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Resumo

O circovirus suino tipo 2 (CSV2) é um virus classificado na familia Circoviridae e esta associado a Sindrome
Multisistémica do Definhamento de Suinos (SMDS). O diagnéstico deve ser fundamentado em trés pontos principais:
a presenca dos sinais clinicos compativeis, as lesfes histopatoldgicas caracteristicas e a demonstra¢do do acido
nucléico e/ou do antigeno viral dentro das lesdes. A técnica de Imuno-histoquimica (IHQ) permite a demonstragéo
de antigenos virais através do uso de anticorpos especificos e sondas. Neste trabalho, dois grupos de amostras foram
analisados pela IHQ. O grupo | composto por 32 suinos submetidos & necropsia com suspeita clinica da SMDS
provenientes de 12 granjas comerciais do Estado de Minas Gerais. O grupo Il formado por 109 amostras de tecidos,
recebidas pelo laboratdrio de histopatologia, com lesfes sugestivas da SMDS. A primeira e a segunda amostragem
revelaram, respectivamente, 7,6% e 60,0%, de positividade para a presenca de antigenos do CVS2. Em ambos 0s
grupos, os antigenos virais foram demonstrados com maior frequéncia nos linfonodos e pulmdes evidenciados pela
intensa marcacdo nos histidcitos. A aplicacdo da IHQ possibilitou a comparagdo entre as alteragdes
histopatoldgicas e a distribui¢do do antigeno viral no tecido.

Palavras-chave: diagndstico, doenga, suino, virus.

Abstract

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a virus classified in the family Circoviridae and is associated with post-weaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS). The diagnosis should be on three main points: The presence of compatible
clinical signs, histopathological lesions and demonstration of the nucleic acid and / or viral antigen inside lesions.
Immunohistochemistry (IHC) method allows the demonstration of viral antigens by using specific antibodies and
probes. In this study, two groups of samples were analyzed by IHC. Group | consists of 32 necropsied pigs with
clinical signs indicative of the PMWS from commercial farms in Minas Gerais State. Group Il consists of 109 tissues
received by histopathology laboratory, with lesions suggestive of PMWS. The first and second sampling revealed,
respectively, 7,60% and 60,55% positivity for the presence of antigen PCV2. In both groups, the viral antigens were
demonstrated more frequent in lymph nodes and lungs evidenced by the intense immunoreactivity of histiocytes. The
application of IHC allowed the comparison of between histopathological changes and the distribution of viral
antigen in tissue.
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Introducéo

Nos anos 90, um virus associado a
Sindrome Multissistémica do Definhamento
dos Suinos (SMDS) foi descrito por
pesquisadores da  Universidade de
Saskatchewan, no Canada (ALLAN et al.,
1998; ELLIS et al., 1998; HARDING,
2004). O virus foi denominado circovirus
suino tipo 2 (CVS2) por ser geneticamente
e antigenicamente diferente do circovirus
suino tipol (CVS1), anteriormente, descrito
como contaminante em células de linhagem
de suino (TISCHER et al.,1982).

Na ocasido, a SMDS foi
considerada doenca emergente  com
potencial para gerar prejuizos a industria
suinicola. No entanto, foi demonstrado que
a SMDS resultava de infecgdes sincrénicas
e sinérgicas com agentes pat6genos virais,
bacterianos ou micoticos (HARDING,
2004). Concomitantemente, reconheceu-se
gue o desencadeamento da SMDS envolve
fatores infecciosos e ndo infecciosos
(GAUVREAU, 2001). As condigoes
inadequadas de manejo podem maximizar o
estresse  que agravado pelo aspecto
imunossupressor das infecgdes com CVS2
contribui para o estabelecimento de doencas
associadas ao circovirus suino ou
circoviroses (KRAKOWKA et al., 2001;
SEGALES e MATEU, 2006).

