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RESUMO

As doencas infecciosas representam a principal causa de morte ou razao para eutandsia de
cdes no Brasil. Enquanto algumas doencas sdo frequentemente diagnosticadas, outras sdo
vistas apenas ocasionalmente e sdo potencialmente fatais, como a hepatite infecciosa canina e
a forma cardiaca da parvovirose. Esta dissertacdo, apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina Veterindria da Universidade Federal de Campina Grande, esta
dividida em dois capitulos, sendo cada capitulo representado por um artigo cientifico. O
primeiro artigo, submetido a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia,
descreve os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e anatomopatolégicos de casos de
hepatite infecciosa canina diagnosticados no Laboratério de Patologia Animal durante o
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2016. Dos 1.640 cdes necropsiados, 15 foram
diagnosticados como hepatite infecciosa canina (0,91%). Dos cdes acometidos nove eram
machos e seis fémeas. As idades variaram de 45 dias a sete anos, sendo a maioria filhotes.
Dez animais nio apresentavam raca definida, quatro eram Poodles e um Rottweiler. A maioria
dos cdes nao recebeu nenhum tipo de protocolo vacinal. Os cdes eram oriundos dos
municipios de Patos, Sdo Mamede e Teixeira, pertencentes ao Sertdo da Paraiba, Nordeste do
Brasil. A maioria dos cdes apresentou curso clinico variando de hiperagudo a agudo. Os
principais sinais clinicos foram convulsdo, apatia e hiporexia. Na necropsia, as principais
alteracdes foram observadas no figado que apresentava-se palido a alaranjado e com dreas
irregulares avermelhadas na superficie capsular, além de acentuacdo do padrdo lobular e
edema na parede da vesicula biliar. Hemorragias foram observadas em varios 6rgdos. Na
histopatologia do figado havia principalmente necrose centrolobular, associada a corpusculos
de inclusdo viral intranucleares em hepatdcitos, hemorragia e discreto infiltrado inflamatério
misto. Inclusdes virais puderam ser visualizadas ainda no endotélio vascular do encéfalo e nos
capilares glomerulares, além de bacgo e linfonodos. O diagnéstico foi confirmado por imuno-
histoquimica. O segundo artigo, submetido a revista Pesquisa Veterinéria Brasileira, descreve
os aspectos epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e imuno-histoquimicos de um surto de
parvovirose cardiaca em filhotes de caes. O surto ocorreu em um canil localizado na cidade de
Parnamirim, Rio Grande do Norte, regido Nordeste do Brasil. De uma ninhada de nove
filhotes, um foi natimorto e seis morreram entre 35-57 dias de idade apds apresentarem sinais
clinicos cardiorrespiratérios com evolu¢do de 10 minutos a trés dias. Dos seis filhotes que
morreram, dois foram encaminhados para necropsia. No exame macroscopico, ambos 0s
animais apresentaram discreta efusdo pericardica, coracdo marcadamente globoso, difusa
palidez nas superficies epicardica e miocdrdica e dilatacdo da cavidade ventricular esquerda.
Nos pulmdes, observaram-se dreas multifocais avermelhadas na superficie pleural. O figado
estava difusamente aumentado de tamanho, com acentuacdo do padrdo lobular e com &reas
palidas entremeadas por dreas escuras. Microscopicamente observou-se miocardite
linfohistiocitica, necrosante, associada a fibrose intersticial e corpusculos de inclusdes virais
basofilicos intranucleares em cardiomidcitos. Nos pulmdes observou-se pneumonia
intersticial e edema, e no figado notou-se degeneracdo e necrose centrolobular a mediozonal
associada a congestdo e hemorragia. O diagndstico foi confirmado por imuno-histoquimica.
Com a realizacdo desses trabalhos pode-se considerar que a hepatite infecciosa canina e a
forma cardiaca da parvovirose canina ocorrem ocasionalmente na rotina de diagndstico do
Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da UFCG e ainda representam
importantes causas de morte em caes.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas de cées, infeccdo viral, Adenovirus canino, Parvovirus
canino.



ABSTRACT

Infectious diseases represent the major cause of death or reason for euthanasia of dogs in
Brazil. While some diseases are often diagnosed, others are only occasionally and are
potentially fatal, such as canine infectious hepatitis and cardiac form of parvovirosis. This
dissertation, presented to the Graduate Program of Veterinary Medicine of the Federal
University of Campina Grande, is divided into two chapters, each chapter being represented
by one scientific article. The first article, submitted to the journal Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterindria e Zootecnia, describes the main epidemiological, clinical and
anatomopathological aspects of cases of infectious canine hepatitis diagnosed in the
Laboratory of Animal Pathology during the period from January 2003 to December 2016. Of
the 1,640 necropsied dogs, 15 were diagnosed as infectious canine hepatitis (0.91%). Of the
dogs affected nine were males and six females. The ages ranged from 45 days to seven years,
being most of them young. Ten animals were mixed breed, four were Poodles and one
Rottweiler. Most of the dogs do not received any vaccine protocol. The dogs came from the
municipalities of Patos, Sao Mamede and Teixeira, from the backland of the Paraiba,
Northeast of Brazil. Most of the dogs presented clinical course varying from hyperacute to
acute. The main clinical signs were seizure, apathy and hyporexia. At necropsy, the major
alterations were observed in the liver, which was pale to orange and with irregular reddish
areas on the capsular surface, besides accentuation of the lobular pattern and edema in the
wall of the gallbladder. Hemorrhages were observed in several organs. In the histopathology
of the liver there was mainly centrilobular necrosis, associated with intranuclear viral
inclusion bodies in hepatocytes, hemorrhage and discrete mixed inflammatory infiltrate. Viral
inclusions bodies could be visualized also in the vascular endothelium of the encephalon and
in the glomerular capillaries, besides spleen and lymph nodes. The diagnosis was established
based on the characteristic histopathological lesions and was confirmed by
immunohistochemistry. The second article, submitted to the journal Pesquisa Veterinaria
Brasileira, describes epidemiological, clinical, pathological and immunohistochemical aspects
of an outbreak of cardiac parvovirosis in puppies. The outbreak occurred in a kennel located
in Parnamirim, Rio Grande do Norte, Northeastern of Brazil. In a litter of nine pups, one was
stillbirth and six died between 35-57 days of age after cardiopulmonary clinical signs with
evolution of 10 minutes to three days. Of the six puppies that died, two were sent for
necropsy. On gross examination, both animals had discreet pericardial effusion, markedly
distended heart, diffuse pallor in epicardial and myocardial surfaces and dilation of the left
ventricular cavity. In the lungs were observed multifocal reddish areas in the pleural surface.
The livers were diffusely increased in size, with lobular standard accentuation and pale areas
interspersed with dark areas. Microscopically was observed linfohistiocitica myocarditis,
necrotizing, associated with interstitial fibrosis and basophilic intranuclear viral inclusions
corpuscles in cardiomyocytes. In the lungs there were edema and interstitial pneumonia and in
the liver was noted centrilobular to mediozonal degeneration and necrosis associated with
congestion and hemorrhage. The diagnosis was confirmed by immunohistochemistry. With
the accomplishment of these studies it can be considered that infectious canine hepatitis and
the cardiac form of the canine parvovirosis occur occasionally in the diagnostic routine of the
Laboratory of Animal Pathology of the Veterinary Hospital of the UFCG and still represent
important causes of death in dogs.

KEY WORDS: Dog diseases, viral infection, Canine adenovirus, Canine parvovirus.
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INTRODUCAO

As doencgas infecciosas representam a principal causa de morte ou razao para
eutandsia de cdes no Brasil. Em estudos desenvolvidos nas regides Sul e Sudeste as
mais frequentemente diagnosticadas foram a cinomose, parvovirose, verminoses
intestinais, leptospirose e coronavirose (Fighera et al., 2008; Bentubo et al., 2007). De
forma semelhante, varias doencas infecciosas sdo diagnosticadas como causa de morte
ou razdo para eutandsia de cdes na regido Nordeste, usualmente a cinomose,
leishmaniose, verminoses intestinais e hemoparasitoses. Algumas doencas, entretanto,
sdo vistas apenas ocasionalmente e sdo potencialmente fatais, como a hepatite
infecciosa canina e a forma cardiaca da parvovirose.

