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RESUMO

Um total de 96 cdes com lesdes macroscépicas sugestivas de parvovirose canina
foram necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul no periodo de marco de 2005 a novembro de 2006. Tecidos destes
caninos foram analisados através de histologia e imunoistoquimica. Aumento das placas
de Peyer do intestino delgado e hiperemia da mucosa intestinal foram os achados
macroscopicos mais observados. O intestino revelou enterite necrética em 77% dos cées
analisados. Entretanto, 17,7% das alteracBes histolégicas do intestino delgado ficaram
prejudicadas pela aut6lise, dificultando o diagndstico. O teste de imunoistoquimica foi
realizado em cortes de intestino delgado, linfonodo mesentérico, timo, baco, tonsila,
lingua e medula 6ssea em todos 0s 96 casos selecionados e foi positivo em 91,6% dos
caes necropsiados. O intestino delgado obteve melhor resultado, obtendo-se marcacgdes
em 77% (74/96) dos casos. A andlise final do exame paramétrico de Fisher demonstrou
uma fraca associacao entre autolise intestinal e resultado positivo da imunoistoquimica
onde as chances de um intestino delgado autolisado apresentar resultado positivo na
imunoistoquimica é 0,33 vezes menor (OR= 0,33; 95%IC: 0,10-1,17) quando
comparada a um intestino delgado ndo autolisado.



ABSTRACT

A total of 96 dogs with gross lesions suggestive of canine parvovirus infection
were selected and necropsied in the Faculty of Veterinary Medicine, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, between march 2005 to november 2006. The main gross
lesions were enlargement of the Peyer’s patches in the small intestine and hyperemia in
the intestinal mucosa. Microscopically, the small intestine showed necrotizing interitis
in 77% of the dogs examined. However, in 17,7% of the histological lesions in the small
intestine were damaged by autolysis making it difficult to obtain an appropriate
diagnosis. The immunohistochemistry test was performed in tissues of small intestine,
mesenteric lymph nodes, thymus, spleen, tonsils, tongue and bone marrow in all the 96
selected cases. Parvovirus antigen was detected in 91,6% of the dogs necropsied. The
best result of the IHC test was seen in samples of small intestine which was positive in
77% of the cases. The statistical analysis (Fisher test) showed a weak association
between intestinal autolysis and positive result of the IHC test. The chance of the
autolysed intestine showing a positive result in the immunohistochemistry test was 0,33
less (OR=0,33; 95% CI:0,10-1,17) when compared with an small intestine not

autolysed.
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1. INTRODUCAO

Enterite consiste na inflamacgdo do intestino por diferentes causas, podendo
atingir todas as partes do trato intestinal ou somente atingir o intestino delgado (;
HUNT; KING, 2000). Quando acomete todo o trato digestivo inferior € denominada de
gastroenterite (JONES; HUNT; KING, 2000). Como consequéncia, o principal sinal da
enterite € o surgimento de diarréia que se caracteriza pela maior quantidade de liquido
nas fezes, aumento no nimero de defecagdes e eliminagdo de maior volume de fezes
(BATTERSBY; HARVEY, 2006).

As enterites constituem uma importante parcela entre as doencas que acometem
0s caninos, sendo os cdes mais jovens 0os mais atingidos (BATTERSBY; HARVEY,
2006). Inimeros agentes estdo associados a esta doenca, como virus, bactérias, fungos,
protozoarios e helmintos (HALL; GERMAN, 2005). No final dos anos setenta, o
parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) ganhou destague como agente etiologico de enterites
em cées jovens, ocasionando altas taxas de morbidade e mortalidade (CARMICHAEL;
APPEL, 1980). O CPV-2 é responsavel pela ocorréncia de duas formas clinicas, a
enterite necrdtica e a miocardite (CARMICHAEL; APPEL, 1980; MULVEY et al.,
1980). Os sinais encontrados na forma entérica e na forma cardiaca da parvovirose
canina estdo relacionados a necessidade do CPV-2 em atingir células com alta taxa de
mitose para multiplicar-se, provocando intensa enterite necrdtica, necrose de tecidos
linféides e miocardite (APPEL et al., 1978, HAYES; RUSSEL; BABIUK, 1979).

Inimeros estudos foram desenvolvidos no final dos anos setenta e inicio dos
anos oitenta envolvendo os achados patoldgicos provocados pelo CPV-2, desta forma
fornecendo dados para o diagndstico post-mortem (NELSON et al., 1979; PLETCHER
etal., 1979; MEUNIER et al., 1985a). O diagnostico microscopico da enterite por CPV-
2 € baseado na identificacdo das lesdes de enterite necrotica e de rarefacdo linfoide em
diferentes orgdos (APPEL et al.,, 1979). Entretanto, em alguns casos a andlise
histolégica ndo pode ser realizada devido a presenca de lesGes inespecificas ou pela
autolise avancada. Isto gerou a necessidade de buscar uma técnica alternativa de
diagnostico que pudesse auxiliar a microscopia, concluindo assim o diagndstico.
Diversas técnicas de diagnostico tém sido desenvolvidas com o objetivo de identificar o
CPV-2 em amostras de tecidos de cdes. No Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da

UFRGS a técnica de imunoistoquimica em material incluido em parafina esta sendo
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utilizada, possibilitando a identificacdo de agentes infecciosos em tecidos, entre eles o
CPV-2.

No Brasil, o CPV-2 foi identificado pela primeira vez em 1979 em um cdo com
gastroenterite hemorragica (HAGIWARA et al., 1980). Na Faculdade de Veterinaria da
UFRGS, o primeiro diagndstico de parvovirose canina, utilizando-se a
imunofluorescéncia direta, ocorreu em agosto de 1980 em um canino de 35 dias de
idade (MOOJEN et al., 1992). Desde entdo, alguns artigos tém sido publicados no
Brasil referentes ao assunto envolvendo métodos de diagnostico, relato de casos,
soroprevaléncia e a identificacdo das cepas de CPV-2 na populacdo com parvovirose
canina (PEREIRA et al., 2000, HEADLEY; SAITO, 2003; COSTA et al., 2005;
DEZENGRINI et al., 2007). Em um recente estudo de soroprevaléncia envolvendo 817
cées na Cidade de Santa Maria — RS, anticorpos de CPV-2 foram observados em 68,7%
dos animais, sendo o agente mais prevalente na populacdo canina avaliada
(DEZENGRINI; WEIBLEN; FLORES, 2007).

As doencas virais de cdes possuem grande importancia dentre os diagnosticos
realizados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (SPV-UFRGS). Onde no periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2004, 70,6%
(229/324) dos diagnosticos envolvendo doengas virais foram atribuidos a parvovirose
canina, justificando a importancia do estudo desta enfermidade pelo SPV-UFRGS.

Tendo em vista o grande numero de cdes enviados ao SPV-UFRGS com
parvovirose canina, 0 presente estudo visa caracterizar os achados de necropsia,
histopatoldgicos e imunoistoquimicos de cdes infectados por este agente.
Adicionalmente, durante a rotina do SPV observou-se que em alguns cdes com autolise
ou achados inespecificos, as lesbes microscopicas caracteristicas da parvovirose canina
ndo podem ser identificadas. O intestino delgado na histologia é o principal 6rgéo para o
diagnostico da parvovirose canina. Porém, a grande concentracdo de bactérias e de
enzimas ocasiona uma autdlise precoce, dificultando o diagndstico histolégico em
alguns casos (STRAFUSS, 1988). Além disso, as lesbes freqlientemente ndo sdo
disseminadas por toda a mucosa e fragmentos coletados podem n&o representar
exatamente as alteracfes a serem pesquisadas. Sendo assim surgiu a necessidade de
desenvolver no setor a técnica de imunoistoquimica como um método auxiliar no
diagnostico, especialmente naqueles casos em que as lesGes histolégicas observadas
pela microscopia Optica ficaram prejudicadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parvovirus

A familia Parvoviridae é formada por duas subfamilias, a subfamilia
Parvovirinae e a Densovirinae (COETZER; TUSTIN, 2004). Os virus da subfamilia
Densovirinae infectam insetos (JONES et al., 2000). A subfamilia Parvovirinae é
representada por trés géneros Parvovirus, Erythrovirus e Dependovirus (virus associado
a um adenovirus para poder replicar) (JONES ; HUNT; KING, 2000).

Os parvovirus sdo conhecidos patdgenos de passaros, caes, roedores, suinos,
bovinos, doninhas (mustelideo da América do Norte), gatos e humanos (TIMONEY et
al., 1988; HUEFFER; PARRISH, 2003; YOUNG; BROWN, 2004). Entre as citadas, a
parvovirose felina foi a mais conhecida e estudada das parvoviroses até o final dos anos
setenta, sendo a primeira doenca viral especifica de gatos a ser associada a presenca de
um virus (KAHN, 1978).

Em 1928, o virus da panleucopenia felina (FPV) foi o primeiro agente viral de
gatos a ser associado com grave enterite viral levando a alta taxa de morbidade e
mortalidade (KHAN, 1978; SHERDING, 1994). A patogenia do FPV esta associada ao
tropismo viral em atingir células com alta taxa de replicagdo (PARRISH; KAWAOKA,
2005). Desta forma, as células epiteliais intestinais, linféides e da medula 6ssea, que
possuem altas taxas de mitoses, sdo infectadas e necrosam pela presenca do parvovirus,
provocando uma enterite necrética e panleucopenia (CARLSON; SCOTT, 1977;
CARLSON; SCOTT; DUNCAN, 1978; KAHN, 1978). Outro tipo de lesdo ocorre em
fetos felinos e em neonatos, onde a infeccdo provocada pelo FPV provoca hipoplasia
cerebelar (KILHAM; MARGOLIS; COLBY, 1971; PODELL, 1994). O virus atinge as
células da camada granular do cerebelo e células de Purkinje, que estdo em alta taxa de
replicagdo celular, e sdo destruidas impedindo o desenvolvimento do cerebelo
(POLLOCK; POSTORINO, 1994). Este ficara hipoplasico pela reduzida camada
granular e menor quantidade de células de Purkinje (STORTS, 1998). A infeccédo
uterina com o FPV também pode ocasionar abortos e natimortalidade (KHAN, 1978).

Um outro parvovirus conhecido entre os animais domésticos € o parvovirus
canino tipo 1 (CPV-1) ou minute parvovirus of canines (MVC) (JONES; HUNT; KING,

2000). Este parvovirus foi isolado primeiramente em 1967 nas fezes de caninos e é
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antigenicamente diferente do parvovirus canino tipo 2 (BINN et al., 1970;
CARMICHAEL et al.,, 1994). O MVC ocasiona pneumonia intersticial, enterite
mononuclear discreta, miocardite e reabsorcdo embrionaria (CARMICHAEL;
SCHLAFER; HASHIMOTO, 1994).

O parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) é atualmente um importante agente de
enterites em cdes jovens. O virus causa graves lesdes entéricas pela ocorréncia de
necrose do epitélio intestinal e linfopenia como resultado da intensa necrose de tecidos
linféides (CARMICHAEL; APPEL, 1980).

O parvovirus suino (PPV) € uma causa comum de falhas reprodutivas em suinos.
Sua ocorréncia esta associada a inumeros problemas reprodutivos: abortos,
mumificacdes fetais, morte embrionaria, infertilidade e natimortalidade (BOLT et al.,
1997; WILHELM et al., 2006). Microscopicamente, sdo encontradas miocardites,
meningoencefalites e nefrites nos fetos abortados e neonatos (VAN LEENGOED et al.,
1983). Sua seqiéncia genética é semelhante em 57% dos aminoacidos do CPV-2
(SIMPSON et al., 2002).

Em bovinos, o parvovirus bovino (BPV) causa enterite em bezerros, com uma
diarréia transitoria e de baixa gravidade, porém em alguns casos pode provocar enterites
fatais (JONES; HUNT; KING, 2000). O BPV também foi isolado em casos de
conjuntivites, abortos e em animais com alteracdes respiratdrias (TIMONEY et al.,
1988). Diferentes tipos de parvovirus bovino foram identificados (BPV-1, BPV-2 e
BPV-4) (STORZ et al., 1978).