Dentre as circoviroses, a SMDS ¢
citada como estritamente relacionada a
presenca do CVS2 (CINO-OZUNA et al.,
2011). Os prejuizos decorrentes da
sindrome nos plantéis afetados séao
substanciais para a indastria suinicola.
Entre eles, os elevados indices de
morbidade, os gastos com antibi6ticos, o
declinio das taxas de crescimento e a queda
na conversdo alimentar, que elevam o0s
nimeros de animais debilitados e / ou
refugos (SEGALES et al, 2005;
BARBOSA et al., 2008).

A enfermidade apresenta sinais
clinicos inespecificos, porém caracterizada
pelo definhamento progressivo, dispnéia,
palidez e ictericia, acometendo
principalmente os animais de seis a doze
semanas de idade (ALLAN e ELLIS, 2000;
HARDING, 2004; KIM et al., 2003). As

lesGes macroscopicas associadas a SMDS
incluem linfoadenomegalia regional ou
generalizada e pulmdes com éreas de
consolidacdo nos lobos anteriores cranio-
ventral (SEGALES et al., 2005). As
alteracdes histopatoldgicas ~ ocorrem,
principalmente, nos 6rgaos linféides e sdo
caracterizadas por reducdo nos numeros de
linfocitos, proliferacdo de histidcitos,
formacao de células gigantes
multinucleadas e os corpusculos de inclusao
intracitoplasmaticos (ROSELL et al., 1999;
KIM et al., 2003). A associacdo do CSV2
com a SMDS foi verificada em condicGes
naturais ou experimentais pela presenca de
proteinas virais e/ou genoma viral dentro
das lesbes (ALAN e ELLIS, 2000;
ROVIRA, et al.,, 2002). A presenca de
antigenos virais e anticorpos contra o0 CVS2
vém demonstrando uma distribuigéo
cosmopolita do virus (ALAN e ELLIS,
2000; BARBOSA et al., 2008; GUO et al.,
2010).

A pesquisa de antigenos do CVS2
se torna importante para se conhecer o
envolvimento deste virus na SMDS, como
também para futuras caracterizagbes
moleculares do virus em rebanhos
brasileiros. A técnica de  Imuno-
histoquimica (IHQ) conjuga as técnicas
histolégicas, imunoldgicas e bioguimicas.
Além disso, possibilita a demonstragdo de
antigenos teciduais in situ por meio da
utilizagdo de anticorpos  policlonais
especificos contra o virus ou anticorpos
monoclonais e moléculas marcadoras
(BOENISCH, 2001).

O objetivo deste trabalho foi
investigar a presenca de proteinas
antigénicas do CVS2 em suinos com sinais
clinicos e lesdes sugestivas da SMDS
aplicando a técnica de IHQ.

Material e Métodos

As amostras de tecido de suinos
analisadas neste trabalho foram oriundas de
dois grupos distintos nomeados grupo | e Il.
Grupo | compreendeu 12  granjas
comerciais localizadas no Estado de Minas
Gerais que apresentaram suinos com
suspeita de SMDS. De cada propriedade
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visitada foram selecionados e necropsiados
animais que apresentavam sinais clinicos
tais como: inapeténcia, dispnéia, taquipnéia,
palidez da pele, diarréia, tosse, necrose de
orelha e febre. No total foram necropsiados
32 suinos com idades entre seis a doze
semanas. Os animais foram identificados
pela letra S (suino) acrescendo o numero de
ordem (1 a 32). A necropsia foi direcionada
para a observacdo das alteracGes
macroscopicas  sugestivas da SMDS
(SEGALES et al., 2005). Para a analise
histopatolégica foram selecionadas 92
amostras de tecidos sendo: 38 (41,30%)
linfonodos, 16 (17,39%) pulmdes, 14
(15,21%) figados, 16 (17,39%) rins, 05
(5,43%) fragmentos de intestino e 03
(3,60%) tonsilas. Essas amostras foram
fixadas em solugédo de formalina tamponada
a 10% por 48 horas, laminados a cinco
micrOmetros e coradas através da técnica de
hematoxilina e eosina (HE). Grupo Il
compreendeu de cento e nove (109)
amostras de demanda recebidas no
laboratério de patologia da Escola de
Veterinaria da UFMG durante o periodo de
setembro de 2003 a mar¢o de 2004 e
continham 36 linfonodos, 31 pulmdes, 16
figados e 26 rins. As amostras de tecidos
foram provenientes de granjas de suinos
localizadas nos Estados de Goids, Santa
Catarina e Mato Grosso que apresentavam
animais com suspeita clinica da SMDS.

