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RESUMO

A parvovirose canina é uma doencga altamente contagiosa e caracterizada
principalmente por gastroenterite em animais jovens e € causada pelo
Parvovirus Canino (CPV). Por ser um virus ndo envelopado, pode persistir no
ambiente por meses ou anos, pois essa caracteristica |lhe confere uma
resisténcia a inativagdo. O CPV foi isolado pela primeira vez em 1978 e
denominado de CPV-2. Espalhou se rapidamente e em 1980 ja era comum em
todo o mundo.O CPV-2sofreu mutagbes no gene codificante da VP1 edeu
origem a duas variantes CPV-2a e CPV-2b, e em 2000, a CPV-2c emergiu,
estirpe que é vinculada a casos de manifestacbes clinicas, inclusive em
animais adultos.Em relagao a imunoprofilaxia, existe uma preocupacaoquanto
a protecao total das vacinas comercialmente disponiveis contra a essa nova
variante virulenta. Enquanto muitos autores sugerem que as vacinas baseadas
no tipo CPV-2 ainda sao protetoras contra essa variante, outros acreditam que
€ eficaz contra o virus homdlogo, pois algumas vacinas demonstraram nao
apresentar reacdo cruzada com essa nhova variante. A indentificacédo e
monitoramento das estirpes de CPV que circulam na populagdo canina sao
importantes na compreensao da evolugdo viral e do desenvolvimento de
medidas para controlar a sua propagac¢ao. Para isso, 11 amostras de fezes
provenientes de caes com diarreia, oriundos do Hospital Veterinario da Escola
de Veterinaria da UFMG, pertencentes a um banco de amostras biolégicas do
Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ USP foram sequenciadas para
a identificacdo do gendtipo. Das 11 amostras, 10 (90,9%) foram classificadas
como pertencente ao gendtipo 2b e uma como 2a, resultado esperado, pois 0
2b ainda é o gendtipo predominante no Brasil.

Palavras-chave:Caes, parvovirus, CPV-2, sequenciamento.



ABSTRACT

The canine parvovirus is highly contagious and characterized mainly by a
gastroenteritis in young animals. For being a non-enveloped virus, it can persist
in the environment for months or years because this characteristic confers a
resistance to inactivation. The virus was first isolated in the 1978 and named
CPV-2. Spread quickly and in 1980 was already common throughout the world.
The virus was soon subjected to genetic evolution and gave rise to two variants
CPV-2a and CPV-2b, and in 2000, a new variant has emerged, the CPV-2c,
variant that is linked to cases of clinical manifestations, including in adult
animals. Regarding immunoprophylaxis, there is a concern as to the full
protection of commercially available vacines against this new virulent variant.
While many authors suggest that vacines based on CPV-2 are still protective
against this variant, others believe that it is effective against the virus
counterpart, because some vaccines showed no cross-reactivity with this new
variant. The identification and monitoring of CPV strains circulating in the canine
population are importante in the understanding of viral evolution and the
development of measures to control your spread. To this end, 11 stool
specimens from dogs with diarrhea from the Veterinary Hospital of the UFMG
Veterinary School belonging to a bank of biological samples from the
Laboratory of Bacterial Zoonoses of FMVZ USP were sequenced to identify the
genotype. Of the 11 samples, 10 (90,9 %) were classified as belonging to
genotype 2b and one as 2a, expected result because the 2b is still the
predominant genotype in Brazil.

Key words:Dogs, parvovirus, CPV-2, sequencing.
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1 INTRODUGAO

O parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) pertence a familia Parvoviridae, € um
virus n&o envelopado e seu genoma € constituido por bases de DNA de cadeia
simples. E resistente a inativacdo e podem persistir no ambiente por meses ou

anos (Lamm e Rezabek, 2008)

O CPV-2 foi identificado pela primeira vez, em 1978, nos Estados
Unidos. Devido a falta de imunidade pré-existente da populagao canina, o virus
espalhou-se rapidamente e, em 1980, foi relatado como sendo comum em todo
o mundo (Goddard e Leisewitz, 2010). Logo apés o seu aparecimento, o CPV-2
evoluiu dando origem consecutivamente a duas variantes antigénicas, a CPV-
2a e CPV-2b, que substituiram progressivamente o tipo original (Decaro e
Buonavoglia, 2012). Na ultima década, uma nova estirpe, o CPV-2c, emergiu,
essa estirpe foi relatada pela primeira vez na Italia em 2000 (Goddard e
Leisewitz, 2010).

A parvovirose canina € altamente contagiosa e € caracterizada
principalmente por uma gastroenterite em animais jovens, também pode causar
uma miocardite em animais infectados no utero ou logo ap6és o nascimento,

raramente visto nos dias de hoje(Miranda et al., 2015).

Inicialmente, as taxas de morbidade e mortalidade foram altas, apos a
introducdo de vacinas para a populacdo canina, os surtos foram limitados a
animais nao vacinados ou vacinados de forma inadequada e a situagdes de
abrigo com as populagdées selvagens ou abandonadas (Lamm e Rezabek,
2008).