O parvovirus que acomete seres humanos é denominado de parvovirus humano
B19 (HPVV B19) (YOUNG; BROWN, 2004). A lesdo mais conhecida provocada pelo
HPVV B19 é o eritema infeccioso, sendo mais observado em criangas (FILHO;
AZULAY, 2006). O eritema infeccioso causa lesdes cutaneas eritematosas e
eritematopapulosas ndo pruriginosas em diferentes partes do corpo e com rapida
recuperacdo (FILHO; AZULAY, 2006). Este virus também causa artrite nos adultos,
anemia severa em fetos, anemias transitérias em adultos e anemia crénica em pacientes
imunocomprometidos (YOUNG; BROWN, 2004; FILHO; AZULAY, 2006).

Diferentes parvovirus em animais sdo identificados em outras espécies, por
exemplo: 0 parvovirus que causa enterite em martas, parvovirus em ratos (causa
hepatite, hipoplasia cerebelar e encefalopatia hemorrégica) e o virus diminuto de
camundongos que causa nanismo e hipoplasia cerebelar (JONES; HUNT; KING, 2000).
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2.2 Parvovirus canino

2.2.1 Histdrico e origem

A parvovirose canina (CPV-2) foi identificada pela primeira vez em agosto de
1978 por pesquisadores do Cornell Research Laboratory for Diseases of Dogs (APPEL
et al., 1978). Este laboratorio foi requisitado por veterinarios e criadores pela ocorréncia
de inimeros casos de gastroenterites que se apresentaram em diferentes locais dos
Estados Unidos da América (EUA) (APPEL et al., 1978). Cdes com menos de 5 meses
de idade foram os mais acometidos apresentando graves quadros de diarréia, com alta
taxa de morbidade e mortalidade (APPEL et al., 1978). Suspeitas iniciais indicavam o
coronavirus canino, porém através da microscopia eletrénica do material fecal destes
caninos, revelou-se a presenca de pequenos virus que frequentemente formavam
agregados, sendo morfologicamente compativeis com um virus do género parvovirus
(APPEL et al., 1978). Quase que simultaneamente mortes também foram identificadas
no Canada, Australia e na Inglaterra associadas a enterites por parvovirus (WALKER et
al., 1980; CARMICHAEL, 2005).

Apos esta identificacdo inicial, estudos foram realizados para determinar a
presenca do CPV-2 no periodo anterior a 1978 (TRUYEN et al., 1995). Com base em
estudos retrospectivos, determinou-se que o CPV-2 surgiu na Europa no inicio dos anos
setenta e rapidamente se espalhou pelo mundo, em um periodo de um a dois anos
(KOPTOPQULOS et al., 1986). No Brasil, o parvovirus canino foi identificado pela
primeira vez em 1979 (HAGIWARA et al., 1980).

Juntamente com os relatos de enterites pelo parvovirus canino, casos de mortes
stbitas associado a presenca de miocardites em caninos de menos de 8 semanas foram
observados nos EUA e no Canada (HAYES; RUSSEL; BABIUK, 1979; JEZYK;
HASKINS; JONES, 1979). Sendo logo comprovada a presenca do CPV-2 também
como agente causador de miocardite (HAYES; RUSSEL; BABIUK, 1979; JEZYK,
HASKINS; JONES, 1979). As ocorréncias simultaneas de miocardites mononucleares
com achados de enterite foram ambas associadas ao CPV-2 (CARPENTER et al.,
1980).

A primeira cepa identificada em 1978 foi classificada como CPV-2 (parvovirus
canino tipo 2) (APPEL et at., 1978). Durante os anos de 1980 e 1981 um novo tipo

antigénico foi observado, o parvovirus canino tipo 2a (CPV-2a). Com o surgimento da
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nova cepa, tanto cdes vacinados como ndo vacinados foram acometidos pela
parvovirose (CARMICHAEL, 2005). Comparativamente com 0s sinais observados com
a cepa original, a nova cepa causou enterites hemorragicas mais graves, onde muitos
animais entravam precocemente em choque e morriam ap0s 0s primeiros sinais
(CARMICHAEL, 2005). Outra variante antigénica emergiu em 1984 nos EUA, sendo
nomeado de parvovirus canino tipo 2b (CPV-2b) (PARRISH et at., 1988). Atualmente a
maioria dos trabalhos que sdo publicados sobre o parvovirus canino, envolve a
capacidade de mutacdo e evolucdo do parvovirus (BUONAVOGLIA et al, 2001;
MARTELLA et al., 2005). Seguindo esta idéia, nova cepa foi identificada na Itélia,
Vietnd e Espanha (MARTELLA et al., 2004; NAKAMURA et al., 2004; DECARO et
al., 2006a; DECARO et al, 2006b). Este parvovirus mutante, o parvovirus tipo 2 Glu-
426, que também foi denominado de CPV-2c, consiste na substituicdo de apenas um
amino&cido, do aminoacido Asp-426 pelo Glu-426 (NAKAMURA et al., 2004).

Durante anos a origem do parvovirus canino tem sido discutida. Uma
possibilidade inicial é que o CPV-2 tenha surgido de uma mutacdo do parvovirus felino
(virus da panleucopenia felina) (PARRISH, 1995). A evolugdo do CPV-2 a partir do
FPV é reforcada pela similaridade genética entre os dois virus, cerca de 99% do DNA é
igual (HUEFFER; PARRISH, 2003). A diferenca genética entre o parvovirus felino, a
primeira cepa do parvovirus canino e as variantes do parvovirus (CPV-2a e CPV-2b) é
de poucos aminoacidos na proteina VP, (MARTELLA et al., 2005). A ampla utilizacéo
de vacinas vivas do FPV para a prevencdo da panleucopenia felina possibilitou o
surgimento da teoria que FPV tenha mutado e originado o parvovirus canino
(TRATSCHIN et al., 1982). Entretanto, esta teoria foi abandonada através de estudo
genético envolvendo o parvovirus canino e o parvovirus felino (TRUYEN et al., 1998).
Atualmente as idéias que o CPV-2 tenha surgido ndo diretamente do FPV, mas de um
parvovirus ancestral muito semelhante ao FPV ou que tenha surgido a partir de um

parvovirus de carnivoros sdo as teorias mais aceitas (CARMICHAEL, 2005).

2.2.2 Parvovirose canina

O parvovirus canino pertence a familia Parvoviridae e juntamente com FPV foi
classificado como pertencente ao subgrupo parvovirus felino (PARRISH, 1995). O
CPV-2 é um pequeno virus com cerca de 20 a 25 nm (parvo = pequeno em latim),

apresentando cadeia simples de DNA, de simetria icosaédrica e ndo envelopado
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(SWANGO, 1997; JONES; HUNT; KING, 2000). 2000). O CPV-2 é formado por 60
copias de proteinas virais do tipo VP; e VP, e em alguns casos com proteinas VP3 e
VP, (HUEFFER; PARRISH, 2003; PARRISH; KAWAOKA, 2005).

Para sua replicagdo, o CPV-2 tem a necessidade de parasitar células com
maiores taxas de replicacdo celular, ou seja, em fase de mitose (PARRISH, 1995). Desta
forma, pode-se entender o tropismo do CPV-2 por celulas das criptas intestinais e
células precursoras linféides que possuem uma maior taxa de divisdo celular
(MCCANDLISH et al., 1981). Quando na forma cardiaca, os cardiomiocitos sdo
infectados pelo CPV-2 por estarem em constante taxa de mitose durante o
desenvolvimento do coracdo (ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980).

Assim como 0s demais parvovirus, o CPV-2 é extremamente estavel no
ambiente, resiste em meios acidos e alcalinos (pH de 3-9), podendo sobreviver por
meses a anos e até mesmo a condi¢des ambientais adversas de temperatura e umidade
(HOSKINS, 1998). Também é um virus de dificil eliminacdo por desinfetantes e
solventes lipidicos (SWANGO, 1997). Porém sdo eliminados pelo formaldeido,
glutaraldeido e hipoclorito de sédio (agua sanitaria) (TIMONEY et al., 1988).

2.2.3 Epidemiologia

A parvovirose canina ¢ uma doenga viral altamente contagiosa causada pela
presenca do CPV-2 no ambiente que foi contaminado com material fecal (HOSKINS,
1997). Como facilitadores da transmissdo, ha participacdo de vetores do parvovirus
canino como o homem, roedores e insetos (HOSKINS, 1997).

A parvovirose canina pode ser observada em qualquer raga de cdes, sexo e idade
(APPEL et al., 1978; BRUNNER; SWANGO, 1985). Porém, o parvovirus canino
acomete mais cées de 6 semanas a 6 meses de idade (HOSKINS, 1998). Esta maior
predisposicao esta relacionada a multiplos fatores: grande numero de células em divisdo
celular nesta faixa etaria, presenca de parasitas intestinais e de um incompleto
desenvolvimento do sistema imunoldgico (BRUNNER; SWANGO, 1985). A
parvovirose canina também atinge cdes no periodo perinatal, sendo encontrada em
animais com menos de 2 semanas (LENGHAUS; STUDDERT, 1982). Varios fatores ja
foram correlacionados com o aumento da suscetibilidade do CPV-2 em cées. A
associacao com outra doenca, nutricdo, temperatura ambiental e condi¢des sanitérias
inadequadas foram os fatores mais observados (BRUNNER; SWANGO, 1985).
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Adicionalmente, médicos veterinarios e criadores de cdes com base em estudos
epidemioldgicos, tém observado que determinadas racas de cdes apresentam sinais
clinicos mais graves e maior taxa de mortalidade que outras (BRUNNER; SWANGO,
1985). Um estudo retrospectivo envolvendo 228 cées de ragca com parvovirose canina
revelou que as ragas Rottweiller e Dobermann, foram as mais acometidas (GLICKMAN
et al., 1985). Contudo, outras ragas, como Labrador Retriever, Husky Siberiano e
Greyhound também tiveram sua sensibilidade mencionada (BRUNNER; SWANGO,
1985; SWANGO, 1997).

Em infeccOes naturais, o0 CPV-2 tem sido identificado, além dos cdes domésticos
também em cées do mato, guaxinins, coiotes, raposas e lobos (EVERMANN et al.,
1980; MANN et al., 1980; NETTLES et al, 1980; STEINEL et al., 2001; FROLICH et
al., 2005). A infeccdo experimental foi obtida também em furdes e doninhas, entretanto
estas infeccOes sdo autolimitantes (HOSKINS, 1998). A cepa original (CPV-2) nédo
possui a capacidade de infectar os gatos, porém os novos tipos (CPV-2a, CPV-2b e
CPV-2c) ocasionam a doenca em gatos domésticos e felinos selvagens (MOCHIZUKI
et al., 1996; NAKAMURA et al., 2001; EVERMANN; ABBOTT; HAN, 2002). Estudo
retrospectivo em gatos domésticos com panleucopenia felina determinou que menos de
5% dos animais acometidos apresentavam infeccdo pelo CPV-2 (TRUYEN; PLATZER;
PARRISH, 1996). Estas infeccdes interespécies demonstram a evolugdo viral, como
resultado o CPV-2 ganhou a capacidade de infectar e multiplicar-se em células de
felinos (SHACKELTON et al., 2005).

A cepa original (CPV-2) foi quase que completamente substituida pelos novos
tipos antigénicos, porém a proporcdo entre CPV-2a e CVP-2b variam entre diferentes
paises (YBANEZ et al., 1995; CHANG; CHAN; PAN, 1996, GREENWOOD et al.,
1996; YILMAZ; PRATELLI; TORUN, 2005). Na Espanha, é encontrada distribuicdo
similar, entre CPV-2a e CVP-2b, em amostras obtidas durante a década de noventa
(YBANEZ et al., 1995). A mesma investigacdo dos tipos de parvovirus canino foi
realizada na Alemanha, sendo o tipo antigénico mais encontrado o CPV-2a (72,8%),
seguido pelo CPV-2b (26%) e apenas 1,2% pelo CPV-2 (TRUYEN; PLATZER;
PARRISH, 1996). Na Italia, avaliacdes genéticas demonstraram que 89 a 92% dos cées
avaliados apresentaram o CPV-2a e 0s outros casos de cdes com parvovirose canina o
CPV-2Db, desta forma ndo mais sendo diagnosticada a cepa original (SAGAZIO et al.,
1998; BATTILANI et al., 2002). Tais distribuigdes diferem das encontradas nos EUA,

Canada e no Brasil, pois 0 CPV-2b foi o parvovirus canino mais encontrado (PARRISH
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et at.,, 1991; PEREIRA et al., 2000). Um estudo mais recente, realizado no Brasil,
apontou que o CPV-2b foi identificado em 97,5% e o CPV-2a em 2,5% dos cées com
parvovirose canina no Estado do Rio de Janeiro (COSTA et al., 2005).