A técnica de IHQ foi aplicada no
total de 201 amostras (92 amostras do
grupo | e 109 amostras do grupo II) de
acordo com a metodologia descrita por
Barbosa e Freitas (2008). Em cada bateria
de testes, foram utilizados dois controles
positivos e dois controles negativos, bem
como a adocdo dos seguintes parametros
para a interpretacdo dos resultados: Reacéo
negativa = (-) auséncia total de marcacGes
(auséncia do antigeno viral). Reacdo
positiva fraca = (+) visualizagdo de
marcacOes em menos de 25% do campo em
analise (quantidade minima do antigeno
viral). Reacdo positiva moderada = (++)
visualizacdo de marcacOes entre 25 a 50%
do campo em analise (quantidade moderada
Grupo 11

do antigeno viral). Reacdo positiva forte =
(+++) visualizacdo de marcagOes acima de
50% do campo em analise (quantidade
abundante do antigeno viral).

Para os controles positivos, foram
utilizadas amostras de tecido de suinos
contendo antigenos do CVS2, embebidas
em parafina, previamente testadas. Os
controles foram, gentilmente, fornecidos
pelos Drs. James Collins do Veterinary
Diagnostic Laboratory-University  of
Minnesota - USA e pelo Dr. Joaquim
Segalés da Universidade Autbnoma de
Barcelona-ES. Os controles negativos
foram amostras de tecidos de suinos do
plantel de animais livres de patogenos
especificos (Specific Pathogen Free — SPF)
fornecidos pela Embrapa Suinos e Aves.

Resultados
Grupo |

Dos 32 suinos submetidos a
necropsia, 13 (40,62%) apresentaram
distarbios respiratérios e em seis (18,75%)
foi verificada diarréia. Os principais
achados macroscopicos foram
linfoadenomegalia em 23(59,37%) e areas
de consolidacdo pulmonar em oito
(50,00%) animais, conforme mostra a
Figural.

Quatro amostras  (10,52%) de
linfonodos apresentaram lesGes
histopatoldgicas com evidente reducdo do
nimero de células linféides e com
proliferacdo de histiocitos. Somente em trés
amostras (7,90%) foi observada a auséncia
de foliculos. Os corpusculos de incluséo
intracitoplasmaticos e as células gigantes
multinucleadas foram demonstrados em
duas amostras (6,25%).

Em duas amostras (12,50%) de
pulmdes foram encontradas lesdes tipicas
de pneumonia intersticial. Somente uma
amostra apresentou broncopneumonia e
presenca de células gigantes (6,25%), sendo
diagnosticada como pneumonia enzodtica e
negativa para CVS2. As amostras do
intestino, baco, tonsila, rim e figado ndo
mostraram  alteragbes =~ macroscopicas
compativeis com a SMDS.
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As lesbes histopatoldgicas mais
frequentes nos linfonodos  foram
proliferacdo de histiocitos e reducdo de
células linfoides, perfazendo em 34
(94,44%) e 32 (88,88%), respectivamente.
A auséncia de foliculos linfoides foi
evidenciada em 29 (80,55%), a presenca de
células gigantes em 19 (52,77%) e
corpusculos de inclusdo em 16 (44,44%).