A indentificagcdo e monitoramento das estirpes de CPV que circulam na
populagdo canina sao importantes na compreensdo da evolugao viral e do
desenvolvimento de medidas para controlar a sua propagacao (Pinto et al.,
2012), incluindo a preocupagao quanto a protecao total conferida pelas vacinas
comercialmente disponiveis contra as novas variantes virulentas de CPV
(Castro et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 ETIOLOGIA

O parvovirus canino (CPV) pertence a familia Parvoviridae(Pereset al.,
2007), essa, subdividida em Parvovirinae e Densovirinae, infectando,
respectivamente, vertebrados e insetos. O géneroProtoparvovirus(Miranda e
Thompson, 2016)e mais quatro géneros,Erythrovirus, Dependovirus,
AmdoviruseBocavirus, pertencem a subfamiliaParvovirinae(Decaro e
Buonavoglia, 2012). No género Protoparvovirusestdo inclusas as seguintes
espécies, parvovirus canino (CPV), virus da panleucopenia felina (FPV),
enterite viral do vision (MEV) e parvovirus do guaxinim (RPV) (Decaro e
Buonavoglia, 2012; De la Torre et al., 2018), essas espécies infectam varios
mamiferos, como porcos, roedores, carnivoros domésticos e selvagens
(Hoelzer e Parrish, 2010).

O CPV é um virus pequeno, nao envelopado, possui um capsideo
icosaédrico, com aproximadamente 25 nm de diametro (Miranda e Thompson,
2016). Seu genoma consiste em uma molécula de DNA linear, de cadeia
simples e polaridade negativa de aproximadamente 5200 nucleotideos (De la
Torre et al., 2018), com duas fases abertas de leitura (ORFs), Uma delas é
responsavel pela codificagdo de duas proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2), e
a outra, por duas proteinas estruturais (VP1 e VP2) que formam um capsideo
de 60 unidades proteicas, 54 e 6 unidades, de VP2 e VP1,respectivamente
(Miranda e Thompson, 2016; De la Torre et al., 2018). Esse capsideo €
altamente antigénico, tem papel importante na determinacdo do hospedeiro e
no tropismo de tecidos. Ja as proteinas nao estruturais possuem inumeras

fungdes, dentre elas, replicagdo do genoma (Hoelzer e Parrish, 2010).

Devido a auséncia de um envelope, o parvovirus é altamente resistente
a inativacao por desinfetantes, variagdes de temperatura e pH, caracteristicas
que favorecem a disseminacédo do virus, podendo persistir no ambiente por

meses ou anos. E sensivel apenas ao formol e ao hipoclorito de sédio a
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5%.(Lamm e Rezabek, 2008). O hipoclorito é eficaz quando a exposi¢gdo do
agente ao desinfectante dura por pelo menos 1 hora (Prittie, 2004).

O virus causador da parvovirose canina € conhecido como parvovirus
canino tipo 2 (CPV-2), isolado pela primeira vez em 1978, foi assim
denominado pois foi o segundo parvovirus descrito em caes. Em 1967, o
parvovirus foi relatado, pela primeira vez, e denominado MVC (minute virus
ofcanine), posteriormente, ficou conhecido como parvovirus canino tipo 1
(CPV-1) (Carmichael, 2005; Goddard e Leisewitz, 2010). O CPV-1 é de origem
desconhecida e estd mais relacionado com o parvovirus bovino (BPV),

geralmente as infec¢des sao assintomaticas (Lamm e Rezabek, 2008).

A origem do CPV-2 ainda é questionavel. Varias publicagées especulam
que pode ter se originado a partir do virus da panleucopenia felina (FPV), este
conhecido desde 1920 (Decaroat al., 2009), e outras pesquisas, sugerem que 0
CPV-2 e o FPV possuem uma origem a partir de um antepassado
antigenicamente semelhante de carnivoros selvagens (Truyen, 2006; Hong et
al., 2007; Goddard e Leisewitz, 2010), ja que esses virus tem mais de 98% da

sequéncia do DNA iguais (Miranda e Thompson, 2016).

O CPV-2 foi identificado pela primeira vez em 1978, nos Estados Unidos
e espalhou-se rapidamente, em 1980 foi relatado como comum em todo o
mundo (Goddard e Leisewitz, 2010), dele derivaram duas variantes, CPV-2a e
CPV-2b, que logo substituiram o tipo original (Decaro e Buonavoglia, 2012).
Em 2000 foi relatada, na Europa, uma nova estirpe, a CPV-2c (De la Torre et
al., 2018).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A infeccdo pelo parvovirus tem sido relatada em cédes domésticos e
selvagens, coiotes e raposas, além de outros animais selvagens. Nos gatos, as
variantes do CPV-2 sdo capazes de infectar e se replicarem, causando uma

doenca semelhante ao FPV (Miranda e Thompson, 2016). Nos caes
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domeésticos, o virus infecta qualquer raga, idade ou sexo. Os filhotes entre 6
semanas e 6 meses de idade sdo mais suscetiveis, alguns fatores como a falta
de imunidade materna, infestagdo por parasitas e condicbes estressantes
podem justificar essa maior susceptibilidade, e algumas ragas, como
Rottweiler, Doberman, Pinscher, Pit bull terrier, Labrador retriever e Pastor
alemao aparentam ter maior suscetibilidade (Goddard e Leisewitz, 2010;
Miranda et al, 2015).

