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RESUMO

O virus da Imunodeficiéncia viral felina (FIV) é um retrovirus de distribuicao
mundial, com prevaléncia entre 2,5% e 44%. A infeccdo causa
imunossupressdo, com declinio progressivo de Linfécitos T CD4", gerando
sinais clinicos secundarios a infec¢cdes oportunistas. Objetivou-se avaliar
aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos da imunodeficiéncia viral
felina no municipio de Sao Luis — MA. Amostras de sangue total de 120 felinos
foram testadas pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) com a finalidade
de detectar o DNA proviral com amplificagcdo de um fragmento de 244pb do
gene gag do virus da FIV, segundo Hohdatsu et al. (1993). Para detecgéo de
anticorpos contra o virus da FIV e antigeno p27 do FelLV, 150 amostras foram
testadas com kit comercial de ensaio imunoenzimatico rapido (ELISA - SNAP®
Combo FeLV/FIV). Procedeu-se ainda, ELISA indireto, em 120 amostras, de
acordo com Alves et al. (2013), utilizando-se antigeno r-p24 e conjugado
peroxidase anti-felino IgG. Obteve-se 18,33% (22/120) de positividade para FIV
considerando todos os testes utilizados. Nas técnicas de PCR e ELISA indireto
encontrou-se valor igual a 10,83% (13/120) de animais positivos, enquanto que
no SNAP combo plus observou-se 9,17% (11/120). Comparativamente, SNAP
combo plus apresentou melhor sensibilidade, enquanto que ELISA indireto e
PCR tiveram, similarmente, melhor especificidade (p < 0,05). A pequena
diferenca de especificidade entre os testes (todos acima de 90%) indica que 0s
mesmos sao bastante especificos e com VPN alto, podendo-se inferir que
ambos tem capacidade de distinguir os verdadeiramente negativos. Foram
observados sinais clinicos de alteragcdes dermatoldgicas causadas por fungos,
acaros e bactérias, alterac6es oftalmicas, lesbes da mucosa oral, alteracdes
respiratérias, caquexia, desidratacao, linfadenopatia, alteragdes genitourinarias
e diarreia. A andlise das varidveis hematimétricas e bioquimicas entre animais
FIV positivos e negativos ndo demonstraram diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05). A analise filogenética revelou a presenca do subtipo B
em seis amostras analisadas, subtipo A numa amostra, e, duas amostras nao
agruparam com nenhum subtipo conhecido. Houve presenga de cinco
haplétipos (Hap-1, Hap-2, Hap-3, Hap-5 e Hap-6) exclusivos e um haplétipo
compartilhado (Hap-4) sendo este o mais frequente. Desta forma conclui-se
que virus da FIV esta presente na ilha de S&o Luis — MA e que a doenca clinica
existe no estado do Maranhao.

Palavras-chave: Virus da imunodeficiéncia viral felina, Reacdo em cadeia da
polimerase, ELISA, felinos.
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ABSTRACT

Feline Immunodeficiency (FIV) is caused by a retrovirus with worldwide distribution,
and prevalence ranging from 25% to 44%. The FIV infection causes
immunosuppression, with a progressive decline of CD4+ T lymphocytes, leading to
clinical signs due to opportunistic infections. This work aimed to evaluate clinical,
laboratorial and epidemiological aspects of the feline immunodeficiency virus infection
in the city of Sdo Luis, Maranhao state in Brazil. It was analyzed 120 samples of blood,
by the polymerase chain reaction (PCR), to detect FIV proviral DNA.
A fragment of 244pb of the gene gag of the FIV was obtained after amplification,
Hohdatsu et al. (1993). For detection of antibodies against FIV and antigen p27 of
FeLV, 150 samples were tested with commercial kit of rehearsal fast immunoenzymatic
(ELISA - SNAP® Combo FeLV/FIV).An indirect ELISA for FIV detection that use
recombinant p24 capsid protein was also used in 120 samples, according to Alves et
al. (2013),. It was obtained 18.33% (22/120) of FIV positive animals considering all
tests used including Snap, ELISA and PCR.. The PCR and indirect ELISA detected
10.83% (13/120)of positive animals , whereas SNAP® Combo FeLV/FIV showed 9.17%
(11/120) of positivity. Comparatively, SNAP® Combo FeLV/FIV showed better
sensitivity, while indirect ELISA and PCR in the similar way better specificity (p < 0.05).
The small difference of specificity (all above 90%) among the tests indicates that all of
them are very specific and with high VPN being able to detect the true negative
animals. Dermatological clinical signs were observed due to fungus, mites and bacteria
infections in FIV positive animals. Ophthalmic alterations, lesions of the oral cavity,
breathing alterations, cachexy, dehydration, lymphadenopathy, alterations
genitourinary and diarrhea also were reported. The analysis of the hematological and
biochemistry variations among FIV positive and FIV negative animals didn't showed
significant differences (p > 0.05). The phylogenetic analysis revealed the presence of
the subtype B of FIV in six samples, subtype A in a sample, and, two samples not
grouped with any known subtype. In addition five exclusive haplotypes were detected
(Hap-1, Hap-2, Hap-3, Hap-5 and Hap-6) and a shared haplotype (Hap-4) being, the
latter, more frequent. Taken together our results showed that FIV is present in the city
of Sdo Luis, Maranhao state with cats showing clinical signs suggestive of FIV
infection.

