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RESUMO

O circovirus suino (PCV) estd distribuido mundialmente, e quatro espécies ja foram
identificadas em suinos: PCV1, PCV2, PCV3 e PCV4, dos quais 0 PCV1 é considerado ndo
patogénico, 0 PCV4 ainda esta em fase de elucidacéo sobre seu papel como causador de doenga
clinica; e os PCV2 e PCV3 sdo comprovadamente patogénicos. Entretanto, apesar de
pertencerem ao mesmo género, causam doencas diferentes. O PCV3 ja foi descrito em diversos
paises relacionado a aumento da mortalidade de porcas, falhas reprodutivas, sindrome da
dermatite e nefropatia suina, inflamacdo multissistémica, miocardite, sinais respiratérios e
gastrointestinais. O objetivo do presente estudo é descrever e caracterizar aspectos
epidemioldgicos, clinicos, patologicos da infeccdo por PCV3 em leitdes e fetos abortados no
Brasil, e descrever as caracteristicas moleculares do agente. Nessa tese estdo incluidos 5
manuscritos aborbando diferentes aspectos da infeccdo por PCV3 em suinos no Brasil, além de
uma patente, resultado do desenvolvimento da técnica de imunohistoquimica para auxiliar na
realizacdo do diagnostico de PCV3. Os dois primeiros manuscritos tiveram o objetivo de
descrever os achados epidemioldgicos e clinico-patoldgicos, bem como caracterizar
molecularmente o agente etioldgico envolvido, em casos de infeccdo por PCV3 em leitdes e
como causa de abortos no Brasil. O diagnostico foi confirmado através de técnica de
hibridizacdo in situ (ISH). O terceiro manuscrito apresenta o desenvolvimento inovador da
técnica de imunohistoquimica para o diagnéstico de PCV3, somado a descricdo de lesdes
microscopicas detalhadas de casos de infeccdo por PCV3 e carga viral. O quarto manuscrito
traz uma selecdo de apenas casos confirmados de PCV3 em leitdes, através da ISH, com
objetivo de esclarecer o tipo de resposta inflamatoria envolvida na infec¢do pelo agente. Esse
estudo foi conduzido com a realizacdo de técnicas de imunohistoquimica para Iba-1, CD20,
CD3 e também caspase 3. Os resultados demonstraram que a resposta inflamatéria que
predomina na infeccao por PCV3 é de histidcitos e linfocitos B. A apoptose ndo foi um achado
marcante. Esses achados contribuem para o auxilio a elucidacdo da patogenia da doenca. O
quinto manuscrito teve o objetivo de estudar e descrever lesdes musculares em leitdes com
doenca clinica associada a PCV3. Foram selecionados dois grupos de 22 leitdes cada, no grupo
1 foram selecionados leitdes neonatos ou abortados, com orelhas rotadas caudalmente e
fraqueza (grupo “throwback ears” TE) e no grupo controle leitdes provenientes das mesmas
propriedades, mas sem apresentacdo de nenhum sinal clinico. Ambos os grupos foram positivos
para PCV3 no gPCR, no entanto, os leitdes do grupo TE demonstraram lesbes microscopicas;
e a carga viral foi significativamente maior do que os leitdes do grupo controle. As lesdes
musculares esqueléticas e cardiacas foram significativamente maiores no grupo TE do que no
grupo controle.

Palavras-chave: doencas de suinos, doenca viral, PCV3, inflamacdo perivascular
multisistémica, vasculite, pneumonia, miocardite, miosite, imonohistoquimica.