Em 1978, houve um surto de uma enterite contagiosa e desconhecida
nos Estados Unidos. O agente foi isolado e identificado como uma nova
espécie de Parvoviridae, chamada de CPV-2 (Pereira et al., 2000; Goddard e
Leisewitz, 2010). Dentro de alguns meses o CPV-2 se espalhou, e casos foram
relatados na Asia, Australia, Nova Zelandia, América e na Europa (Miranda e
Thompson, 2016) com altas taxas de morbidade e mortalidade, mas com o uso
da vacina diminuiram, sendo os surtos posteriores relacionados a animais nao
vacinados ou vacinados inadequadamente e animais de abrigos (Goddard e
Leisewitz, 2010). Alguns estudos moleculares e filogenéticos mostram o CPV-2
surgiu no inicio da década de 1970, alguns anos antes do seu reconhecimento
(Hoelzer e Parrish, 2010) e desapareceu por volta de 1981 (Charmichael,
2005).

Durante o ano de 1979, uma nova variante emergiu e foi designada
CPV-2a. Essa nova estirpe difere da CPV-2 em apenas cinco ou seis
aminoacidos (Buonavogliaet al., 2001; Mohanet al., 2010) da proteina de
revestimento (VP2) (Peres Ruben et al, 2007). As modificagbes nos
aminoacidos nas posi¢coes 87 (Met para Leu), 300 (Ala para Gly) e 305 (Asp
ara Tyr) permitiram a replicagdo em gatos, e houve outras alteragbes na
proteina do capsideo, nas posi¢des 101 (lle para Thr), 297 (Ser para Ala) e 555
(Val para lle)(Miranda e Thompson, 2016; Hoelzer e Parrish, 2010).

Esse virus foi sofreu outra alteragdo antigénica (Buonavogliaet al., 2001)
e em 1984, nos Estados Unidos, foi detectado e definido como CPV-2b
(Miranda e Thompson, 2016). Esse difere do CPV-2a apenas em duas
posicoes 426 (Asn para Asp) e 555 (lle para Val)(Buonavogliaet al., 2001;

Miranda e Thompson, 2016). Essas duas variantes substituiram
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progressivamente o tipo original e possuem distribuigdo mundial (Decaro e
Buonavoglia, 2012).

No ano de 2000, uma nova estirpe nomeada de CPV-2c emergiu, foi
relatada pela primeira vez na Italia (Mittalet al., 2014) e, em seguida, no Vietna,
Espanha, Estados Unidos, América do Sul, Portugal, Alemanha e Reino Unido
(Goddard e Leisewitz, 2010). E distinguivel de CPV-2a e CPV-2b pela
substituigdo de Acido Glutamico (Glu) no lugar da Asparagina (Asn) (CPV-2a)
ou do Acido Aspartico (Asp) (CPV-2b) na posicdo 426 (Hong et al,. 2007;
Strecket al., 2009; Duque-Garcia et al., 2017). Esta variante é altamente
virulenta, com elevada morbidade e mortalidade (Goddard e Leisewitz, 2010).
Animais adultos, que ndo eram infectados com frequéncia, sdo mais
susceptiveis, e as vacinas atuais tem eficacia duvidosa em relagéo a esta nova
variante, o que favorece o surgimento de surtos da doenca (Lamm e Rezabek,
2008).

23 DISTRIBUIGAO MUNDIAL

Com a substituicdo do CPV-2 pelo CPV-2a houve uma disseminacao
viral e, no fim de 1983, a infecgédo por CPV ja havia sido descrita em 50 paises,
localizados no continente Africano, Asiatico, Americano e Europeu, ganhando
uma propor¢do mundial (Decaroet al., 2007; Perez et al., 2007). Essa
disseminagao ocorreu gragas a circulagao de caes e proprietarios, seja ela por

via aérea, terrestre ou maritima (Carmichael, 2005).

As variantes de CPV-2 foram relatadas em diversos paises, distribuidos
em cinco continentes, como mostram as figuras 1, 2 e 3. O CPV-2a foi relatado
em 37 paises, o CPV-2b em 31 paises e o CPV-2c em 21 paises. Em 15
paises todas as variantes estdo presentes, principalmente no continente
Europeu e no Sul Americano (Castanheira et al., 2014; Miranda e Thompson,
2016). Atualmente a CPV-2c tem se espalhado, ocorrendo em regides do
continente europeu e na América do Sul, sendo prevalente no Brasil, Argentina
e Uruguai (Miranda e Thompson, 2016).
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Figura 1. Distribuicdo mundial da variante CPV-2a em caes domésticos

Fonte: (Miranda e Thompson2016)

Figura 2. Distribuicdo mundial da variante CPV-2b em caes domésticos.