Estas mudancas antigénicas que ocorreram a partir da cepa original do
parvovirus canino (CPV-2) sdo atribuidas a adaptacfes genéticas do parvovirus para
replicar e espalhar-se mais eficientemente (HOSKINS, 1997). Em comparagdo com a
cepa original (CPV-2), os tipos atuais se ligam mais eficientemente aos receptores do

parvovirus canino nas células com alta taxa de mitose (HUEFFER; PARRISH, 2003).

2.2.4 Patogenia

O parvovirus canino atinge células com alta taxa de replicacdo celular
(BARKER; DREUMEL; PALMER, 1993). Na célula, o CPV-2 liga-se aos receptores
(canine transferrin receptor — TfR) que estdo em grande quantidade nas células com alta
taxa de mitose (PARRISH, 1995). Assim como 0s outros parvovirus, o CPV-2 realiza
sua replicagdo no ndcleo da célula parasitada somente quando esta se encontra na fase S
do ciclo de divisdo celular, utilizando a DNA polimerase do seu hospedeiro para a
sintese do seu DNA (HULLINGER et al., 1998; JONES; HUNT; KING, 2000). O
parvovirus canino € um agente viral citocida, provocando a lise da célula infectada
(JONES; HUNT,; KING, 2000). Desta forma, a necrose em orgdos linféides e no
epitélio intestinal dos cdes esta associada a predilecdo do CPV-2 em atingir células com
alta taxa de mitose em funcdo da reposicdo constante de células nestes locais
(PARRISH, 1995).

A transmissdo da parvovirose canina ocorre atraves da via fecal-oral
(SWANGO, 1997). Com a utilizacao de estudos experimentais foi possivel determinar a
distribuicdo do CPV-2 através de isolamento viral, onde se estabeleceu que apos a
entrada do virus pela cavidade oral, o parvovirus realiza a sua primeira replicacdo na
orofaringe, tonsilas e linfonodos mesentéricos (MEUNIER et al., 1985a). A viremia é
observada entre 24 e 48 horas apds a infeccdo, atingindo seu pico no quarto dia
(POLLOCK, 1984; MEUNIER et al., 1985a, CARMAN; POVEY, 1985a). Apos a
viremia, 0 CPV-2 é isolado ap06s o terceiro dia de infeccdo no timo, intestino delgado e
em diferentes érgdos (MEUNIER et al., 1985a). Entre o quarto e quinto dias pos-
inoculacdo, o CPV-2 foi encontrado em grande quantidade nas criptas intestinais e em

diferentes 6rgdos (MEUNIER et al., 1985a). Outro estudo experimental que utilizou a
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imunoistoquimica para deteccdo do CPV-2 encontrou o timo como o primeiro local de
replicacdo viral apds um dia de inoculacdo oral e posteriormente com replicacdo em
outros orgdos linfdides (baco, linfonodos e intestino associado com érgdos linfoides) no
segundo dia apds inoculacdo (MACARTNEY et al., 1984a). A identificacdo viral nas
fezes através do isolamento é primeiramente observada ap6s o quarto dia de infeccéo,
ndo sendo mais isolado ap6s o nono dia de inoculacdo (MEUNIER et al., 1985b;
CARMAN; POVEY, 1985a).

Dia 0 exposicdo oronasal 13 replicagdo faringe e tonsila

Dia 1-2 - viremia

Dia 3-4 Infecta tecidos Dia 3-4 Epitélio intestinal
linfoides
Dia 6-10
Dia 6-10 Linfopenia Necrose de criptas intestinais
Obito Dia 4-7 Diarréia
Recuperagdo

Figura 1 — Patogenia e distribuicdo do CPV-2. Adaptacdo de Hoskins (1998). In:
Greene, C.E. (Ed.) Infectious diseases of the dog and cat.

2.2.5 Sinais clinicos

A maioria das infec¢bes pelo parvovirus é subclinica nos cdes (POLLOCK,
1984). Porém, na presenca de sinais clinicos, duas importantes formas de infec¢do séo
descritas pelo CPV-2: a gastroenterite e a miocardite (BATTERSBY; HARVEY, 2006).
O primeiro tipo de infeccdo identificado foi a gastroenterite pelo CPV-2, que se
caracteriza por um rapido aparecimento de diarréia, associada com vdmitos, anorexia,
apatia e letargia (MEUNIER et al, 1981; SWANGO, 1997). Os vomitos normalmente

sdo intensos e de dificil controle por medicacgdes, apresentando-se de coloragdo clara e
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de consisténcia mucéide (EUGSTER; BENDELE; JONES, 1978). A diarréia pode se
apresentar de diferentes formas, onde sdo identificadas fezes de cor amarela,
hemorragica ou com estrias de sangue (APPEL et al, 1978, MCCANDLISH et al.,
1981). Normalmente é identificada uma diarréia de odor desagradavel e em alguns
casos esta diarréia pode ser em “arco” (diarréia projetada) (APPEL et al, 1979). Com a
progressao da diarréia e vomito € observada uma acentuada desidratacédo, apresentando-
se 0 cdo com olhos fundos e com perda da elasticidade cutanea (TIMONEY et al., 1988;
DECARO et al., 2005a).

AlteracBes na temperatura retal sdo identificadas. E observado hipertemia pelo
processo inflamatorio viral e/ou processo bacteriano secundario, assim como uma
hipotermia quando o canino se apresenta em estado de choque (POLLOCK, 1982).
Outros sinais clinicos que poderdo ser observados sdo: mucosas oral e oculares palidas e
diminuicdo da condicdo corporal (APPEL et al., 1979; HARCOURT; SPURLING;
PICK, 1980). Em caninos com uma gastroenterite leve, a recuperacdo pode ocorrer em
24 a 48 horas mesmo sem algum tipo de tratamento (SWANGO, 1997). Nos casos mais
graves, principalmente nos cdes com diarréia hemorragica, a recuperacdo € mais
prolongada (3 a 5 dias) e em alguns casos a morte pode ocorrer em menos de 24 horas
(SWANGO, 1997).

A miocardite pelo parvovirus canino afeta principalmente cdes de 3 a 8 semanas
de idade (ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980). Esta lesdo no miocéardio pelo
CPV-2 também foi observada em cdes com mais de 9 semanas de idade (MULVEY et
al., 1980). Normalmente os caninos acometidos apresentam morte subita, entretanto
certos cdes manifestam um breve episédio de agitacdo, choro ou dispnéia durante
poucas horas antes da morte (ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980; CARPENTER
et al., 1980; HOSKINS, 1997). Com a utilizacdo de eletrocardiograma, arritmias
ventriculares sdo detectadas (CARPENTER et al., 1980; ROBINSON; WILCOX;
FLOWER,). Sinais digestivos podem ser observados associados a forma cardiaca,
podendo o cdo apresentar sinais iniciais de nausea, anorexia, vOmito e diarréia
precedendo a uma morte subita pela miocardite (MULVEY et al., 1980; ROBINSON;
WILCOX; FLOWER, 1980; HOSKINS, 1997). QOutros sinais observados foram febre,
convulsdes e secre¢des orais e nasais nos casos de miocardite pelo CPV-2 (MULVEY et
al., 1980).
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2.2.6 Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas

Anormalidades hematoldgicas graves sao encontradas. O achado mais
caracteristico € uma leucopenia associada a uma grave linfopenia, como conseqiiéncia
da necrose de diferentes centros linféides (MASON; GILLET; MUGGENBURG, 1987;
SWANGO, 1997). Como conseqliéncia da perda sangliinea intestinal, uma severa
anemia € observada em alguns casos (JACOBS et al., 1980). Em estudos experimentais
com cées inoculados com CPV-2, leucocitose e neutrofilia foram identificadas somente
nos primeiros dias de infeccdo, até os 5 dias apds inoculagdo (CARMAN; POVEY,
1985a). No periodo de recuperacao, 0s caninos também apresentaram leucocitose com
desvio a esquerda como consequiéncia da regeneracdo dos tecidos linféides (JACOBS et
al., 1980; CARMAN; POVEY, 1985a).

Alteracfes bioquimicas mais comumente observadas sdo: hipoalbuminemia,
hipocalcemia, hiperfosfatemia, hiponatremia, hipocalemia e azotemia pré-renal como

consequéncia de uma hipovolemia (JACOBS et al., 1980).

2.2.7 Prevencao

Na prevencdo da parvovirose canina, inumeras vacinas (vivas e inativadas)
foram desenvolvidas e diferentes programas de vacinacfes tém sido recomendados
(SWANGO, 1997). Com a utilizagdo da vacinagdo, controlou-se parcialmente o
problema transformando uma pandemia inicial em uma endemia bem controlada
(TRUYEN, 2006). Além da protecdo durante varios meses, o programa de vacinacao da
parvovirose canina trouxe beneficios também para os caes recém-nascidos, pois as maes
vacinadas repassam anticorpos maternos pelo colostro, diminuindo assim o nimero de
casos no periodo de 2 meses de idade com a imunidade passiva (TIMONEY et al.,
1988). Porem, a variacdo do nivel e duracdo destes anticorpos, ocasionam a duvida de
qual momento de realizar a vacinagdo. A vacina quando aplicada acaba anulando os
anticorpos maternos, ou se for aplicada tardiamente (depois de 2 meses) 0s cdes com
baixo nivel de anticorpos maternos transferidos ficam desprotegidos até o inicio da
estimulacdo da imunidade com a vacinacdo (WANER et al., 1996; TRUYEN, 2006). As

vacinas utilizadas na prevencéo da parvovirose canina sdo produzidas a partir da cepa
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original (CPV-2), sendo sua eficacia comprovada para a prevencdo das cepas CPV-2a e
CPV-2b (GREENWOOD et al.,, 1995, YULE et al., 1997). Novas vacinas foram
licenciadas na Europa com os novos tipos (CPV-2a e CPV-2b), que resultardo numa
protecdo mais especifica reduzindo o nimero de casos (TRUYEN, 2006).

Atualmente na Europa, a eficicia da vacina para a prevencao da parvovirose
canina tem sido discutida pelo aumento de numero de casos (ATKINSON, 2006,
SKETCHLEY, 2006). Foi sugerido que o aumento na incidéncia de casos de
parvovirose canina possa estar relacionado com uma menor utilizacdo de programas de
vacinacOes, a menor duracdo da vacina ou ligada ao surgimento de novos tipos de CPV-
2 (ATKINSON, 2006, SKETCHLEY, 2006).

2.2.8 Achados Patoldgicos

AlteracGes macroscopicas

A alteracdo externa mais comumente observada durante a necropsia em caninos
acometidos por CPV-2 € a visualizacdo de mucosas palidas (oral e oculares) como
resultado da perda sangiinea no intestino delgado (BARKER; DREUMEL; PALMER,
1993). Como sinal de desidratacdo, olhos fundos sdo identificados em cdes que
apresentaram uma grave perda hidrica como conseqiiéncia de vomitos e diarréia
(BARKER; DREUMEL; PALMER, 1993). A diminuicdo da condi¢do corporal,
normalmente acentuada, é identificada como conseqiiéncia da anorexia e dos graves
sinais gastrointestinais, vomitos e diarréia (HARCOURT; SPURLING; PICK, 1980). A
presenca de contetdo fecal na regido posterior, principalmente na regido perineal, pode
ser observada como um indicio de diarréia (BARKER; DREUMEL; PALMER, 1993).

No exame interno da cavidade abdominal, um achado comum e caracteristico é
observado no baco. Apresentando-se aumentado e com sua superficie com diferentes
coloragGes, intercalando areas claras e escuras (MACARTNEY et al., 1984b). Inimeras
alteragcdes sdo encontradas na serosa e mucosa do intestino delgado. A serosa se
apresenta levemente rugosa devido a uma efusdo fibrinosa superficial (BARKER;
DREUMEL; PALMER, 1993). Hiperemia da serosa do intestino € identificada em
diferentes graus e em padrdo segmentar ou difuso (KRUININGEN, 1998). As lesGes na
serosa do intestino delgado sdo mais observadas no jejuno e ileo, sendo que em casos

mais acentuados podem ser identificadas também no duodeno (MEUNIER et al., 1981).
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Na abertura do intestino delgado, a alteracdo na mucosa de grande importancia para o
diagnostico € visualizacdo das placas de Peyer que estdo aumentadas e aprofundadas
(BARKER; DREUMEL; PALMER, 1993). O contetdo na luz intestinal pode
encontrar-se hemorréagico, com coloragdo amarelada e associada a estrias de sangue ou
somente de coloragdo amarelada (ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980). A mucosa
do intestino delgado apresenta-se com hiperemia focal ou em extensas areas de
hiperemia, associada em alguns casos com material fibrinoso aderido a mucosa
(PLETCHER et al., 1979; ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980). A visualizacdo de
uma mucosa sem alteracdes ja foi identificada em um caso de enterite por CPV-2
(ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980). Os linfonodos mesentéricos estdo
aumentados e por vezes de coloracdo avermelhada (HARCOUT; SPURLING; PICK,
1980; MEUNIER et al., 1985a).