Hepatite infecciosa canina € uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Adenovirus canino tipo 1 que acomete particularmente cdes domésticos jovens e nao
vacinados (Cullen e Stalker, 2016). A infec¢do por esse virus ja foi descrita nas
populacdes de cdes de quase todos os continentes, mas alguns paises, mediante
adequado programa de vacina¢do, conseguiram reduzir drasticamente a ocorréncia da
doenca (Appel, 1987). Contudo, o virus continua circulando nas populagdes caninas e é
responsavel por uma doenca severa, comumente fatal e que € mais frequentemente
observada em paises sem adequados programas de vacinac¢do (Decaro et al., 2008;
Decaro et al., 2007). No Brasil, a infeccao subclinica foi evidenciada nas regides Sul
(Dezengrini et al., 2007) e Sudeste (Carvalho et al., 1975) e casos fatais da doenca
foram caracterizados na regido Sul (Oliveira et al., 2011; Inkelmann et al., 2007),
Sudeste (Piacesi et al., 2010) e Centro-Oeste (Rossato e Martins, 2015).

A parvovirose € uma doenca infectocontagiosa causada pelo Parvovirus canino
que acomete cdes jovens e adultos, existindo duas principais formas: a enterite
necroética, com altas taxas de morbidade e mortalidade, e a miocardite ndo supurativa,
que acomete unicamente filhotes e tem poucos relatos na literatura cientifica (Sime et
al., 2015; Ocarino et al., 2014). Essa forma cardiaca da parvovirose € uma apresentacao
incomum e a maioria dos casos descritos concentra-se no final da década de 1970 e
inicio da década de 1980, periodo em que houve uma emersdo e disseminagcdo
pandémica do virus (Decaro e Greene, 2012; Gagnon et al., 1980). Nao existe descri¢ao
de acompanhamentos de casos dessa forma da doenga no Brasil.

Portanto, considerando a escassez de trabalhos disponiveis na literatura
cientifica brasileira sobre essas doencgas, o objetivo desse trabalho é descrever os
principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos de casos de hepatite
infecciosa canina e de um surto da forma cardiaca da parvovirose em filhotes de caes
diagnosticados no Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da

Universidade Federal de Campina Grande, Patos, Paraiba.
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CAPITULO I

Hepatite infecciosa canina no Sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil

Trabalho submetido a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia

(Qualis A2)
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Hepatite infecciosa canina no Sertao da Paraiba, Nordeste do Brasil!

Erick P. F. Souto?*, Lisanka A. Maia?, Jefferson S. Ferreira?, Luedja C. V. M. Gomes3,
Rosileide S. Carneir03, David Driemeier4, Almir P. SouzaS, Antdnio F. M. Dantas’

ABSTRACT .- Souto E.P.F., Maia L.A., Ferreira J.S., Gomes L.C.V.M., Carneiro R.S.,
Driemeier D., Souza A.P. & Dantas A.F.M. 2017. [Infectious canine hepatitis in the
backland of the Paraiba, Northeast of Brazil] Hepatite infecciosa canina no Sertdo da
Paraiba, Nordeste do Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Hospital
Veterindrio, Laboratério de Patologia Animal, CSTR, Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Patos, Av. Universitdria, s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB.
58.708-110, Brasil. E-mail: erickplatini @ gmail.com

We described the main epidemiological, clinical and pathological aspects of
canine infectious hepatitis diagnosed in the Laboratory of Animal Pathology of the
Federal University of Campina Grande during the period from January 2003 to
December 2016. Of the 1,640 necropsied dogs, 15 were diagnosed as infectious canine
hepatitis (0.91%). Of the dogs affected nine were males and six females. The ages
ranged from 45 days to seven years, being most of them young. Ten animals were
mixed breed, four were Poodles and one Rottweiler. Most of the dogs do not received
any vaccine protocol. The dogs came from the municipalities of Patos, Sio Mamede and
Teixeira, from the backland of the Paraiba, Northeast of Brazil. Most of the dogs
presented clinical course varying from hyperacute to acute. The main clinical signs were
seizure, apathy and hyporexia. At necropsy, the major alterations were observed in the
liver, which was pale to orange and with irregular reddish areas on the capsular surface,
besides accentuation of the lobular pattern and edema in the wall of the gallbladder.
Hemorrhages were observed in several organs. In the histopathology of the liver there
was mainly centrilobular necrosis, associated with intranuclear viral inclusion bodies in
hepatocytes, hemorrhage and discrete mixed inflammatory infiltrate. Viral inclusions
bodies could be visualized also in the vascular endothelium of the encephalon and in the
glomerular capillaries, besides spleen and lymph nodes. The diagnosis was established
based on the -characteristic histopathological lesions and was confirmed by
immunohistochemistry. Infectious canine hepatitis occurs occasionally in the backland
of the Paraiba, particularly affecting young and unvaccinated dogs. The affected dogs
usually present nonspecific clinical manifestations and clinical course ranging from
hyperacute to acute. The microscopic lesions observed in the liver are characteristic and
allow the diagnosis of the disease.

INDEX TERMS: Dog diseases, hepatic necrosis, viral inclusion.
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RESUMO.- Descrevem-se os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e
anatomopatolégicos de casos de hepatite infecciosa canina diagnosticados no
Laboratério de Patologia Animal da Universidade Federal de Campina Grande, durante
o periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2016. Dos 1.640 cades necropsiados, 15
foram diagnosticados como hepatite infecciosa canina (0,91%). Dos caes acometidos
nove eram machos e seis fémeas. As idades variaram de 45 dias a sete anos, sendo a
maioria filhotes. Dez animais nao apresentavam raga definida, quatro eram Poodles e
um Rottweiler. A maioria dos cdes ndo recebeu nenhum tipo de protocolo vacinal. Os
cdes eram oriundos dos municipios de Patos, Sio Mamede e Teixeira, pertencentes ao
Sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil. A maioria dos caes apresentou curso clinico
variando de hiperagudo a agudo. Os principais sinais clinicos foram convulsio, apatia e
hiporexia. Na necropsia, as principais alteracdes foram observadas no figado que
apresentava-se palido a alaranjado e com dreas irregulares avermelhadas na superficie
capsular, além de acentuacdo do padrdo lobular e edema na parede da vesicula biliar.
Hemorragias foram observadas em varios 6rgdos. Na histopatologia do figado havia
principalmente necrose centrolobular, associada a corpusculos de inclusdo viral
intranucleares em hepatdcitos, hemorragia e discreto infiltrado inflamatério misto.
Inclusdes virais puderam ser visualizadas ainda no endotélio vascular do encéfalo e nos
capilares glomerulares, além de baco e linfonodos. O diagnodstico foi estabelecido com
base nas caracteristicas lesdes histopatoldgicas e foi confirmado por imuno-
histoquimica. A hepatite infecciosa canina ocorre ocasionalmente no Sertdo da Paraiba,
acometendo particularmente cdes jovens e ndo vacinados. Os cdes afetados geralmente
apresentam manifestacdes clinicas inespecificas e curso clinico variando de hiperagudo
a agudo. As lesdes microscopicas observadas no figado sdo caracteristicas e permitem o
diagndstico da doencga.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de cies, necrose hepitica, inclusio viral.

INTRODUCAO

A hepatite infecciosa canina (HIC) € uma doenca infectocontagiosa e
multissistémica causada pelo Adenovirus canino tipo-1 (CAV-1). Essa doenga acomete
canideos domésticos e silvestres, sendo os cdes domésticos jovens e ndo vacinados
particularmente susceptiveis (Cullen & Stalker 2016). A principal via de transmissdo
ocorre pela exposi¢do das mucosas oronasal a urina, saliva, fezes ou secrecdes
respiratorias de animais infectados. O virus foi isolado de todos os tecidos e excre¢des
de cdes infectados, podendo ser excretado pela urina de seis a nove meses se o animal se
recupera da fase aguda da doenca (Greene 2012).

