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RESUMO

Objetivou-seavaliar o percentual de casos suspeitos de circovirose a histologia que realmente
estavam relacionados a esta doenga, baseado na imunoistoquimica, e avaliar a intensidade,
freqiiéncia e distribuicdo de antigenos virais em lesdes histologicas de diferentes 6rgaos. Foram
utilizados 133 casos darotina com lesdes histolégicas sugestivas de circovirose suina em diferentes
6rgaos. A técnica deimunoistoquimica para PCV2 foi padronizada utilizando anticorpo policlonal
produzido em suino com dilui¢des variando de 1:100 a 1:2500. Todas as amostras dos 133 casos
foram submetidas a esta coloracdo imunoistoquimica e foi realizada avaliagado da freqiiéncia de
casos positivos e negativos para PCV2. Também foi avaliada a freqiiéncia de marcacdo de cada
6rgao submetido a imunoistoquimica e a intensidade de marcagdo dos 6rgaos nesta técnica.
Oitenta e dois casos (61,7%) apresentaram marcagdo positiva para PCV2. Linfonodos foram os
6rgaos mais freqiientemente acometidos pela infecgdo, 66 casos (56,9%), seguidos por intestinos
(55,5%), rins (46,6%), pulmdes (37,5%), bago (34,4%) e figado (26,6%). Apesar de ter sido pequeno
o nimero de casos com amostras de intestino, chama a atencdo a elevada freqiiéncia de
acometimento deste 6rgdo. Demonstrou-se claramente a necessidade da confirmagao da suspeita
histolégica pela técnica de imunoistoquimica.
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ABSTRACT

RETROSPECTIVESTUDY OF PORCINE CIRCOVIRUS2 ASSOCIATED DISEASES DIAGNOSED
BY IMMUNOHISTOCHEMICAL TECHNIQUE. The aim of this study was to evaluate the accuracy
of routine hematoxylin and eosin histology stain to diagnosis circovirosis, compared to
immunohistochemistry, and to evaluate the intensity and frequency of PCV2 infectionin different
organs. One hundred thirty-three routine histologic cases with circovirosis-suggestive lesions in
different organs were used. A porcine anti-PCV2 polyclonal antibody was used for optimizing
an indirect immunohistochemistry (IHC) technique with dilutions ranging from 1:100 to 1:2500.
This IHC stain was performed in all studied cases for detection of positive and negative samples.
Intensity of infection was also determined in each organ. Eight-two cases were positive for PCV2
by IHC. Infection was most often detected inlymphnodes, 66 cases (56.9%), followed by intestines
(55.5%), kidneys (46.6%), lungs (37.5%), spleen (34.4%) and liver (26.6%). Despite of the reduced
number of intestine samples (n =9), the high frequency of infection in this organ was surprising.
Theresults clearly demonstrated theneed for IHCin order to confirm routine histologic cases with
suspicion of circovirosis.

KEY WORDS: Swine, circovirus type 2, circovirosis, immunohistochemistry.

As enfermidades associadas ao PCV2 sdo a da
sindrome de refugagem multissistémica, a sindrome
da dermatite e nefropatia sufnas, pneumonia
proliferativa e necrotizante, traqueite necrotizante,
sindrome do tremor congénito, miocardite fetal, fa-

lhas reprodutivas [DARwICH et al., 2004) e enterite
granulomatosa (Imaret al.,2006). No Brasil, os primei-
ros casos de circovirose foram descritos em Santa
Catarina (ZaNELLA ef al., 2006) e, desde entdo, vém
crescendo rapidamente, principalmente no sul do
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pais. Apesardisto,aindasdoescassasasinformacoes
e a caracterizagdo da doenca no Estado de Minas
Gerais.

Fato que continua intrigando a comunidade cien-
tifica sdo os varios possiveis mecanismos envolvidos
no desencadeamento ou manifesta¢do clinica da
circovirose, uma vez que animais positivos para a
presencadovirus podemnéaoapresentarnenhumdos
seus sintomas (ALLAN;ELLIS,2000). A simples presenca
do virus ndo necessariamente indica ou induz a
enfermidade. Dessa forma, técnicas moleculares como
a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em teci-
dos, por serem muito sensiveis, ndo apresentam boa
correlagdo com a enfermidade (PiNTo, 2004). Baseado
neste fato, pesquisadores da Universidade Autono-
ma de Barcelona (SorpeN, 2000; QuINTANA et al., 2001
citados por SEGALEs et al., 2004) sugeriram o diagnoés-
tico da enfermidade fundamentado na intensidade
delesdeshistolégicas observadas em érgaoslinféides
comolinfonodos, bago e timo, associadaa quantidade
de virus intralesional.

As principais lesdes histolégicas observadas
em tecidos linféides sdo marcante deplecao de
células da linhagem linfocitica, influxo de células
do sistema monocitico fagocitario (macréfagos, cé-
lulas reticulares) e, em alguns casos, presenca de
células sinciciais e gigantes. Esporadicamente, é
possivel a visualizagdo de corptisculos de inclusao
anfofilicos intracitoplasmaticos em histidcitos.
Apesar de serem lesdes sugestivas de circovirose
suina, estas ndao sao exclusivas desta enfermidade.
Desta forma, a deteccdo do agente e avaliacdo da
quantidade viral sdo aspectosimportantes do diag-
nostico.