Na avaliacdo da cavidade toracica, os principais 6rgdos a serem observados sdo
0 timo e coragdo. O timo se apresenta diminuido de volume, podendo estar atrofiado de
grau leve a acentuado, estando nos casos mais severos somente com finos feixes de
tecido timico (NELSON et al., 1979; MEUNIER et al., 1985b).

As tonsilas poderdo estar aumentadas e de coloragdo mais avermelhada
(HEADLEY; SAITO, 2003). A medula 6ssea do fémur pode estar com consisténcia
mais liquefeita ou encontrar-se sem alteracdes macroscopicas (ROBINSON; WILCOX;
FLOWER, 1980).

Na avaliacdo macroscopica cardiaca, cdes com miocardite por CPV-2,
apresentam areas palidas no miocardio (JEZYK; HASKINS; JONES, 1979). Outros
achados macroscopicos observados em cdes com miocardite por parvovirose canina
foram: dilatagcdo cardiaca, hidropericérdio, efusdo pleural, ascite, pulm&es aumentados
de volume e hepatomegalia (JEZYK; HASKINS; JONES, 1979). A dilatacdo cardiaca
normalmente € generalizada, sendo mais marcante no atrio esquerdo (CARPENTER et
al., 1980). A presenca de edema em bronquios, traquéia e na superficie de corte
pulmonar foram identificadas e relacionadas como conseqiiéncia de alteragOes
circulatorias da miocardite por CPV-2 (CARPENTER et al., 1980).

Alteracdes microscépicas

No intestino delgado, a presenca do parvovirus canino ocasiona uma grave

enterite necrotica (NELSON et al., 1979). Consiste na identificacdo de necrose de
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células epiteliais que formam as vilosidades intestinais, provocando a fusdo das mesmas
com perda da diferenciacdo entre a lamina propria e o epitélio intestinal (NELSON et
al., 1979; MEUNIER et al., 1981; MEUNIER et al., 1985b). Em casos acentuados de
enterite necrotica pelo CPV-2, atrofia de vilosidades intestinais sdo identificadas
(ROBINSON; HASKINS; JONES, 1980). Na comparacdo entre segmentos intestinais,
lesGes mais graves foram identificadas no jejuno e ileo (NELSON et al., 1979). Em um
estudo experimental, necrose mais acentuada foi observada em segmentos intestinais
onde se apresentavam placas de Peyer (CARMAN; POVEY, 1985b). Muitas das criptas
intestinais contém restos celulares como resultado da necrose de células epiteliais que se
acumulam formando um material granular eosinofilico (NELSON et al., 1979;
HARCOURT; SPURLING; PICK, 1980). O infiltrado no epitélio intestinal necrosado
pode ser mononuclear ou neutrofilico (NELSON et al., 1979; COOPER et al., 1979). A
enterite necrdtica é acompanhada por congestdo de vasos da submucosa e da camada
muscular do intestino delgado (PLETCHER et al., 1979). Foliculos linféides que
formam placas de Peyer estdo comumente acometidos por necrose (CARMAN;
POVEY, 1985a). A presenca de necrose de linfécitos resulta numa rarefacdo de
foliculos, sendo freqlientemente identificada pela rarefacdo de centros foliculares
(ROBINSON; WILCOX; FLOWER, 1980; MEUNIER et al., 1981).

Na avaliacdo microscopica esplénica, é observada rarefacdo de foliculos
linfoides, podendo ter desde necrose de centros foliculares até a destruigdo destes
foliculos pela necrose provocada pelo virus (PLETCHER et al.,, 1979). LesGes
semelhantes ao baco séo observadas em linfonodos. Os linfonodos mesentéricos séo
comumente analisados, sendo observada deplecdo linféide de centros foliculares com
perda de foliculos linféides como resultado da necrose provocada pelo CPV-2
(MEUNIER et al., 1985a; PLETCHER et al., 1979). Pela reabsor¢do do sangue perdido
no intestino, poderdo ser identificadas hemacias e eritrofagocitose em linfonodos
mesentéricos (BARKER; DREUMEL; PALMER, 1993). No timo € identificada
rarefacdo linféide, principalmente no cortex; pela necrose acentuada do tecido linféide
perde-se a distin¢do entre cértex e medula (MEUNIER et al., 1985a). A tonsila também
é um 6rgdo acometido pelas alteracdes linfoides provocadas pelo CPV-2. Achados de
necrose de centros foliculares, perda de foliculos e hiperplasia de alguns foliculos sédo
relatados (HEADLEY; SAITO, 2003). Na medula 6ssea, precursores mieldides sofrem

degeneracdo e necrose com consequente diminuicdo no numero de células linfoides
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(BOOSINGER et al., 1982). Alteracfes degenerativas também foram identificadas em
megacariocitos (BOOSINGER et al., 1982).

A microscopia cardiaca pode revelar uma miocardite que se caracteriza por
degeneracéo, necrose de cardiomidcitos associados a infiltrado de linfdcitos, neutrdfilos,
macréfagos e focos de hemorragia (JEZYK; HASKINS; JONES, 1979; HAYES;
RUSSEL; BAIUK, 1979; MEUNIER et al., 1984). Miocardite multifocal acentuada
com calcificacdo e éareas de fibrose também foi associada a acdo do CPV-2
(AGUNGPRIYONO et al., 1999).

A presenca de corpusculos de incluséo intranucleares é identificada em células
epiteliais intestinais, em celulas linféides e no miocardio de cées com parvovirose
canina, porém este achado € considerado raro (APPEL et al., 1978; COOPER et al.,
1979; MACARTNEY et al., 1984b). Os corplsculos intranucleares presentes na
parvovirose canina sao formados por proteinas virais e agregados de virions
(HULLINGER et al., 1998). O corpusculo de inclusdo do CPV-2 é mais comumente
identificado no periodo de incubacdo, sendo observado em menor ndmero em cdes
quando os sinais da parvovirose canina se apresentam acentuados (BARKER;
DREUMEL; PALMER, 1993). Foi investigada a presenca de corpusculos intranucleares
no ndcleo de células basais do epitélio estratificado da lingua de gatos e cdes com
parvovirose canina, estando este achado também relacionado a alta taxa de mitose deste
epitélio (MATSUI et al., 1993; FAVROT et al., 2000). Os corpusculos intranucleares
também foram observados no endotélio vascular, pulmdo, rins, figado e cortex da
adrenal (CARPENTER et al., 1980; LENGHAUS; STUDDERT, 1982).

A infeccdo do CPV-2 em neur6nios encefalicos foi investigada, porém nenhuma
marcacdo viral foi obtida pela técnica de imunoistoquimica (URL; SCHMIDT, 2005).
Este estudo foi baseado na identificagdo do CPV-2 infectando neurénios de felinos
(URL; SCHMIDT, 2003). Lesao cerebral de leucoencefalomalacia foi encontrada em
um cdo que apresentou miocardite por CPV-2, onde também nao foi identificado o
CPV-2 no cérebro, sendo os achados encontrados associados & hipoxia e isquemia em
decorréncia das lesdes cardiacas (AGUNGPRIYONO et al., 1999). Entretanto, outro
estudo identificou alta concentracdo de DNA viral no cérebro, cerebelo e bulbo,
sugerindo uma possivel replicacdo do CPV-2 também em neurénios do sistema nervoso
central (DECARO et al., 2006d).
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2.2.9 Patologias associadas a parvovirose canina

Outras patologias poderdo ser observadas em cdes com parvovirose. No trato
digestivo, a identificacdo de parasitas intestinais ou a presenca de intussuscepcao sdo
descritas, e quando presentes, certamente agravam o quadro clinico do animal e
aumentam o risco de 6bito (MASON; GILLETT; MUGGENBURG, 1987; RALLIS et
al., 2000). A intussuscepcdo ocorre pela hipermotilidade da enterite, resultando no
deslocamento de um segmento do intestino sobre outro (MASON; GILLETT;
MUGGENBURG, 1987; RALLIS et al., 2000). Infecgbes por protozoarios também
poderdo estar associadas a infeccdo por CPV-2, como uma infeccdo por Giardia sp.
(BRUNNER; SWANGO, 1985).

Uma infeccdo flngica concomitante pode ser observada em cdes com
parvovirose canina como a associagdo com Candida albicans (ANDERSON;
PIDGEON, 1987). Esta presenca fungica é ocasionada pela imunodeficiéncia
(leucopenia) do cdo e a utilizagdo de antimicrobianos que acabam alterando a flora
gastrintestinal e favorecem a proliferacdo de fungos (ANDERSON; PIDGEON, 1987).

Co-infecgdes com parvovirus canino e coronavirus canino (CCV) tém sido
observadas, sendo identificadas em 5 a 10% das enterites (APPEL et al., 1978; AMO;
APREA; PETRUCELLLI, al., 1999; SAKULWIRA et al., 2003). Infeccdo grave e fatal
por CCV ap6s uma infeccdo por CPV-2 também foi observada, podendo a coronavirose
ter se manifestado com maior intensidade pela menor imunidade desencadeada pela
linfopenia provocada pelo CPV-2 (PRATELLI et al., 1999). Um estudo experimental
com cées infectados com CCV e CPV-2 observou maior mortalidade no grupo que
recebeu os dois tipos virais, sendo sugerido que apds uma infeccdo do CCV ocorre uma
intensa regeneracdo do epitélio intestinal, favorecendo a replicacdo do CPV-2 que
necessita celulas em mitose (APPEL, 1988). Infec¢bes duplas com CCV e CPV-2
também foram diagnosticadas em coiotes (EVERMANN et al., 1980). Enterite por
parvovirus canino em associacdo a uma encefalite provocada pelo virus da cinomose
canina foi diagnosticada em um céo de quatro meses de idade (HEADLEY; SAITO,
2003).

Alteracbes pulmonares sdo identificadas como conseqiiéncia de uma

insuficiéncia cardiaca congestiva (miocardite por parvovirose) ou associada a
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pneumonias bacterianas secundarias (TURK et al., 1990). As pneumonias bacterianas
encontradas na infeccdo por CPV-2 podem ser ocasionadas pela queda da imunidade
dos cdes em decorréncia da linfopenia ou como resultado da entrada de bactérias pelo
intestino delgado necrético (TURK et al., 1990).

Enterites necréticas provocadas pelo parvovirus canino em associacdo a
proliferacdo de Clostridium perfringens provoca um agravamento das lesdes entéricas
(TURK et al., 1992). Assim como a infeccdo provocada pelo Clostridium perfringens,
outras infeccBes bacterianas secundarias ficam favorecidas pela necrose da mucosa
intestinal e pela linfopenia encontrada na parvovirose canina (TURK et al., 1992).

Septicemias também foram diagnosticadas em cdes com parvovirose canina,
pela presenca de bactérias intestinais (KREEGER et al., 1984; TURK et al., 1990). Foi
sugerido que a bacteremia tenha origem a partir da necrose do epitélio intestinal,
funcionando como uma porta de entrada de bactérias intestinais e também favorecida
pela baixa imunidade (KREEGER; JERAJ; MANNING, 1984). Outro estudo descreveu
a presenca de bacteritria em 25,6% dos cdes analisados que estavam com parvovirose
canina, onde segundo os pesquisadores a origem da infeccdo bacteriana pode estar
relacionada a contaminacdo cutanea perigenital, queda da imunidade (linfopenia) e a
bacteremia (KOUTINAS et al., 1998).

2.2.10 Métodos complementares de diagnostico

Desde a primeira identificacdo do CPV-2 em 1978, diferentes testes tém sido
desenvolvidos para o diagndstico da parvovirose canina. As utilizacdes destes testes sdo
importantes na obtencdo de um diagnostico clinico ou patolégico mais especifico,
principalmente diante de sinais clinicos inespecificos que ndo diferenciam a parvovirose
canina de doengas como a cinomose canina e a coronavirose.