Key Words: feline immunodeficiency virus, Polymerase Chain Reaction, ELISA, feline
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1 INTRODUCAO

A familia Retroviridae, cujo genoma é constituido por uma cadeia
simples de &cido ribonucleico (RNA), divide-se em sete géneros: Lentivirus,
Gammaretrovirus, Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus e  Spumavirus (PEREIRA & TAVARES, 2002;
LAIRMORE, 2011). Todos os retrovirus possuem invélucro e utilizam a
transcriptase reversa (TR) para sintetizar acido desoxirribonucleico (DNA)
(PEREIRA & TAVARES, 2002; DUNHAM & GRAHAM, 2008;
LAIRMORE, 2011).

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um retrovirus do género
Lentivirus, cuja infeccdo resulta em condi¢gdes inflamatérias cronicas,
neoplasicas e infec¢cdes secundérias. Os felinos naturalmente infectados
apresentam imunossupressao, similar a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida humana (HIV/AIDS) e, dessa forma, representa um modelo animal
util para estudo da infecgao (ETTINGER & FELDMAN, 2008) humana pelo HIV.

O FIV infecta preferencialmente células mononucleares do sangue
periférico e apresenta maior tropismo por linfécitos T CD4"
(PAILLOT, 2005). Animais infectados desenvolvem anticorpos neutralizantes
especificos contra as proteinas p15 e p24 do virus entre duas e quatro
semanas pos-infeccdo (ENGLISH, 1994) em titulos que se elevam
gradualmente em algumas semanas como resultado da manutencdo da
infeccao viral (YAMAMOTO, 1988).

Assim como todos os retrovirus, o FIV possui trés genes principais:
gag (codifica proteinas estruturais, sendo este o mais conservado), pol
(producdo da enzima transcriptase reversa — RT), e env (codificacdo das
glicoproteinas de superficie importantes na interagdo com receptores
celulares). Além dos genes acessorios vif (fator de infectividade viral) e rev
(contribui para uma eficiente replicacao e persisténcia)
(TANG et al., 1999).

O virus da leucemia felina (FeLV), também pertencente a familia
Retroviridae € do género Gammaretrovirus e pode infectar gatos domésticos e

esporadicamente felinos selvagens. Estd associado a uma série de doencas
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degenerativas ou proliferativas, tais como leucemias e linfomas. A leucemia e o
linffoma sdo manifestagdes incomuns da infeccdo provocada pelo FelLV nos
animais persistentemente infectados, sendo mais frequente o desenvolvimento
de anemias, doencgas neurolégicas e imunodeficiéncias (LEVY et al., 2008;
TORRES et al., 2010).

Devido a auséncia de quaisquer informacgdes cientificas sobre a
existéncia de FIV/FELV no municipio de S&do Luis — MA, desenvolveu-se a
pesquisa com o objetivo de avaliar aspectos clinicos, laboratoriais e
epidemiolégicos da imunodeficiéncia viral felina e leucemia felina no municipio
de Sao Luis — MA, buscando-se verificar a ocorréncia da infeccao em felinos
domeésticos de diferentes localidades do municipio, contribuindo para identificar
as reais condicdes a que estes animais se apresentam, bem como, elaborando
um perfil clinico, laboratorial e epidemiolégico das amostras, comparando-se

com outros estados brasileiros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Virus e subtipos da imunodeficiéncia viral felina

O virus da imunodeficiéncia viral felina (FIV) foi isolado pela primeira
vez em 1986, em Petaluma, na Califérnia — EUA, num gatil, onde os felinos
apresentavam sinais de imunodeficiéncia, mas eram soronegativos para o virus
da leucemia felina (FeLV). Devido ao seu tropismo por linfécitos,
o virus foi inicialmente designado como lentivirus felino T-linfotrépico (FTLV)
(PEDERSEN et al., 1987).

Apenas em 1987, o virus foi documentado (BENDINELLI et al.,
1995; YAMAMOTO, PU, SATO & HOHDATSU, 2007) e, a sua designacao vem
do latim: /enti, pela capacidade que possuem de originar doengas de evolucéo
cronica, com longos periodos de incubacdo e infeccdo persistente
(PEREIRA & TAVARES, 2002).

O virion tem forma esférica, 100-125nm de didmetro, sendo
envelopado, com &cido nucléico dimérico, consistindo de duas moléculas de
RNA com fita simples de  aproximadamente  9.200 bases
(PEDERSEN & HO et al., 1987).

O genoma proviral do FIV possui duas extremidades longas
repetidas (Long Terminal Repeat — LTR) com funcao reguladora da replicagéo
viral e trés genes estruturais (Figura 01) (MURPHY et al, 1999).
O gene gag codifica as proteinas estruturais da matriz (MA) e capsideo (CA)
produzida na forma de poliproteinas que posteriormente serd clivada para
formar CA, MA e NC. (PANCINO et al., 1993).

O gene pol codifica proteinas enzimaticas presentes no interior do
capsideo: protease (PR), magnésio dependente de transcriptase reversa (RT),
integrase (IN) e dUTPase (DU), que sdo necessérias para a maturacgéo,
transcricdo reversa, integracdo e reparagdo genbmica do  virus,
respectivamente (MIYAZAWA et al., 1994;
BENDINELLI et al., 1995). O gene env codifica as proteinas do envelope, de
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superficie (gp 120) e transmembrana (gp 41) do virion (Figura 02)
(BENDINELLI et al., 1995).