O PCV2 pode ser detectado através da técnica de
imunoistoquimica ou hibridizagao in situ (ROSELL et
al., 1999). O protocolo de diagnéstico proposto por
SEGALESs et al. (2004) foi amplamente aceito e usado
como conduta padrdo. Entretanto, a técnica de
hibridizacao in situ é laboriosa, requer treinamento
especifico e tem custo consideravel. Além disto, apds
cuidadosa padronizagdo e teste de amostras positi-
vas utilizando estas duas técnicas, McNEILLY et al.
(1999) detectaram um maior ntimero de células posi-
tivas e com maior intensidade de marcacgéao utilizan-
do a IHQ nos levando a concluir, portanto, que esta
técnica seria a opgdo mais indicada. Contudo, a
disponibilidade de anticorpos contra o PCV2 é limi-
tada, o que forcou diagnésticos clinicos simplesmen-
te presuntivos ou baseados apenas no aspecto
histolégico das lesdes

Neste trabalho, os casos da rotina do Setor de
Patologia da Escola de Veterinaria da UFMG, no ano
de 2005, que tinham lesdes histolégicas sugestivas de
circovirose suina foram submetidos a coloragéo de
imunoistoquimica, com a finalidade de reconhecer o

percentual de casos suspeitos que realmente estavam
relacionados a esta sindrome e avaliar a intensidade
efreqiiéncia deantigenos virais emlesdes histologicas
de diferentes 6rgaos.

Foram analisados 133 casos da rotina com lesdes
histolégicas sugestivas de circovirose suina em diver-
sos 6rgaos (baco, figado, linfonodo, intestino delgado,
pulmao erim). Neste material foi aplicada a técnica de
imunoistoquimica indireta para deteccao de PCV2,
padronizada em nosso laboratério. Avaliou-se a fre-
qiiéncia de casos positivos e negativos para PCV2; a
freqiiéncia de marcacdo do total de cada 6rgao e a
intensidade de marcagdo dos érgdos nesta técnica que
foi classificada de 1 a 4, sendo 1 marcagao focal leve e
4 marcagdointensaedifusacitoplasméticaenuclearde
células mononucleares segundo Krakowka et al. (2005).

A técnica de imunoistoquimica indireta foi pa-
dronizada utilizando-se como anticorpo primario
soro policlonal de origem suina, especifico contra
PCV2 (VMRD, cat. 210-70-PCRV), para o qual foram
testadas varias dilui¢des (1:100 até 1: 2500). Como
anticorpos secundarios foram testados anti-IgG de
suino (Sigma, cat. A-9417) e proteina G (Sigma, cat.
P-8170), ambas conjugadas com peroxidase nas di-
lui¢des de 1:1000 a 1:5000 e de 1:500 a 1:2000, res-
pectivamente. A revelagdo foi feita com solugdo de
cromdégeno amino-etil-carbazol (AEC) e o contraste
com hematoxilina. Para o bloqueio de reagdes ines-
pecificas foi utilizado leite em p6 desnatado a2,5%
em PBS e a recuperacdo antigénica com solugdo de
proteinase K (Gibco BRL, cat. 25530-015), a concen-
tracdo de 0,05%.

Como controle positivo utilizaram-se blocos de
parafina com fragmentos de intestino e linfonodos de
suinos, fortemente positivos pela técnica de
hibridizagao in situ, gentilmente cedidos pelo profes-
sor Joaquim Segalés, da Falculdad Auténoma de Ve-
terindria de Barcelona, Espanha. Blocos de fragmen-
tos de linfonodo de suinos negativos para PCV2,
através da técnica de nested PCR (PiNTo, 2004), foram
utilizados como controles negativos.

Observou-se queadiluicdo dosoro policlonal com
melhores resultados foi de 1:200 e as melhores dilui-
¢Oes da proteina G e anti-IgG de suino foram 1:2500
e 1:1000, respectivamente. Ndo houve diferenca de
intensidade ou especificidade de marcacao utilizan-
do o anticorpo secundario anti-IgG de suino ou a
proteina G.

Dos 133 casos com lesdes sugestivas de circovirose
suina submetidos a imunoistoquimica, 82 (61,7%)
apresentaram marcacdo positiva para PCV2 (Tabela
1). Linfonodos foram os 6rgdos mais freqiientemente
enviados e avaliados em casos suspeitos de
circovirose suina (87.2%), seguidos por pulmao
(36,1%), baco (24,1%), rim (22,6%), figado (11,3%) e
intestinos (6,8%).
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Tabela1 - Freqiiéncia e intensidade de marcacéo positiva naimunoistoquimica (IHQ), variando entre infec¢do discreta
(+), moderada (++), grave (+++) e muito grave (++++), em cada 6rgdo avaliado.