Para o diagnostico da parvovirose canina, testes como ELISA - enzime-linked
immunosorbent assays, imunocromatografia e hemaglutinacdo foram rotineiramente
utilizadas com o uso do conteudo fecal, porém séo técnicas laboratoriais com menor
sensibilidade (WALKER et al., 1980; DESARIO et al., 2005). Em contrapartida, o
isolamento viral tem sido um teste mais sensivel que os anteriores, porém necessita de
um maior trabalho laboratorial e leva mais tempo para ter o resultado final, cercade 5 a
10 dias de incubagdo (MOCHIZUKI et al., 1993). Além de necessitar de exames

laboratoriais adicionais (imunofluorescéncia e hemaglutinacdo), desta forma é uma
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técnica menos atrativa para um diagnostico ante-mortem (MOCHIZUKI et al., 1993).
Estudos em casos naturais e experimentais para o diagnostico da parvovirose canina,
demonstraram que a hemaglutinacdo e o isolamento viral sdo capazes de fornecer um
diagndstico positivo somente em poucos dias apés a infeccdo, fornecendo em alguns
testes falsos negativos (DECARO et al., 2005b). A comparagéo do teste de ELISA com
o diagndstico realizado por imunofluorescéncia para a deteccdo de anticorpos de CPV-2
demonstrou forte correlagdo na comparacdo dos resultados (WANER et al., 2003).
Entretanto, as presencas de resultados falsos positivos poderdo ocorrer pela
incapacidade dos testes de ELISA, imunofluorescéncia e hemaglutinacdo em diferenciar
cepas vacinais de uma infec¢do (SAGAZIO et al., 1998).

O DNA viral do CPV-2 tem sido utilizado para o diagndstico da parvovirose
canina e para a diferenciacdo entre as cepas de CPV-2 com o diagnostico por PCR -
polymerase chain reaction (UWATOKO et al., 1995; PEREIRA et al., 2000;
SAKULWIRA et al., 2003). Mais recentemente foi implantada a técnica de real-time
PCR, realizando a identificacdo e quantificacdo do CPV-2 nas fezes ou 6rgdos, sendo
considerada uma técnica mais especifica, sensivel e de menor tempo de diagndéstico que
0 PCR convencional (DECARO et al, 2005b; DECARO et al., 2006b). A comparacédo
da imunocromatografia, isolamento viral, hemaglutinacdo, PCR e real-time PCR como
técnicas de diagnostico do CPV-2, demonstrou maior sensibilidade das técnicas
envolvendo DNA (PCR e real-time PCR) que 0s outros testes convencionais
(DESARIO et al., 2005). Esta maior sensibilidade também foi encontrada em outro
estudo, onde o PCR foi mais sensivel que a microscopia eletrénica (SCHUNCK;
KRAFT; TRUYEN, 1995). Novas técnicas de PCR tém sido utilizadas para o
diagndstico da parvovirose canina, assim como na diferenciacdo das cepas vacinais dos
diferentes tipos de CPV-2 (2a, 2b e 2c) que estdo presentes nas infeccdes atuais
(DECARO et al., 2006c). Além da sensibilidade e especificidade do PCR, a utilizacéo
desta técnica ajudara na diferenciacdo da infeccdo de uma vacinacéao recente (DECARO
et al., 2006c). Desta forma, soluciona o problema apresentado pelos proprietéarios
quando os cées sdo vacinados para parvovirose e logo ap6s apresentam uma enterite por
CPV-2 ou de outra causa, onde estes poderiam associar a doenga como causa direta a
vacina (DECARO et al., 2006c¢).

Complementando o diagnostico das lesdes macroscépicas e histoldgicas

caracteristicas da parvovirose canina, ou na impossibilidade de definir uma etiologia
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pelas lesdes apresentadas, tém sido utilizadas diferentes técnicas na identificacdo do
CPV-2 em tecidos.

A primeira técnica amplamente utilizada no diagndstico ante-mortem e post-
mortem, foi & microscopia eletronica para identificacdo viral em tecidos e fezes, sendo
de grande importancia desde a identificagcdo inicial do CPV-2 em 1978, definindo a
presencga do parvovirus como novo agente causador de enterites em cdes (APPEL et al.,
1979; ELSE, 1979).

A hibridizacdo in situ também tem sido usada na identificagdo do DNA do CPV-
2 em cortes histologicos, sendo considerada uma técnica com alta sensibilidade e de
rapido diagnéstico (WALDVOGEL et al., 1992; NHO et al, 1997). Estudo comparativo
entre a hibridizacdo in situ e a técnica de imunoistoquimica (IHQ) demonstrou uma
maior sensibilidade da hibridizagdo in situ para a detec¢do do CPV-2 (WALDVOGEL
etal., 1992).

A identificacdo viral em tecidos do parvovirus pela técnica de imunoistoquimica
tem sido amplamente utilizada na medicina humana como também em animais
domésticos (TAKAHASHI et al., 1995; CARMAN; POVEY, 1985a; JONSSON et al.,
1988). A imunoistoquimica tem sido utilizada como método de diagndstico
complementar da parvovirose canina, assim como em muitos casos funciona como
método de diagnostico definitivo quando as lesbes macroscépicas e microscopicas ndo
sugerem nenhum agente viral (CARMAN; POVEY, 1985a; PRATELLI et al., 1999,
SVARA et al., 2003).

A imunofluorescéncia em cortes histologicos também € utilizada na
identificacdo do CPV-2 (NELSON et al., 1979; MEUNIER et al., 1985a, MOOJEN et
al., 1992). Em comparagdo com a técnica de imunoistoquimica, a imunofluorescéncia
necessita de uma maior quantidade de equipamentos, um criostato e um microscopio de
fluorescéncia (MACARTNEY; MACARTNEY, 1986). Na comparacdo da
imunoistoquimica com a imunofluorescéncia, melhor definicdo da marcacdo viral foi
obtida com a técnica de imunoistoquimica, possibilitando uma diferenciacdo da
localizacdo do antigeno viral, intranuclear ou intracitoplasmatico (MACARTNEY;
MACARTNEY, 1986).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos Gerais

Este trabalho iniciado em mar¢o de 2005 e com término em novembro de 2006,
teve como objetivo descrever os achados patoldgicos e dados epidemioldgicos de cdes
com parvovirose canina necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Os cées utilizados no estudo morreram
apos infeccao natural pelo CPV-2. Foram utilizados caninos provenientes do Hospital
de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS),
clinicas veterinarias da regido de Porto Alegre e cdes encaminhados por proprietarios

desta regiéo.

3.2 Procedimentos de Necropsia

Na necropsia 0s animais que apresentaram achados macroscépicos
caracterizados por bago com éareas claras intercaladas por areas escuras, hiperemia do
intestino delgado, aumento das placas de Peyer, linfonodos mesentéricos aumentados e
atrofia de timo foram selecionados. As lesdes macroscopicas sugestivas de parvovirose
canina foram identificadas e analisadas. Fragmentos de intestino delgado, timo, baco,
linfonodo mesenteérico, tonsila, medula 6ssea, lingua, coracédo e pulméo foram coletados
e fixados em formalina a 10% entre 24 a 48 horas (MACARTNEY; MACARTNEY,
1986). Amostras de sangue foram coletadas através da puncdo intracardiaca do
ventriculo direito, e encaminhadas para cultivo bacteriano aerébio no Laboratério de
Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Veterinaria da UFRGS. Dados

referentes a idade, sexo e raca dos caninos foram registrados.
3.3 Analise histologica
Amostras dos 6rgdos coletados durante a necropsia, apos fixacdo em formalina a

10%, foram processadas rotineiramente para a analise histoldgica e coradas pela técnica

de hematoxilina e eosina (HE) (PROPHET et al., 1992). As lesbes microscopicas
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apresentadas pelos cdes com achados patologicos de parvovirose canina foram

identificadas e registradas.

3.4 Imunoistoquimica

O exame imunoistoquimico foi realizado em cortes de intestino delgado
(preferencialmente segmento do ileo juntamente com a placa de Peyer), linfonodo
mesentérico, timo, bago, tonsila, lingua e medula dssea em todos os 96 casos
selecionados. O exame de imunoistoquimica foi realizado em somente um corte de cada
orgao.

Inicialmente foi realizada a padronizacdo da técnica de imunoistoquimica,
método de diagnostico até entdo ndo estabelecido para esta doenga no Setor de
Patologia Veterindria da UFRGS. A padronizacdo teve por objetivo estabelecer o
melhor método de visualizacdo do parvovirus canino nas amostras a serem testadas.
Para o estabelecimento da padronizacdo foram utilizados casos de infec¢des naturais por
parvovirus canino diagnosticados previamente pelo SPV-UFRGS através das lesdes
histologicas caracteristicas desta infeccéo.

Cortes histologicos seriados de fragmentos de intestino delgado de 4um de
espessura foram aplicados sobre laminas recobertas com solucdo de gelatina 0,3% e
fixados a 60°C durante 24 horas.

Apos a remocdo da parafina mediante imersdo em xilol, foi feita reidratacdo dos
cortes com graduacdes de alcool. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito pela
incubacdo das laminas com peroxido de hidrogénio a 3% durante 20 minutos, a
temperatura ambiente. A seguir as laminas foram lavadas com agua destilada e
submetidas ao procedimento de recuperagdo antigénica.

Na recuperacéo antigénica do antigeno de parvovirus canino, foram testados dois
tipos de recuperacfes enzimaticas. A primeira substancia testada foi a tripsina (Gibco-
Invitrogen) em conjunto com a utilizagdo de calor por microondas. A outra substancia
testada foi a protease XIV (Sigma-Aldrich). Os cortes histoldgicos foram tratados com
tripsina 0,1% (1mg/ml) em PBS (pH 7,4) por 15 minutos a 37°C em camara Umida.
Apbs lavagem com PBS foram colocadas em tampao citrato 10 mM (pH 6,0) durante
dois minutos em forno de microondas doméstico a 1600 w (poténcia méxima). A
protease XIV foi utilizada a 0,05% em PBS (pH 7,4) e incubada por 15 minutos a 37°C

em camara Umida.
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ApOls submeter os cortes a acdo enzimatica, realizou-se o bloqueio de reacgdes
inespecificas, utilizando-se leite desnatado a 5%. O reagente para bloqueio foi diluido
em agua destilada. As laminas foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos.
Posteriormente, as laminas histologicas foram lavadas em agua destilada para aplicar o
anticorpo primario.

Os cortes foram cobertos com solugdo contendo o anticorpo primario produzido
em camundongo anti-parvovirus canino e felino (Serotec-MCA 2064) sendo testadas as
seguintes diluigdes 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:1500 diluido em PBS. O anticorpo foi
incubado sobre o tecido por 14 a 16 horas (overnight) a 4°C. Apos foi realizada
lavagem com é&gua destilada, sendo os cortes incubados durante 20 minutos com
anticorpo secundario biotinalado e posteriormente com a solucdo de streptavidina
conjugada com peroxidase por 20 minutos a temperatura ambiente. A revelacdo da
marcacdo foi obtida através da utilizacdo do cromégeno 3,3 -diaminobenzidina (DAB-
Dako) por 5 a 10 minutos em temperatura ambiente. Antes de aplicar nos cortes, 0.6ml
de DAB foi misturado com 0,4ml de solucdo de PBS (PROPHET et al., 1992) e 25ul de
peroxido de hidrogénio. Solucdo de hematoxilina (PROPHET et al., 1992) foi
empregada como contracorante, por aproximadamente 1 minuto. Controles negativos
foram utilizados com a substituicdo do anticorpo primario pela solucdo de PBS. Como
controle positivo foi utilizado corte histoldgico de intestino delgado com enterite
necrotica e resultado imunoistoquimico de infec¢do por parvovirus canino.