B
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5'LTR gag pol vif  orf L env RrRe  3'LTR
[roveD g ¢ g
MA CA NC rev

P-24-1 pP-24-2 244 ph

Figura 01: Organizacao gendmica do FIV, demonstrando o fragmento do gene gag descrito por
Hohdatsu et al. (1992), com adaptagées.
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Figura 02: Representagdo grafica esquematica da particula virica do FIV. SU- Proteina de
superficie; TM- Glicoproteina Transmembranaria; PR- Protease; RT- Transcriptase Reversa;
DU- dUTPase; IN- Integrase; MA- Proteina da matriz; CA- Proteina do capsideo; NC-
Nucleocapsideo. Descrito por Bendinelli et al. (1995), com adaptagées.

Estudos baseados na sequéncia nucleotidica da regidao V3-V5 do
gene env demonstraram a ocorréncia de cinco subtipos diferentes do virus da
FIV (A, B, C, D e E) (KUSUHARA et al., 2005; DUNHAM, 2006), com cerca de
30% de diversidade entre cada subtipo (DUNHAM, 2006). Subsequentemente,
estudos determinaram a possibilidade da mesma classificagdo genética para o
FIV utilizando sequéncia de nucleotideos da regido p17-p24 do gene gag
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(KAKINUMA et al., 1995, HOHDATSU et al., 1998, STEINRIGL & KLEIN 2003,
DUARTE & TAVARES 2005).

Adicionalmente, 0 gene gag apresenta uma taxa de conservacao
mais elevada que o gene env. Entretanto, as muta¢cdées encontradas fazem
deste ultimo o candidato adequado para estudos filogenéticos (GREENE et al.,
1993; HOHDATSU et al., 1998).

A distribuicdo geografica destes subtipos é diferente, sendo o
subtipo A mais comum na Europa, EUA e Australia (DUARTE & TAVARES,
2006); o subtipo B no Japédo, EUA e Europa (KUSUHARA et al.,, 2005;
DUARTE & TAVARES, 2006); o subtipo C no Canada, Europa, Taiwan e
Vietnam; os subtipos D e E no Japdo, Vietnam e Argentina (DUARTE &
TAVARES, 2006) e os subtipos C e E, raramente descritos (DUNHAM, 2006).
Os subtipos A e B incluem a maioria dos isolados virais obtidos. Tém ainda
sido identificadas sequéncias recombinantes e classificadas como entre
subtipos: Ae B, B e D, e, ainda, A e C (DUARTE & TAVARES, 2006).

Os subtipos A e B tém sido os mais frequentemente identificados
(DUARTE & TAVARES 2005) e estudos recentes demonstraram a ocorréncia
de subgrupos dentro do subtipo B (STEINRIGL & KLEIN 2003, WEAVER et al.,
2004, DUARTE & TAVARES, 2005), refletindo a diversidade genética
observada nos diferentes subtipos do FIV (SODORA et al.,1994, BACHMANN
et al., 1997).

O subtipo B foi identificado em Minas Gerais através da metodologia
de fragmentos de restricdo de tamanhos variados (RFLP) (CAXITO et al., 2003)
e, em S&o Paulo, por meio de sequenciamento genético (LARA et al., 2004).
Estudos demonstram a existéncia de subgrupos dentro do subtipo B (LARA et
al., 2007).

2.2 Epidemiologia e transmissao

Os felinos machos tem uma probabilidade trés vezes maior de
infeccao pelo FIV que as fémeas. Gatos de vida livre apresentam maior risco
de infeccdo comparativamente aqueles que vivem estritamente dentro de casa,
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enquanto pouquissimos gatos de racas puras abrigados em gatis séo
infectados pelo FIV (BARR et al., 1994; ISHIDA et al., 1989).

A prevaléncia da infecgéao pelo virus aumenta com a idade, sendo a
média, no momento do diagndéstico por volta de cinco anos (BARR et al., 1994;
ISHIDA et al., 1989). O aumento da infeccdo pode ser atribuida a agressao
territorial mais notavel e ao numero desproporcional de feridas por exposicao a
mordeduras. Do mesmo modo, os gatos de vida livre tem possibilidade muito
maior de contato agressivo com outros gatos do que os domiciliados, e, os
gatos mais velhos, tem mais oportunidade para que tal contato ocorra. O sexo,
a idade do animal e a densidade populacional sdo considerados fatores de
risco na infecgéo pelo virus da FIV (LAIRMORE, 2011).

Ha diferencas na prevaléncia da doenca em diferentes populagdes
de paises do mundo, sendo que esta varia numa taxa de 2,5% a 44% em
diversos estudos epidemiolégicos mundiais (LARA et al., 2008). Contudo, ao
utilizar métodos moleculares essa prevaléncia diminui para 2% a 4% da
populacdo mundial de gatos (HAYWARD et al., 2007). Esta variabilidade na
prevaléncia € atribuida a densidade populacional, estado reprodutor, idade,
género e condigcdes de moradia, em particular a frequéncia de visitas a rua e
disputas por reproducédo (NORRIS et al., 2007).

Nos Estados Unidos a prevaléncia da infec¢ao pelo virus da FIV foi
estimada em 1,5% a 3% da populagéo felina sadia e em 9% a 15% nos gatos
que apresentavam alguma sintomatologia clinica (YAMAMOTO, 1989).

Na Francga, foram testados 9.951 gatos para FIV, pela técnica de
deteccdo de anticorpos por ELISA, sendo encontrada uma prevaléncia de
15,4% (BRALEY, 1994). Em Madri, Espanha, a prevaléncia foi de 8,3% em 180
gatos saudaveis (ARJONA, 2000). Na cidade de Pisa, ltalia, foi desenvolvida
pesquisa com 203 gatos aparentemente saudaveis, onde foi encontrada uma
prevaléncia de 11,3% (BANDECCHI et al., 2006).

