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ABSTRACT.- Oliveira E.C., Pescador C.A., Sonne L., Pavarini S.P., Santos A.S., Corbellini
L.G. & Driemeier D. 2009. [Immunohistochemical analysis of dogs infected naturally
by canine parvovirus.] Analise imuno-histoquimica de caes naturalmente infectados pelo
parvovirus canino. Pesquisa Veterinaria Brasileira 29(2):131-136. Setor de Patologia Ve-
terinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Ben-
to Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ ufrgs.br

Ninety-six 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 and November 2006. The main gross lesions
were enlargement of the Peyer’s patches in the small intestine and hyperemia in the
intestinal mucosa and serosa. Microscopically, the small intestine showed necrotizing
enteritis in 77% (74/96) of the dogs examined. However, in 17.7% of the histological
evaluation in the small intestine were damaged due to autolytic changes making it difficult
to obtain an appropriate interpretation. 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% (88/
96) of the dogs necropsied. The best result of the IHC test was seen in samples of small
intestine which was positive in 77% (74/96) 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 small intestine not autolysed.

INDEX TERMS: Canine parvovirus, dogs, immunohistochemistry, small intestine, lymphoid tissue.

RESUMO.- Noventa e seis caes com lesdes macroscopi-
cas sugestivas de parvovirose canina foram necropsia-
dos no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul no periodo de margo de
2005 a novembro de 2006. Tecidos destes caninos foram
analisados através de histologia e imuno-histoquimica.
Aumento das placas de Peyer do intestino delgado e
hiperemia da mucosa e serosa intestinal foram os acha-
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dos macroscépicos mais observados. Microscopicamen-
te, foi visualizada enterite necrética em 77% dos caes.
Em 17,7% as alteragdes histoldgicas do intestino delga-
do ficaram prejudicadas pela autdlise, dificultando a inter-
pretacdo. O teste de imuno-histoquimica em cortes de
intestino delgado, linfonodo mesentérico, timo, bago,
tonsila, lingua e medula éssea de todos os 96 casos, foi
positivo em 91,6% (88/96) dos casos. O intestino delgado
demonstrou o melhor resultado, obtendo-se marcacgoes
em 77% (74/96) dos casos. A analise final do exame
paramétrico de Fisher demonstrou uma fraca associacao
entre autdlise intestinal e resultado positivo da imuno-his-
toquimica onde as chances de um intestino delgado
autolisado histologicamente apresentar resultado positi-
Vo na imuno-histoquimica é 0,33 vezes menor (OR=0,33;
95%IC: 0,10-1,17) quando comparada a um intestino del-
gado ndo autolisado.



132 Eduardo C. Oliveira et al.

TERMOS DE INDEXAQAO: Parvovirus canino, caes, imuno-
histoquimica, intestino delgado, tecido linféide.

INTRODUCAO

O parvovirus canino (CPV, canine parvovirus) € um virus
pequeno (20-25nm), formado por uma unica cadeia de
DNA, de simetria icosaédrica, nao envelopado e muito
resistente a fatores ambientais e substancias quimicas
(Jones et al. 2000). A parvovirose canina atinge principal-
mente caes entre 6 semanas a 6 meses de idade (McCaw
& Hoskins 2006). Os principais sinais clinicos apresenta-
dos sao: vomito, diarréia intensa, apatia, anorexia, febre
e em grande parte dos casos ocasiona a morte do céao
dentro de curto periodo (Mason et al. 1987). O primeiro
diagnéstico realizado no Brasil ocorreu em 1979 em um
cao com gastroenterite hemorragica (Hagiwara et al. 1980),
e desde entao o parvovirus canino é considerado como
um dos principais agentes infecciosos de cées.

O diagndstico post-mortem dos caes acometidos pela
parvovirose canina é realizado com base nos achados
macroscopicos observados na necropsia e lesdes histo-
I6gicas caracteristicas (Hoskins 1997). O virus atinge prin-
cipalmente células com alta taxa de mitose, por isto as
células linfdides e o epitélio do intestino delgado sao os
tecidos mais atingidos (Pletcher et al. 1979, Zee &
MacLachlan 2004). Com a presenca do CPV nestes lo-
cais, rarefacéo linfoide e atrofia de vilosidades intestinais
sao identificadas como conseqliéncia da necrose
(Macartney et al. 1984a).

