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The clinic and pathological findings and laboratorial testing of puppies with postmortem
diagnosis of canine herpesvirus infection are described. The cases occurred in two
households of Porto Alegre, RS, in April 2007 and July 2008. The puppies presented
anorexia, depression, cry and dyspnea, followed by death about 24-72 hours after the
onset of clinical signs. At necropsy multifocal pin point hemorrhages were observed in
the kidneys. The liver was enlarged with petechiae and white foci on the surface. The
lungs were red and did not collapse. The spleen was enlarged and, in some cases, with
petechiae on the capsular surface. Mesenteric lymph nodes and thymus were enlarged.
Microscopic lesions included hemorrhages and multifocal necrosis of the renal tubular
epithelial cells, hepatocytes and lymphoid tissues. In the lungs there was severe multifocal
alveolar necrosis with abundant fibrin deposits and a mixed inflammatory infiltrate of
variable intensity. Intranuclear inclusion bodies were identified in the periphery of necrotic
areas in hepatocytes, renal tubular epithelial cells and alveolar cells. Samples of liver,
kidney and lung were positive in the direct immunofluorescence test for canine herpes
virus type 1 (CHV-1). The diagnosis was based on epidemiological data, necropsy findings,
histological lesions and positive immunofluorescence results using CHV-1 antibody in
tissue samples. To our knowledge, this is the first report of the identification of CHV-1 in
Brazil, although previous clinic and pathological findings already suggested the presence
of the virus in Brazilian canine population.

INDEX TERMS: Diseases of dogs, canine herpesvirus, hemorrhage, hepatic necrosis.

RESUMO.- Descrevem-se os achados clinicos e patolé-
gicos e os exames laboratoriais de filhotes de cdes com
diagnéstico post mortem de infec¢é@o por herpesvirus ca-
nino. Os casos ocorreram em duas propriedades da Ci-
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dade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, em abril de
2007 e julho de 2008. Clinicamente, os céaes apresenta-
ram anorexia, apatia, choro e dispneia. A morte dos caes
ocorreu apos 24-72 horas do inicio dos sinais clinicos. Na
necropsia observaram-se hemorragia multifocal renal e
hepatomegalia com petéquias e pontos brancos na su-
perficie natural do figado. Os pulmdes se apresentaram
nao-colapsados e vermelhos. Havia esplenomegalia e, em
alguns céaes, petéquias na superficie capsular do baco.
Aumento dos linfonodos mesentéricos e do timo foi ob-
servado. Lesdes microscoépicas incluiram hemorragia e
necrose multifocal em células epiteliais tubulares renais,
hepatdcitos e tecidos linfoides. Nos pulmdes, havia ne-
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crose alveolar multifocal acentuada com abundante ma-
terial fibrinoso e infiltrado inflamatdrio misto de intensida-
de variada. Ocasionais corpusculos de inclusao intranu-
cleares em dareas periféricas a necrose foram identifica-
dos em hepatdcitos, células epiteliais de tubulos renais e
células alveolares. Amostras de figado, rim e pulmao fo-
ram positivas na imunofluorescéncia direta para herpes-
virus canino tipo 1 (CHV-1). O diagndstico de infec¢édo
por herpesvirus foi baseado nos achados de necropsia,
histolégicos e de imunofluorescéncia positiva em tecidos
usando anticorpo anti-CHV-1. De nosso conhecimento,
este é o primeiro relato da identificagdo do CHV-1 no Bra-
sil, embora achados clinico-patoldgicos anteriores ja su-
gerissem a presenca do agente na populagéo canina do
pais.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de cées, herpesvirus ca-
nino, hemorragia, necrése hepatica.