Na Asia, estudos realizados em Istambul, Turquia, em 103 gatos,
encontrou-se prevaléncia de 22,3% para FIV (YILMAZ, ILGAZ & HARBOUR,
2000).
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Na Tunisia (Africa), constatou-se prevaléncia de 20,5% para FIV
(FRINI et al., 1998) e no Japéo, a prevaléncia foi de 6,3% para a infeccéo pelo
mesmo agente (MARUYAMA et al., 2003).

Em Sidney (Australia), pesquisa realizada com 200 gatos saudaveis,
revelou prevaléncia de 7,5% (MALIK et al., 2007).

No Brasil, o virus da FIV ja foi detectado por meio de pesquisas
sorologicas e pela PCR, em gatos domésticos domiciliados e de rua, nos
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Minas Gerais com
prevaléncias variando entre 2,0% e 37,5% para FIV e de 8,0% a 63% para
FeLV (CALDAS et al, 2000; SOUZA et al., 2004; CAXITO, 2003;
ALMEIDA et al., 2002).

2.3 Patogenia

O virus atinge células do sistema mononuclear como linfécitos,
monaocitos e macréfagos, em 6rgados como a medula éssea, timo, pulmao, tubo
digestivo, cérebro e rim (SELLON &HARTMAN, 2006). Contudo, os linfocitos
T-helper (Th), ou CD4", sdo os principais tipos de células infectadas pelo FIV
numa fase inicial da infeccao (HOSIE et al., 2009).

Assim, nas primeiras semanas apos infec¢ao existe uma linfopenia
que precede uma resposta imune ativa que é marcada pela producao de
anticorpos (Ac’s) anti-FIV, diminuicdo da carga viral e aumento persistente
de linfécitos T citotoxico ou CD8*, com inversdao de CD4": CD8"
(HOSSIE et al., 2009).

O declinio progressivo das células CD4" estd associado ao
favorecimento de infecgdes oportunistas. As células T citotoxicas especificas
para o virus provavelmente desempenham um papel importante no controle da
replicagdo do FIV e na redugdo da viremia, especialmente durante uma
infeccao assintomatica (BEATTY et al., 1996).

Em gatos experimentalmente infectados pelo FIV os anticorpos
neutralizantes aparecem trés a quatro semanas apdés a infeccdo. Entretanto, o

virus pode ser isolado de gatos infectados, apesar dos altos titulos de

20



anticorpos neutralizantes. Os anticorpos contra a glicoproteina do envelope e
as principais proteinas do nucleo desenvolvem-se primeiramente, sendo que 0s
anticorpos contra a proteina transmembrana e os produtos do gene pol em
geral aparecem de quatro a oito semanas apdés a infeccao
(BARR et al., 1994; SPARGER, 1993).

Embora a maioria dos gatos desenvolva altos niveis de anticorpos
dentro de algumas semanas apds a infeccdo pelo FIV, alguns gatos
apresentam respostas fracas ou tardias e outros perdem os anticorpos durante
os estagios terminais da doenca (BARR et al., 1994; SPARGER, 1993).

Felinos experimentalmente infectados apresentam sinais como uma
alteracdo respiratoria aguda transitoria seguida de recuperacdo e um estagio
assintomatico extenso. O declinio de linfécitos € muito rapido durante o estagio
agudo e continua caindo lentamente durante o curso da doenga.
Células infectadas sdao amplamente distribuidas em varios érgéos linfoides e
nao linfoides. Embora a maioria dos linfécitos de sangue periférico sao
portadores do virus, células da linhagem de mondcitos/macrofagos sao sitios
de infeccdo do virus nos tecidos, durante os estagios mais avancados da
doenca. O FIV, assim como do HIV, séo citotoxicos para os linfécitos T,
enquanto os macrofagos sdo poucos susceptiveis a estas citotoxidades
(BEEBE et al., 1994).

2.4 Sinais clinicos

O periodo de incubagao do FIV pode prolongar-se até varios anos
apés a infeccdo do agente (LAIRMORE, 2011), a maioria dos sinais clinicos
demonstrados pelos animais infectados ndo esta diretamente relacionada com
o virus em si, mas com outras causas, notadamente, infeccées por agentes
oportunistas e neoplasias devido a imunodepressdo que se instala ou, por
outro lado, doengas imunomediadas resultantes da estimulagdo do sistema
imune (HOSIE et al., 2009).
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Muitos gatos FIV positivos apresentam histérico de doencas
recidivantes com periodos de recuperagdo intercalados com os episédios
clinicos (ARAl et al., 2002).

Arjona et al. (2007) descreveram os sinais clinicos do FIV em cinco
estagios, o primeiro caracterizado pela doenca aguda, com sinais inespecificos,
podendo apresentar febre, depresséao, linfadenopatia, neutropenia e diarréias
auto-limitantes, porém outros animais podem nao apresentar sintomatologia
clinica.

O segundo estagio pode durar meses a anos, ou se prolongar por
até mais de cinco anos, sendo este o periodo de portador assintomatico.
A terceira fase também leva de meses a anos e apresenta sinais clinicos nao
especificos como linfadenopatia generalizada, febre recorrente, apatia,
leucopenia, anemia, anorexia, perda de peso, gengivite e estomatite
(ARJONA et al., 2007).