Fonte: (Miranda e Thompson 2016)
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Figura 3. Distribuicdo mundial da variante CPV-2c em caes domésticos.

Fonte: (Miranda e Thompson 2016)

2.4 PATOGENESE, MANIFESTAGOES CLINICAS E
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

A principal via de transmissdo do virus é a fecal-oral, o animal pode
entrar entra em contato com as fezes contaminadas ou entrar em contato com
fémites contaminados. A replicacao viral ocorre no nucleo de células que estao
em constante processo mitético, como células epiteliais das criptas intestinais,
células precursoras da medula 6ssea e células do miocardio (Lamm e
Rezabek, 2008; Patel e Heldens, 2009; Goddard e Leisewitz, 2010). A
excrecao viral pelas fezes é iniciada 3 dias apds a infecgao do virus e pode
perdurar por até 3 ou 4 semanas apés a doenga clinica ou subclinica (Goddard
e Leisewitz, 2010).

Ap6s o animal entrar em contato com o virus, o agente infecta o
hospedeiro e replica-se no tecido linfoide da orofaringe, em linfonodos
mesentéricos e no timo (Goddard e Leisewitz, 2010). Apdés 3 a 5 dias, ocorre
uma disseminagao por via hematégena através de leucdcitos infectados no

epitélio germinativo das criptas do intestino delgado, resultando em uma
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viremia, permitindo que o virus alcance varios 0rgaos, caracterizando uma
doenca sistémica (Lamm e Rezabek, 2008; Decaro e Buonavoglia, 2012). Com
a viremia instalada, o virus localiza-se predominantemente em epitélio que
reveste a lingua, a cavidade oral, o eséfago, o intestino delgado, a medula
O0ssea e em tecido linfoide. O virus pode ser encontrado nos pulmdes, baco,
figado, rins e miocardio (Goddard e Leisewitz, 2010), sendo que este é
ocasionado em caes infectados ainda no utero ou logo apdés o nascimento
(Miranda et al., 2015).

Os sinais clinicos ocorrem ap6s um periodo de incubagao, que varia de
3 a 7 dias, e consistem em anorexia, episodios emeéticos, diarreia mucoide
seguida de hemorragica, depressédo, desidratagao e febre ou hipotermia (Lamm
e Rezabek, 2008; Miranda et al., 2015; Dela Torre et al., 2018). A forma clinica
mais caracteristica € uma enterite hemorragica, isso ocorre, pois ao infectar o
epitélio germinal da cripta intestinal, o virus provoca uma necrose das criptas e
um colapso das vilosidades, tendo como consequéncia a perda da capacidade
de absorgdo do intestino delgado, levando ao quadro de desidratagéo
(Goddard e Leisewitz, 2010; Decaro e Buonavoglia, 2012). Podem ocorrer
sinais de septicemia, pois devido ao dano causado no epitélio intestinal, ha
uma translocagao de bactérias oportunistas e absor¢ao de toxinas bacterianas
(Goddard e Leisewitz, 2010). O parvovirus n&do afeta todos os cdes da mesma
forma, as manifestagdes clinicas e o progndstico dependem de quéo virulenta é
a estirpe, carga infectante, da imunidade, idade e raga do hospedeiro, e se ha
presenga concomitante de outros patégenos entéricos (Lamm e Rezabek,
2008).

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos ndo s&o especificos para
diagnosticar a doenga, porém sdo de extrema importancia para excluir
diagndsticos diferenciais, avaliar a resposta ao tratamento e determinar um
prognoéstico(Castro et al., 2013). Os achados mais frequentes foram a
leucopenia, linfopenia, trombocitopenia, hipoglicemia, hipoproteinemia e
hipoglobulinemia (Castro et al 2013), portanto devem ser considerados
sugestivos da parvovirose canina. E quando o filhote apresentou leucopenia e

hipoglicemia, a taxa de sobrevivéncia foi menor(Castro et al 2013). A anemia
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nao é um achado incomum na parvovirose canina e é provavel que seja um
resultado da hemorragia intestinal associada a terapia de reidratagao (Goddard
e Leisewitz, 2010).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagndstico antemortempode ser clinico, que é sugestivo e se faz
necessario uma boa anamnese associada a um exame fisico completo
(Battersby e Harvey, 2006), porém nao € confirmatério, pois varios outros
agentes podem causar as mesmas manifestagdes clinicas em caes, como
coronavirus, adenovirus, rotavirus entre outros(Decaro e Buonavoglia, 2012).
Dessa forma, sempre que ha a suspeita, devem ser realizados exames
laboratoriais, sejam eles para descartar diagndsticos diferenciais ou definir um

diagndstico (Lara, 2000; Travassos, 2009).

