinag¢do do perfil
virémico de cada raca.

A Figura 3 demonstra a viremia de cada fase de produgdo para os dois grupos
comparados. Nao foi observada diferenca quando comparou-se a viremia das raca Piau
e linhagem comercial para cada fase produgao, assim como ndo houve diferenca quando
foi comparada a carga viral entre as fases de produgdo de cada grupo isoladamente

(P>0,05).

Piau
&3 Linhagem comercial

Copias do DNA/mI de soro (LOG10)
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Figura 3: Comparagdo da viremia dos dois grupos genéticos em cada fase de

produgao.

A partir destes resultados sugere-se que a circulagao do virus na granja ¢ a mesma
em todas as fases de produ¢do. Uma possivel explicacdo para o fato ¢ o baixo desafio
presente na granja, o que pode ter mantido o virus em niveis basais em todas as fases de
producao.

Alguns estudos demonstraram que ha uma correlagdo entre o titulo de anticorpos
anti-PCV2 com a carga viral no soro de animais com PMWS (Fort et al., 2007;
Carasova et al., 2007). Espera-se este padrdo de associagdo uma vez que a variagdo dos
niveis de anticorpos ocorre em virtude da variagao da replicacdo viral. No entanto este
comportamento ndo foi observado neste trabalho. Uma justificativa possivel para este
resultado ¢ a baixa circulac¢do viral dentro do rebanho, uma vez que ndo ha evidéncias
da doenga clinica.

Sousa et al. (2011) reforcam a possibilidade da existéncia de uma resposta imune
diferenciada de animais da raga Piau a patogenos. Estes autores demonstraram que antes
de serem vacinados contra o M. hyopneumoniae os leitdes de ambas as ragas
apresentavam niveis de expressdo semelhantes de “toll like receptor 6” (TLR6), no
entanto, ap6s a vacinagdo, os niveis de expressdo do gene do TLR6 mantiveram-se
estaveis para os leitdes Piau, enquanto que houve um aumento significativo nos leitdes
da linhagem comercial. Deve ser considerado que o sistema imune ¢ influenciado por
diversos tecidos e sistemas do organismo. Portanto mais estudos sobre a fisiologia dessa
raca devem ser realizados com o intuito de entender melhor o por que desses individuos
apresentarem uma resposta imune diferenciada.

As metodologias adotadas em outros estudos para verificar diferenca de
susceptibilidade da infec¢do pelo PCV2 ndo seriam possiveis de serem aplicadas neste
estudo, uma vez que estas sdo baseadas em diferengas observadas na ocorréncia da
doenga clinica. A forma tradicional para avaliagdo da diferenca de susceptibilidade em
infecgdes subclinicas pelo PCV2 baseia-se em parametros produtivos (Young et al.,
2011). No entanto, a diferenca de produtividade entre a raga Piau e as linhagens
comerciais tornaria essa metodologia invidvel (Veroneze et al., 2008). A elaborag¢ao do
perfil soroldgico possibilita verificar qual momento o rebanho ¢ infectado pelo PCV2 e
determinar o momento ideal para vacinacao (Gerber et al., 2009; Opriesnig et al., 2007).

O presente trabalho demonstra que a avaliagdo do perfil sorolégico foi a metodologia
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mais adequada para avaliacao da resposta de dois grupos genéticos diferentes a infeccao
pelo PCV2 sob condig¢des subclinicas.

O presente estudo demonstra que a raca Piau possivelmente possui uma resposta
imune humoral diferente da apresentada pelos animais da linhagem comercial diante da
infeccdo pelo PCV2, uma vez que, as porcas dessa raga apresentaram menores niveis de
anticorpos em relagdo as de linhagem comercial.

Em relagdo as diferencas sorologicas verificadas nas porcas, uma possivel
explicacdo pode estar relacionada a maior quantidade de tecido adiposo nas porcas da
raca Piau. A soroconversao mais precoce dos leitdes na fase de 3-8 semanas pode ser
explicada pela maior susceptibilidade dos suinos da raga Piau quando comparado ao
grupo linhagem comercial. Este estudo forneceu importantes informacgdes a respeito da
infec¢do subclinica em animais naturalmente infectados, quando a maioria dos estudos

que tratam da infec¢do subclinica utilizam animais infectados experimentalmente.

6. CONCLUSOES

A sorologia demonstrou que a infec¢do ocorre de forma endémica na granja

estudada.

e A soroconversdo nos leitdes da raga Piau ocorre mais precocemente em relacao
aos leitdes da linhagem comercial.

e As porcas da raca Piau apresentam menores niveis de anticorpos que as porcas
da linhagem comercial.

e Nao foi observado diferencas na viremia entre as fases de produgdo e entre os

dois grupos genéticos

7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo reforcam ainda mais a importincia da
conservagao de ragas nativas que nao foram utilizadas para formac¢do de linhagens de
alta produtividade, pois, apesar de serem inferiores em relagdo a alguns parametros
zootécnicos, elas podem albergar alelos que definam caracteristicas importantes, como
parece ser o caso da raca Piau mostra-se como um modelo interessante para estudo da

resposta imune e da influéncia do tecido adiposo no funcionamento do sistema imune.
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Mais estudos devem ser realizados a respeito da resposta imune e da fisiologia dessa

raga.
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CERTIFICADO

A Comissdo de Etica para Uso de Animais - CEUA/UFV certifica
que o processo n.° 27/2013, intitulado “Perfil soroldgico e virémico de
suinos da raga piau e linhagem comercial naturalmente infectados com o
PorcineCircovirus 2", coordenado pelo professorAbelardo Silva Junior, do
Departamento de Veterinéria, esta de acordo com o Codigo de Etica
Profissional do Médico Veterinario,com os Principios Fticos na
Experimentagio Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL), e com a legislagdo vigente, tendo sido
aprovado por esta Comissdo em 25/04/2013, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 27/2013, named “Serologic and viremic profile of piau breed and
commercial line naturally infected with Porcine circovirus 2’ i in
agreement with the Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the
Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian Society
of ScienceinLaboratory Animals(SBCAL) and with actual Brazilian
legislation. This Institutional Coﬁ_i_fnission on April 25, 2013 approved this

process. This certificate expire in 12 months.

Prof. Claudio César Fonseca

Coordenador
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/ UFV
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