A quarta fase é o complexo relacionado a AIDS (ARC), durando de
meses a um ano, com alteragbes cutaneas, perda de peso, infecgdes
respiratérias e diarréia crbnicas, neoplasias (principalmente linfomas) e
anormalidades neurolégicas, além de infeccées secundarias. O quinto e ultimo
estagio, caracteriza-se pela sindrome da imunodeficiéncia felina adquirida,
durando meses com infec¢gées oportunistas, como candidiase, criptococose,
esporotricose, leucemia felina (FelLV), peritonite infecciosa felina (PIF) e
anemia infecciosa felina (Mycoplasma haemofelis) (ARJONA et al., 2007).

Embora com menos frequéncia, poderao também ser observados
episodios convulsivos, assim como alteragdes comportamentais resultantes de
lesbes inflamatérias no cérebro decorrentes de infeccoes com determinadas
estirpes do FIV (LAIRMORE, 2011).

Os agentes oportunistas que desencadeiam infeccbes
concomitantes com a infeccdo pelo FIV sdo variados como outros virus,
bactérias, fungos e parasitas (GRACE, 2011a).

Uma proporcdo significante de gatos infectados com o FIV
desenvolvem uveite. A patogenia das lesdes uveais nao esta clara, mas pode

estar associada a mecanismos imunomediados, como deposicao de
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imunocomplexos, ou pela localizagdo do virus no tecido linféide uveal. Felinos
em estagios avancados da doenca podem desenvolver uveite como resultado
de infecgdo secundaria a uma variedade de organismos, incluindo PIFV (virus
da peritonite infecciosa felina), Chlamydia psittaci e Toxoplasma gondii
(COLITZ, 2005; LA CROIX, 2005).

2.5 Diagnéstico

Os métodos atualmente utilizados para detecgéo da infecgéo por FIV
em gatos incluem o isolamento do virus, testes imunologicos diretos e indiretos
além das técnicas moleculares. A especificidade e sensibilidade dos testes
sorolégicos sdo bastante satisfatérias, mas ha relatos de resultados falso-
positivos ou falso-negativos (HOSIE & JARRETT, 1990). Isolamento do FIV em
cultura de células mononucleares de sangue periférico de gatos com sorologia
negativa tem sido relatado (SPARKES, HOPPER et al., 1993).
A soroconversao pode ocorrer apés um periodo de até 14 meses pos-infeccao
(YAMAMOTO, SPARGER et al., 1988).

A Reacao em cadeia da polimerase (PCR) permite a deteccédo do
provirus, contudo a sua especificidade e sensibilidade tem sido descritas como
altamente variaveis, desde 40% a 100% (LAIRMORE, 2011). E particularmente
util nos casos em que o animal possui 0 provirus, mas nao produz anticorpos
anti-FIV (SELLON & HARTMANN, 2006).

Um resultado positivo de PCR com sorologia negativa podera
ocorrer no caso de animais que vivam em contato intimo com animais
infectados e possuem o provirus, sem, no entanto, produzirem doenca ou
niveis de Ac’s detectaveis (DANDEKAR et al.,, 1992). Estes animais séo
considerados infectados, mas a sua maioria sofre uma soroconversdo em
semanas ou meses (HOSIE, et al., 2009).

A ocorréncia de falso-negativos podera estar relacionada com
namero insuficiente de células infectadas na amostra ou presenca de provirus
defeituoso ao nivel intracelular ou baixo numero de cépias nos linfécitos
(GRACE, 2011a).
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A deteccao do provirus em células sanguineas por PCR também
pode ser realizada, utilizando-se o DNA total extraido dos leucdcitos,
constituindo uma importante ferramenta para o diagnostico da FIV. No entanto,
a PCR pode apresentar falhas na detecgédo de virus com variagcbes gendmicas
(BACHMANN, MATHIASON-DUBARD et al.,, 1997; CAXITO, 2003;
RAVAZZOLLO & COSTA, 2007) e a quantidade de virus no sangue € pequena
durante a fase assintomatica da doenca quando grande parte dos exames é
realizada (PEDERSEN, YAMAMOTO et al., 1989).

O diagnéstico €, na maioria das vezes, realizado por deteccao de
anticorpos especificos anti-FIV, uma vez que na maior parte dos casos o nivel
antigénico se mantém abaixo do limiar de deteccdo (RICHARDS, 2006). Séao
raros 0s casos reportados em que ocorre soroconversdo apenas a partir dos
seis meses apos a infecgao (HOSIE et al., 2009).

A desvantagem dos métodos disponiveis de diagnostico sorolégico é
qgue nenhum consegue distinguir os anticorpos vacinais dos maternos ou os
induzidos por infeccao natural (GRACE, 2011a). Deste modo, filhotes que
revelem presenca de anticorpos anti-FIV deverédo ser testados novamente as
dezesseis semanas, para excluir a possibilidade de se tratarem de Ac’s
maternos em vez daqueles induzidos por infec¢do natural. Algumas vezes, 0s
Ac’s maternos persistem até os seis meses de idade, assim, animais
soropositivos as dezesseis semanas, deverdo ser re-testados dois meses
depois. Para confirmacdo, ainda pode-se utilizar Western Blot ou PCR
(SELLON & HARTMANN, 2006).

O isolamento viral € realizado em cultura de linfécitos T de sangue
periférico do animal suspeito e células T primarias durante duas a trés
semanas. A presenga do virus é confirmada por medicdo dos niveis de
proteinas virais nos fluidos da cultura (HOSIE et al., 2009).
Apesar de altamente viavel e de poder ser utilizado em qualquer fase da
infeccéo, este € um processo dispendioso e requer conhecimentos especificos
(LAIRMORE, 2011).