Uma vez exposto ao virus, o curso da infeccdo € varidvel e diretamente
relacionado aos titulos de anticorpos neutralizantes previamente presentes. Os cdes com

altos titulos de anticorpos apresentam infec¢do subclinica, enquanto os que possuem
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baixos titulos adoecem (Greene 2012); podendo a doenga cursar de forma hiperaguda,
aguda, subaguda ou cronica (Barros & Fighera 2011), sendo consenso que, na maioria
dos casos, a doenca cursa de forma hiperaguda a aguda (Cullen & Stalker 2016, Greene
2012, Barros & Fighera 2011). A variabilidade do curso clinico e a inespecificidade dos
sinais clinicos, por vezes observados em um curto intervalo de tempo, usualmente
dificultam o diagndstico clinico de HIC (Greene 2012). O objetivo desse trabalho ¢é
descrever os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos de

casos de HIC diagnosticados no Sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram revisadas todas as fichas de necropsias de cdes realizadas durante o
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2016 no Laboratério de Patologia Animal da
UFCG. Inicialmente foram identificados os casos de hepatopatias e posteriormente
selecionados os que apresentavam lesdes compativeis com hepatite infecciosa canina.

Dos protocolos clinico e de necropsia foram obtidas informacgdes referentes aos
dados epidemioldgicos (raga, sexo, idade, estado vacinal e procedéncia do animal),
sinais clinicos e achados anatomopatoldgicos. Os caes afetados foram agrupados em trés
categorias, quanto a idade, sendo considerados filhotes (até 1 ano), adultos (de 1 a 9
anos) e idosos (10 anos ou mais) (Hoskins 1993).

Os tecidos coletados foram fixados em formol tamponado a 10%, processados
rotineiramente e corados por hematoxilina e eosina (HE). Seccdes histologicas do
figado foram ainda submetidas a técnica imuno-histoquimica (IHQ) com anticorpo
monoclonal anti-Adenovirus canino tipo 1 (VMRD - 2E10-H2). A técnica foi realizada
pelo método estreptavidina-biotina ligada a peroxidase. A inibicdo da peroxidase foi
realizada com peréxido de hidrogénio a 10% em solu¢do de metanol durante 30
minutos. Para recuperacdo antigénica foi utilizado proteinase K ready-to-use (S3020,
Dako Cytomation) por 1 minuto. O bloqueio das reacdes inespecificas foi realizado com
leite em p6 por 20 minutos. Foi utilizado anticorpo primdrio na diluicdo de 1:400
durante 15 horas (overnight) a 4° C. Os cortes histologicos foram entdo incubados por

40 minutos com anticorpo secundario biotinilado ligado a estreptavidina-peroxidase
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(kit LSAB-K0690, Dako Cytomation). Como cromdégeno utilizou-se o0
3,3'diaminobenzidina (DAB-K3468, Dako Cytomation) por um 1 minuto.

RESULTADOS

Durante o periodo de estudo foram realizadas 1.640 necropsias de caes, das
quais 73 (4,45%) foram diagnosticadas como hepatopatias. Desses casos, em 15
(0,91%) foi observado necrose hepatocelular associada a corptsculos de inclusdo viral
intranucleares, caracteristicos de hepatite infecciosa canina.

Dos caes acometidos nove eram machos e seis fémeas. As idades variaram de 45
dias a sete anos, sendo a maioria filhotes (8/15). Observou-se que dez animais ndo
apresentavam raga definida, quatro eram da raca Poodle e um da raga Rottweiler. Com
relacdo a imunizacdo, 12 cies ndo receberam nenhum tipo de protocolo vacinal e trés
foram submetidos a vacinacdo (antigeno vacinal de adenovirus atenuado), mas apenas
um recebeu as trés doses recomendadas da vacina. Os cdes eram oriundos dos
municipios de Patos (13/15), Sio Mamede (1/15) e Teixeira (1/15), pertencentes ao
Sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil.

A maioria dos cdes apresentou curso clinico variando de hiperagudo (6/15) a
agudo (6/15), com duracdo de 12 a 24 horas e de dois a sete dias, respectivamente. Em
trés casos ndo foram informados dados relativos ao curso clinico apresentado. Os
diagnésticos clinicos presuntivos foram: intoxicacdo (4/15), erliquiose (4/15),
parvovirose (2/15), endoparasitose (1/15) e trauma cranioencefdlico (1/15); em trés
casos ndo foi estabelecido diagnéstico clinico. Dados relativos a epidemiologia e clinica

dos casos de HIC estao relacionados, em detalhes, no Quadro 1.
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Quadro 1 - Dados epidemiolégicos e clinicos de casos de HIC diagnosticados no LPA/UFCG (2003-2016).

Caso Ano Raca Sexo Idade Vacina Sinais clinicos Evolucao Suspeita

1 2005 SRD* M"  4A¢ Sim Apatia, dispneia, taquicardia, 1 dia Intoxicagdo
sialorreia, mucosas congestas,
petéquias, convulsdes
2 2006 Poodle F° 2Ms® 1 Dose Apatia, vomito, diarreia e convulsoes 1 dia Intoxicagdo
3 2006 SRD* M"  1,5AY Nio Diarreia sanguinolenta 12h Parvovirose
4 2008 Poodle F° 45D" 1Dose Apatia, hiporexia e mucosas palidas 1 dia Endoparasitose
5 2008 Rottweiler M" 2Ms® Nio NI® NI® NI®
6 2009 Poodle M 2A¢ Nao Apatia, hiporexia, petéquias, 4 dias Erliquiose
convulsdes
7 2012 SRD* F° 7A¢ Nio Hiporexia, edema submandibular, 3 dias Erliquiose
vocalizacdo e convulsdes
8 2012 SRD* F°  9Ms® Nio Edema submandibular, ictericia 7 dias NI®
9 2012 SRD* M° 1AY Nao Diarreia sanguinolenta, convulsdes 3 dias Parvovirose
10 2012 SRD* F° 5A¢ Nao Diarreia sanguinolenta, convulsdes 3 dias Intoxicacgdo
11 2013 SRD* M" 8Ms® Nio Epistaxe, hematiria, petéquias, NI® Erliquiose
convulsoes
12 2013 SRD* M 7A¢ Nao Apatia, hiporexia, hematuria, NI® Erliquiose
petéquias convulsdes
13 2016 Poodle M®  1,6A° Nio Vocalizag@o, vOomito, mucosas 1 dia Intoxicagdo
palidas, convulsdes

14 2016 SRD* M"  4Ms®  Nio Convulsoes 1 dia Trauma
15 2016 SRD* F°  45D" Nio  Apatia, hiporexia, dispneia, ictericia 2 dias NI®

——F A d =y pop—
*Sem raca definida. "Macho. “Fémea. “Anos. “Meses. 'Dias. ®Nao informado.

Na necropsia, as principais alteracdes foram observadas no figado, que

apresentava coloragdo variando de pdlida a alaranjada e com multiplos pontos
avermelhados distribuidos aleatoriamente pelo parénquima (12/15) (Fig.1A),
acentuacdo do padrdo lobular (9/15) e aumento de volume (3/15). Foram observados
ainda edema da parede da vesicula biliar (6/15) (Fig.1B) e fibrina aderida a superficie
capsular e entre os lobos hepaticos (6/15). Petéquias e equimoses foram observadas na
mucosa e/ou serosa do estdmago (11/15) e intestinos (11/15); nesse ultimo, havia
conteddo hemorrigico intraluminal (11/12) (Fig.1C) e serosa com aspecto rugoso
(5/15). Hemorragias foram visualizadas ainda nos rins (9/15), mucosas oral e oculares
(7/15), tecido subcutineo (7/15), pulmdes (7/15) (Fig.1D), coracdo (7/15) (Fig.1E),
baco (5/15), encéfalo (5/15) (Fig.1F), bexiga (3/15) e timo (2/15). Foi observado
ocasionalmente liquido avermelhado na cavidade abdominal (4/15), linfonodos
mesentéricos aumentados (4/15) e hemorrdgicos (2/15), ictericia (2/15), edema

submandibular (2/15) e tonsilite (2/15).