Os testes laboratoriais disponiveis comercialmente podem detectar a
presenga do agente nas fezes de animais infectados, que é o caso
daimunocromatografia (SNAP) e a hemaglutinagédo (HA), podem visualizar o
agente por meio da microscopia eletrbnica, além de detectar o genoma do
CPV, através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e por fim, necropsia
com histopatolégico, que é realizado post mortem (Vieira, 2011;Decaro e
Buonavoglia, 2012; Silva et al., 2013).

O SNAP é comumente utilizado, além de ser um teste rapido e simples
de ser executado, pode ser usado a campo.Eum imunoensaio enzimatico (EIA)
e possui alta especificidade, porém baixa sensibilidade (46%) (Desarioet al,
2005). As particulas virais sao detectadas nas fezes depois de 4 a 7 dias da
inoculacao; depois de 10 a 12 dias, o virus € indetectavel, podendo ter um
resultado falso-negativo (Goddard e Leisewitz, 2010). O resultado pode ser
falso-positivo quando a amostra € de um animal vacinado por via oral, quando
deveria ser por via subcutanea, ou quando se realiza o teste entre o quarto e
décimo dia apdés a vacinagdo com vacina com virus modificado (Lamm e
Rezabek, 2008; Goddard e Leisewitz, 2010; Decaro e Buonavoglia, 2012).
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Os testes de EIA, HA e PCR foram capazes de detectar todas estirpes
do CPV-2, inclusive o CPV-2c (Siva et al2013). Ja Lamm e
Rezabek(2008)sugeriram que as falhas, ou seja, os falso-negativos no SNAP

podem ter relacdo com a baixa reacao cruzada para essa nova variante.

2.6 TRATAMENTO

O tratamento para animais infectados consiste em tratamento de
suporte, ndo ha nada de especifico para a parvovirose, portanto o objetivo é

tratar os sinais (Lamm e Rezabek, 2008).

Nos casos de desidratacdo,a fluidoterapia intravenosa ¢é
indispensavel,pois esses animais apresentam um quadro de hipovolemia, e se
faz necessario a reposicao dos fluidos perdidos através do vomito e da diarreia
(Goddard e Leisewitz, 2010). Inicialmente, usa-se o Ringer com lactato, uma
solugdo isotbnica, ou seja, eletroliticamente balanceada. A taxa de reposigéo
vai depender das condigdes do animal, por exemplo, se o cao apresenta
choque hipovolémico, a taxa inicial é de 90 mL/kg/h, e a reposigdo deve ser
feita dentro de 1 a 2 horas. Ja os animais que nao apresentam choque, apenas
desidratacdo, a taxa € equivalenteao resultado da multiplicacdo da
porcentagem de desidratagéo pelo peso corporal em quilogramas. Assim que o
animal apresenta uma hidratacdo adequada, inicia se a taxa de manutencao,
que equivale de 4 a 10 mL/kg/h (Prittie, 2004).

Os filhotes infectados tendem a apresentar hipoglicemia e hipocalemia,
isso ocorre devido a anorexia, émese e diarreia. Ambos devem ser repostos de
acordo com a necessidade do paciente (Prittie, 2004; Goddard e Leisewitz,
2010).

Animais que apresentam anorexia ha mais de 24 horas precisam de uma
nutricdo microenteral, ou seja, administragcdo em pequenas quantidades de
agua, eletrélitos e nutrientes facilmente absorvidos (Battersby e Harvey,

2006). Segundo Mohret al (2003), filhotes que recebem nutricdo entérica por
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sonda nasoesoéfagica, tem ganho de peso e melhoria na fungdo da barreira
intestinal, o que limita a translocagao de bactérias e de endotoxinas.

Os animais que apresentam vOmitos devem ser medicados com
antieméticos, esses vomitos sado causados devido a destruicdo de células das
criptas intestinais e da alteragdo na motilidade intestinal. Os farmacos mais
utilizados sao a metoclopramida, proclorperazina e ondansetrona. O uso de
metoclopramida deve ser cauteloso, pois ha o aumento do peristaltismo do
trato gastrointestinal, o que pode levar a uma intussuscepgédo (Goddard e
Leisewitz, 2010).

O uso de antibioticoterapia,de forma preventiva a uma infeccao
bacteriana secundaria, é preconizado em animais que apresentam uma
leucopenia grave e provavel alteragao da barreira intestinal. Usa-se antibioticos
de amplo espectro, e geralmente é feito uma associagdo de ampicilina
(betalactdmico) com gentaminica (aminoglicosideo)(Prittie, 2004; Goddard e
Leisewitz, 2010).

Quando o tratamento ¢é feito de forma adequada, aproximadamente 75%
dos animais respondem bem a terapia. Uma vez recuperado da doencga, o
animal adquire imunidade duradoura contra a variante (Lamm e Rezabek,
2008).