No Japao encontra-se ja disponivel um novo tipo de teste soroldgico
discriminatorio, baseado em Enzyme Lynked Immuno Sorbent Assay (ELISA),
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capaz de distinguir dos anticorpos produzidos por infeccdo natural (GRACE,
2011a).

2.6 Tratamento

Nao existe tratamento definitivo para FIV, restando aos clinicos o
controle sintomatolégico das infeccbes secundarias e oportunistas aléem de
terapia imunomoduladora positiva, capaz de melhorar a resposta imune do
animal utilizando-se farmacos especificos. Algumas substancias com atividade
antirretroviral confirmada contra FIV ndo sao utilizadas na prética clinica,
devido a sua toxicidade e ao modo de administracdo (injegdes diarias). Assim,
a maioria das substancias utilizadas na terapéutica, especificas para infeccao
por HIV, ndo esta autorizada para uso veterinario (HOSIE et al., 2009).

O AZT (azidotimidina), também conhecido como zidovudina, é um
analogo nucleosideo que bloqueia a transcriptase reversa (TR) dos retrovirus.
Tem a capacidade de integrar a cadeia de DNA em formacao, o que, apesar de
nao interromper a replicacdo viral, impede a infeccdo de novas células por
parte do virus (SELLON & HARTMANN, 2006).

Existem estudos que indicam que o uso do AZT néo reduz a carga
viral das células mononucleares do sangue periférico, nem os titulos de
anticorpos anti-FIV em gatos com infeccao crénica (ARAI et al., 2002) embora
promova uma melhoria transitéria dos sinais clinicos e da relagdo CD4":CD8"
(ARAI et al., 2002; KOLENDA-ROBERTS et al., 2008).

Experimentalmente foi demonstrada uma melhoria clinica no que diz
respeito a estomatite (SELLON & HARTMANN, 2006; HOSIE et al., 2009). No
entanto, os animais sujeitos a este tratamento devem ser monitorados quanto
ao desenvolvimento de anemia e neutropenia, sendo necessario realizar
hemogramas semanalmente, o que limita o uso prolongado deste farmaco em
doses elevadas para a rapida melhora clinica (ARAI et al., 2000).

Caso os valores se mantenham estaveis durante um més de
tratamento, entdo um hemograma mensal sera suficiente. Se o valor do

hematécrito descer abaixo dos 20% é recomendada a descontinuacao do
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tratamento, para que os valores normalizem o que geralmente acontece em
poucos dias (HOSIE et al., 2009).

Os efeitos secundarios associados a esta terapéutica podem ser
atenuados pela associacdo do AZT a fatores de crescimento hematopoiético,
como o fator estimulante das col6nias de macréfagos e granulécitos (GM-CSF)
e a eritropoietina (EPO) (ARAI et al., 2000; ARAI et al.,2002).

O interferon-y (IFN-y) felino, recentemente licenciado para uso
veterinario na unido europeia e no Japao (HOSIE et al., 2009), é especifico da
espécie e o0 uso prologando desta substancia nado induz producado de
anticorpos, ndo havendo, até ao momento, descricdo de efeitos adversos em
felinos (HOSIE et al., 2009).

Num estudo recente, animais FIV/FelLV positivos sintomaticos,
submetidos a este tratamento, apresentaram diminuicdo da taxa de
mortalidade, com melhorias minimas mas consistentes, dos parametros
hematologicos alterados e melhorias dos sinais clinicos associados
(MARI et al., 2004; LANORE, 2004).

Um ensaio clinico com utlizagdto de IFN-y humano
em gatos demonstrou um aumento da sobrevivéncia dos linfécitos T CD4"
(PEDRETTI et al., 2006). Foi descrito o aparecimento de anticorpos
neutralizantes entre trés e sete semanas apés inicio do tratamento (ZEIDNER
et al. 1990). A administragdo parenteral de IFN-y parece conduzir a um maior
efeito anti-viral que a administracdo por via oral, talvez devido a menor
absorcao do IFN ao nivel gastrointestinal, o que ndo elimina a possibilidade de
estimulacdo local do tecido linféide da cavidade oral (SELLON & HARTMANN,
2006).

Este mediador quimico, quando administrado oralmente em doses
baixas (1-10 UI/Kg) ndo tem capacidade anti-viral direta in vivo, devido a sua
digestao proteolitica no trato gastrointestinal. No entanto, promove um aumento
da resposta imunitaria as infecgdes virais através da modulagcao de importantes
citocinas como a IL-1, IL-5, IL-6, IL-8 e o GM-CSF, aumentando a
sobrevivéncia dos linfécitos T CD4" e aumentando o nuamero de linfécitos T
CD8" (PEDRETTI et al., 2006).
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Por outro lado, por administrado oralmente em doses baixas e,
consequentemente, digerido ao nivel gastrintestinal, ndo leva a inducdo de
resposta humoral anti-IFN-y humano, ao contrario do que ocorre na sua
administracdo parenteral em doses elevadas (10°-10° UI/Kg). Este fato limita a
sua administracdo a um maximo de seis a sete semanas. A terapéutica oral
com doses baixas aumentou significativamente o tempo de vida dos gatos FIV
positivos e provocou uma melhoria clinica, em nada relacionada com a viremia

ou com a carga proviral leucocitaria (PEDRETTI et al., 2006).
2.7 Profilaxia

O modo de transmissao mais comum € por meio da mordedura, para
a prevengao recomenda-se que o animal ndo tenha acesso a rua e contato
com outros gatos. A castracdo, tanto dos machos como das fémeas, diminui o
comportamento agressivo. As fémeas soropositivas ndo devem reproduzir,
minimizando deste modo as chances de transmissdo materno-fetal. Evitar
superpopulacado de gatos no mesmo ambiente também ¢é indicado, pois reduz
as chances de contato com um animal soropositivo e também as chances de
brigas (AVERY, 2001).