19

Figura 1 - Hepatite infecciosa canina. A) Figado com dreas avermelhadas irregulares
na superficie capsular. B) Parede da vesicula biliar distendida por edema. C) Serosa do
intestino avermelhada e conteddo liquido vermelho escuro intraluminal. D) Pulmdes
com hemorragias multifocais a coalescentes na superficie pleural. E) Coragdao com
hemorragias multifocais a coalescentes no epicdrdio. F) Encéfalo com hemorragias

multifocais a coalescentes nas leptomeninges.
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Na histopatologia, as principais alteracdes foram verificadas no figado e
consistiam de necrose de hepatdcitos (15/15), sob distribui¢do centrolobular (12/15)
(Fig.2A), centrolobular a médio-zonal (2/15) e massiva (1/15); associada a corpusculos
de inclusdo viral intranucleares em hepatdcitos (15/15) (Fig.2B), hemorragia (13/15) e
discreto infiltrado inflamatério misto (10/15). As inclusdes virais frequentemente
apresentavam-se delimitadas por um halo claro (14/15), mas puderam ser vistas também
preenchendo todo o nucleo (1/15). Foram observadas em hepatdcitos aparentemente
normais, degenerados e em processo de necrose individual, sendo particularmente
presentes em hepatdcitos adjacentes as dreas de necrose.

No encéfalo, havia discreta vasculite linfoplasmocitaria multifocal associada a
hemorragia (Fig.2C) e corpusculos de inclusdo viral intranucleares em células
endoteliais de vasos sanguineos (10/15) (Fig.2D), afetando principalmente os cortices
frontal, parietal e temporal, nicleos da base, hipocampo, tdlamo e 6bex. Em todos os
casos nos quais foram observadas lesdes vasculares no encéfalo, os cdes apresentaram
manifestacdes clinicas neuroldgicas. Nos rins, havia corpusculos de inclusdo viral
intranucleares em células endoteliais de capilares glomerulares, associados a discreto
infiltrado inflamatério linfoplasmocitdrio periglomerular e hemorragia (6/15) (Fig.2E).
No bago, havia necrose de células dos foliculos linfoides, deplecdo linfoide e
corpusculos de inclusdo viral intranucleares em células reticuloendoteliais (3/15). Nos
linfonodos mesentéricos havia necrose de células dos foliculos linfoides, deplecao
linfoide, hemorragia e corptisculos de inclusdo viral intranucleares em histidcitos (2/15).

As inclusdes virais, vistas basofilicas ou anfofilicas por HE, foram fortemente

imunomarcadas em marrom para CAV-1 (Fig.2F).
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b e T

Figura 2 - Hepatite infecciosa canina. A) Figado. Necrose centrolobular de
hepatdcitos. HE. Obj. 20x. B) Corptisculo de inclusdo viral intranuclear basofilico (seta)
em hepatdcito adjacente a drea de necrose (asterisco). HE. Obj. 40x. C) Hemorragia
subaracnoide no lobo temporal do cérebro (asterisco). HE. Obj. 20x. D) Inclusio viral
intranuclear basofilica em endotélio vascular do cérebro (seta). HE. Obj. 40x. E)
Inclusdo viral intranuclear basofilica em célula endotelial de capilar glomerular (seta) e
discreto infiltrado inflamatério linfoplasmocitdrio periglomerular (cabeca de seta). HE.
Obj. 40x. F) Figado. Corpusculos de inclusdo viral intranucleares em hepatdcitos

imunomarcados em marrom para CAV-1. IHQ. Ob;. 40x.
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DISCUSSAO

O diagnéstico de HIC foi estabelecido com base nos achados epidemiolégicos,
clinicos e anatomopatoldgicos, e foi confirmado por imuno-histoquimica. Os ébitos por
HIC, durante o periodo de estudo, representaram reduzido percentual (0,91%) de
necropsias no LPA da UFCG. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos
desenvolvidos nos municipios de Santa Maria (1,2%) (Inkelmann et al. 2007) e Porto
Alegre (0,34%) (Oliveira et al. 2011), Rio Grande do Sul, Brasil. E importante
considerar que esse trabalho e os desenvolvidos na regido Sul do Brasil compreendem
apenas os casos fatais da doenca, desconsiderando as infeccdes que cursam de forma
subclinica ou os casos nos quais os animais se recuperam. E reconhecido que a maioria
das infeccdes evolui de forma subclinica ou causa apenas doenca leve, e, nessas
condic¢des, os cdes se recuperam e mantém os niveis séricos de anticorpos neutralizantes
(Greene 2012, Cullen & Brown 2013). A taxa de mortalidade varia entre 10 e 30% dos
casos (Decaro et al. 2008).

Com relagdo a imunizacdo, apenas um filhote recebeu um protocolo vacinal
completo. Essa circunstancia pode ser atribuida ao perfil dos cdes atendidos no Hospital
Veterindrio da UFCG, que, devido as condicdes socioecondmicas da maioria dos
proprietarios, usualmente nao recebem essa ou outras medidas profilaticas basicas. O
reduzido percentual de imunizagdo € semelhante ao observado em outro levantamento
(Oliveira et al. 2011). A realizacdo de adequados protocolos de imunizagdo tém tornado
a HIC rara em muitos paises (Decaro et al. 2007), com relatos de casos isolados
(Rossato & Martins 2015, Piacesi et al. 2010) ou surtos (Decaro et al. 2007, Caudell et
al. 2005, Pratelli et al. 2001) ocorrendo apenas ocasionalmente.

No Sertdo da Paraiba, a HIC demonstrou ser uma doenca que afeta
principalmente cdes jovens (até um ano de idade). Essa doenca pode ocorrer em caes de
todas as idades, mas filhotes de cdes menores de um ano sdo mais frequentemente
acometidos e mais propensos a morrer da infeccdo (Greene 2012, Cullen & Brown
2013).

A HIC pode cursar de forma hiperaguda, aguda, subaguda ou cronica, sendo

consenso que, na maioria dos casos, a doenc¢a cursa de forma hiperaguda a aguda
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(Cullen & Stalker 2016, Greene 2012, Barros & Fighera 2011), o que pode ser
constatado nesses casos.

Os caes podem morrer poucas horas apds o inicio dos sinais clinicos ou podem
ser encontrados mortos sem que se observem sinais clinicos (Cullen & Stalker 2016);
essa ultima condi¢do pode ser atribuida, por vezes, ao curto intervalo de tempo no qual
se manifestam os sinais clinicos, intervalo que pode coincidir com a auséncia do
proprietario (Barros & Fighera 2011). E comum que o proprietirio ou o médico
veterindrio cogitem a possibilidade de intoxica¢do ou trauma cranioencefélico (Barros
& Fighera 2011).

Em nenhum desses casos a suspeita clinica foi de HIC. Essa doenga costuma
apresentar um conjunto de sinais e sintomas que podem mimetizar varias enfermidades,
o que dificulta muito o diagndstico clinico. Diante disso, a HIC representa importante
diagnéstico clinico diferencial em cdes com suspeita de intoxicacdo, trauma
cranioencefalico, hemoparasitoses, parvovirose, leptospirose e insuficiéncia cardiaca
congénita (Barros & Fighera 2011).