INTRODUCAO

Herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1) foi originalmente iso-
lado em 1964 como um agente fatal de cdes neonatos
(Carmichael et al. 1965). A infecgdo provoca lesdes
sistémicas, caracterizadas por necrose e hemorragia em
caes com menos de trés semanas de idade (Cornwell et
al. 1969, Hashimoto et al. 1978). A transmisséo aos filho-
tes pode ocorrer durante a passagem destes pelo canal
do parto, pela via transplacentaria ou pelas secre¢oes oro-
nasais da fémea (Hashimoto et al. 1983, Ardans 2004).
Em caes adultos, o CHV-1 ocasiona balanopostite em
machos (Foster 2007) e pode provocar infertilidade, abor-
tamento, natimortalidade e vulvovaginite em fémeas (Hill
& Maré 1974, Hashimoto et al. 1983, Smith 1997). Tam-
bém foi descrita a presenca do CHV-1 como agente etio-
I6gico de quadros respiratérios, associado a casos de
rinite, faringite e traqueobronquite (Appel et al. 1969,
Huxsoll & Hemelt 1970, Buonavoglia & Martella 2007).
Como importante caracteristica do CHV-1, esta o fato
de esse apresentar-se em estado de laténcia, podendo
ser ativado em casos de queda de imunidade, provoca-
dos por fatores de estresse, gestacdo, doencas prévias
ou pela administracdo de corticosteroides (Okuda et al.
1993, Ronsse et al. 2004). Manifestagdes clinicas séo
esporadicas, porém a porcentagem de animais soroposi-
tivos na populacao canina é alta. Alguns trabalhos apon-
tam uma prevaléncia de CHV-1 maior que 40% em deter-
minadas populacdes (Rijsewijk et al. 1999, Ronsse et al.
2002). Em neonatos, o grave quadro clinico é atribuido a
menor temperatura corporal dos caninos nesta faixa etaria
(Carmichael et al. 1969), sistema imunoldgico imaturo
(Carmichael & Greene 2006) e a falta de anticorpos ma-
ternos transmitidos pelo colostro (Galosi 2007).
Diferentes relatos (Schwartz & Martin 1966, Huxtable
& Farrow 1970, Nairn & Smith 1971, Watt et al. 1974, Love
& Huxtable 1976, Hashimoto et al. 1978) e estudos expe-
rimentais foram publicados sobre a infeccdo neonatal de
CHV-1 (Carmichael et al. 1965, Hashimoto et al. 1982).
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Porém, a infecgcao neonatal por herpesvirus canino é pou-
co descrita no Brasil (Wouters et al. 2001).

O presente trabalho tem como objetivo descrever os
sinais clinicos, os achados patoldgicos e os métodos de
diagndéstico utilizados para a confirmacao da infeccao em
duas ninhadas de cées pelo CHV-1. Embora relatos clini-
cos e patoldgicos anteriores ja sugerissem a presenca do
agente na populacao canina do Brasil, este é o primeiro
relato com identificacdo do agente no pais.

MATERIAL E METODOS

Onze caes de duas ninhadas, uma da raca Labrador (nove
filhotes) e outra da raga Chow-Chow (dois filhotes), compos-
tas de oito machos e trés fémeas, com idade de 10-20 dias,
foram encaminhados ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para
realizacdo de exame de necropsia. Os historicos clinicos dos
filhotes e das cadelas foram obtidos junto aos proprietarios e
aos médicos veterinarios responsaveis pelos casos. Altera-
cOes patoldgicas, observadas durante o exame de necropsia,
foram identificadas e registradas. Coletou-se fragmentos de
pulmoes, figado, rins, coragédo, adrenais, estbmago, bexiga,
linfonodos mesentéricos, baco, timo, medula dssea e encéfa-
lo em solugéo de formalina tamponada. Posteriormente, reali-
zou-se o processamento do material pelas técnicas histolégi-
cas de rotina e coloragédo dos cortes histoldgicos com hema-
toxilina e eosina (HE). Coletou-se pulméo e figado de dois
caes de cada ninhada para realizagao de cultivo bacteriano
aerobio. Amostras resfriadas de rim, figado, bago e pulmao
foram enviadas ao Laboratério de Virologia da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) de quatro caes da raga
Labrador e de dois caes Chow-Chow. Nesse laboratoério, o
material foi submetido a tentativas de isolamento viral em cul-
tivo celular em células CRFK (Crandel feline kidney cells) e a
imunofluorescéncia direta (IFD) para o CHV-1. Para o isola-
mento, fragmentos dos tecidos foram macerados com areia
estéril, ressuspendidos em meio de cultivo e centrifugados.
Os sobrenadantes foram inoculados em tapetes de células
CRFK e submetidos a trés passagens de 4 dias cada, antes
de serem considerados negativos para virus. A IFD foi reali-
zada em impressdes dos tecidos sob laminas de microscopia,
fixadas em acetona gelada (por 5 min), e incubadas com um
anticorpo policlonal anti-CHV-1 conjugado com fluoresceina
(VMRD Inc., P.O. Box 502, Pullman, WA, USA). As laminas
foram observadas em um microscépio de luz ultravioleta. As
temperaturas maxima, minima, média da maxima e média da
minima da Cidade de Porto Alegre, RS foram obtidas durante
o periodo do nascimento dos caes até o inicio dos sinais clini-
cos através de consulta ao Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET 2008).

