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RESUMO

A panleucopenia felina € uma importante doenca infectocontagiosa de felinos domésticos,
principalmente em animais com menos de um ano de idade. Este trabalho descreve os achados
clinico-patoldgicos e o diagnostico por imuno-histoquimica de 33 casos de panleucopenia felina.
Os principais sinais clinicos relatados foram vomito, diarreia e anorexia. As alteracdes mais
frequentes encontradas na necropsia foram mucosa intestinal avermelhada (16/33), evidenciacéo
das placas de Peyer (14/33) e contetdo intestinal liquefeito (7/33). Os achados histol6gicos mais
observados no intestino foram necrose e (33/33) infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario na
mucosa (31/33), fusdo (27/33) e atrofia de vilosidades (26/33). Em drgdos hematopoiéticos as
alteracdes se caracterizavam principalmente por necrose e rarefacédo tecidual. Obteve-se resultado
imuno-histoquimico positivo para parvovirus em 84,85% dos casos analisados. O intestino
delgado foi o melhor 6rgdo para deteccdo viral, com imunomarcagdo em 84,85%. Dentre 0s
orgdos linfoides, o baco apresentou melhor resultado, com 47,37% dos cortes analisados
positivos. A pesquisa revelou importantes lesGes no intestino delgado e em 6rgéos linfoides e a

técnica da imuno-histoquimica demonstrou-se eficiente na deteccéo do parvovirus.
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ABSTRACT

Feline panleukopenia is an important infectocontagious disease of domestic feline, especially in
animals under 1 year. This paper describes the clinical-pathological findings and the
immunohistochemical (IHC) diagnosis of 33 cases of feline panleukopenia. The most important
clinical signs were vomiting, diarrhea, and anorexia. The main gross findings observed were
reddening of intestinal mucosa (16/33), evidentiation of Peyer patches (14/33), and liquefied
intestinal content (7/33). The most consistent histological findings were necrosis (33/33) and
lymphohistiocytic inflammatory infiltrate in the mucosa (31/33), villus fusion (27/33) and villus
atrophy (26/33). In hematopoietic tissues, findings were characterized mainly by necrosis and
tissue depletion. Parvovirus positive immunohistochemichal results were obtained in 84,85% of
the cases analyzed. The best organ for viral detection was the intestine, with 84,85% of labeling
in the immunohistochemichal technique. The spleen showed the best result among lymphoid
organs, with 47,37% of the sections positive. This study presented most important lesions in the
small intestine and in lymphoid organs and the immunohistochemistry proved good results in the

detection of parvovirus.
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1 INTRODUCAO

A panleucopenia felina € conhecida desde 1920 como uma importante doenca contagiosa
de felinos domésticos e selvagens (CARLSON et al. 1977). A doenga é causada pelos virus
da panleucopenia felina (VPF) e parvovirus canino (CPV) (GARCIA et al. 2011,
BATTILANI et al. 2013), pertencentes a Familia Parvoviridae. Sdo virus pequenos, nédo
envelopados, com uma fita simples de DNA e extremamente resistentes no ambiente e a
desinfetantes (GREENE & ADDIE 2006).

A infeccéo ocorre principalmente através do contato com ambientes contaminados com o
virus que foi eliminado através de secre¢des, como fezes e vémitos (GREENE & ADDIE
2006). Também pode ocorrer transmissdo intrauterina, provocando abortos, natimortos,
mumificacdo fetal e hipoplasia cerebelar em filhotes (GREENE & ADDIE 2006, LAMM &
REZABEK 2008).

O VPF e 0 CPV possuem tropismo por células com alta taxa mitética, como enterdcitos e
células hematopoiéticas, o que resulta em grave enterite necrética e pancitopenia,
respectivamente (GELBERG 2009). A doenca acomete principalmente animais jovens, de até
12 meses de idade, com mortalidade que pode chegar a 100 % (GREENE & ADDIE 2006,
GELBERG 2009, KRUSE et al. 2010). Em um trabalho retrospectivo com felinos de até 16
semanas de idade, a panleucopenia felina foi a principal doenca, responsavel por 25% das
mortes (CAVE et al. 2002).