Protocolo imunoistoquimico utilizado no estudo para o diagnéstico de CPV-2:

1. Xilol I e 1l por 20 minutos cada;

2. Alcool 100% 2min;

3. Alcool 96% 2min;

4. Alcool 80% 2min;

5. Alcool 70% 2min;

6. Agua destilada;

7. Peroxido de Hidrogénio 3% diluido em agua destilada por 20 minutos (temperatura
ambiente);

8. Lavar com agua destilada;

9. Recuperacdo antigénica: Protease XIV 0,05% (Sigma) diluida em PBS por 15
minutos em temperatura ambiente;

10. Lavar em &gua destilada;

11. Bloqueio de reacOes inespecificas: leite desnatado 5% (diluir em PBS ou &gua
destilada) por 15 minutos em temperatura ambiente;

12. Lavar em agua destilada;

13. Anticorpo primario anti-parvovirus (MCA 2064 mouse anti —parvovirus feline and
canine, Serotec): 1/1000 diluido em PBS; overnight durante 14 a 16 horas (4°C em
refrigeracdo). Usar 100ul/lamina;
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14. Lavar com agua destilada;

15. Gotas amarelas (anticorpo secundario biotinalado-Dako) 20 minutos temperatura
ambiente (suficiente para cobrir o corte);

16. Lavar com agua destilada;

17. Gotas vermelhas (streptavidina-Dako) por 20 minutos em temperatura ambiente
(suficiente para cobrir o corte);

18. Lavar com &gua destilada;

19. Cobrir com DAB-Dako (0.6ml de DAB + 0.4ml PBS + 25 microlitros H,0,). Deixar
por 5-10 minutos em temperatura ambiente;

20. Lavar em agua destilada;

21. Contracorar com hematoxilina (um minuto);

22. Desidratar em alcool 80%, 96% e 100% por 2 minutos cada;

23. Xilol 111 e IV por 15 minutos cada um, depois montar a lamina.

3.5 Analise estatistica

Para verificar a associacao entre a autélise do intestino delgado e o resultado no
exame imunoistoquimico do intestino delgado foi realizado o teste exato de Fisher.

A razdo de chances de positividade por 6rgdos foi calculada para verificar o
quanto um Orgao é superior na performance da imunoistoquimica. A seguinte férmula

para o célculo da razdo de chances foi utilizada:

p*(1-q)

q*(1-p)

p=freqliéncia do primeiro grupo (IHQ positiva)
g=frequéncia do segundo grupo (IHQ negativa)
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4. RESULTADOS

4.1 Dados Gerais

Durante o periodo de margo de 2005 a novembro de 2006 foram necropsiados
1002 cédes pelo SPV-UFRGS. Destes caninos, 103 caninos apresentaram achados
macroscopicos e histoldgicos sugestivos de parvovirose canina. Para realizacdo deste
estudo foram utilizados 96 caninos. A idade dos cédes (n=78) variou de 30 dias a 11
meses (média=3,32 + 1,9) (figura 2). Em 80,77% (63/78) dos caes necropsiados a idade

foi menor que 5 meses de idade.
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Figura 2 — Distribuicdo por faixa etaria de 78 cées necropsiados com
parvovirose canina que apresentaram a informacéo da idade.

Dos cées necropsiados, 31,25% (30/96) eram SRD (sem raca definida). A raca
mais identificada em 12,5% (12/96) dos casos foi a Poodle, seguida pela Rottweiler com
10,44% (10/96) das necropsias. A distribuicdo por raga dos cdes com parvovirose canina
estd apresentada na tabela 1. A distribuicdo por sexo demonstrou no presente estudo que
54% (52/96) eram fémeas e 46% (44/96) eram machos.
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Tabela 1 — Identificacdo e freqiiéncia dos cdes sem raca definida e com raca definida
observadas nas 96 necropsias de caninos com parvovirose canina.

Raca NuUmero de animais Frequéncia (%)
Sem raca definida 30 31,25
Poodle 12 12,50
Rottweiler 10 10,44
Shitzu 6 6,25
Dachshund 5 5,22
Labrador 5 5,22
Yorkshire 4 4,16
Beagle 2 2,08
Boxer 2 2,08
Chow-Chow 2 2,08
Lhasa Apso 2 2,08
Pug 2 2,08
Mastin 2 2,08
Pinscher 2 2,08
Maltés 1 1,04
Akita 1 1,04
American Staffordshire Terrier 1 1,04
Buldogue Campeiro 1 1,04
Bull Terrier 1 1,04
Cocker 1 1,04
Pequinés 1 1,04
Pit Bull 1 1,04
Sharpei 1 1,04
Weimaraner 1 1,04
Total 96 100

4.2 Achados macroscopicos

A analise macroscopica dos caes evidenciou que as lesbes mais observadas

foram o0 aumento de placas de Peyer e a hiperemia do intestino delgado (tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia das lesbes sugestivas de parvovirose canina em cada 0rgédo
analisado dos cées necropsiados no SPV-UFRGS.

Orgéo (%) Macroscopia

Intestino delgado 83/96 (86,4)  Aumento da placa de Peyer
82/96 (85,4) Hiperemia da serosa e mucosa
Linfonodo mesentérico ~ 79/96 (82,3)  Aumentado
Timo 62/94 (65,9) Atrofia
Baco 56/96 (58,3)  Avreas claras intercaladas por areas escuras
Coracao 15/96 (15,6) Coloracdo palida
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No intestino delgado, em grande parte dos casos analisados a hiperemia da
serosa atingia tanto o jejuno quanto ao ileo (figura 3), sendo raramente identificada no
duodeno. Na serosa do intestino delgado, também ficou evidente o aspecto rugoso,
sendo também observadas areas palidas circulares no bordo antimesentérico que na
abertura correspondiam a presenca de placas de Peyer. A hiperemia da mucosa néo se
apresentou como um achado constante, ndo sendo observada em todos 0s casos ou
encontrada em somente em alguns segmentos (figura 4 e 6). Alguns cédes apresentavam
material fibrinoso aderido a mucosa (figura 4), sendo este achado observado em 8,3%
(8/96) das necropsias. Dos 96 cées necropsiados com achados patoldgicos sugestivos de
uma infeccdo por parvovirose canina, 87,5% (84/96) apresentaram diarréia. A
observagdo de conteudo hemorragico na luz do intestino delgado (figura 5), colon ou
reto foi identificada em 50% (48/96) dos cées.

As alteragdes de placas de Peyer caracterizavam-se por aumento discreto a
acentuado destes centros linfoides associado em muitos casos com uma depressao

destes locais (figura 6).

Figura 3 — Canino, macho, SRD com infec¢do por CPV-2.
Intestino delgado com hiperemia da serosa e linfonodos
mesentéricos com coloragdo vermelha.
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Figura 4 — Canino, macho, SRD com infeccdo por CPV-2.
Hiperemia acentuada na serosa do intestino delgado (A) e grande
quantidade de fibrina aderida a mucosa intestinal hiperémica (B).

Figura 5 — Canino, fémea, Beagle com infec¢do por CPV-2.
Contetdo hemorragico na luz do intestino delgado.
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Figura 6 — Canino, Fémea, Rottweiler com infeccdo por CPV-2.
Hiperemia intestinal acentuada (H) e aumento e depressdo de
placas de Peyer (setas).

O aumento de linfonodos mesentéricos foi um achado comumente observado
(tabela 2), sendo a coloracdo avermelhada visualizada em 23,9% (23/96) dos casos
(figura 3).

No bago, a alteragdo macroscopica mais encontrada foi a visualizagdo de areas
palidas intercaladas por &reas escura (tabela 2), que era caracterizado por areas claras
intercaladas com areas mais escuras em sua superficie (figura 7). Além deste achado, o

baco também se apresentou aumentado em 58,3% (56/96) dos casos analisados.
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Figura 7 — Canino, fémea, SRD com infec¢do por CPV-2. Bago
com areas claras e escuras na superficie.

A atrofia timica foi o achado macroscépico mais observado no timo durante as
necropsias (tabela 2). Atrofias timicas de diferentes intensidades foram visualizadas,
porém a atrofia acentuada teve um predominio sobre as demais. Outros achados
observados no timo foram: a visualizacdo de petéquias, presenca de uma cor mais
avermelhada e um aumento discreto deste 6rgéo.

Na avaliacdo macroscopica do coracdo, foi evidenciada coloracdo pélida na
superficie epicéardica em 15,62% (15/96) dos animais, entretanto ndo foi identificado
nenhum aumento de cAmaras cardiacas ou outra alteracdo. A analise pulmonar dos céaes
necropsiados identificou a presenca de enfisema agudo nas bordas, areas avermelhadas

de diferentes intensidades e edema na superficie de corte pulmonar.



40

Achados microscopicos

As lesdes microscopicas sugestivas de parvovirose canina foram observadas em

um grande numero na tonsila, timo e baco (tabela 3).

Tabela 3 — Freqliéncia das lesdes histoldgicas em cada 6rgdo analisado nos 96 cdes com
parvovirose canina necropsiados no SPV-UFRGS.

Orgéo Freqiiéncia (%) Lesdo
Tonsila 91/92 (98,9) Rarefacdo linféide
Timo 91/94 (96,8) Rarefacéo linféide
Baco 92/96 (95,8) Rarefacdo linféide
Medula 6ssea 72/91 (79,1) Rarefacdo linféide
Intestino delgado 71/96 (73,9) Necrose do epitélio
58/84 (69,0) Rarefacdo de placa de Peyer
Linfonodo mesentérico 61/96 (63,5) Rarefacdo linféide
Pulméo 28/96 (29,1) Pneumonia intersticial
Coracao 0/96 (0) Auséncia de lesoes

As lesBes histoldgicas observadas nas tonsilas foram caracterizadas pela perda
de linfécitos dos centros germinativos foliculares, e em casos mais acentuados, ocorreu
a perda de grande namero de foliculos linféides. Principalmente em foliculos linfoides,
foram visualizadas células linféides em processo de necrose, identificando-se picnose e
cariorrexia de linfocitos. Hiperplasia de foliculos linfoides foi identificada em 13,8%
(13/94) das tonsilas analisadas.

No timo, a andlise histoldgica revelou atrofia acentuada do tecido linfoide em
grande parte dos animais (tabela 3), com perda de linfdcitos do cortex que em muitos
casos resultou na perda da distingéo entre cortex e medular (figura 8). Em certos casos a
atrofia timica estava associada a edema nos septos interlobulares, focos de hemorragia e
congestdo. Na auséncia de atrofia do timo, raras células linféides em processo de

necrose foram identificadas.
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Figura 8 — Canino, macho, Poodle com infeccdo por CPV-2.
Atrofia acentuada do timo com perda da diferenciacdo entre
cortex e medular. Coloragdo de hematoxilina e eosina — 200X.

No baco, rarefacBes acentuadas de foliculos linfoides esplénicos foram
comumente identificadas (tabela 3). Foram observadas diminuigdes no numero de
celulas no interior de foliculos linfoides e, em boa parte dos casos, com perda de um
grande numero de foliculos linféides. Congestdo do baco também foi identificada em
alguns animais.

LesBes microscopicas em linfonodos mesentéricos se caracterizaram por
rarefacdes de foliculos linfoides com a visualizacdo de células linfoides necrdticas,
diminuicdo do nimero de células nos centros de foliculos e em casos mais acentuados
com perda da estrutura folicular. Em alguns animais somente foi observada hiperplasia
de foliculos linfoides. Na microscopia de linfonodos mesentéricos também se
identificou a presenca de hem@cias e eritrofagocitose.

No intestino delgado, a enterite necrética apresentou-se em grau acentuado na
grande maioria dos casos (figura 9). Como resultado desta necrose, foi observada a
fusdo das vilosidades intestinais, perdendo a diferenciagéo entre o epitélio intestinal e a
lamina propria, aléem da visualizacdo do encurtamento das vilosidades. Enterite
mononuclear ndo acompanhada de necrose de vilosidades intestinais foram observadas.
A presenca de infiltrado inflamatério misto foi mais identificada, sendo também

observado um infiltrado inflamatorio purulento e em outros casos um infiltrado
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mononuclear. Bactérias quando presentes se localizavam no apice das vilosidades,
estando associadas com grande quantidade de fibrina e neutréfilos. Pela necrose de
criptas intestinais, células epiteliais descamadas, picnose e cariorrexia foram
identificadas. A identificacdo de corpusculos intranucleares foi investigada no epitélio
intestinal, sendo identificada em 2% dos casos (2/96). Estes corpusculos se
apresentaram de dificil localizacdo, sendo visualizados em poucas células na base das
criptas intestinais. Em 17,7% (17/96) dos animais, a microscopia do intestino delgado
revelou a presenca de autélise que impossibilitou a identificacdo das lesGes. Nestes caes
que apresentaram segmentos intestinais em processo de autolise, 0os demais 6rgdos

analisados nao apresentaram alteracdes autoliticas.

Figura 9 — Canino, macho, SRD acometido por parvovirose canina.
Enterite necrdtica acentuada com fusdo das vilosidades e atrofia de
vilosidades. Coloracdo de hematoxilina e eosina — 200X.