RESULTADOS

Os caes afetados eram da raca Labrador, filhos de uma
cadela de dois anos de idade, de primeira cria, nascidos
em 21 de abril de 2007. Durante o parto nenhuma altera-
céo foi observada. Apds o nascimento, os cées ingeriram
o colostro e nenhuma anormalidade foi identificada pela
proprietaria. Do parto até o inicio dos sinais clinicos, a
cadela e os nove filhotes foram mantidos no canil. Os si-
nais clinicos iniciaram aos oito dias de idade, em dois
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filhotes. Esses cdes apresentaram inicialmente apatia,
choro persistente e anorexia. Posteriormente, esses caes
apresentaram intensa dispneia, letargia e morte em 48
horas apds o inicio dos sinais clinicos. Nos sete outros
filhotes desta ninhada, os mesmos sinais foram identifi-
cados progressivamente, resultando em morte de todos
0s caes em 24-72 horas apoés o inicio dos sinais clinicos,
morrendo o ultimo céo aos 17 dias de idade. Em dois fi-
Ihotes, convulsbes foram relatadas pelo médico veterina-
rio responsavel pelo caso. As temperaturas maxima e
minima registradas na Cidade de Porto Alegre foram de
31°C (média da maxima=27°C) e de 6°C (média da mini-
ma = 14,6°C), respectivamente, no periodo do nascimen-
to até o inicio dos sinais clinicos (21-28 de abril de 2007).

Os dois céaes da raga Chow-Chow eram provenientes
de uma ninhada de cinco caes, nascidos em 3 de julho de
2008, de uma segunda cria de uma cadela de trés anos
de idade. Nenhuma alteracao foi observada no parto e
nos primeiros dezessete dias de vida; os filhotes foram
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Fig.1. Tipico aspecto dos rins de um cdo com sindrome
hemorragica dos filhotes induzida naturalmente por
herpesvirus canino tipo 1. Observe os multiplos focos
hemorragicos na superficie capsular.
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Fig.3. Multiplos focos hemorragicos na superficie capsular de
um bago aumentado de volume em um céo infectado natu-
ralmente por herpesvirus canino tipo 1.
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criados no patio da casa. Sinais clinicos iniciaram aos
dezoito dias de idade em trés caes, estes apresentaram
grave dispneia, apatia e anorexia e morreram apds 48
horas do inicio dos sinais clinicos. Os outros dois caes
apresentaram, aos 22 dias de idade, sinais respiratorios
brandos e se recuperaram apés uma semana. No perio-
do do nascimento (3 de julho de 2008) até o inicio dos
sinais clinicos (20 de julho de 2008) as temperaturas
maxima e minima registradas na Cidade de Porto Alegre
foram de 31°C (média da maxima = 23,6°C) e 6°C (média
da minima = 10,8°C), respectivamente.

No exame dos cadaveres observou-se as mucosas
oculares e oral com discreta palidez (5/11 caes). Nos rins,
se visualizou hemorragia multifocal no cértex (9/11) (Fig.1)
e na jungéo cortico-medular (2/11). A avaliagao hepatica
revelou hepatomegalia (7/11), areas palidas no parénqui-
ma (6/11), variada quantidade de petéquias (5/11) (Fig.2)
e inumeros pontos brancos na superficie (4/11). Identifi-
cou-se esplenomegalia moderada a acentuada (9/11), inu-

Fig.2. Figado palido e com petéquias na superficie capsular
em um céo infectado naturalmente por herpesvirus canino
tipo 1.

Fig.4. Pulmbes de um céao infectado naturalmente por
herpesvirus canino tipo 1. O parénquima é nao-colapsado,
vermelho e apresenta numerosos pontos brancos na su-
perficie pleural.
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Fig.5. Extensa area de necrose associada a discreta hemorra-
gia no rim. HE, obj.20x.

Fig.6. (A) Foco necrdtico e discreta vacuolizacdo citoplasmati-
ca de hepatdcitos adjacentes no figado. HE, obj.40x. (B)
Corpusculo de inclusao intranuclear (seta) no interior de
hepatdcito. HE, obj.100x.