Nos o6rgdos ndo linfoides
assinalamos a presenca de lesdes de

-
a

pneumonia-intersticial, broncopneumonia e
a presenca de células gigantes
multinucleadas. Nos rins, nefrite intersticial
multifocal e glomerulonefrite, além de
significativa proliferacdo de histiécitos 13
(81,25%) nas amostras do figado. As
células inflamatorias estavam distribuidas
na triade portal, concentradas em focos,
distribuidas  aleatoriamente e, menos
frequentemente, nas &reas com necrose
(Tabela 1).
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Principais lesfes diagnosticadas
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Figura 1. Porcentagem das lesdes macroscopicas em 32 suinos submetidos a
necropsia de 12 granjas com suspeita de sindrome multissistémica do
definhamento dos suinos (SMDS) no Estado de Minas Gerais.

Tabela 1. Lesdes histopatoldgicas e resultados no teste de Imuno-histoquimica nas amostras de tecidos do

grupo Il

N° de amostras e

Nl:s:;?(;gsde percentual (%) de Intensidade da
Amostras de ~ . o ~ rea(;f)es pOSitivaS marcacao pela
. Lesdes histopatolégicas com lesdes ; Cao p
tecidos para o antigeno de IHQ
CVSs2
Proliferagdo de histiocitos 34
Reduco de células linfoides 32 ++
36 linfonodos ~ Auséncia de foliculos 29 31(8.11) tht
Presenca de célula gigante 19
Presenca de corpusculos de inclusdo 16
Pneumonia intersticial 13 ++
x Broncopneumonia 9 16 (51,61)
31 Pulméo ) .
Presenca de célula gigante 2
o - . +
26 Rim Nefrite intersticial multifocal 9
Glomérulonefrite 4 11(42,30) o
16 Figado Hepatite periportal 13 8 (50,00) +
Necrose 1
TOTAL: 109 66 (60,55)
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Imuno-histoquimica

Antigenos virais foram
identificados pela marcagdo de pequenos
granulos, amorfos, amarronzados,
distribuidos de forma abundante e uniforme
pelo  citoplasma  (Figura  2) e,
ocasionalmente, no nucleo das células,
sempre em associagdo com lesGes

histopatoldgicas caracteristicas da SMDS.
As marcagfes  antigénicas  foram
evidenciadas principalmente nos histidcitos,
embora, tenha sido demonstrado, em menor
frequéncia no citoplasma das células
gigantes e na periferia dos corpusculos de
inclusdo intracitoplasmatico.

Figura 2. Fotomicrografia do linfonodo naturalmente infectado
pelo circovirus suino tipo 2. Antigeno viral detectado

pela técnica de

Imuno-histoquimica. Notar a

marcagdo especifica no citoplasma dos macrofagos.

Aumento 400X.

N&o obstante, ocorresse varia¢do na
quantidade e distribuicdo dos antigenos, a
deteccdo de antigenos virais pela IHQ foi
superior nos linfonodos e pulmdes seguidos
pelo rim e figado. Nos linfonodos,
inimeros histiocitos presentes no infiltrado
apresentaram marcacoes de moderadas (++)
a fortes (+++). No pulmdo observaram-se
marcagOes moderadas (++). Nos rins, na

regido intersticial, as marcagfes variavam
de moderadas (++) a fracas (+). No figado,
células positivas na regido periportal
apresentaram marcaces fracas (+).

Os controles negativos analisados
conjuntamente com as analises mostraram
uma estrutura histoldgica inalterada quando
corados pela HE (Figura 3).

Figura 3. Controle negativo da reacdo no teste de Imuno-

histoquimica no linfonodo de suino specific pathogens
free - SPF. Contracoloragdo por Hematoxilina de
Mayer. Aumento 200X.
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No grupo I, a IHQ indicou a
presenca de antigenos do CVS2 em sete
amostras de tecido dos trés suinos S1, S24 e
S28. Nestas amostras a marcacdo variou de
forte (+++) a moderada (++). O suino S1
apresentou marcacdo em dois linfonodos
inguinais e mesentérios e também no
pulmdo. Os suinos S24 e S28 apresentaram
marcag0des no linfonodo e pulméo.