As alterac6es macroscopicas nem sempre sdo com-
provadas pela histologia. Os achados histopatolégicos
podem ser inespecificos ou sao prejudicados por autdlise,
principalmente no intestino delgado onde esta alteracao
post-mortem se apresenta precocemente (Ramos-Vara
et al. 1999, Svara et al. 2003). Desta forma, métodos de
diagndsticos auxiliares sdo necessarios para a confirma-
¢cao da parvovirose canina. A deteccao do parvovirus ca-
nino através do teste de imuno-histoquimica é considera-
da util no diagndstico complementar, com a utilizagédo em
diversas pesquisas sobre o assunto (Macartney et al.
1984b, Carman & Povey 1985, Agungpriyono et al. 1999).
O objetivo do presente trabalho foi detectar o padrdo de
distribuicao do parvovirus em diversos 6rgaos de caes
infectados através da imuno-histoquimica e verificar se a
autdlise intestinal interfere de forma negativa no diagnés-
tico definitivo desta enfermidade.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de margo de 2005 a novembro de 2006 fo-
ram selecionados casos com achados macroscépicos e micros-
copicos sugestivos de parvovirose canina, nos quais as
necropsias, com coleta sistematica de érgaos selecionados,
foram realizadas no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS
(SPV-UFRGS) para posterior diagnéstico de CPV pela técnica
de imuno-histoquimica. Durante as necropsias, foram conside-
rados como achados sugestivos de parvovirose canina a
hiperemia intestinal acompanhada de aumento de placas de
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Peyer, atrofia do timo e aumento de linfonodos mesentéricos
(Meunier et al. 1981). Fragmentos do intestino delgado, bago,
linfonodos mesentéricos, tonsila, timo, medula éssea e lingua
foram coletados, fixados durante 24 horas em formalina 10%,
processados posteriormente pelas técnicas histologicas de ro-
tina e coradas pela hematoxilina e eosina. Dados referentes a
idade, sexo e raga dos animais necropsiados foram devida-
mente registrados. Os casos foram selecionados mediante a
observagéo de lesdes histoldgicas caracterizadas por enterite
necrética e/ou rarefagéo de érgaos linféides (Appel et al. 1979).
Cortes histoldgicos de intestino delgado, linfonodo mesenteéri-
co, baco, timo, medula dssea, tonsila e lingua foram submeti-
dos a imuno-histoquimica pelo método streptavidina-biotina-
peroxidase. A recuperacao antigénica foi realizada com protease
XVI (Sigma) durante 15 minutos. Como anticorpo primario, uti-
lizou-se anticorpo monoclonal anti-parvovirus (MCA 2064-
Serotec) na diluicdo de 1:1000 durante 14-16 horas (overnight)
na temperatura de 4°C. Posteriormente, utilizou-se anticorpo
secundario biotinalado conjugado a streptavidina (kit LSAB,
Dako) durante o periodo total de 40 minutos. Para revelagao
utilizou-se DAB (3,3'-diaminobenzidina, Dako) como cromégeno
por 10 minutos. Controles positivos foram inseridos simultane-
amente com as laminas testadas e consistiam de casos positi-
vos testados previamente.

A analise estatistica foi realizada para determinar a razao
de chances (Odds ratio) de positividade por 6rgaos, verificando
quanto um 6rgao é superior na performance da imuno-
histoquimica. A associagao entre a autolise do intestino delgado
e o resultado obtido na imuno-histoquimica deste 6rgéao foi
analisada pelo teste exato de Fisher. A seguinte férmula para o
célculo da razdo de chances foi utilizada:

_p(1-q)

q(1-p)
p=frequiéncia do primeiro grupo (IHQ positiva)
g=frequiéncia do segundo grupo (IHQ negativa)

RESULTADOS

Dados gerais

Durante o periodo de marco de 2005 a novembro de
2006 foram necropsiados 1002 cédes no Setor de Patolo-
gia Veterinaria da UFRGS. Neste periodo, identificaram-
se 103 caninos (10,3% dos caes necropsiados) com acha-
dos patoldgicos sugestivos de parvovirose canina. Des-
tes cées, 96 cées foram selecionados para a realizagéo
do estudo. A idade dos cées necropsiados variou de 30
dias a 11 meses (média =3,32+1,9 meses). Entre os caes
analisados, 31,25% eram sem raca definida (SRD),
Poodles corresponderam a 12,5% dos animais necropsi-
ados, 10,4% eram Rottweiler e 6,25% da raga Shih-Tzu.
A distribuicdo por sexo demonstrou que 54% eram féme-
as e 46% dos caninos eram machos.