As principais alteragdes macroscopicas foram observadas no figado, mas
hemorragias puderam ser visualizadas em varios 6rgdos. A tendéncia a processos
hemorragicos observada nessa doenca estd relacionada ao tropismo do CAV-1 por
células endoteliais e hepatdcitos (Greene 2012). As lesdes no endotélio vascular
associadas a inabilidade do figado lesionado em produzir os fatores de coagulacdo
foram, por muito tempo, imputadas como a principal causa de hemorragia nessa doenca.
Embora esses fatores associados desempenhem influéncia no desenvolvimento das
hemorragias, atualmente acredita-se que resultem do dano endotelial associado ao
acelerado consumo dos fatores de coagulacdo (coagulacdo intravascular disseminada),
uma vez que o dano endotelial € um potente indutor da cascata de coagulacao (Cullen &
Stalker 2016).

Edema na parede da vesicula biliar € um achado patoldgico importante nessa
doenca e ja foi descrito como sendo muito frequente (Cornwell & Wrigth 1969),
contudo nesse e em outros estudos foi observado em menos da metade dos casos
(Oliveira et al. 2011, Inkelmann et al. 2007). Ictericia ndo € um achado patoldgico

frequente em casos de HIC (Oliveira et al. 2011, Inkelmann et al. 2007, Kelly 1993,



24

Parry 1950), provavelmente pelo répido curso clinico da doenca. Edema de subcutaneo
na regido da cabeca, pescoco e porcdes inferiores do tronco, costuma ser observado em
associacdo a linfadenomegalia (Greene 2012), mas pode ainda ser secunddrio ao
aumento da permeabilidade vascular devido o dano endotelial (Cullen & Stalker 2016).
Lesoes em tonsilas foram pouco observadas, mas esse € o sitio primdrio da replicacdo
viral ocorrendo inflamagao evidente, mais comumente, na fase inicial da infeccao
(Cullen & Brown 2013).

Opacidade da cérnea ndo foi observada em nenhum desses caes, provavelmente
pela evolucdo hiperaguda ou aguda da maioria desses casos. Essa € uma condi¢do
clinica de desenvolvimento tardio que ocorre em caes convalescentes, usualmente entre
14 e 21 dias apds a infeccdo (Carmichael 1964). Trata-se de uma uveite e edema de
cornea secunddrios a uma reacdo de hipersensibilidade do tipo III, mediada pela
deposi¢do de imunocomplexos (Cullen & Stalker 2016).

As alteracdes microscOpicas observadas no figado em associagdo aos
corpusculos de inclusdo viral intranucleares em hepatdcitos, vistos em todos os casos,
permitem o diagnodstico de HIC (Rakich et al. 1986). Contudo, nos raros casos nos quais
a doenca ndo assume a apresentacdo cldssica e ndo sdo visualizadas as inclusdes virais,
a técnica IHQ constitui uma importante ferramenta auxiliar para a confirmagdo do
diagnéstico etiolégico (Oliveira et al. 2011). E importante considerar que nos
hepatdcitos de cies podem ocorrer inclusdes intranucleares inespecificas (Innes 1949)
que tém sido confundidas com as inclusdes de HIC (Smith 1951). Essas inclusdes sdao
fortemente acidofilicas, poliédricas e ocorrem em caes de meia idade ou idosos e sem as
demais alteracdes associadas a HIC (Inkelmann et al. 2007, Kelly 1993, Innes 1949).

As inclusdes virais puderam ser visualizadas ainda no endotélio vascular de
outros 0rgaos, quase sempre associadas a hemorragia. Esses achados extra-hepaticos sao
comumente verificados e auxiliam o diagnéstico de HIC, principalmente quando nio se
tem disponibilidade da técnica IHQ. Em todos os casos nos quais se observaram lesdes
vasculares no encéfalo, os caes haviam apresentado sinais clinicos neurolégicos, o que
reitera que essa sintomatologia seja secundéria ao dano vascular (Cullen & Stalker
2016, Caudell et al. 2005). As alteracOes renais estdo relacionadas a lesdo viral direta

sobre o endotélio glomerular, mas podem ainda ser atribuidas a deposicao de
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imunocomplexos nos casos que se cronificam (Serakides 2010), em ambas as condicdes
ocorre discreta infiltragdo de células inflamatdrias.

Considerando a dificuldade para se estabelecer o diagndstico clinico de HIC,
usualmente o diagndstico € obtido através do exame anatomopatolégico. Na regido de
estudo, a HIC tem como principais diagndsticos diferenciais a leptospirose, a
parvovirose e as hemoparasitoses, particularmente por Babesia spp. € Ehrlichia spp.

Na leptospirose canina observam-se comumente alteragdes hepaticas e renais,
ictericia e lesOes extrarrenais de uremia. Na histopatologia, pode se observar nos rins
uma associa¢do de nefrose tubular aguda e nefrite intersticial ndo supurativa e no figado
dissociacdo de hepatdcitos, necrose de hepatdcitos e colestase (Tochetto et al. 2012). Na
parvovirose verifica-se hemorragia e aspecto granular na serosa intestinal, conteudo
intraluminal hemorrdgico e linfonodos mesentéricos aumentados e hemorrdgicos,
achados comuns a HIC. Contudo, as hemorragias na parvovirose se restringem a esses
O0rgdos e na histopatologia do intestino delgado, verificam-se necrose das células
epiteliais das criptas, atrofia e fusdo das vilosidades intestinais e discreto infiltrado
inflamatério mononuclear, além de necrose e rarefacdo linfoides nas placas de Peyer,
linfonodos mesentéricos, baco e medula 6ssea (Rodrigues 2011, Guedes et al. 2010).
Nas hemoparasitoses ha significativa alteragdo no quadro hematoldgico e os agentes
etiolégicos podem ser visualizados nos constituintes celulares do sangue através de
esfregacos sanguineos. Na necropsia de caes com babesiose observa-se hemoglobintiria,
esplenomegalia e hepatomegalia e no exame histopatolégico comumente se observam
nefrose hemoglobindrica e eritrofagocitose. Nos casos de erliquiose, pode ser observado
palidez nas mucosas e processos hemorragicos no subcutaneo, mucosas e serosas de

orgdos da cavidade abdominal (Fighera & Graca 2014).

CONCLUSAO
A HIC ocorre ocasionalmente no Sertao da Paraiba, acometendo particularmente
cdes jovens e ndo vacinados. Os cdes afetados geralmente apresentam manifestacoes
clinicas inespecificas e curso clinico variando de hiperagudo a agudo, condicdes que
dificultam o diagnéstico clinico da doenga. As lesdes microscopicas observadas no

figado sdo caracteristicas e permitem o diagnostico da doenga. O diagnéstico diferencial



26

deve ser realizado principalmente em casos suspeitos de intoxicagdo, erliquiose ou