ABSTRACT

The porcine circovirus (PCV) is spread worldwide, and four species have already been
identified in pigs: PCV1, PCV2, PCV3 and PCV4, of which PCV1 is considered non-
pathogenic; PCV4 is still in the phase of elucidation about its role as a cause of clinical illness;
and PCV2 and PCV3 are proven to be pathogenic. However, despite belonging to the same
genus, they cause different diseases. PCV3 has already been described in several countries
related to increased mortality in sows, reproductive failures, porcine dermatitis and
nephropathy syndrome, multisystemic inflammation, myocarditis, respiratory and
gastrointestinal signs. The aim of the present study was to describe and characterize
epidemiological, clinical and pathological aspects of PCV3 infection in piglets and aborted
fetuses in Brazil, and to describe the molecular characteristics of the agent. This thesis includes
5 manuscripts about different aspects of PCV3 infection in pigs in Brazil, in addition to a patent,
that is the result of the development of the immunohistochemical technique to aid in the
diagnosis of PCV3. The first two manuscripts aimed to describe the epidemiological and
clinical-pathological findings, as well as molecularly characterize the etiological agent involved
in cases of PCV3 infection in piglets and as a cause of abortions in Brazil. The diagnosis was
confirmed using the in situ hybridization (ISH) technique. The third manuscript presented the
innovative development of the immunohistochemical technique for the diagnosis of PCV3, in
addition to the description of detailed microscopic lesions of cases of PCV3 infection and viral
load. The fourth manuscript brings a selection of only confirmed cases of PCV3 in piglets,
through ISH, with the aim of clarifying the type of inflammatory response involved in the
infection by the agent. This study was conducted with immunohistochemical techniques for
Iba-1, CD20, CD3 and also caspase 3. The results showed that the inflammatory response that
predominates in PCV3 infection is histiocytes and B lymphocytes. Apoptosis was not a finding
memorable. These findings contribute to help elucidate the pathogenesis of the disease. The
fifth manuscript aimed to study and describe muscle injuries in piglets with clinical disease
associated with PCV3. Two groups of 22 piglets each were selected, in group 1 newborn or
aborted piglets with caudally rotated ears and weakness (throwback ears group TE) and in the
control group piglets from the same farms, but without any clinical signs. Both groups were
positive for PCV3 in gPCR, however, piglets in the TE group showed microscopic lesions; and
viral load was significantly higher than control piglets. Skeletal muscle and cardiac injuries
were significantly greater in the TE group than in the control group.

Keywords: swine diseases, viral disease, PCV3, multisystem perivascular inflammation,
vasculitis, pneumonia, myocarditis, myositis, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O género circovirus (Circoviridae), caracteriza-se por ser um virus pequeno (diametro
variando de 15-25 nm), ndo-envelopado, icosaédrico e com o genoma DNA circular de fita
simples (ROSARIO et al., 2017). O DNA viral possui pelo menos 3 functional open reading
frames (ORF): a ORF1 codifica as proteinas Rep envolvidas na replicagdo viral, a ORF2
codifica a proteina do nucleocapsideo (NC), e a ORF3 codifica a proteina que induz a apoptose
e esta envolvida diretamente na patogénese viral in vivo (GAGNON et al., 2007).

Circovirus estdo distribuidos mundialmente, e quatro espécies (PCV1, PCV2, PCV3 a
PCV4) ja foram descritas. O PCV-1 foi descoberto nos anos 1980, como um contaminante de
cultura celular, sem aparente impacto na saude animal (TISCHER et al. 1982). No final da
década de 1990, o PCV?2 foi descrito e relacionado a diferentes sindromes clinicas, como a
sindrome multissistémica do definhamento, pneumonia proliferativa necrosante e nefropatia e
dermatite dos suinos (CHEUNG 2003; OPRIESSNIG, MENG & HALBUR, 2007; HANSEN
et al. 2010). No Brasil, o PCV2 foi diagnosticado pela primeira vez pela Embrapa Suinos e
Aves, Santa Catarina, em 2000 (ZANELLA et al. 2003). Desde entdo, a circovirose causada
por PCV2 é reconhecida em rebanhos suinos dos principais estados produtores brasileiros, e
com enorme impacto econdmico negativo. O PCV4 ainda estad em fase de elucidacdo sobre seu
papel como causador de doenga clinica (ZHANG et al. 2020).

PCVa3 foi detectado originalmente em 2015, nos EUA, em uma granja com mortalidade
elevada em porcas, abortos e sinais clinicos compativeis com sindrome da dermatite e
nefropatia suina (PALINSKI et al. 2017). Quase concomitantemente, outro grupo de pesquisa
dos EUA descreveu PCV3 em 3 suinos de diferentes idades, variando de 3 a 9 semanas, com
inflamacéo multissistémica e miocardite (PHAN et al. 2016). Desde entéo, o virus ja foi descrito
em muitos paises da Europa (FUX et al. 2018, FACCINI et al. 2017, FRANZO et al. 2018,
KWON et al. 2017, YE et al. 2018, KU et al. 2017), Asia (HAYASHI et al. 2018, KIM et al.
2018, ZHAO et al. 2018, STADEJEK et al. 2017, YUZHAKOQV et al. 2018, KEDKOVID et al.
2018) e no Brasil (TOCHETTO et al. 2018; SANTO et al. 2020).