Achados patoldgicos

Durante o exame macroscopico dos caes, as lesdes
mais observadas foram o0 aumento e depressao de placas
de Peyer (86,4%), hiperemia da serosa e/ou mucosa do
intestino delgado (85,4%) e aumento de linfonodos mesen-
téricos (82,3%). Outros achados patolégicos identificados
durante as necropsias foram: atrofia do timo, diarréia, con-
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teudo hemorragico na luz intestinal, fibrina aderida na
mucosa do intestino delgado e esplenomegalia. A andlise
microscopica de 6rgaos linféides revelou rarefagéo linféide
em grande parte dos casos analisados, acompanhada em
alguns casos por hiperplasia de foliculos linféides, focos
de hemorragia e congestédo. No intestino delgado, enterite
necroética e rarefacéo de placas de Peyer foram as princi-
pais alteracdes observadas. Em 17,7% dos animais ne-
cropsiados, autdlise foi identificada no epitélio intestinal.
Frequéncia das lesdes histoldgicas dos 6rgaos linfoides e
do intestino delgado estdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1. Freqiiéncia das lesdes histologicas em cada
orgao analisado nos 96 caes com parvovirose canina
necropsiados no SPV-UFRGS

Orgao Frequiéncia (%) Lesao
Tonsila 91/92 (98,9) Rarefacao linfoide
Timo 91/94 (96,8) Rarefacgao linféide
Baco 92/96 (95,8) Rarefacao linféide

Medula ¢ssea
Intestino delgado

72/91 (79,1)
71/96 (73,9)

Rarefacéao linféide
Necrose do epitélio

58/84 (69,0) Rarefacao linféide
de placa de Peyer
Linfonodo mesentérico 61/96 (63,5) Rarefacao linfoide

Resultados imuno-histoquimicos

Resultado imuno-histoquimico positivo para CPV foi
obtido em 91,6% (88/96) dos animais testados. Entre os
0rgaos analisados, o intestino delgado apresentou o me-
Ihor resultado. Marcagdes positivas foram obtidas em
77% (74/96) dos segmentos intestinais. Um numero
maior de células positivas para CPV foi visualizado na
base das vilosidades e em células descamadas do
epitélio intestinal com grau de marcacao geralmente de
moderado a acentuado (Fig.1 e 2). Os resultados apre-
sentados pela imuno-histoquimico sobre o total de ca-
sos analisados estao representados no Quadro 2. O
epitélio escamoso estratificado da tonsila (65/96) foi o
segundo melhor 6rgao no estudo, obtendo-se a identifi-
cacdo viral principalmente em células basais da tonsila
(Fig.3). Adicionalmente, uma fraca marcac¢ao nas célu-
las do tecido linféide da tonsila foi observada em 52,2%

Quadro 2. Freqiiéncia de deteccao de CPV em diferentes
drgaos através do teste imuno-histoquimico realizado
nos 96 caninos que apresentaram lesées sugestivas de
parvovirose canina

Orgaos testados Imuno- Numero de

histoquimica animais

positiva testados
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 éssea 51,6% 91
Placas de Peyer 45,2% 84
Timo 44,7% 94
Baco 43,7% 96

dos casos analisados. Em 46,9% dos caes do estudo
foram avaliados quanto a presengca do CPV na lingua.
Marcagobes de diferentes graus foram obtidas na lingua,
com identificacao principalmente em células basais do
epitélio escamoso estratificado (Fig.4). O linfonodo me-
sentérico foi o melhor érgao linféide para o diagndstico
imuno-histoquimico (60/96). Células linféides positivas
foram identificadas em baixo a moderado nimero, com
predominio da regido folicular sobre as regides
parafolicular ou medular (Fig.5). A medula dssea apre-
sentou baixo numero de casos com marcagao positiva
(47/91). A marcacao do parvovirus nas placas de Peyer
revelou poucos resultados positivos (38/84) e com raras
células linféides marcadas. No timo, baixa porcentagem
de positividade foi observada. Marca¢des quando presen-
tes se localizaram na regido cortical deste 6rgéao linféide
e geralmente com grau de marcacao pouco intensa. En-
tre os d6rgaos testados, o baco apresentou o menor nu-
mero de marcacao positiva (42/96) (Fig.6).