O diagnostico pode ser realizado através de PCR, ELISA, hemoaglutinacdo, inibicdo da
hemoaglutinagdo, imunofluorescéncia direta, isolamento viral, microscopia eletronica,
hibridizacdo in situ, pelos achados patoldgicos e pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ)
(WALDVOGEL et al. 1992, TRUYERN et al. 1996, GREENE & ADDIE 2006, MCKNIGHT
et al. 2007, TRUYEN et al. 2009, GARCIA et al. 2011, HAYNES & HOLLOWAY 2012).
Entre estes exames, a IHQ foi utilizada para identificacdo viral no epitélio escamoso
estratificado da lingua (MCKNIGHT et al. 2007) em casos de hipoplasia cerebelar
(PONCELET et al. 2013). Porém, séo desconhecidas pesquisas que avaliaram a utilizagdo da
imuno-histoquimica em diferentes 6rgdos como metodo de diagnéstico da panleucopenia
felina.

O objetivo do trabalho é descrever os achados clinico-patoldgicos de felinos naturalmente
infectados acometidos pela panleucopenia felina diagnosticados pelo Setor de Patologia



Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) com a realizacdo
do teste de IHQ como diagnostico complementar.



2 MATERIAL E METODOS

Para a identificacdo de casos de panleucopenia felina foram analisados os registros de
necropsias do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(SPV-UFRGS) no periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2012. Através dos registros foram
recuperados o historico clinico dos animais (fornecido pelo médico veterinario e/ou proprietario),
a descricdo dos achados de necropsia e da avaliacdo das lesdes histoldgicas. Cortes histoldgicos
de intestino delgado, 6rgdos linfoides e lingua foram submetidos ao exame de IHQ pelo método
estreptavidina-biotina ligada a peroxidase. A recuperacao antigénica foi realizada com protease
XVI (Sigma) durante 15 minutos. Como anticorpo primario utilizou-se anticorpo monoclonal
anti-Parvovirus (MCA 2064-Serotec) na diluicdo de 1:1000 por 14-16 horas (overnight) na
temperatura de 4°C. Posteriormente, utilizou-se anticorpo secundario biotinilado conjugado a
estreptavidina (kit LSAB, Dako), 20 minutos em cada etapa. Para revelacdo utilizou-se o
cromogeno AEC (3-Amino-9-etilcarbazol, Dako) durante 10 minutos. A contracoloracao foi feita
com Hematoxilina de Mayer e as ldminas montadas em meio aquoso (Dako). Controles positivos
foram inseridos simultaneamente com as laminas testadas e consistiam de casos positivos

testados anteriormente.
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3 RESULTADOS

No periodo de 16 anos realizou-se 1850 necropsias de felinos domeésticos, com
identificacdo de 40 casos de panleucopenia felina, totalizando 2,16% dos diagnosticos de
felinos do SPV-UFRGS. Desses, foram selecionados 33 casos para o estudo. Fémeas
representaram 19 casos (57,58%), felinos machos em 13 casos (39,39%) e um animal nao
teve o sexo informado nos registros (3,03%). Os animais sem raca definida corresponderam
a 29 necropsias (87,88%). Dos 33 casos avaliados, 22 tiveram a idade relatada, que variou
de 45 dias a 3 anos, com media de 0,96 anos. Animais menores de 1 ano representaram
68,18% dos felinos analisados. Em 24 animais foi informado o historico clinico. Os
principais sinais clinicos relatados foram vomito (12/24), diarreia (10/24), anorexia (8/24),
apatia (7/24), desidratacdo (5/24) e hipotermia (4/24) (Tabela 1). Suspeita clinica foi
apresentada no histérico em 11 casos, com suspeita de panleucopenia felina em 6 animais;
em 3 felinos foi informada possibilidade de intoxicacdo e, em 2 casos, de peritonite

infecciosa felina.