A vacinagao contra FIV com virus inativado resulta numa producao
rapida de anticorpos anti-FIV, que poderao persistir por mais de trés anos. A
vacina para o FIV estad apenas legalizada nos EUA, ndo sendo utilizada em
outros paises, de modo a evitar o aparecimento de anticorpos vacinais na
amostra populacional felina desses paises 0 que dificultaria o diagnostico
sorolégico (LAIRMORE, 2011).

2.8 Virus e subtipos da leucemia felina

O FelLV foi descrito pela primeira vez, em 1964, na Escdcia, por
Willian Jarret, que isolou particulas virais a partir de um grupo de gatos com
linfoma. Utilizando-se de microscopia eletrbnica, descreveu que o agente

infeccioso era aparentemente similar ao virus da leucemia de murinos (MuLV),
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0 que posteriormente confirmou-se como sendo um retrovirus.
Desde entéo, o FelLV foi reconhecido como modelo de estudo da patogénese
molecular da subfamilia Gammaretrovirus. Além disso, exerce papel
fundamental como modelo em pesquisas genéticas sobre cancer e retroviroses
(HARTMANN, 2006).

O virus da FelV faz parte da familia Retroviridae. As diferengas na
morfologia, replicacdo, expressédo e fungcdo das proteinas virais, o incluem na
subfamilia orthoretovirinae, género gammaretrovirus (FENNER, 2011).

Sao agentes exdgenos capazes de se replicar em diversos tecidos
(linfécitos, medula 6ssea, glandulas salivares e epitélio respiratorio). Trata-se
de um virus nao citopatogénico, cuja liberagcdo das células infectadas é feita
por meio de brotamento. Durante a replicacao, o virus insere copias do genoma
viral no DNA das células precursoras hematopoiéticas e, dessa forma, o virus
persiste no organismo do felino (HARTMANN, 2011).

O genoma do FelLV contém trés genes separados que codificam
diferentes proteinas necessarias para a geracdo do noOvos Vvirus.
O primeiro gene é chamado de gag e codifica proteinas para a formagao do
capsideo. O segundo gene é chamado de pol responsavel pela codificagdo da

transcriptase reversa e outras proteinas necessarias para o genoma
do FelLV ser integrado ao genoma do gato hospedeiro. O ultimo é chamado de
env e codifica as proteinas necessarias para formagdo do envelope
(SOUZA & TEIXEIRA, 2003).

As proteinas do nudcleo viral (p10, p12, p15, p27 e RT) sao
imunogénicas, porém o0s anticorpos gerados nao sao eficazes para a
neutralizacdo do virus (COTTER, 1998). A principal proteina antigénica do
FeLV é a p27, a qual é detectada pelos testes comercializados para FelLV
(SOUZA & TEIXEIRA, 2003). A principal proteina do envelope é a gp70 que
varia de acordo com o subgrupo viral. Os anticorpos anti-gp70 séo tipo
especificos, neutralizantes, propiciam a imunidade, a reinfecgdo por virus do
mesmo subgrupo e sdo 0s mais importantes para imunizacdo natural e vacinal
(ETTINGER & FELDMAN, 1995).
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No processo da transcricdo reversa, sao adicionados cerca
de 300-1300 pares de base em cada extremidade da molécula de DNA viral.
Essas sequéncias terminais sdo denominadas LTR e constituem-se de trés
elementos: U3, R e U5, além de pequenas sequéncias repetidas e invertidas
nas extremidades. Os LTRs delimitam a extremidade do provirus inserida na
célula hospedeira e sua principal funcao é sinalizar o inicio da sintese de RNA
e controlar a taxa de transcricdo, de acordo com fatores celulares e virais.
Possuem grande importancia na replicacdo do retrovirus, além de
apresentarem sequéncias promotoras e potencializadoras no U3, envolvidas na
oncogénese relacionada aos virus (FENNER, 2011).

Atualmente o FelLV é classificado em quatro subtipos: A, B, C e T,
que se diferenciam geneticamente por variagbes na sequéncia do gene env, e
funcionalmente por testes de interferéncia (o virus de um subgrupo interfere na
infeccdo na mesma célula por outro virus do mesmo subgrupo) e de
neutralizacao viral, além da habilidade de replicacdo em tecidos néo felinos
(NEIL, 2008).

O FeLV-A é facilmente transmitido entre os gatos, e, uma vez dentro
da célula, é capaz de se recombinar com as sequéncias do enFelLV (FelLV
enddgeno) ou sofrer mutagdes, originando os subtipos recombinantes B e C,
respectivamente (STEWART et al., 2011). A replicacdo dos subtipos B e C s6 é
possivel na presengca do FelLV-A, pois muitas sequéncias importantes para a
replicacdo sao substituidas nos recombinantes.