parvovirose.
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We  describe  the  epidemiological, clinical,  pathological  and
immunohistochemical aspects of parvoviral myocarditis outbreak in puppies. The
outbreak occurred in a kennel located in Parnamirim, Rio Grande do Norte,
Northeastern of Brazil. In a litter of nine pups, one was stillbirth and six died between
35-57 days of age after cardiopulmonary clinical signs with evolution of 10 minutes to
three days. Of the six puppies that died, two were sent for necropsy. On gross
examination, both animals had discreet pericardial effusion, markedly distended heart,
diffuse pallor in epicardial and myocardial surfaces and dilation of the left ventricular
cavity. The lungs were observed multifocal reddish areas in the pleural surface and at
cutting flowed foamed and slightly red liquid. The liver was diffusely increased in size,
with lobular standard accentuation and pale areas interspersed with dark areas wich
deepened in the parenchyma. Microscopically observed linfohistiocitica myocarditis,
necrotizing, associated with interstitial fibrosis and basophilic intranuclear viral
inclusions corpuscles in cardiomyocytes. In the lungs there were edema and interstitial
pneumonia and in the liver was noted centrilobular to mediozonal degeneration and
necrosis associated with congestion and hemorrhage. The diagnosis was confirmed by
immunohistochemistry. The parvoviral myocarditis can occasionally occur in puppies
of bitches that have not been effectively vaccinated. This clinical form of the disease
characterized by cardiorespiratory changes and hyperacute or acute death of the affected
animals.
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RESUMO.- Descrevem-se os aspectos epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e imuno-
histoquimicos de um surto de parvovirose cardiaca em filhotes de caes. O surto ocorreu
em um canil localizado na cidade de Parnamirim, Rio Grande do Norte, regido Nordeste
do Brasil. De uma ninhada de nove filhotes, um foi natimorto e seis morreram entre 35-
57 dias de idade ap6s apresentarem sinais clinicos cardiorrespiratérios com evolugao de
10 minutos a trés dias. Dos seis filhotes que morreram, dois foram encaminhados para
necropsia. No exame macroscépico, ambos 0s animais apresentaram discreta efusao
pericardica, coragdo marcadamente globoso, difusa palidez nas superficies epicardica e
miocdrdica e dilatagdo da cavidade ventricular esquerda. Nos pulmdes, observaram-se
areas multifocais avermelhadas na superficie pleural e ao corte fluia liquido espumoso e
levemente avermelhado. O figado estava difusamente aumentado de tamanho, com
acentuacdo do padrio lobular e com areas pdlidas entremeadas por dreas escuras que, a0
corte, se aprofundavam ao paré€nquima. Microscopicamente observou-se miocardite
linfohistiocitica, necrosante, associada a fibrose intersticial e corpisculos de inclusdes
virais basofilicos intranucleares em cardiomidcitos. Nos pulmdes observou-se
pneumonia intersticial e edema, e no figado notou-se degeneracdo e necrose
centrolobular a mediozonal associada a congestdo e hemorragia. O diagnodstico foi
confirmado por imuno-histoquimica. A forma miocdrdica da parvovirose canina pode
ocorrer ocasionalmente em filhotes de cadelas que ndo foram efetivamente vacinadas.
Essa forma clinica da doenga caracteriza-se por alteragdes cardiorrespiratérias e morte
hiperaguda ou aguda dos animais afetados.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencga de caes neonatos, miocardite viral, Parvovirus.

INTRODUCAO

Parvovirus canino € reconhecido como o agente etioldgico das duas principais
formas da parvovirose canina, a enterite necrética, com altas taxas de morbidade e
mortalidade, e a miocardite ndo supurativa, vista apenas ocasionalmente e com poucos
relatos na literatura cientifica (Sime et al. 2015, Ocarino et al. 2014). As apresentacoes
clinicopatolégicas das infec¢des por Parvovirus canino estdo significativamente
relacionadas a idade do animal no momento da infec¢do (Sime et al. 2015, Robinson et
al. 1980).

A miocardite por Parvovirus canino pode ocorrer através de infeccao
intrauterina ou em filhotes com até oito semanas de idade (Strom et al. 2015, Ocarino et
al. 2014, Decaro & Greene 2012, Lenghaus & Studdert 1984, Robinson et al. 1980). Os
cdes morrem de forma repentina ou apds um curto episodio de dispneia, vocalizagdo,
agitacdo e ansia de vomito (Decaro & Greene 2012, Carpenter et al. 1980), podendo
apresentar lesdes generalizadas de insuficiéncia cardiaca congestiva aguda (Miller et al.

2013). Os c@es que sobrevivem a forma aguda da doenca podem tornar-se cardiopatas e
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desenvolver insuficiéncia cardiaca congestiva cronica (Sime et al. 2015, Decaro &
Greene 2012). Geralmente nessa forma miocardica da doenga nao se observam lesdes
no intestino, local primério da infeccdo na grande maioria dos casos (Sime et al. 2015,
Miller et al. 2013). O objetivo desse trabalho € descrever os achados epidemioldgicos,
clinicos, patoldgicos e imuno-histoquimicos da primeira descricdo de um surto de

parvovirose cardiaca em filhotes de caes no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram acompanhados casos de mortalidade em filhotes de cdes. Os animais
foram encaminhados para necropsia no Laboratério de Patologia Animal do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande, Patos, Paraiba.

Os dados epidemiolégicos e sinais clinicos foram obtidos com o proprietédrio e o
médico veterindrio que acompanharam os animais. Os filhotes foram necropsiados e
fragmentos teciduais dos principais Orgdos foram coletados, fixados em formol
tamponado a 10%, clivados, processados rotineiramente e corados com hematoxilina e
eosina (HE). Secc¢des histoldgicas do coragdo foram também submetidas a técnica de
coloragcdo de Tricromico de Masson (TM) para evidenciacdo do tecido conjuntivo no
miocdrdio.

Fragmentos de coragdo foram submetidos a imuno-histoquimica (IHQ) pelo
método streptavidina-biotina ligada a peroxidase. A recuperacio antigénica foi realizada
com protease XVI (Sigma) durante 15 minutos. Para o bloqueio das reacdes
inespecificas utilizou-se leite desnatado em p6 a 5%. Como anticorpo primario, utilizou-
se anticorpo monoclonal anti-parvovirus (MCA 2064) na dilui¢do de 1:1000 durante 14-
16 horas (overnight) na temperatura de 4°C. Posteriormente, utilizou-se anticorpo
secundério biotinalado conjugado a streptavidina (kit LSAB, Dako) durante o periodo
de 40 minutos, com 20 minutos em cada etapa. A revelacdo foi realizada com
cromogeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) e a contra coloracdo com hematoxilina de
Meyer, montadas em meio aquoso. Controles positivos foram inseridos

simultaneamente com as laminas testadas e consistiam de casos testados previamente.
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RESULTADOS

Em um canil localizado na cidade de Parnamirim, Rio Grande do Norte, regido
Nordeste do Brasil, eram criadas trés cadelas adultas da raca Rottweiler e um cdo macho
sem raca definida. Todos os animais receberam vermifugo e vacinas comerciais contra
raiva, parvovirose, cinomose, hepatite infecciosa canina, tosse dos canis, parainfluenza,
coronavirose, € leptospirose causada pelos sorovares L. canicola, L. grippotyphosa, L.
icterohaemorrhagiae, € L. pomona, mas ocorriam atrasos na revacina¢do anual. Para
combater ectoparasitas, o proprietdrio aplicava produtos a base de Fipronil nos cées e
pulverizava o ambiente com produtos a base de Cipermetrina ou Amitraz.

Em janeiro de 2015, uma das cadelas pariu uma ninhada com nove filhotes,
sendo um natimorto. Os oito filhotes remanescentes apresentavam-se clinicamente
higidos, pesavam em média 0,5 kg cada, receberam colostro nas primeiras horas de vida
e foram amamentados pela mae até aproximadamente os 40 dias, sendo inserida ra¢do
comercial para filhotes a partir do vigésimo dia de vida. Os filhotes receberam vermifugo
aos 15, 30 e 45 dias de vida e vacinas comerciais, aos 45 dias, contra parvovirose,
cinomose, hepatite infecciosa canina, tosse dos canis, parainfluenza, coronavirose e
leptospirose causada pelos sorovares L. canicola e L. icterohaemorrhagiae. A cadela e
os filhotes foram mantidos em um ambiente controlado para ectoparasitas e com acesso
restrito a pessoas € outros animais.

O primeiro filhote morreu aos 35 dias de vida. Num intervalo de
aproximadamente 10 a 20 dias da primeira morte ocorreram mais cinco 6bitos. Apenas
dois filhotes ndo adoeceram. A idade, sexo, manifestacdes clinicas e evolucdo clinica

apresentados pelos animais doentes estdo relacionados no Quadro 1.
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Quadro 1. Dados epidemioldgicos, manifestagdes clinicas e evolucdo clinica em
filhotes de caes com parvovirose cardiaca.