2.7 PROFILAXIA

7

A imunizacdo dos animais susceptiveis € essencial na prevencado de
doencas infecciosas. No caso dos caes, essa imunidade pode ser de forma
passiva, origem placentaria e/ou colostral, e de forma ativa, por meio da
vacinagdo. Devido ao tipo de placenta dos caes, classificada como
endoteliocorial, apenas de 1 a 7% do total de imunoglobulina G
(lgG),adquiridos passivamente, sdo de origem placentaria. A maior parte
dessas imunoglobulinas s&o ingeridas através do colostro e absorvidas pela
mucosa intestinal, isso ocorre durante as primeiras horas de vida, pois a

mucosa intestinal € imatura e essas macromoléculas tem a capacidade de
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atravessa la e chegar até a circulagdo sanguinea (Goddard e Leisewitz, 2010;
Mila et al., 2017).

Quando a transferéncia da imunidade passiva, via colostro, € feita de
forma adequada, ha a diminui¢do do risco de doencas infecciosas e de mortes
neonatais (Mila et al., 2014), portanto, em casos que ndo ocorre a ingestdo do
colostro, seja por conta da ndo produgado oudificuldade na sucgdo, medidas
devem tomadas, como por exemplo, um banco de colostro e o uso de plasma

canino por via oral (Mila et al., 2017).

Ha diversas vacinas eficazes contra o parvovirus canino, porém as
vacinas de escolha sdo as que possuem um virus atenuado, com alto titulo e
baixa passagem, ou seja, com uma grande quantidade do virus e com uma
baixa viruléncia (Prittie, 2004; Goddard e Leisewitz, 2010). O protocolo de
vacinagdo deve ser seguido minuciosamente para que nao haja falhas na
imunizagdo. Em geral, recomenda-se 3 doses ou mais da vacina. O protocolo
deve ser iniciado entre a 62 e a 92 semana de vida do animal e repetida a cada
21 a 28 dias, até que animal complete 16 semanas de idade. A vacinagao de
reforco deve ser realizada de 6 a 12 meses apds a ultima dose e quando
adulto, o reforco € de 1 a 3 anos. O protocolo depende do resultado da
sorologia para avaliagdo dos titulos de anticorpos, e este deve ser feito
anualmente. Vale lembrar que o excesso de vacinagdo aumenta o risco de
doenga imunomediada(Lamm e Rezabek, 2008; Goddard e Leisewitz; 2010;
Altman et al.,2017).

A interferéncia dos Anticorpos de Origem Materna (MDA) na imunizagao
ativa dos filhotes é conhecida desde os primeiros estudos apds o isolamento do
CPV-2(De Crameret al., 2011). Essa interferéncia leva a uma janela de
suscetibilidade, presente entre a idade de 40 a 69 dias, sendo essa a causa
mais comum para a falha da vacinacido, pois os anticorpos maternos séo
capazes de neutralizar a vacina de CPV-2. (Lamm e Rezabek, 2008; Goddard
e Leisewitz; 2010; Altman et al., 2017). A fim de diminuir essa janela de
suscetibilidade e diminuir as falhas, recomenda-se que, em canis infectados, o
protocolo de vacinagdo em filhotes seja iniciado com 4 semanas de vida (De
Crameret al., 2011). Segundo Lamm e Rezabek, (2008),a eficacia da vacina
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varia de acordo com a presenga de anticorpos maternos. Foi observado que
quando administrada em filhotes com 6 semanas de vida, a eficacia € de 25%,

ja em animais a partir de18 semanas de vida, € de 95%.

Outra causa para a falha da vacinacao é a diferenca entre as variantes
do parvovirus canino circulantes e as variantes utilizadas na produgcao da
vacina. A grande maioria das vacinas disponiveis no mercado sao produzidas a
partir do CPV-2, uma variante ja extinta, e outras s&o produzidas a partir da
variante CPV-2b. Nao existem vacinas a partir do CPV-2a e CPV-2c (Altman et
al., 2017). Enquanto muitos autores sugeriram que as vacinas baseadas no tipo
CPV-2 sao protetoras contra as variantes, outros acreditam que é eficaz contra
o virus homodlogo, mas € significativamente menor contra as novas
variantes(Castro et al., 2010), permitindo, entdo, a infeccdo por estirpes
virulentas.O ideal seria 0 uso de vacinas produzidas a partir das variantes que

circulam na determinada regiao (Decaroet al., 2008).

Em um estudo realizado por Decaroet al. (2008), na lItalia, foi investigado
um surto de gastroenterite aguda em um canil, onde animais adultos,
devidamente vacinados, com a vacina a partir do CPV-2,foram infectados.
Conclui-se que a cepa altamente patogénica do CPV-2c infectou esses caes
adultos, ou seja, nesse caso, a vacina de CPV-2 nao foicapaz de garantir uma
protecdo adequada e esses animais tiveram manifesta¢des clinicas e alguns

morreram.