A andlise estatistica demostrou que o intestino delgado
apresentou a maior razao de chances (Odds ratio) de ob-
tenc@o de marcacéo positiva para CPV na imuno-histoqui-
mica (Fig.7). Comparando a razao de chances do intestino
delgado com a da tonsila epitelial. Observa-se que o intes-
tino delgado tem uma raz&o de chances 95% maior de apre-
sentar resultado imuno-histoquimico positivo que as célu-
las epiteliais da tonsila. Entretanto, menor razao de chances
foi obtida em 6rgaos linféides, uma vez que a chance de
obter marcacao positiva no linfonodo é quatro vezes me-
nor quando comparado ao intestino delgado. A freqiéncia
de segmentos intestinais positivos para CPV com autdlise
foi de 59%, enquanto que nos tecidos sem autdlise a mar-
cacao positiva foi obtida em 81% (Quadro 3). Analisando
estes resultados, observamos que ocorreu uma fraca as-
sociacao entre a autdlise e a positividade da imuno-histo-
quimica. Cortes histoldgicos de intestinos que apresentam
alteragdes autoliticas possuem 0,33 vezes menos chance
de apresentar resultado positivo na imuno-histoquimica
quando comparada a fragmentos de intestino sem autdlise.

DISCUSSAO

O presente estudo descreve os achados macroscopicos,
histopatolégicos e imuno-histoquimicos de caes infecta-
dos naturalmente pelo parvovirus canino. A média e o
intervalo de idades dos casos analisados sdo similares
aos observados por outros autores (Pletcher et al. 1979,

Quadro 3. Resultado comparativo do teste imuno-
histoquimico realizado em cortes de intestino com e sem

autolise?
Autdlise Imuno-histoquimica do intestino  Total Frequiéncia
Positivo Negativo
Presenca 10 7 17 59%
Auséncia 64 15 79 81%
Total 74 22 96

2 Teste exato de Fischer, p =0.06; OR = 0,33 (IC 95%; 0,10-1,17).
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do células epiteliais e células descamadas, principalmente
na base das vilosidades. Imuno-histoquimica (IHQ) pelo
método streptavidina-biotina-peroxidase, obj.20x.

Fig.3. Maior marcagéo de células positivas para CPV no epitélio
da tonsila do que em tecidos linféides. IHQ pelo método
streptavidina-biotina-peroxidase, obj.40x.

Fig.5. Linfonodo mesentérico apresentando rarefacao linféide
de centros foliculares com marcagéo positiva de células
linféides para CPV da periferia de foliculos. IHQ pelo méto-
do streptavidina-biotina-peroxidase, obj.40x.
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Fig.2. Identificac@o positiva de CPV em maior quantidade nas
células descamadas de vilosidades intestinais. IHQ pelo
método streptavidina-biotina-peroxidase, obj.40x.

Fig.4. ldentificacdo positiva de CPV no epitélio escamoso
estratificado da lingua, com predominio da marcagdo em
células basais. IHQ pelo método streptavidina-biotina-
peroxidase, obj.40x.

Fig.6. Bago com necrose linféide e marcacéo para CPV em
foliculos. IHQ pelo método streptavidina-biotina-peroxidase,
0bj.40x.
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Razdo de chances de casos positivos por drgdos

razdo da chances
@
B

Brgios
Fig.7. Grafico com a razdo de chances (Odds ratio) de

positividade para cada 6rgao testado pela técnica de imuno-
histoquimica para deteccéo de CPV.

Harcourt et al. 1980). Na observacao das ragcas necropsi-
adas no estudo, constatou-se que cées Rottweiler sdo
encontrados como a segunda raca mais acometida. Este
resultado pode estar relacionado com a predisposicao
sugerida de maior risco de caes Rottweiler serem acome-
tidos pela parvovirose canina (Glickman et al. 1985). Po-
rém, nenhuma predisposicao foi descrita nas racas Poodle
e Shih-tzu. Neste estudo, as fémeas foram mais acometi-
das 54% (52/96), porém nenhuma predisposi¢ao por sexo
pode ser relacionada com os casos de parvovirose cani-
na (Hoskins 1997). Os achados macroscopicos € micros-
copicos observados em 6rgdos linféides e no intestino
delgado sdo descritos em inumeros trabalhos sobre
parvovirose canina (Cooper et al. 1979, Nelson et al. 1979,
Macartney et al. 1984a). A microscopia dos 6rgaos de-
monstrou que os achados mais constantemente observa-
dos foram encontrados na tonsila, timo e bago como re-
sultado da necrose linféide provocada pelo parvovirus
canino. A autdlise intestinal observada em parte dos seg-
mentos intestinais testados prejudicou a analise histopa-
toldgica, impossibilitando a caracterizacdo de enterite
necrotica num maior numero de casos, lesdo esta atribu-
ida a infecgéo pelo parvovirus canino.