Animal Idade” Sexo Manifestacdes clinicas” Evolucao
1 35 F
2 46 M  Extensdo dos membros, contracdes Aproximadamente
3 50 F abdominais, vocalizagdes 10 minutos
4 51 F continuas, taquicardia, dispneia,
5 53 M midriase e sopro cardiaco a
auscultagﬁob

Cansaco, inquietagdo, inapeténcia,

solugos, vocalizagdes, contracdes 3 dias
6 57 F abdominais, taquicardia, dispneia,

vOmito, pescogo distendido e sopro
cardiaco a auscultacdo

. b . ~ . . . .
“Dias. "Manifestac¢oes clinicas apresentadas pelos animais 1-5.

Dos seis filhotes que morreram, os animais 5 € 6 foram encaminhados para
necropsia. O exame externo revelou bom estado corporal e mucosas pélidas. A
necropsia, em ambos os animais, havia discreta efusdo pericdrdica, o coragdo estava
marcadamente globoso e difusamente palido na superficie epicardica (Fig.1A), e havia
dilatacdo da cavidade ventricular esquerda com palidez miocardica (Fig.1B). Nos
pulmdes, havia dreas multifocais avermelhadas na superficie pleural e ao corte fluia
liquido espumoso e levemente avermelhado. Os figados estavam difusamente
aumentados de tamanho, com evidenciacdo do padrdo lobular e com dareas pdlidas
entremeadas por dreas escuras que, ao corte, se aprofundavam ao parénquima. Além
disso, foram vistos multiplos filamentos de fibrina na superficie capsular e discreta
quantidade de liquido avermelhado na cavidade abdominal.

No exame histopatolégico dos animais foi observada miocardite linfohistiocitica
multifocal moderada (Fig.1C) e fibrose intersticial moderada (animal 5) e acentuada
(animal 6). Os cardiomidcitos apresentavam-se necrdticos, com perda multifocal das
estriacdes, eosinofilia citoplasmatica e fragmentacdo ocasional. No nicleo de alguns
cardiomidcitos verificou-se material basofilico, homogéneo, pontilhado, de formato
alongado e medindo aproximadamente 15x30 pm, preenchendo o nucleo e deslocando a
cromatina nuclear perifericamente, caracteristico de corpusculo de inclusdo viral
intranuclear (Fig.1D, inset). Nos pulmdes observou-se pneumonia intersticial

focalmente extensa e moderada, caracterizada por espessamento dos septos
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interalveolares por infiltrado inflamatério mononuclear moderado e hiperplasia de
pneumocitos tipo II. No limen alveolar havia material fortemente eosinofilico, amorfo e
homogéneo (edema), formacdo de membranas hialinas, e marcada quantidade de
macréfagos com citoplasma vacuolizado, ocasionalmente com pigmento marrom
intracitoplasmatico (hemossiderina). Havia ainda necrose de pneumdcitos tipo II,
congestdo e hemorragia. Nos figados havia degeneracdo e necrose centrolobular a
mediozonal, acentuada, por vezes formando pontes, associada a congestdo e
hemorragia. No bago do animal 5 havia proliferacdo centrofolicular moderada e em
outras dreas discreta rarefacdo da populacdo linfoide, além de necrose multifocal
discreta.

Nas seccOes histolégicas dos coragdes coradas por TM evidenciou-se tecido
conjuntivo fibroso substituindo as fibras cardiacas (Fig.1E). Os corptsculos de
inclusdes virais observados nos cardiomidcitos foram fortemente imunomarcados pelo
anticorpo monoclonal anti-parvovirus (MCA 2064) em vermelho por IHQ (Fig.1F,

inset).
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Figura 1. Parvovirose miocardica em filhotes caninos. A) Cora¢do marcadamente
globoso e difusamente palido. B) Seccdo transversal do coracdo evidenciando dilatacdo
da cavidade ventricular esquerda e palidez miocardica. C) Infiltrado inflamatério
linfohistiocitico multifocal moderado (setas). HE. Obj. 10x., Bar = 50 um. D)
Corptsculo de inclusdo viral intranuclear basofilico em cardiomidcito (seta). Inset,
observa-se inclusdo intranuclear. HE. Obj. 40x. Bar = 20 um. E) Tecido conjuntivo
fibroso substituindo as fibras cardiacas. TM. Obj. 40x. Bar = 20 um. F) Corptisculo de
inclusdo viral intranuclear fortemente imunomarcado em vermelho (seta). Inset,
evidencia-se imunomarcacio do corpusculo de inclusdo viral. IHQ. Obj. 20x. Bar = 50
um.
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DISCUSSAO

O diagnéstico de cardiomiopatia dilatada e miocardite causada por Parvovirus
canino foi realizado com base nos achados epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos, e
confirmado pela técnica imuno-histoquimica. Todos os seis filhotes acometidos nesse
surto apresentavam-se dentro do intervalo epidemioldgico que predispde a forma
miocdrdica da doenca, até oito semanas de idade. Essa predisposi¢dao se deve ao
caracteristico tropismo do Parvovirus canino por células com alta capacidade mitética
(Sime et al. 2015, Parrish 1995), o que pode ser observado no miocardio de filhotes de
cdes até aproximadamente 45 dias de vida (Lenghaus & Studdert 1982, Lenghaus &
Studdert 1984).

Os filhotes eram mantidos isolados, em contato unicamente com a mae durante
os primeiros 30 dias de vida, e sob estritas medidas higi€nico-sanitdrias adotadas pelo
proprietario. Essa condi¢cdo sugere que a fonte de infecc¢io dos filhotes tenha sido a mae,
seja por um processo infeccioso intrauterino ou pds-natal. Nao podendo ser excluida a
possibilidade de infeccdo por outras vias de transmissao e/ou fontes de infec¢do, ja que
além da mae existiam outros cdes no canil. Todos os cdes adultos do canil foram
efetivamente vacinados, mas houve um atraso de aproximadamente quatro meses na
revacinacdo no ano da ocorréncia do surto. Esse atraso pode ter contribuido para que a
cadela tenha se tornado uma fonte de infeccdo para os filhotes e/ou tenha comprometido
a transferéncia da imunidade passiva.

A vacinagdo ou exposicdo natural das cadelas ao agente possibilita o
desenvolvimento de altos titulos de anticorpos, os quais podem ser transferidos aos
filhotes, de forma transplacentéria ou pelo colostro, conferindo-os protecdo no periodo
neonatal, de maior susceptibilidade (Parrish 1995, Meunier et al. 1984). Assim, essa
forma da doenca € descrita ocorrendo apenas ocasionalmente e em neonatos ou filhotes
que ndo receberam imunidade passiva ou nasceram de cadelas ndo vacinadas (Decaro &
Greene 2012, Meunier et al. 1984).

Em estudos nos quais as cepas virais foram identificadas, o Parvovirus canino
tipo C tem demonstrado grande importancia em casos de parvovirose entérica em

animais previamente vacinados (Rolim et al. 2014, Decaro et al. 2006), o que evidencia
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uma ineficiéncia das vacinas comerciais ante esta cepa viral, ja identificada no Brasil
(Streck et al. 2009).

A maioria dos filhotes morreu rapidamente num intervalo de dez minutos apds
apresentarem manifestagdes cardiorrespiratorias e em apenas um filhote a doenca teve
evolucdo de trés dias. Esses achados sdo comumente vistos na forma miocardica da
parvovirose canina, pois a morte geralmente € subita e por vezes sem sinais clinicos
prévios (Lenghaus & Studdert 1984), mas pode-se observar ocasionalmente dispneia,
choro, agitacdo, ansia de vOmito, alteracdes no eletrocardiograma e sopros cardiacos
(Decaro & Greene 2012, Lenghaus & Studdert 1984, Gagnon et al. 1980, Carpenter et
al. 1980, Robinson et al. 1980). Alguns animais podem sobreviver a fase aguda da
doenca, mas subsequentemente podem apresentar um quadro de insuficiéncia cardiaca
cronica, tornando-se cardiopatas por toda a vida (Lenghaus & Studdert 1984, Robinson
et al. 1979).