Orgao Casos avaliados  Positivos aIHQ  Positivos (%)  Casos com diferentes graus de marcagdo
++++ +++ ++ +
Linfonodo 116 66 56,9% 5 14 33 14
Intestino 9 5 55,5% 0 2 3 0
Rim 30 14 46,6% 0 1 4 9
Pulmao 48 18 37,5% 1 4 7 6
Bago 32 11 34,4% 0 6 2 3
Figado 15 4 26,6% 0 2 1 1
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Fig.1-Intensidade de marcacdo para PCV2 (1+ discreta; 2+ moderada; 3+ grave: e4+ muito grave), em diferentes 6rgaos
com lesdao compativel com PCV2AD utilizando a técnica de imunoistoquimica indireta.

A intensidade de marcagdo por 6rgdo avaliado trabalhos anteriores que enfatizam a necessidade da
mostrouque oslinfonodostiveramamaior freqiiéncia deteccaointralesional deantigeno ou DNA viral para
de marcagdes intensas (7,6% dos casos positivos), firmar diagnoéstico desta enfermidade (SEGALEs et al.,
classificadasem grau4. Emrelacdo aos outros 6rgéos 1997; ZANELLA et al., 2006). Sdo duas as possiveis
avaliados, observou-se que maioria das marcagoes foi explicacOes para este baixo percentual de confirma-
discreta (28%) classificada em grau 1 ou moderada ¢do da enfermidade em fragmentos com lesdes
(67%), graus 2 e 3 (Fig.1). A avaliacdo dos escores da histolégicas compativeis. A primeira delas sdo os
IHQ é importante, pois, juntamente com a severidade casos de lesdes cronicas ou de animais convalescen-
e distribui¢do das lesdes histoldgicas, tem sido dire- tes que ndo mais apresentam o virus ou tém pequenas
tamente associadacoma quantidade de virus presen- quantidades de antigeno nos tecidos que ndo sdo
te no material e correlacionada com a ocorréncia da detectados pela técnica deimunoistoquimica (CORREA
doenca no hospedeiro (Krakowkaet al.,2005). No caso et al., 2006).
do nosso estudo, como ndo disptinhamos das infor- A segunda estd associadaa patologias ou doencas
magoes clinicas dos animais estudados, ndo foi pos- outras que poderiam provocar lesdes histolégicas
sivel observar esta correlagéo. semelhantes as observadas na circovirose suina. Em

O fato de somente 61,7% dos casos suspeitos de casos de pneumonia intersticial, enfermidades como
circovirose suina terem sido confirmados por imu- sindromereprodutiva erespiratdriasuina (PRRS), até
noistoquimica é de extrema relevancia e corrobora onde se sabe exética no Brasil, influenza suina e a
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Doenga de Aujeszky poderiam induzir lesdes seme-
lhantes. Leptospira sp. e micotoxinas, como
Ocratoxina, podem provocar nefrite intersticial, e
condi¢des imunosupressoras como a enfermidade
pestesuinacldssicaemicotoxinas (T2 e fumolisinas)
poderiam causar deplecdo linféide STtraw et al.,
2006). Finalmente, enterocolites com aspecto
macroscépico semelhante ao de enteropatia
proliferativa, causada por Lawsonia intracellularis,
vemsendo freqiientemente associadas unicamente &
infecgdo por PCV2 (Jensenet al., 2006). Desta forma,
devem ser executados testes outros para eliminar a
possibilidade do envolvimento de outros importan-
tes agentes infecciosos ou toxinas.

A maior freqiiéncia de marcagdo antigénica em
linfonodos era umresultado esperado, corroborando
a literatura (RostLL et al., 1999; SEGALEs et al., 2004;
CorrEa et al., 2006). Apesar da baixa casuistica de
amostras de intestino estudada, somente nove frag-
mentos, a percentagem de amostras positivas e com
marcacdo moderada (graus 2ou 3), foi expressiva
(55,5%). Conforme relatado porJensenet al. (2006),nos
casos de diarréia em animais em crescimento,
enterocolites associadas ao PCV2 devem necessaria-
mente ser consideradas no diferencial. Desta forma,
animais com quadro clinico de diarréia, em granjas
suspeitas de estarem passando por um surto de
circovirose suina, fragmentos de intestino, principal-
mente {leo e célon proximal que acumulam maior
quantidade de nédulos linféides (placas de peyer),
devem ser enviados para exame histopatolégico e
imunoistoquimico para PCV2.

Como a circovirose suina continua sendo um im-
portante problema para a suinocultura brasileira,
métodos diagnodsticos sensiveis e rdpidos se fazem
necessarios para confirmagdo da enfermidade. De-
monstrou-se claramente a necessidade da confirma-
¢do da suspeita histolégica pela técnica de
imunoistoquimica, uma vez que somente pouco mais
de 60 % dos casos suspeitos foram positivosao PCV2.
Além disto, alerta-se para a possibilidade de outros
agentesoucondi¢des mimetizaremlesdeshistologicas
em diferentes 6rgaos. Apesar de ndo dispormos de
informagdes clinicas dos animais avaliados neste
estudo, notou-se que o envio e avaliacao de amostras
de intestino, nos casos onde a diarréia é evidente, é
indicado.
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