Fig.7. Pneumonia fibrinonecrdtica multifocal. HE, obj.10x.

meras petéquias na superficie esplénica (5/11) (Fig.3) e
areas escuras intercaladas por areas mais claras na su-
perficie do d6rgao (2/11). Um discreto aumento do volu-
me dos linfonodos mesentéricos (8/11) foi visualizado. Na
abertura da cavidade toracica, os pulmodes se apresenta-
ram nao-colapsados, preenchendo grande parte do térax
(11/11). Ao toque, os pulmbes (Fig.4) se encontravam fir-
mes (11/11), vermelhos (9/11) e na superficie pleural ha-
via pontos brancos (5/11) e petéquias (3/11). Aumento
discreto do timo foi visualizado (6/11) em associa¢do a
algumas petéquias e equimoses (5/11).

Necrose de coagulagao multifocal acentuada (11/11)
foi observada em células epiteliais tubulares do rim (Fig.5).
Nestas areas necrdticas, identificou-se hemorragia na
cortical (9/11) e jungéo cértico-medular (2/11). Em gran-
de parte dos casos nenhuma reacao inflamatdria foi iden-
tificada nas areas adjacentes da necrose. Em dois casos
nefrite intersticial mononuclear discreta foi identificada
junto a area de necrose. Pequenos focos multifocais de
necrose com distribuicao aleatéria foram observados no
parénquima hepatico (11/11) (Fig.6). No figado, havia ain-
da congestao (9/11), hemorragia (7/11), vasculite mono-
nuclear (4/11), vacuolizagéo de hepatécitos (3/11) e he-
patite portal mononuclear ou mista (2/11). Nos pulmdes,
havia pneumonia fibrinonecrética multifocal acentuada
(Fig.7) em todos os caes e focos de hemorragia em al-
guns (4/11). Adjacente as areas necroticas, observou-se
inflamacao de intensidade variada, caracterizada por in-
filtrado misto com predominio de macrofagos ou infiltrado
mononuclear discreto representado por macréfagos e lin-
focitos. Necrose linfoide (10/11), hemorragia (9/11) e con-
gestao (4/11) foram observadas no baco. Nos linfonodos
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mesentéricos, visualizou-se necrose linfoide e/ou perda
da estrutura folicular (9/11), hiperplasia folicular (4/11),
congestdo (4/11) e eritrofagocitose (3/11). No timo,
visualizaram-se hiperplasia linfoide (7/11), congestao (5/

Fig.8. Impresséo do figado. Células positivas para antigenos
virais (herpesvirus canino tipo 1) coradas em verde. Imuno-
fluorescéncia direta, obj.10x.
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11) e focos de hemorragia (5/11). No sistema nervoso
central, observou-se mielite focal mononuclear (2/11),
vasculite multifocal mononuclear no cérebro (2/11),
encefalite focal mononuclear (1/11) e hemorragia focal (1/
11). Focos necréticos na regido medular da adrenal fo-
ram identificados em um cao. Raros corpusculos de in-
clusao intranucleares de dificil localizagcao foram visuali-
zados na periferia de tecidos necréticos. Estes foram en-
contrados em hepatdcitos (Fig.6) (5/11), células epiteliais
de tubulos renais (4/11) e células alveolares (1/11).

Obteve-se resultado positivo na IFD para antigenos
do CHV-1 nas seis amostras de tecido testadas. Células
isoladas ou em pequenos focos (3-5 células) positivas para
antigenos virais foram identificadas no bacgo e figado
(Fig.8). As tentativas de isolamento viral em células CRFK,
no entanto, resultaram infrutiferas. O cultivo bacteriano
aerdbio, de amostras obtidas do pulmé&o e figado nao apre-
sentou crescimento.

DISCUSSAO
O diagnéstico de infeccao por herpesvirus canino (CHV-
1) foi baseado nos achados macroscoépicos identificados
na necropsia, na observagéo de lesdes histoldgicas ca-
racteristicas com inclusdes intranucleares em tecidos e
pela confirmacdo do agente através da imunofluorescén-
cia direta (IFD) com conjugado especifico. As descricbes
dos casos sédo semelhantes a outros relatos de infecgéo
pelo CHV-1 em caes com menos de trés semanas de ida-
de (Carmichael et al. 1965, Watt et al. 1974, Kojima et al.
1989). Uma alta taxa de morbidade e mortalidade em céaes
jovens também foi identificada em outros estudos (Love
& Huxtable 1976, Wouters et al. 2001). Isto demonstra a
gravidade do quadro clinico e a possibilidade de trans-
missdo a todos os cées da ninhada.