No grupo Il, em 66 (60,55 %) das
amostras foi demonstrada a presenca de
antigenos  virais. Nas amostras de
linfonodos a marcagdo foi mais intensa e
em maior nimero 31(86,11%). Enquanto,
nos pulmdes, rins e figado o antigeno foi
evidenciado em 16 (51,61%), 11(42,30) e
oito (50,00%), respectivamente (Tabela 1).

No grupo I, a IHQ indicou a
presenca de antigenos do CVS2 em sete
amostras de tecido dos trés suinos S1, S24 e
S28. Nestas amostras a marcacao variou de
forte (+++) a moderada (++). O suino S1
apresentou marcacdo em dois linfonodos
inguinais e mesentérios e também no
pulmédo. Os suinos S24 e S28 apresentaram
marcag0es no linfonodo e pulméo.

No grupo Il, em 66 (60,55 %) das
amostras foi demonstrada a presenca de
antigenos  virais. Nas amostras de
linfonodos a marcagdo foi mais intensa e
em maior nimero 31(86,11%). Enquanto,
nos pulmdes, rins e figado o antigeno foi
evidenciado em 16 (51,61%), 11(42,30) e
oito (50,00%), respectivamente (Tabela 1).

Discusséo

Os achados macroscépicos ndo sdo
conclusivos para o diagnostico de SMDS
no plantel. Contudo, as lesGes
macroscopicas como linfoadenomegalia e
areas de consolidacdo pulmonar que foram
encontradas nos animais do grupo I, séo
indicativas da existéncia da SMDS
(ROSELL et al., 1999; SEGALES et al.,
2005). Uma vez que, em rebanhos suinos as
infecgdes subclinicas causadas pelo CVS2
podem ser frequentes, é recomendada a
investigacdo laboratorial de antigenos e/ou
acido nucléico viral para comprovar a
presenca  do  virus nas lesbes
histopatoldgicas (McNEILLY et al., 1999).

Em ambos os ensaios as amostras
foram analisadas pelas técnicas
histopatoldgicas e pela IHQ para rastrear a
presenca do virus. Embora os animais do
grupo | apresentassem lesGes sugestivas da
SMDS, a baixa ocorréncia na demonstragéo
do antigeno viral, em somente 7,60% (7/92)
das amostras de tecidos pela IHQ indica
que as amostras teciduais  foram
procedentes de animais que ja eram refugos
e ndo que se tornaram refugos por causa da
infeccdo pelo CVVS2. Segundo Segalés et al.
(2005) ndo é raro que em rebanhos de
suinos ocorram sinais de definhamento
ocasionados por outros fatores que ndo uma
infeccdo pelo CVS2. Ainda assim, no
mesmo trabalho os autores afirmam que
guando existe um alto indice de refugagem
no rebanho e a SDMS é diagnosticada em
dois ou trés animais, pode-se assumir que a
maioria dos animais estejam acometidos
pela SDMS.

No grupo Il, antigenos virais foram
evidenciados em  oOrgdos  linféides
(linfonodos) e ndo linféides (pulmdes, rim e
figado). Embora, as amostras oriundas do
laboratério de patologia variassem em
namero, o percentual de linfonodos
reagentes na IHQ foi sensivelmente
superior aos outros O6rgdos que foram
analisados (Tabela 1). Rosell et al. (1999)
sugeriram que existe variagdo na
distribuicdo das lesdes histopatoldgicas em
orgaos linfoides e ndo-linféides em animais
suspeitos da SMDS. Essa variacdo €
dependente do estagio da doenca. Segalés et
al. (2005) afirmaram que os tecidos com
reducdo dos numeros de linfocitos,
proliferacdo de histicitos em 6rgdos
linfoides e com fortes marcagdes pela
técnica de IHQ podem representar a forma
aguda da doenca. Essas informacdes
sugerem que as amostras analisadas se
originaram de rebanhos acometidos pela
SMDS. Independente do tipo de 6rgéo, no
grupo I, mais de 60% dos tecidos
analisados apresentaram marcagdo positiva
na IHQ. Os nossos resultados sdo
compativeis com Ellis et al. (1999) que
verificaram que em 131 tecidos analisados
54 foram positivos no teste de IHQ dentre
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0S quais, 27 apresentavam lesdes
histopatoldgicas caracteristicas da sindrome
como reducdo nos numeros de linfdcitos e
infiltracdo de histiocitos.