Além da vacinagao, outras medidas de profilaxia sdo recomendadas,
como evitar passeios de animais ndo imunizados em ambiente com alto risco,
como locais gramados e que tenham caes de procedéncia e protocolo vacinal
desconhecidos (Altman et al.,2017), e é importante respeitar a quarentena de
animais recentemente introduzidos. As boas praticas de higiene também sé&o
incluidas na profilaxia. Vale lembrar que o parvovirus canino € altamente
resistente, portanto, a desinfecgdo do ambiente, dos objetos e das roupas que
entram em contato com um animal infectado deve ser de forma cuidadosa e
adequada, pois, quando higienizados de forma incorreta, o agente pode
persistir por 5 mesesou mais (Lamm e Rezabek, 2008; Goddard e Leisewitz;
2010; Altman et al.,2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar os gendtipos circulantes em amostras de cdes com diarreia

com suspeita de parvovirose canina.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS CLINICAS

Foram sequenciadas 11 amostras de DNA de parvovirus canino obtidas
em amostras de fezes diarreicas de caes,oriundas do Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da UFMG, pertencentes a um banco de amostras clinicas
do Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ USP. O projeto foi aprovado

na Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com o nimero 38/2017.

4.2 IDENTIFICAGAO E SEQUENCIAMENTO

O DNA viral foi extraido por meio do kit comercial Pure Link Genomic
(Invitrogen®). Para a amplificagdo parcial do gene da VP2 foi utilizado o set de
primers 555For(5’-CAGGAAGATATCCAGAAGGA-3’) /555Rev(5’-
GGTGCTAGTTGATATGTAATAAACA-3’) (4003—-4585) que gera um fragmento

de 583 pb, que incluem os hotspots das posicdes de aminoacido 426 e 555.

A reacdo de sequenciamento de DNA foi feita com o kit comercial
BigDye 3.1 (AppliedBiosystems™), sendo que as sequéncias foram resolvidas
em sequenciador automatico ABI-3500 (AppliedBiosystems®). Os
cromatogramas gerados foram interpretados pelo aplicativo Phred para
avaliagdo da qualidade dos mesmos, utilizando-se apenas posicdes com
escore superior a 20 (1 erro a cada 100 nucleotideos). Em seguida as

sequéncias foram montadas com o programa CAP3 e sendo a mesma
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submetida ao BLASTn para confirmagao da identidade das amostras positivas.

As sequéncias obtidas foram editadas por meio do programa BioEdit 7.2.5 e

neste mesmo programa os hotspots foram identificados.As sequéncias de

parvovirus canino usadas como referéncia estao descritas na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias de referéncia, tipo e posi¢cao dos hotspots.

GenBank Tipo 426 555

M38245 (EUA) CPV-2 G (Asp) AAT (Asn)
M24000 (EUA) CPV-22 T (Tyr) AAT (Asn)
DQ340434 (BR) CPV-22 T (Tyr) AAT (Asn)
DQ340409 (BR) CPV-2b T (Tyr) GAT (Asp)

5 FORMA DE ANALISE

A analise foi feita de forma descritiva.

6 RESULTADOS

Das 11 amostras sequenciadas, 10 (90,9%) foram classificadas como

pertencente ao gendtipo 2b e uma como 2a.
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7 DISCUSSAO

Dentre as enterites infectocontagiosas, a de origem viral foi reconhecida,
a partir da década de 70, como a principal causa, e afeta principalmente caes
com até 6 meses de idade. O parvovirus canino e o coronavirus canino sio 0s
principais agentes responsaveis por essas infecgbes virais (Tams, 2005;
McCaw e Hoskins, 2006).

Embora as manifestagdes clinicas da gastroenterite sejam sugestivas
para a parvovirose canina, a confirmacao, através de exames laboratoriais, é
indispensavel (Monteiro et al., 2016). O diagndstico precoce e definitivo &
essencial para o tratamento da doenga e controle do agente. Devido a
prevaléncia e a resisténcia do parvovirus canino, esse virus se destaca por
apresentar alta taxa de morbidade e mortalidade em populagdes susceptiveis,
apresentando grande importancia na clinica médica de pequenos animais (Otto
et al., 2001; Travassos, 2009).

Os animais que s&o mais propensos a gastroenterite causada por
parvovirus, sdo animais entre 6 semanas e 6 meses de idade, ndo vacinados.
Nesse estudo, esses dados nao foram obtidos, porém, ja foram confirmados
em um estudo feito por Pinto et al (2012), em que 95,2% dos animais positivos

tinham entre 1 a 6 meses de idade.

Todas as 11 amostras foram coletadas de animais que apresentavam
diarreia, porém é sabido que o grau da severidade da doenca e das
manifestagdes clinicas varia de acordo com a carga viral, viruléncia da cepa, da
acao da imunidade passiva e do sistema imune do animal infectado, portanto,
animais infectados podem nao apresentar diarreia. No estudo do Pinto et al
(2012), de 42 animais positivos para parvovirose, 12, ou seja, 28,57% né&o
apresentavam sinais de gastroenterite hemorragica (GEH). Ja no estudo
realizado em Porto Alegre, por Reis (2013), de 144 animais positivos, 13
(30,95%) animais nado apresentavam GEH. Ambos os estudos tiveram

resultados semelhantes, firmando que animais podem nao apresentar GEH.
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Questionamentos a respeito de mutagdes de um virus com genoma DNA
surgiram assim que o CPV-2 emergiu e dispersou-se pelo mundo, e depois de
3 anos ja havia sido substituido por suas variantes. Durante a replicagao viral
podem ocorrer substituicbes de nucleotideos, o que leva a uma evolucao
antigénica, surgindo novas variantes, podendo causar um impacto negativo
sobre a saude dos caes (Peres et al., 2007; Castro et al., 2010; Rathje, 2010;
Dos Reis, 2013).