Tabela 1 - Sinais clinicos relatados em 24 felinos diagnosticados com
panleucopenia felina no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS

Sinais clinicos N %
Vomito 12 50,00
Diarreia 10 41,67
Anorexia 8 33,33
Prostracao 7 29,17
Desidratacao 5 20,83
Hipotermia 4 16,67
Fezes pastosas 3 12,50
Mucosas palidas 3 12,50
Convulsoées 3 12,50
Ictericia 3 12,50

Como alteracbes de necropsia foram descritos perda de condicdo corporal (12/33),
palidez de mucosas (10/33) e olhos deprimidos na érbita (8/33). Os principais achados
intestinais caracterizam-se pela visualizagdo da mucosa intestinal avermelhada (16/33),

evidenciacdo das placas de Peyer (14/33), conteudo intestinal liquefeito, por vezes
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apresentando coloracdo avermelhada (7/33), que foi descrita através da anélise do contetdo
do reto e regido perianal e serosa intestinal avermelhada (5/33) (Figura 1). Os demais
achados macroscopicos intestinais encontram-se na tabela 2. Relataram-se alteragdes
macroscopicas em linfonodos mesentéricos, que estavam aumentados (18/33) e congestos
(5/33).

Tabela 2 - Achados macroscopicos intestinais dos 33 felinos diagnosticados
com panleucopenia felina no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS

Macroscopia intestinal N %
Mucosa avermelhada 16 48,48
Placas de Peyer evidentes 14 42,42
Conteuddo intestinal liquefeito 7 21,21
Serosa avermelhada 5 15,15
Contetiddo mucoso 5 15,15
Hemorragia no limen 4 12,12
Fibrina na mucosa 4 12,12
Petéquias na mucosa 2 6,06
Serosa granular 2 6,06
Mucosa rugosa 1 3,03

Figura 1 - Necropsia de um felino com panleucopenia felina.
Observam-se em alguns segmentos intestinais a serosa de coloragao
avermelhada e os linfonodos mesentéricos aumentados e com
coloracéo vermelho escuro.
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Alteracdes histologicas intestinais caracteristicas de panleucopenia felina foram
identificadas nos 33 animais (Tabela 3). Os principais achados microscépicos consistiam de
necrose da mucosa (33/33), e infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitario de grau moderado a
acentuado na mucosa (31/33), fusdo de vilosidades (27/33), atrofia de vilosidades intestinais
(26/33) (Figura 2) e dilatacdo de criptas (22/33). Na analise histologica do baco de 19
animais, foram encontrados rarefacdo linfoide (15/19), necrose linfoide (10/19), infiltrado
histiocitario (5/19) e hemorragia (2/19). Em 14 casos descreveram-se 0s achados
histologicos da medula déssea, que consistiam de rarefacdo mieloide e linfoide (12/14),
dilatacdo de sinusoides (10/14) e necrose tecidual (9/14). LesGes histoldgicas em linfonodos
mesentéricos foram relatadas em 10 felinos e eram caracterizadas por necrose linfoide
(8/10), infiltrado de histidcitos (6/10), hiperplasia linfoide (5/10) ou rarefacdo linfoide
(3/10), congestdo (1/10), edema (1/10) e acumulo de hemossiderina (1/10). Nas tonsilas,
encontraram-se rarefagdo de centros foliculares (2/2) e infiltrado histiocitario folicular (2/2).
A microscopia do timo analisado identificou-se rarefagédo de tecido linfoide (1/1) com perda

da diferenciacédo corticomedular (1/1).

Tabela 3 - Achados histologicos intestinais dos 33 felinos diagnosticados com
panleucopenia felina no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS

Microscopia intestinal N %
Necrose da mucosa 33 100
ILH na mucosa 31 93,94
Fusao de vilosidades 27 81,82
Atrofia de vilosidades 26 78,79
Dilatacdo de criptas 22 66,67
Colonias bacterianas na

mucosa 15 45,45
Células pseudossinciciais 15 45,45
Abscessos de cripta 11 33,33
Mucosa com deposicao de

fibrina 8 24,24
Necrose de placas de Peyer 5 15,15
Rarefacdo de placas de Peyer 5 15,15
Hiperemia intestinal 3 9,09
Hemorragia 1 3,03

[ILH= infiltrado linfo-histiocitario.
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Figura 2 - Corte histolégico de intestino delgado de um animal
diagnosticado com panleucopenia felina. Identificam-se necrose
acentuada da mucosa associada a infiltrado linfo-histiocitario, fuséo e
atrofia das vilosidades, dilatacdo de criptas e formacgdo de células
pseudossinciciais (setas). Coloracéo de HE, obj. 20X.