Em placas de Peyer, as lesdes nos foliculos se caracterizaram pela diminui¢do no
namero de celulas linféides (figura 10), sendo que em boa parte dos cées foi observada
diminuigdo no nimero de células no centro dos foliculos (rarefacdo de centro folicular).
Em alguns casos analisados, a visualizacdo de rarefacao folicular nas placas de Peyer foi

acompanhada pela necrose de células linféides com a presenca de cariorrexia e picnose.
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Figura 10 — Canino, macho, Pit Bull com infecgdo por CPV-2.
Rarefacdo de centros foliculares em um foliculo linféide da placa
de Peyer. Coloracdo de hematoxilina e eosina — 400X.

Na medula 6ssea, ocorreu a diminuicdo de células linféides com rarefacdo
linfoide moderada a acentuada. Também se identificou comumente na medula 6ssea um
preenchimento de espagos por sangue. A microscopia do miocéardio dos cées ndo
revelou alteracBes histologicas. A avaliacdo histopatoldgica pulmonar revelou a
presenca de pneumonia intersticial em 29,1% (28/96) dos animais necropsiados.
Processos inflamatorios leves a acentuados foram observados com a presenga de células
mononucleares e neutréfilos. Adicionalmente, também foram identificados edema

alveolar, congestdo, hemorragias focais leves e enfisema pulmonar agudo.

4.3 Resultados bacterioldgicos

Foram realizadas 15 coletas de sangue para a realizacdo de cultivo bacteriano
aerobio. Crescimento bacteriano foi obtido em 53,3% (8/15) dos cultivos realizados. A
bactéria mais encontrada foi a Escherichia coli (4/8), seguida pelo isolamento de
Staphylococcus aureus (3/8), Streptococcus sp. (2/8) e Actinomyces sp. (2/8).
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4.4 Resultados imunoistoquimicos

A recuperacdo antigénica realizada com tripsina e calor por microondas ndo
propiciou a identificagdo do CPV-2 nos cortes analisados. Marcag¢des positivas foram
obtidas somente com a recuperacao antigénica com protease XIV por 15 minutos. Na
determinacdo da diluicdo do anticorpo monoclonal anti-parvovirus, foram obtidos
resultados positivos nas dilui¢cdes de 1:100, 1:500 e 1:1000. A diluigdo do anticorpo em
1:1500, obteve marcagdo, porém ocorreu perda da qualidade na identificacdo do
parvovirus canino nos cortes analisados. Desta forma, as imunoistoquimicas foram
feitas com a dilui¢do do anticorpo em 1:1000.

Dos 96 cées testados pela imunoistoquimica, 91,6% (88/96) tiveram resultados
positivos para CPV-2. Entre os érgdos analisados o intestino delgado obteve marcages
positivas em 77% (74/96) dos caes, sendo identificado como o melhor érgdo para a
realizacdo da imunoistoquimica. Os resultados da imunoistoquimica sobre o total de

Orgaos analisados estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Frequéncia de deteccdo de CPV-2 em diferentes 6rgdos através do teste
imunoistoquimico realizado nos 96 caninos que apresentaram lesdes sugestivas de
parvovirose canina.

Orgaos IHQ + Total
Intestino delgado 77,1% 96
Tonsila epitelial 70,6% 92
Lingua 68,9% 45
Linfonodo mesentérico 62,5% 96
Tonsila linféide 52,2% 92
Medula 0ssea 51,6% 91
Placas de Peyer 45,2% 84
Timo 44,7% 94
Baco 43,7% 96

No intestino delgado, a marcacdo positiva foi observada com maior frequéncia
nas células da base das criptas intestinais e em células descamadas do epitélio intestinal
(figura 11). Em muitos segmentos intestinais testados, as marcacdes foram facilmente
visualizadas, devido a presenca moderada ou acentuada do antigeno de CPV-2 (figura
12). O diagnostico imunoistoquimico de parvovirose canina também foi realizado em

segmentos intestinais que apresentaram autolise avancada e impossibilitaram a
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observacdo das lesbes ante-mortem pela microscopia. Dos cdes que apresentaram
autolise intestinal, 58,82% (10/17) foram positivos para CPV-2 no intestino delgado
(figura 13). O antigeno de CPV-2 foi encontrado em células em processo de autdlise da
base das criptas e em estruturas amorfas na mucosa do intestino delgado. Dos 7 casos
com autdlise intestinal em que o diagndstico imunoistoquimico foi negativo, a
realizacdo da imunoistoquimica em outros 6rgdos demonstrou marcacgao positiva em 5
animais. Nestes cées a identificacdo viral foi obtida em linfonodos mesentéricos (5/7),
no tecido linféide da tonsila (3/7), no epitélio escamoso estratificado da tonsila (2/7),
medula 6ssea (2/7) e no timo (1/7). Em foliculos de placas de Peyer, raras células
positivas para CPV-2 foram identificadas no centro germinativo.

Figura 11 — Canino, SRD, macho com infecgdo por CPV-2.
Marcacdo de CPV-2 no intestino delgado pela técnica de
imunoistoquimica (IHQ). Método da streptavidina-biotina-
peroxidase - 200X.



Figura 12 — Canino, SRD, macho com infeccdo por CPV-2.
Marcacdo de CPV-2 na base das vilosidades, demonstrando
positividade no epitélio das criptas e células epiteliais
descamadas. IHQ, método da streptavidina-biotina-peroxidase -
400X.

Figura 13 - Canino, Poodle, macho com infec¢do por CPV-2.
Imunoistoquimica positiva em segmento intestinal com autolise
(A) e o correspondente controle negativo com auséncia de
marcacGes (B). Método da streptavidina-biotina-peroxidase -
200X.
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Nos epitélios escamosos estratificados da lingua e da tonsila, marcacdes de
diferentes graus foram encontradas. As células mais atingidas pelo CPV-2 foram as
celulas basais do epitélio estratificado da lingua e da tonsila (figuras 14 e 15). Um
namero maior de células positivas foi obtido na parte dorsal da lingua do que em células

basais da parte ventral da lingua.

Figura 14 — Canino, Poodle, macho com infeccdo por CPV-2.
Grande quantidade de células positivas para CPV-2 no dorso da
lingua, principalmente em células basais do epitélio escamoso
estratificado. IHQ, método da streptavidina-biotina-peroxidase -
400X.
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Figura 15 — Canino, SRD, fémea com infeccdo por CPV-2.
Tonsila com marcacdo positiva no epitélio escamoso
estratificado e raras células linféides no tecido linfoide da tonsila
(A). IHQ, método da streptavidina-biotina-peroxidase - 200X.

A imunoistoquimica realizada em linfonodos mesentéricos propiciou a
identificacdo de CPV-2 em linfdcitos de centros foliculares e raramente em células
parafoliculares. Em boa parte dos linfonodos analisados, as marcacfes se apresentavam
em um pequeno numero de células. As identificacdes positivas obtidas na tonsila se
concentraram mais em células foliculares e em menor quantidade em células
parafoliculares. Devido a presenca de hemacias e a ocorréncia de eritrofagocitose,
marcacoes inespecificas (background) foram observadas.

No bago a marcacdo foi predominante em foliculos linfoides (polpa branca)
sobre a polpa vermelha (figura 16), onde as marcagdes neste 6rgdo se ocorreram em
pequeno numero de células marcadas na maioria dos corte histolégicos. Em alguns
casos a identificacdo viral foi dificultada pela grande quantidade de heméacias em cortes
histolégicos com congestdo. Estas hemacias se apresentam coradas pelo DAB
(background), permanecendo com coloracdo semelhante das células linfoides positivas
para CPV-2.
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Figura 16 — Canino, Boxer, macho com infec¢do por CPV-2.
Baco com marcag&o positiva no centro folicular. IHQ, método da
streptavidina-biotina-peroxidase - 400X.

Na imunoistoquimica do timo, foi obtido um baixo numero de cortes
histologicos positivos para CPV-2, além de apresentar-se com uma baixa quantidade de
celulas marcadas na maioria dos cortes histologicos avaliados. A regido que obteve um
nimero maior de células marcadas foi a camada cortical. As marcacdes obtidas na
medula 6ssea foram em baixo numero e, quando presente, raras células linfdides
apresentaram marcagdes de CPV-2. Da mesma forma que o bago e o linfonodo
mesentérico, a presenca de hemacias na medula déssea dificultou a visualizacdo das
marcagdes virais em determinados casos.

Em todos os 6rgaos submetidos a técnica de imunoistoquimica, a identificacdo
do antigeno de CPV-2 foi visualizada tanto no ndcleo como no citoplasma das células

acometidas.

4.5 Resultados da analise estatistica.

A freqliéncia de positivos no intestino delgado autolisado foi de 59%, enquanto
que nos tecidos ndo autolisados foi de 81% (Tabela 5). Houve uma fraca associacéo
entre presenca de autolise e positividade na técnica de imunoistoquimica, havendo
menor chance de resultado positivo na imunoistoquimica em tecidos autolisados
(p=0.06; OR= 0,33, tabela 5).
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Tabela 5 — Resultado comparativo do teste imunoistoquimico realizado em cortes de

intestino com e sem autélisel.

Autdlise Imunoistoquimica do intestino
Positivo Negativo
Presenca 10 7
Auséncia 64 15
Total 74 22

Total

Freqgléncia

59%
81%

! Teste exato de Fischer, p = 0.06; OR = 0,33 (IC 95%, 0,10 — 1,17).

Dos tecidos submetidos ao teste de imunoistoquimica, verificou-se que o

intestino delgado, apesar da aut6lise em parte dos segmentos intestinais, foi o0 melhor

Orgdo para a realizacdo deste teste. A razdo de chances (Odds ratio) de obter-se um

resultado positivo de parvovirus canino foi de 11,31, quando submetido este tecido a

imunoistoquimica de CPV-2 (Tabela 6). Em relacdo aos demais 6rgéos, por exemplo, o

intestino delgado apresentou uma razdo de chances 95% maior que a razdo de chances

calculada para a tonsila, 6rgdo de maior freqliiéncia de positivos ap0s 0 intestino

delgado.

Tabela 6 — Razdo de chances (Odds ratio) de casos positivos por 6rgdo na

imunoistoquimica.

Orgéo Positivo Negativo  Total  Freqiuéncia Odds ratio
Intestino delgado 74 22 96 7% 11,31
Tonsila 65 27 92 71% 5,80
Lingua 31 14 45 69% 4,90
Linfonodo mesentérico 60 36 96 63% 2,78
Tonsila 48 44 92 52% 1,19
Medula 0ssea 47 44 91 52% 1,14
Placa de Peyer 38 46 84 45% 0,68
Timo 42 52 94 45% 0,65
Baco 42 54 96 44% 0,60




51

5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a idade média e o intervalo das idades dos caes,
também foram encontrados em outros estudos de caninos necropsiados com parvovirose
canina (PLETCHER et al., 1979; HARCOURT; SPURLING; PICK, 1980). A
observacao de que 80,77% dos cdes tinham menos de 5 meses de idade esta relacionada
a uma maior predisposicdo destes caninos em infectar-se com o CPV-2, como resultado
da falta de imunidade maternal, vacinal ou adquirida (MCCANDLISH et al., 1981). Na
observacdo das racas necropsiadas no estudo, constatou-se que cdes Rottweiler séo
encontrados como a segunda raca mais acometida. Este achado pode estar relacionado
com a predisposicdo racial do Rottweiler em ser atingido pela parvovirose canina
(GLICKMAN et al., 1985). Entretanto, a observacdo de um nimero maior de Poodles
ndo esta descrita na literatura como raga predisposta a uma infeccdo por CPV-2
(GLICKMAN et al., 1985; BRUNNER; SWNAGO, 1985). Desta forma, outros fatores
podem ter contribuido para a ocorréncia, como fator ambiental (4 Poodles foram
vendidos em feiras de filhotes) ou relacionado a grande populagdo desta raca entre 0s
cdes. O sexo mais acometido nestes estudos foi o feminino 54% (52/96), porém
nenhuma predisposicdo por sexo pode ser relacionada com o0s casos de parvovirose
canina (HOSKINS, 1997).

Entre os achados macroscépicos apresentados na necropsia, 0 aumento e em
alguns momentos uma depressdo de placas de Peyer acompanhada da hiperemia
intestinal, foram as alteracdes mais observadas na infeccdo pelo CPV-2. Baseando-se
neste resultado, estas alteracGes poderdo ser utilizadas como as mais caracteristicas no
exame post-mortem auxiliando no diagndstico.