Outras apresentacBes clinicas/patologicas também foram descritas e associadas a
infeccdo por PCV3, como disturbios respiratérios, gastrointestinais e neuroldgicos (ZHAI et al.
2017). Entretanto, na maioria dos estudos ndo ha diagndstico completo e definitivo, mas apenas
a deteccdo do genoma viral em varios suinos afetados por diferentes sinais clinicos. Embora o

genoma viral tenha sido detectado nos diferentes 6rgaos de suinos, isso ndo comprova seu papel



como causa das doencas descritas como relacionadas a PCV3. O virus também foi detectado
em suinos aparentemente saudaveis (PALINSKI et al 2017; Zheng et al 2017; FRANZO et al
2018), sendo dificil concluir sobre o potencial patogénico e o impacto econémico da infeccao
por PCV3 em suinos, devido a dificuldade de comprovacdo do diagndstico.

Contudo, recentemente, nos Estados Unidos, comprovou-se a associagdo do PCV3 com
falhas reprodutivas, encefalite e miocardite in leitdes perinatais, e sindrome da dermatite e
nefropatia e periarterite, pela demonstracdo da replicacdo do virus em diversos 6rgaos de suinos
doentes e de fetos abortados através da hibridizacdo in situ (ARRUDA et al. 2019).

Com o aumento da producédo suina, o risco de aparecimento de doengas emergentes
aumenta, principalmente através da introducdo de material genético (animais reprodutores e
sémen) e graos importados. Ha necessidade do reconhecimento clinico destas enfermidades
pelos médicos veterinarios para permitir um diagnostico definitivo e com isso uma acdo de
controle, eliminacgéo e prevencéo de disseminacéo da doenca no rebanho. O exame post-mortem
é essencial para o diagndstico da enfermidade, e a realizacdo de exame histoldgico e de exames
complementares, como testes imuno-histoquimicos e moleculares, aumenta as chances de
diagnostico definitivo e acurado, auxiliando os médicos veterinarios a combaterem a
enfermidade, e avaliar o impacto econémico que o virus causa sobre as perdas neonatais e falhas
reprodutivas no rebanho suino do Brasil.

Os objetivos desse estudo foram realizar a caracterizacdo epidemiolégica, clinica e
patoldgica de leitdes e abortos com doenca clinica associada a PCV3 e desenvolver inovadora

técnica de imunohistoquimica para auxiliar no diagnostico da doenca.



2. ARTIGOS CIENTIFICOS
Os materiais e métodos aplicados, os resultados e as discussfes da pesquisa serdo apresentados

em cinco artigos cientificos.

Artigo 1: A putative PCV3-associated disease in piglets from Southern Brazil

Artigo 2: PCV3-associated reproductive failure in pig herds in Brazil

Artigo 3: Porcine circovirus type 3: immunohistochemical detection in lesions of naturally

affected piglets

Artigo 4: Immunophenotype of the inflammatory response in neonatal piglets with naturally

PCV3-associated disease

Artigo 5: Muscular lesions in piglets with PCV3-associated disease



w

. CONSIDERACOES FINAIS

O PCV3 foi comprovadamente associado ao quadro clinico-lesional em leitGes e como
causador de abortos pela primeira vez no Brasil.

Os leitdes afetados apresentavam dispneia, orelha rotada caudalmente e fraqueza.
Macroscopicamente, os leitdes apresentam orelhas rotadas caudalmente e pulmdes
vermelhos e ndo-colabados.

Microscopicamente, os leitGes apresentam periarterite linfohistiocitica multissistémica, as
vezes com vasculite, pneumonia intersticial linfohistiocitica, gliose, miocardite e miosite.
Através da arvore filogenética montada com o resultado do sequenciamento da ORF2 do

virus, identificou-se o clade PCV3a, e os putativos PCV3b e PCV3c.
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