A menor temperatura corporal dos caes neonatos (cer-
ca de 1-1,5°C mais baixa) é atribuida como fator predis-
ponente de uma infecgao fatal pelo CHV-1 (Carmichael et
al. 1969). Esta observacéao é baseada na identificagéo da
Otima temperatura de replicagdo do virus (35-37°C) em
cultivo celular (Carmichael et al. 1969). Em nossa obser-
vacgéo, a temperatura externa também pode ter contribui-
do no desenvolvimento da infeccdo, pois condicdes cli-
maticas e o local de alojamento favoreceram a uma me-
nor temperatura corporal dos neonatos. Porém, em outro
relato, a infecgdo foi diagnosticada em cées neonatos
mantidos na temperatura ambiental de 39°C (Love &
Huxtable 1976). Entretanto, a temperatura néo € o unico
fator que pode favorecer a infecgéo. A imunidade trans-
mitida pela mae, através do colostro, também é um fator
importante na patogenia da infeccdo pelo CHV-1 em
neonatos (Carmichael & Greene 2006). Na presenca de
maes soronegativas, fémeas infectadas que nao produ-
zem anticorpos, os filhotes provenientes destas cadelas
tendem a ter sinais clinicos mais graves (Carmichael &
Greene 2006, Galosi 2007). Outro fator, que contribui para
uma grave infecgao sistémica, esta relacionado a imaturi-
dade do sistema imunoldgico de caes com poucas sema-

nas de vida (Carmichael & Greene 2006). Nestes dois
surtos, apds a morte dos caes, os proprietarios optaram
por castrar as duas fémeas como medida preventiva da
transmisséo do CHV-1 através da reproducéo ou de futu-
ras perdas da ninhada pela infeccao.

Hemorragias podem ser identificadas no rim, pulmao,
figado, bacgo, estbmago, intestino e timo de cées infecta-
dos pelo CHV-1 (Kojima et al. 1989, Wouters et al. 2001).
Esta alteracédo é observada pela ocorréncia de vasculite
e a pela trombocitopenia (Carmichael & Greene 2006).
Entre os locais anatdmicos, a hemorragia do cortex renal
tem sido descrita como a mais caracteristica nas infec-
¢coes por CHV-1 em neonatos (Cornwell & Wright 1969).

A visualizagao de corpusculos de inclusdo intranuclear
se apresentou de dificil localizagdo e com baixo nimero de
observacgdes. Este achado foi descrito por outros autores
(Schwartz & Martin 1966, Love & Huxtable 1976, Wouters
et al. 2001), assim como a auséncia de corpusculos de
inclusao intranuclear também foi relata (Huxtable & Farrow
1970). Frequentemente os corpusculos de inclusao intra-
nucleares podem estar ausentes, mesmo na ocorréncia de
severas lesdes histolégicas (Cornwell & Wright 1969).

Neste estudo, a identificacdo de lesdes neuroldgicas
teve baixa ocorréncia e baixa intensidade. Estes resulta-
dos podem estar relacionados ao rapido desenvolvimen-
to e gravidade das les6es identificadas em outros 6rgaos.
Nesses casos, ocorre a morte do cdo antes de ocorrer
lesdes no sistema nervoso central (Carmichael & Greene
2006). Focos de necrose da adrenal, como visto em um
dos caes deste relato, raramente sao descritos em
neonatos acometidos pelo CHV-1 (Carmichael et al. 1965).

CONCLUSOES

Pelos resultados apresentados, conclui-se que as le-
sOes vistas nestes filhotes de caes foram provocadas pela
infeccao neonatal pelo CHV-1, que provocou a morte em
um curto periodo de tempo, caracterizando-se por uma
alta taxa de morbidade e mortalidade.

A confirmagéo laboratorial da identidade do agente
(através da IFD) demonstra a presenca e circulacao do
virus na populag¢do canina do pais e pode indicar a ne-
cessidade da adocao de medidas profilaticas, incluindo a
vacinagao.
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