As alteragdes microscopicas encontradas em diferentes 6rgdos linfdides
analisados e no epitélio intestinal sdo iguais as descritas em outros estudos (EUGSTER;
BENDELE; JONES, 1978; PLETCHER et al., 1979; COOPER et al., 1979; CARMAN;
POVEY, 1985a). Com base nestes achados, as cepas atuais presentes no Brasil (CPV-2a
e CPV-2b) ocasionam as mesmas lesbes descritas nos inimeros relatos de parvovirose
canina com a cepa original. As lesdes necréticas, muitas vezes acentuadas, observadas
pela acdo do CPV-2, demonstraram mais uma vez a preferéncia por tipos celulares com
alta taxa de mitose, como os centros germinativos de foliculos linféides, células de

criptas intestinais e células linfoides da medula Gssea. A microscopia de diferentes
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orgaos demonstrou que os achados mais constantemente observados foram encontrados
na tonsila, timo e baco como resultados da necrose linfoide nestes orgaos. Este resultado
demonstra a importancia destes 6rgdos no diagndstico microscopico da parvovirose
canina. No intestino delgado, a enterite necrotica foi identificada em um grande nimero
de cdes. Porém, a autdlise presente em 17,7% dos intestinos delgados avaliados
impossibilitou a visualizacdo de provaveis lesdes sugestivas de parvovirose canina em
um maior numero de animais. Estas alteracdes autoliticas foram ocasionadas pela
realizacdo de necropsias em cées com o tempo de morte de 3 a 4 dias, sob refrigeragéo.
A microscopia do intestino delgado apresentou alguns casos com enterite mononuclear
ndo acompanhada de necrose do epitélio. Este achado pode ser relacionado a presenca
de lesdes segmentares no intestino delgado, onde um corte histologico pode nao conter
lesbes sugestivas de parvovirose canina. Desta forma, a coleta de varios segmentos de
intestino delgado durante a necropsia pode diminuir a ocorréncia deste achado nao
caracteristico da infeccdo por CPV-2. Nesses casos, a presenca de parvovirose canina
foi confirmada por achados caracteristicos em outros 6rgdos, sendo as infecgdes por
CPV-2 confirmadas, posteriormente, também pela imunoistoquimica. No presente
estudo, a identificacdo de corplsculos de inclusdo ndo foi um achado constantemente
observado, sendo também relatado em trabalhos anteriores a sua baixa identificacdo
(COOPER et al., 1979; MACARTNEY et al., 1984a). Com base neste resultado a
identificacdo de corpusculos intranucleares foi considerada de pouca importancia no
diagndstico da parvovirose canina diante de outras lesGes mais comuns e de féacil
identificacdo. Em alguns &rgdos linfoides lesGes histolégicas caracteristicas da
parvovirose canina nao foram observadas; em certos casos ndo se identificaram
rarefacOes de tecidos linféides em todos os 6rgdos, onde 6rgdos comumente analisados
(medula dssea e linfonodo mesentérico) obtiveram uma menor freqiiéncia de lesdes
compativeis. Desta forma se tornou importante a avaliacdo histoldgica de um ndmero
maior de érgdos para a identificacdo das lesdes sugestivas de parvovirose canina.

A anélise microscopica do coracdo ndo revelou alteraces no miocardio
descartando a presenca de miocardite por CPV-2. A auséncia de lesBes cardiacas pode
estar relacionada a passagem de anticorpos anti-parvovirus transmitidos pela mae
através do colostro, impossibilitando o desenvolvimento de miocardite em cdes com
poucas semanas de idade (SAGAZIO et al., 1998). Diante deste resultado, as areas
palidas encontradas no miocardio foram consideradas como achados normais de cées
jovens (VAN VLEET; FERRANS, 1998). A identificacdo de pneumonias intersticiais e
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septicemias pode estar relacionada a entrada de bactérias pela mucosa intestinal lesada e
também favorecidas pela queda da imunidade observada em cdes com CPV-2
(KREEGER; JERAJ; MANNING, 1984; TURK et al., 1990). Uma outra possibilidade é
a ocorréncia de pneumonia de aspiracdo do contetudo gastrico como conseqiiéncia de
vOmitos presentes na parvovirose canina (DUNGWORTH, 1993). Resultados
bacterioldgicos negativos encontrados ndo descartam uma septicemia, pois a utilizacédo
de antimicrobianos no tratamento dos cdes pode resultar em falsos negativos.

Analisando os resultados obtidos na recuperacdo antigénica, foi observada a
incapacidade do método pelo calor por microondas associado a utilizacdo da tripsina em
obter a marcacdo do CPV-2. Este método pode ser ineficaz em certas recuperagdes
antigénicas, necessitando de outros métodos enzimaticos (BARR et al., 1991; RAMOS-
VARA; BEISSENHERZ, 2000). Segundo Ramos-Vara, Beissenherz (2000), avaliando
as recuperagOes antigénicas para CPV-2 determinaram que a recuperacdo antigénica
com proteinase K resultou em melhores marcacfes e com a utilizacdo de calor foram
obtidas marcacGes inconstantes. Baseando-se nesta observacao e pelas boas marcacgdes
obtidas em nosso estudo, fica evidente que a proteinase K e protease sdo eficazes na
recuperagdo antigénica de CPV-2. Ainda, a utilizacdo da proteinase K possui a
vantagem de necessitar de menor tempo que a protease, sendo utilizada por somente 5
minutos (RAMOS-VARA; BEISSENHERZ, 2000).

Embora houvesse lesdes microscopicas sugestivas de parvovirose canina, a
marcagdo imunoistoquimica de CPV-2 néo foi obtida em todos os casos. Este resultado
pode ser explicado por ser a imunoistoquimica uma técnica com boa especificidade,
porém relativamente de menor sensibilidade (VAN MAANEN et al., 2004). Em um
estudo comparativo de duas técnicas, a utilizagdo da imunoistoquimica no diagnéstico
da parvovirose canina obteve menor sensibilidade que a hibridizacdo in situ
(WALDVOGEL et al., 1992). Outra possibilidade é que as lesdes sugestivas de
parvovirose canina nao foram ocasionadas pelo CPV-2, mas associadas a uma infeccéo
pelo coronavirus canino (CCV). Esta possibilidade é baseada nos achados de Evermann
et al. (2005), nas quais dois caes apresentaram enterite necrética e deplecdo linfdide,
porém o diagndstico imunoistoquimico foi negativo para CPV-2 e positivo para CCV.

O intestino delgado foi o 6rgdo com o melhor resultado imunoistoquimico,
apresentando um maior namero de casos positivos, além disso, resultou em um maior
nimero de células marcadas. Estes resultados podem ser explicados pela maior

quantidade de virus no intestino delgado no momento da necropsia, pois este 6rgédo
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recebe o CPV-2 ap0s a viremia, sendo um dos Gltimos 6rgaos a receber este virus. Em
estudos experimentais, o CPV-2 foi detectado no epitélio intestinal, utilizando
imunoistoquimica ou imunofluorescéncia, somente no quinto ou sexto dia de infeccéo,
chegando ao pico méximo no sétimo dia, porém com uma rapida diminuicdo de células
infectadas no oitavo ou nono dia de infeccdo (MEUNIER et al., 1985a; CARMAN;
POVEY, 1985a). Entretanto, melhor resultado imunoistoquimico poderia ser obtido se
ndo ocorresse autolise em parte dos intestinos delgados analisados.

O resultado obtido no intestino delgado difere dos encontrados em tecidos
linfoides (linfonodo mesentérico, tonsila, baco, placas de Peyer, medula 6ssea e timo),
onde um menor numero de 6rgdos foram positivos, e quando positivos se apresentam
com baixa quantidade de células marcadas. Com base na visualizacdo microscépica dos
tecidos linféides e nos resultados imunoistoquimicos, ficou evidente a rapida passagem
do virus nestes locais causando necrose de células linfoides resultando em rarefacéo
linféide e em uma menor marcacdo do CPV-2. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Meunier et al. (1985a), com menores quantidades de células positivas
encontradas apos o sexto dia de infeccdo em placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e
timo. Em outros estudos que também utilizaram a imunoistoquimica para o diagnostico
do CPV-2, esta técnica foi eficaz na identificagdo do virus nas criptas intestinais, porém
ineficaz na marcacéo em células foliculares das placas de Peyer (JONSSON et al., 1988;
SVARA et al., 2003). Entretanto, a utilizacdo de érgdos linféides na imunoistoquimica
foi determinante para o diagndstico de CPV-2 nos caninos que se apresentaram autolise
intestinal e o diagnostico imunoistoquimico foi negativo no intestino delgado.

A autdlise presente no epitélio intestinal dificultou a confirmacéo
imunoistoquimica do CPV-2, porém em alguns casos ainda foi possivel o diagnostico.
A autélise também dificulta a marcacdo de outros agentes infecciosos ou a analise de
neoplasia pela imunoistoquimica, como em processos autoliticos encontrados em
abortos por Neospora caninum (HATTEL et al., 1998; BARRA, 2006). Diante da
autolise intestinal e um resultado imunoistoquimico negativo neste 6rgdo, a realizacéo
da imunoistoquimica em 6rgdos linfoides e nos epitélios estratificados da lingua e da
tonsila poderdo auxiliar o diagndstico por terem menores graus de autolise (MATSUI et
al., 1993). Além disto, os epitélios escamosos estratificados da lingua e da tonsila
podem ter, em alguns casos, melhores resultados imunoistoquimicos que os tecidos
linféides. Da mesma forma que o epitélio intestinal e os tecidos linféides, o epitélio

estratificado da lingua e da tonsila sdo locais ideais para a multiplicacdo do CPV-2,
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devido a alta taxa de mitose (BAUDER et al., 2000). Em um estudo envolvendo cées e
gatos com parvovirose, bons resultados foram obtidos no epitélio da lingua através do
diagnostico imunoistoquimico, na qual 100% dos caes e 94,4% dos gatos analisados
tiveram marcacGes positivas (BAUDER et al., 2000). Entretanto, a alta porcentagem
positiva encontrada neste estudo, deve ser analisada com cautela pelo baixo nimero de
cdes analisados, somente 8 animais. Com relacdo ao local de identificacdo viral na
lingua, Bauder et al. (2000) obtiveram resultado que se assemelha a este estudo, com
um maior nimero de células marcadas na parte dorsal da lingua. Resultado que pode ser
explicado por este local ter maior taxa de reposicdo celular do que a parte ventral da
lingua, com isto favorecendo uma infeccéo pelo CPV-2 (BAUDER et al., 2000). Com a
identificacdo viral na tonsila e na lingua, ficou evidente que o CPV-2 se manteve na
orofaringe com o decorrer da infec¢do, ou seja, nos locais onde ocorrem as primeiras
replicagdes do CPV-2. A permanéncia do virus nestes locais pode ser favorecida pela
manutencdo da integridade epitelial mesmo com a multiplicacdo e a necrose de células

basais destes epitélios.
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6. CONCLUSOES

Macroscopicamente, a hiperemia intestinal e 0 aumento de placas de Peyer foram 0s
achados mais encontrados, desta forma, auxiliam o diagndstico de parvovirose canina.
No presente trabalho as lesdes microscopicas na tonsila, timo e bago foram consideradas
como importantes 6rgdos na identificacdo dos achados patoldgicos provocados pelo
CPV-2.

A visualizacdo de enterite necrética em um maior nimero de casos foi prejudicada pela
autolise presente em 17,7% dos casos.

O intestino delgado foi considerado o melhor érgdo na identificacdo do CPV-2 pela
técnica de imunoistoquimica.

Os epitélios escamosos estratificados da lingua e da tonsila poderdo ser utilizados no
diagnostico imunoistoquimico de CPV-2. Por apresentarem boa taxa de positividade e
melhor conservacdo tecidual no periodo post-mortem, sua utilizacdo poderd ser
importante em casos de aut6lise intestinal.

Os orgdos linfoides apresentaram resultados inferiores aos apresentados em 0Orgédos
epiteliais na imunoistoquimica como resultado da necrose tecidual e a rapida passagem
do CPV-2 por estes tecidos. Porém, diante de um diagnostico negativo no intestino
delgado a utilizagéo destes podera confirmar uma infec¢do por CPV-2,

A imunoistoquimica pode ser um importante método auxiliar na comprovacdo da
parvovirose canina em casos de autolise intestinal ou diante de leses microscopicas

inconclusivas.
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