o

Dos 33 felinos avaliados pela técnica de imuno-histoquimica, 28 casos foram positivos
para parvovirus (84,85%). O intestino delgado foi o 6rgdo que obteve um nimero maior de
cortes histoldgicos positivos, totalizando 28 casos positivos (Tabela 4). Maior nimero de
células positivas foi encontrado principalmente na base das vilosidades intestinais,
identificando-se marcaces discretas a acentuadas. Houve também marcagdo em células das
criptas, em restos necroticos em criptas dilatadas e em ocasionais células linfoides da lamina
prépria (Figura 3). Dos tecidos linfoides analisados, o bago foi o 6rgdo com melhor
resultado (47,37%). Nestes tecidos as marca¢Ges foram discretas a moderadas e ocorreram
principalmente em centros foliculares de linfonodos mesentéricos, bago (Figura 4) e tonsila.
Na medula dssea foi obtida imunomarcacdo em pequeno nimero de cortes analisados
(14,29%), com positividade em células mieloides, linfoides e células necréticas (Figura 5).
Em trés animais realizou-se a analise da lingua, obtendo-se marcacdo discreta no epitélio

pavimentoso estratificado da superficie dorsal em dois casos (Figura 6).



Tabela 4 - Frequéncia de imunomarcacdo em diferentes drgdos testados pela
técnica de imuno-histoquimica nos em 33 felinos avaliados com panleucopenia
felina

Orgio testado N Positivos %
Intestino delgado 33 28 84,85
Baco 19 9 47,37
Medula 6ssea 14 2 14,29
Linfonodo mesentérico 10 4 40,00
Lingua 3 2 66,67
Tonsila 2 1 50,00
Timo 1 0 0,00

N= numero de casos analisados

Figura 3 Exame de imuno-histoquimica em intestino delgado de felino
com panleucopenia felina. H4 marcacdo positiva para parvovirus em
células epiteliais da mucosa intestinal. Imuno-histoquimica método
estreptavidina-biotina ligada a peroxidase, obj. 40X.

14
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Figura 4 - Marcacdo positiva de parvovirus em foliculo linfoide do
baco de um felino com panleucopenia felina. Imuno-histoquimica,
método estreptavidina-biotina ligada a peroxidase, obj. 40X.

Figura 5 - Marcacdo positiva para parvovirus em células mieloides e
necroticas da medula Ossea.  Imuno-histoquimica, método
estreptavidina-biotina ligada a peroxidase, obj. 40X.




Figura 6 - Imuno-histoquimica da mucosa da superficie dorsal da lingua
de felino com panleucopenia felina. Observa-se marcagéo positiva para
parvovirus em células epiteliais do epitélio pavimentoso estratificado
(seta). Imuno-histoquimica, método estreptavidina-biotina ligada a
peroxidase, obj. 20X.

16



17

4 DISCUSSAO

O Trabalho descreve sinais clinicos, achados patologicos e o diagnostico post mortem de
felinos com panleucopenia, incluindo a realizacdo do diagnostico complementar atraves da
IHQ. A média de idade encontrada no estudo estd de acordo com o descrito na literatura,
com maior prevaléncia em animais menores de um ano de idade (TRUYEN et al. 2009). A
ocorréncia da doenca em animais maiores de um ano de idade ja foi descrita em outros
trabalhos (KRUSE et al. 2010) e pode ser decorrente de iniUmeros fatores, como falta de
vacinacgdo e presenga de felinos imunocomprometidos (POLLOCK & POSTORINO 1994,
TRUYEN et al. 2009).

Os sinais clinicos mais frequentes foram vomitos e diarreia considerados como 0s mais
caracteristicos nessa doenca (PARRISH 1995, ADDIE et al. 1998, KRUSE et al. 2010). Em
alguns casos, a suspeita clinica de peritonite infecciosa felina pode ser decorrente da
semelhanca de sinais clinicos entre as duas enfermidades e também pela faixa etaria em que
elas se apresentam (PEDERSEN 2009, TSAI et al. 2010). Em parte dos casos a suspeita
clinica foi de intoxicacdo, relacionada ao fato de ambas apresentarem como caracteristicas
clinicas a convulséo e o curso agudo da doenga (ARNOT et al. 2011).

As lesGes macroscopicas descritas no intestino delgado e nos linfonodos sdo
caracteristicas da panleucopenia felina, porém, em alguns casos pode haver alteracdes
minimas ou podem estar ausentes na necropsia (BROWN et al. 2007).