Das 11 amostras sequenciadas, 10 foram classificadas como
pertencente ao gendtipo 2b e uma como 2a. Nenhuma amostra foi compativel
com o gendtipo 2c. Essa variante, apesar de ndo ter sido encontrada nesse
estudo, ja foi identificada na América do Sul, e inclusive no Brasil. A primeira
descrigdo na América do Sul foi feita por Peres et al (2007), através de estudo
realizado no Uruguai, em 2006, onde foram coletadas 30 amostras de fezes de
caes vacinados e nao vacinados, com suspeita de parvovirose canina. Das 30
amostras com suspeita de parvovirose canina, 25 foram positivas e 24 foram
compativeis com o genoétipo 2c, ou seja, presenca de um Acido Glutamico (Glu)

na posicao 426. Esse resultado indica que o tipo 2c¢ é prevalente no Uruguai.

Ja no Brasil, a primeira deteccéao foi feita no ano de 2008, por Strecket al
(2009), onde foram coletadas 20 amostras de fezes de animais com diarreia,
vacinados e nao vacinados, residentes de Porto Alegre. Das 9 amostras
positivas, 7 foram descritas como o tipo 2c, e as outras duas, como tipo 2b. Em
outro estudo, realizado por um grupo de pesquisadores do Rio Grande do Sul,
78,6% das amostras coletadas entre 2008 e 2010, oriundas de seis estados
brasileiros, foram positivos para CPV-2c, sendo que, 6 amostras eram de
animais vacinados adequadamente. Nesse estudo concluiu-se que, entre os
anos de 2008 e 2010, o gendtipo CPV-2c foi predominante (Pinto et al., 2012).
Ambos os resultados diferem do resultado desse estudo, pois nesse houve

maior prevaléncia do genétipo CPV-2b.

Um estudo mais recente, Monteiro et al. (2016) obtiveram um resultado

semelhante ao desse trabalho. Das 20 amostras sequenciadas, oriundas do
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estado de Sao Paulo, 18 foram classificadas como CPV-2b, e 2 como CV-2c.
Ambos os estudos mostram que o genaétipo CPV-2b é predominante.

Uma das maiores preocupacdes, quanto a predominancia do genaétipo
2c, esta relacionada com a protecdo que as vacinas atuais conferem para os
animais contra essa nova variante. Nesse estudo, o histérico vacinal é
desconhecido, porém alguns estudos demonstram que as vacinas produzidas
com CPV-2 ou com CPV-2b nao protegem contra o genétipo CPV-2c. Em um
estudo realizado nos Estados Unidos (Hong et al.2007), o protocolo vacinal n&o
impediu a infecgdo por CPV-2c. Das 27 amostras positivas para o CPV-2, 7
foram classificadas como CPV-2c, e todas foram colhidas de animais

devidamente vacinados.

Outro estudo, realizado na Italia, também obteve resultados que
questionam a eficacia das vacinas contra o CPV-2c. Decaro et al (2008)
descreveram um surto de gastroenterite aguda em um canil com 98 caes (60
Bernese, 35 dachshunds e 3 collies), todos eles vacinados adequadamente,
com vacina produzida a partir do virus CPV-2 . Dos 98 céaes, 11 apresentaram
manifestacdes clinicas, com idade entre 6 meses e 2 anos e meio, destes, 1
veio a obito. As amostras foram positivas quando submetidas a realizagdo do
teste imunocromatografico (SNAP), e posteriormente o gendtipo CPV-2¢ foi
descrito. Os autores concluiram que a imunidade induzida pela variante da
vacina nao garantiu uma protecao eficaz contra uma variante de campo,
portanto € alta a possibilidade de uma variante 2c infectar cdes vacinados com
a variante CPV-2 ou CPV-2b.

Com os resultados citados anteriormente e muitos outros obtidos, fica
claro que o parvovirus apresenta uma mutagcao genética importante e isso
implica na protecdo vacinal, tornando-se necessario o acompanhamento da
diversidade viral, da distribuigdo geografica e da prevaléncia dos gendtipos em
cada regiao, pois ha a necessidade de formulagdo de vacinas especificas, ou
seja, vacinas a partir de estirpes do CPV que circulam em determinada area,

levando em conta o CPV-2c (Peres et al., 2007).
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8 CONCLUSAO

Houve predominéncia do gendtipo CPV-2b (90,9%) nos cées com

sintoma compativel com parvovirose canina.
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