E possivel que a infeccdo intrauterina do Parvovirus canino possa ter
contribuindo para a ocorréncia de um natimorto, apesar de ndo existirem evidéncias de
que a infeccdo intrauterina ocorra espontaneamente, essa via de infeccdo ja foi
reproduzida experimentalmente (Lenghaus & Studdert 1984, Meunier et al. 1984).

Os dois filhotes da ninhada que ndo apresentaram sinais clinicos passaram por
avaliacdo clinica e ndo demonstraram nenhuma alteracdo cardiorrespiratoria, o que
sugere que ndo tenham sido infectados. Essa forma miocardica da doenca pode resultar
na completa perda da ninhada (Lenghaus & Studdert 1984), pois usualmente todos os
filhotes da ninhada sao infectados (Decaro & Greene 2012).

As lesdes microscOpicas observadas nos animais necropsiados foram
caracteristicas da forma miocardica da infeccdo por Parvovirus canino. No caso 1,
predominava a necrose de cardiomidcitos e os corplsculos de inclusdes virais
intranucleares, enquanto no caso 2 havia um discreto predominio de fibrose. A lesdao
primdria € a necrose multifocal dos cardiomidcitos com secundario infiltrado
inflamatério de intensidade varidvel. Os corptisculos de inclusdes virais intranucleares
basofilicos em cardiomidcitos sdo caracteristicos (Strom et al. 2015, Robinson et al.
1980) e vistos mais frequentemente na fase aguda da doenga. A medida que o processo

patoldgico se cronifica, a fibrose passa a predominar (Lenghaus & Studdert 1984).
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Uma alteracdo promovida pela miocardite aguda € a cardiomiopatia dilatada
(Elamm et al. 2012), vista em ambos os animais necropsiados. A evolug¢dao de
miocardite para cardiomiopatia dilatada envolve trés fases com provavel sobreposicao
entre elas, que se iniciam com a lesdo miocdrdica e ativacdo da imunidade inata,
inflamacdo miocardica aguda com ativagdo da imunidade inata e adaptativa, e fibrose
com consequente remodelamento cardiaco (Sime et al. 2015, Elamm et al. 2012, Mason
2003).

Em ambos os cédes foi possivel observar lesdes caracteristicas de insuficiéncia
cardiaca congestiva, de cardter agudo. As alteracdes circulatérias e degenerativas
observadas nos pulmdes e no figado desses animais nao sdo especificas da doenca, mas
achados comuns a quadros de insuficiéncia cardiaca congestiva esquerda ou mista, que
podem ocorrer secundariamente a diferentes cardiopatias (Robinson & Robinson 2016).
A pneumonia intersticial vista em ambos os casos, também ja descrita, é provavel que
seja secunddria a insuficiéncia circulatéria e nao pela agdo direta do Parvovirus canino
no parénquima pulmonar (Lenghaus et al. 1980). Também ndo foram observadas lesoes
nas células epiteliais das criptas intestinais nesses animais, o que corrobora com 0s
dados presentes na literatura cientifica que sugerem que na forma miocéardica da doenca
geralmente nio se observam lesdes nos intestinos (Miller et al. 2013).

A cardiomiopatia dilatada secundéria a infeccio pelo Parvovirus canino deve ser
diferenciada das demais cardiomiopatias dilatadas vistas nos cdes que, embora as causas
permanecam desconhecidas, fatores genéticos, predisposi¢ao familiar em cdes de grande
porte, defici€éncia nutricional de taurina e carnitina e hipotireoidismo t€m sido

reconhecidos como possiveis causas (Robinson & Robinson 2016).

CONCLUSAO
A forma miocardica da parvovirose canina pode ocorrer ocasionalmente em
filhotes de cadelas que nao foram efetivamente vacinadas e caracteriza-se por alteracoes
cardiorrespiratérias e morte hiperaguda ou aguda dos filhotes afetados, ndo existindo

relatos anteriores de acompanhamento de casos no Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo desses trabalhos pode-se considerar que a hepatite infecciosa
canina e a forma cardiaca da parvovirose canina ocorrem ocasionalmente na rotina de
diagndstico do Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterinario da UFCG e
ainda representam importantes causas de morte em caes.

A vacinagdo continua sendo a medida profildtica mais efetiva para evitar a
ocorréncia de ambas as doengas e € particularmente importante na parvovirose, pois a
doenca afeta unicamente filhotes de cadelas nao imunizadas.

A investigacdo das doencas infecciosas presentes na regido € imprescindivel
para que possam ser consideradas no diagnéstico clinico e para que medidas profilaticas
passem a ser adotadas. Assim, apesar de infrequentes, essas doencas devem ser
consideradas nos diagndsticos diferenciais, principalmente em enfermidades de caes que

cursam com alteracdes hepdticas e cardiorrespiratorias agudas.
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Instrugdes aos autores - Pesquisa Veterindria Brasileira

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link , com os
arquivos de texto na versao mais recente do Word e formatados de acordo com o
modelo de apresentacio disponiveis no ato de submissdo e no site da revista
(www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo
publicados e ndo considerados para publica¢do em outro periddico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicac¢des (Short communications) sob a forma
de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do niumero de péaginas do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se
o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhdveis ou necessdrias. Os artigos
submetidos sdo aceitos através da aprovagao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacio aos recursos para edicio da revista é cobrada
taxa de publicacdo (paper charge) no valor de R$ 2.000,00 por artigo editorado, na
ocasiao do envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Tituloo ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteido do artigo; pormenores
deidentificacio cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando
compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso, como
por exemplo: Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso,
Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso,
Riet-Correa F.). Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versdao do RESUMO em portugués, podendo ser
mais explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia
e dando os mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE
INDEXACAO” que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem
que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicac¢do do objetivo do
artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo da experimentacao por outros pesquisadores. Em experimentos com animais,
deve constar a aprovacio do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacao concisa dos dados obtidos.
Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos,
apresentando, sempre que indicado, médias de virias repeticdes. E conveniente
expressar dados complexos, por grificos (=Figuras), ao invés de apresentd-los em
Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo
convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar
uma obrigacdo do autor e da revista de publicd-los;

1) as CON CLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;
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j) Agradecimentos devem ser sucintos € ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no artigo e a
que tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabética e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores
(todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicagdo citada, e, abreviado (por
extenso em casos de duvida), o nome do peridédico ou obra, usando sempre como
exemplo os ultimos fasciculos da revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a
pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e
direita), o texto deve ser corrido e nao deve ser formatado em duas colunas, com as
legendas das
Figuras no final (logo ap6és as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter
seus arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos
por extenso no inicio de cada capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé
serdo numeros ardbicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a
nota. Essa numeracdo serd continua por todo o artigo; as notas deverdo ser lancadas ao
pé da pagina em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir
nota de fim”, do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras t€m que ser citados no
texto. Estas citacOes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, em
ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um sé
paragrafo e ndo devem conter citacdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor
para correspondéncia e dos demais autores. Em sua redacio deve-se usar virgulas em
vez de tracos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela primeira
vez no artigo, serdo colocadas entre parénteses, apos 0 nome da instituicdo por extenso;

e) citacoes bibliograficas serdo feitas pelo sistema ‘“autor e ano”; artigos de até
dois autores serdo citados pelos nomes dos dois, € com mais de dois, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos ndo se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras mindsculas ao ano.
Artigos nao consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados,
colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o
ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez.
A men¢do de comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados € feita no texto somente
com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagdes de artigos colocados
cronologicamente entre parénteses, ndo se usard virgula entre o nome do autor e o ano,
nem ponto-e-virgula apos cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos
et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deveri ser apresentada em caixa alta e baixa,
com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao
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adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus
varios elementos.

3. Os gréficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengdes adotadas serd incluida
preferentemente, na drea do gréifico (=Figura); evitar-se-4 o uso de titulo ao alto do
gréfico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informacdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto auto explicativas, independente do
texto).

5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as
colunas deve vir o cabecalho entre dois tracos longos, um acima e outro abaixo. Nao ha
tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos,
recomegando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo
abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.