Nas 201 amostras analisadas, a
aplicagdo da IHQ permitiu demonstrar a
presenca do antigeno viral regularmente
distribuido no citoplasma de histiocitos, em
células  gigantes  multinucleadas e,
eventualmente na periferia dos corplsculos
de inclusdo intracitoplasmaticos (Figura 2).
A presenca de corpusculos de inclusdo ou
formacbes arredondadas de coloragédo
basofilica encontrada em macrofagos e
células gigantes multinucleadas de animais
infectados pelo CVS2 sdo corroboradas
pelos achados de Magar et al. (2000), em
ensaios com suinos infectados
experimentalmente com CVS2. Segalés et
al. (2005) também citaram a presenca dos
corpusculos de incluséo
intracitoplasmaticos, em animais com
SMDS, associada presenca do CVS2.
Huang et al. (2008) demonstraram 0s
corpusculos de inclusdo no citoplasma de
células epiteliais dos tuabulos renais e
evidenciaram a presenga do CVS2 tanto
pela IHQ como por estudos ultra-
estruturais.

Os resultados dos testes
histolégicos (HE) do grupo Il foram
confrontados com os resultados dos testes
de IHQ (Tabela 1). O objetivo foi associar a
presenca de antigenos do CVS2 as lesdes
histopatoldgicas, uma vez que a literatura
corrente sustenta a localizagdo de antigenos
virais do CVS2 em linfonodos, mesmo nas
infeccBes subclinicas (ELLIS et al., 1999).
Essa correlagdo foi evidenciada
efetivamente em 86,11% dos linfonodos
analisados que apresentaram intensa
marcacgdo pela IHQ, embora os fragmentos
de outros tecidos também tenham
apresentado antigenos do CVS2 em menor
percentual. Essa possivel correlacdo fora
anteriormente citada por Rosell et al. (1999)
e Calsamiglia et al. (2002) nas técnicas de
IHQ e hibridizacdo in situ (HIS),
respectivamente. O estagio de replicagédo e
0 tropismo viral contribuem para a
intensidade da marcagdo pela IHQ, pois

durante uma infeccdo ativa, a replicacdo
viral é acompanhada pelo aumento da
producdo de proteinas virais nas células—
alvo, no caso, os tecidos linfoides,
facilitando a deteccéo pela IHQ (SEGALES
et al., 2005).

Nos pulmbes, a localizacdo
depende do grau da lesdo. Em casos severos
da SMDS foi observado proteinas virais
tanto no citoplasma de macréfagos como
nas células alveolares, bronquiais e no
epitélio bronquial. Esporadicamente, no
epitélio tubular e nas células endoteliais dos
rins (HUANG et al., 2008).

Em nossas condi¢des de trabalho,
os linfonodos apresentaram a maior
frequéncia de marcagdes classificadas como
forte no teste de IHQ, 0 que nos permite
concluir que esse tecido poderia ser usado
como amostra de eleicdo para a
demonstracdo do CVS2. Além disso, 0s
linfonodos séo 6rgdos de facil identificagéo,
especialmente, o linfonodo inguinal que
geralmente se apresenta com elevacdo do
volume na maioria dos casos da SMDS, o
que facilita a visualizagdo e o processo de
colheita. ~ Tornam-se imprescindiveis
considerar os exames clinicos completos,
coletivos e individuais, assim como a
selecdo cuidadosa dos animais que serdo
submetidos a necropsia para coleta de
amostras. Se essa conduta for inviavel, a
disponibilidade de tecidos linfoides, em
particular os linfonodos, permitira a
avaliagdo de lesdes pela histopatologia e a
deteccgdo de antigenos virais pela IHQ.
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