A histologia intestinal e dos 6rgdos linfoides demonstraram alterac6es classicas descritas
em muitos trabalhos sobre a doenga. Caracterizadas pela necrose tecidual, atrofia e fuséo de
vilosidades e rarefacéo tecidual hematopoiética (CSIZA et al. 1971, CARLSON et al. 1977).
Essas lesdes evidenciam o tropismo do parvovirus por células com elevada taxa de mitose e
seu efeito citopatico (PARRISH 1995).

A técnica de IHQ demonstrou bons resultados na deteccdo do parvovirus e o intestino
delgado apresentou-se como o melhor 6rgéo, com 84,85% de imunomarcagéo. Através deste
resultado refor¢a novamente o tropismo do virus da panleucopenia por células epiteliais que
estdo em taxa de replicacdo na mucosa. Apesar da presenca de lesdes caracteristicas de
panleucopenia felina, parte dos casos analisados ndo apresentou imunomarcagdo. Fatores

como tempo de fixacdo na solucdo de formol maior que 2 dias (WERNER et al. 2000); o
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fato da IHQ ser um teste altamente especifico, porém de menor sensibilidade (MAANEN et
al. 2004) e répida reducdo da carga viral tecidual (CARMAN & POVEY 1985) séo
possibilidades para a ocorréncia de resultados negativos na IHQ. A escassez de trabalhos de
IHQ em casos de panleucopenia felina permitiu comparar os resultados apenas com a
utilizacdo do exame no diagnéstico complementar da parvovirose canina, no qual foi
também demonstrado que o intestino delgado é o melhor 6rgdo para a realizacdo de IHQ,
com 77,1% de marcacgdes positivas (OLIVEIRA et al. 2009). Em trabalhos experimentais
sobre parvovirose canina descreve-se que 0 virus é detectado primeiramente em tonsilas,
linfonodos retrofaringeos e mesentéricos no primeiro e no segundo dia apds inoculagéo
(MEUNIER et al. 1985) e ndo pode ser encontrado no intestino delgado antes de 4 ou 5 dias
apos inoculacdo (CARMAN & POVEY 1985, MEUNIER et al. 1985) e possibilidade de
deteccdo por IHQ no epitélio intestinal até 8 dias apds inoculacdo viral (CARMAN &
POVEY 1985). Isso sugere que o intestino delgado seja um dos ultimos tecidos afetados
pelo virus e que, no momento da morte, se apresenta com maior carga viral comparado a
outros 6rgaos, facilitando a identificacdo por IHQ no periodo post mortem.

Em tecidos linfoides encontrou-se menor numero de casos positivos e com menor grau de
imunomarcacao. Esse resultado pode ser explicado pela distribuicdo e concentracdo viral em
determinado periodo, que ap6s o sexto dia de inoculacdo a quantidade de virus circulante
diminui consideravelmente, com menor marcacdo em tecidos como timo, linfonodos
mesentéricos e baco (MEUNIER et al. 1985). Resultado semelhante foi também encontrado
na utilizacdo dessa técnica em cées, possuindo os o6rgdos linfoides uma marcacdo menos
intensa e com menor namero de cortes positivos (OLIVEIRA et al. 2009).

A lingua pode ser utilizada como 6rgéo auxiliar para a deteccdo do virus em situacées em
que a autolise intestinal prejudique o diagndéstico histoldgico ou imuno-histoquimico. O uso
da lingua na IHQ de parvovirus de cées e gatos foi utilizada em outros estudos pela melhor
conservacao e pela possibilidade de elevada taxa de replicacéo viral nas células do epitélio
escamoso estratificado (MCKNIGHT et al. 2007, OLIVEIRA et al. 2009).
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5 CONCLUSOES

Pela analise dos achados patolégicos e imuno-histoquimicos observou-se que o intestino
delgado demonstrou elevado numero de lesdes e melhor indice e intensidade de
imunomarcagdo. Em O&rgdos hematopoiéticos, a imuno-histoquimica apresentou menor
numero de cortes positivos, indicando menor carga viral no momento do diagnéstico. A
técnica de IHQ apresentou bons resultados na deteccdo do parvovirus, demonstrando ser

uma ferramenta Gtil na obtencdo do diagnostico etioldgico.
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