Embora os cées tenham apresentado lesdes micros-
copicas sugestivas de infecgao por CPV, a identificagao
viral em tecidos pela imuno-histoquimica nao foi possivel
em todos os casos. Parte dos resultados negativos pode
estar relacionada ao fato da imuno-histoquimica ser um
teste altamente especifico, porém pouco sensivel (Van
Maanen et al. 2004).

A avaliacdo imuno-histoquimica de tecido de caes de-
monstrou que o melhor érgéo para a identificacédo do CPV
foi o intestino delgado. Neste 6rgao, foi obtido um ndmero
maior de marcagao positiva e uma maior quantidade de cé-
lulas marcadas. Com relagdo ao numero de cortes intesti-
nais onde o virus foi detectado, resultado semelhante foi
encontrado por Romero et al. (2007) com marcagao em
76,67% dos animais testados. Através de estudos experi-
mentais, o CPV foi identificado inicialmente na tonsila, timo,

linfonodos retrofaringeos e mesentéricos, e somente apds a
viremia o virus foi observado no intestino delgado (Macartney
et al. 1984b, Meunier et al. 1985). A identificacao do CPV
em células epiteliais intestinais somente ocorre no quinto ou
sexto dia de infeccéo, com um numero maximo de células
infectadas no sétimo dia e diminuicao da quantidade de cé-
lulas atingidas no oitavo e nono dia (Carman & Povey 1985,
Meunier et al. 1985). Meunier et al. (1985) observaram me-
nor quantidade de células positivas apds o sexto dia de in-
feccéo em placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e timo.
Baseando-se nestes resultados podemos sugerir que o in-
testino delgado é um dos ultimos érgéos a ser afetado por
este virus, mantendo um nimero maior de células positivas
para CPV no momento do diagndstico. Em contrapartida, a
imuno-histoquimica de tecidos linféide revelou um menor
numero de cortes positivos para CPV e em geral com baixa
quantidade de células linféides marcadas. Com base nes-
tes resultados e na observacdo desses outros autores, a
rapida passagem do parvovirus canino em 6rgaos linféides
também pode ser sugerida.

Fraca associacéo entre autdlise intestinal e o resultado
imuno-histoquimico negativo de CPV foi observada no in-
testino delgado. Diversos trabalhos apontam que a autdlise
tecidual prejudica o teste de imuno-histoquimica (Thur et
al. 1997, Arslan et al. 2004), principalmente na detecgéo
de agentes virais (Ramos-Vara et al.1999). Entretanto, 6r-
gaos como lingua e tonsila podem ser utilizados como teci-
dos auxiliares no diagndstico de parvovirose canina princi-
palmente, quando amostras de intestino delgado encon-
tram-se autolisados. A utilizagéo da lingua para o diagnos-
tico da parvovirose canina também foi realizada em outros
estudos, obtendo-se bons resultados na imuno-histoqui-
mica para a identificacdo do CPV (Bauder et al. 2000,
McKnight et al. 2007). Isto devido a alta taxa de mitose das
células basais da lingua para reposicao do epitélio, favore-
cendo a multiplicacéo viral (Bauder et al. 2000). Conclui-
mos que, a imuno-histoquimica deve ser considerada uma
ferramenta importante no diagndstico definitivo de parvovi-
rose canina, especialmente em cortes histologicos com le-
sOes intestinais inespecificas devido a autdlise tecidual. A
dificuldade do diagndstico por causa de autdlise em leses
entéricas em rotina laboratorial é inevitavel em animais de
estimacao. Adicionalmente, em casos onde o diagnéstico
histoldgico ou imuno-histoquimico em tecido intestinal ndo
for possivel, a utilizacdo da lingua e do epitélio da tonsila
podem auxiliar no diagndstico pela melhor taxa de conser-
vagao no periodo post-mortem.
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