Todos os isolados de animais naturalmente infectados possuem
somente o FeLV-A, ou a combinacdo com o FelLV-B, FeLV-C ou ambos.
Os virus recombinantes sao mais patogénicos do que o FelLV-A, devido a
propriedades diferentes nas proteinas do envelope. O FeLV-B esta fortemente
associado ao surgimento de neoplasias e é isolado com mais frequéncia do
que o FelLV-C, um subtipo raro, normalmente observado em animais com
anemia nao regenerativa (HARTMANN, 2006).

Um quarto subtipo FelLV-T, foi descoberto recentemente, sendo
bastante citolitico para linfécitos T e estd associado a imunossupressao grave.

Esta variante linfotrépica requer meios mais complexos para penetrar na célula
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e nao se replica em fibroblastos felinos. Ao que tudo indica, esse subtipo utiliza
o receptor do FeLV-A e um mecanismo auxiliar com correceptor codificado pelo
enFelLV (NEIL, 2008).

A forma infecciosa mais comum é o FelLV-A, que, de acordo com
andlises genéticas e sorotipicas, é bastante conservado geneticamente
(NEIL, 2008). Apesar de ser mais virulento, o FeLV-A & menos patogénico
(HARTMANN, 2006). As variantes do FeLV-A dependem da presenca desse
subtipo para se propagar in vivo. Logo, ja que as variantes sao dificiimente
transmitidas e, em alguns casos, fatais, elas tendem a desaparecer com 0
hospedeiro, enquanto o FeLV-A, continua a infectar novos animais.

A variante mais isolada é o FelLV-B, formado pela recombinacao
entre o FelLV-A e o enFelLV. Embora essas sequéncias endégenas nao sejam
capazes de gerar infecgOes ativas, as porgdes correspondentes ao envelope
recombinam-se com o FelLV-A | originando o FelLV-B, capaz de colonizar
células previamente infectadas pelo FeLV-A, uma vez que ambos utilizam
receptores diferentes (NEIL, 2008).

Acredita-se que o processo de recombinacao resulte da expressao
de sequéncias virais enddgenas e juncao dos transcritos dentro de particulas
virais exodgenas. O FeLV-C é o resultado de mutagdes num dominio variavel
(VRA) no gene env do FeLV-A. Mutacbes menores neste gene parecem estar

envolvidas no surgimento do FeLV imunossupressor, FeLV-T (NEIL, 2008).

2.9 Epidemiologia e transmissao

O FelLV é enzoodtico na populagdo de gatos domésticos e ja foi
documentado em felideos selvagens de diversas partes do mundo
(BROWN et al., 2008). Trata-se de um virus de prevaléncia abaixo de 2% em
gatos assintomaticos, mas pode chegar a 30% em animais doentes ou
constantemente expostos ao virus (FENNER, 2011; HARTMANN, 2006).
Estudos epidemiolégicos demonstram que o virus da FelLV estd disseminado
em varios paises e que sua ocorréncia varia de acordo com a regidao geografica
(HAGIWARA et al., 1997; SOUZA et al., 2002).
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Existe relatos de 16,7% de animais positivos na Costa Rica
(BLANCO et al., 2009) e 23,3% na Colémbia (TIQUE et al., 2009). Na Espanha,
30,4% dos gatos sintomaticos sdo positivos para FelLV e 15,6% dos saudaveis
foram positivos para o virus (ARJONA et al.,, 2000). Nos EUA, detectou-se
4,3% de gatos de rua com FelLV, enquanto no Canada, a frequéncia
encontrada foi de 3,4% (LITTLE et al., 2009). Em potugal (DUARTE et al.,
2010) e na Alemanha (GLEISH et al., 2009) foram observadas as menores
frequéncias: 7,1% e 3,6%, respectivamente.

No Brasil, estudos sorologicos realizados em Sao Paulo e no Rio de
Janeiro mostraram que a prevaléncia varia de 12,5% a 20,3%, respectivamente
(HAGIWARA et al., 1997; SOUZA et al.,, 2002). Em Belo Horizonte (MG),
estudo sorolégico realizado em abrigos de gatos detectou prevaléncia de
22,5% em fémeas e de 10% em machos (TEIXEIRA et al., 2007). No mesmo
estado se detectou DNA proviral do FeLV em 47,5% de 507 animais testados
(COELHO et al., 2011).

O virus da FelLV geralmente é transmitido por contato oronasal e a
transmissao horizontal é a mais importante, ja que gatos infectados liberam
virus constantemente, apresentando sinais clinicos ou nao
(ROJKO & HARDY, 1994). A transmissao primaria é pela saliva, onde ha maior
concentragao de virus do que no plasma (COTTER, 1998). Também existe
grande numero de virus presente nas secregdes respiratorias (ARJONA, 2000).
Ha possibilidade de transmissao por mosquitos, pois ja foi encontrado o virus
no aparelho bucal deste inseto (ROJKO & HARDY, 1994). Ja a urina e fezes
sdo vias menos possiveis de propagacdao do FelLV (COTTER, 1998).
Transmissao iatrogénica pode ocorrer por agulhas contaminadas, instrumentos,
fébmites e transfusdo sanguinea (COTTER, 1998). Os gatos saudaveis
persistentemente infectados constituem o principal reservatério do virus da
FeLV. As mordeduras podem ser um modo de transmissdo mais importante
nos gatos (MERCK, 2006).

A incidéncia em gatos jovens é superior a de adultos, pois ha uma
resisténcia relacionada com a idade: animais com até 12 semanas sao mais

susceptiveis ao FelLV, enquanto aqueles acima de 16 semanas sao dificeis de
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infectar natural ou experimentalmente (NEIL, 2008;
HARTMANN, 2006; GRANT et al., 2009). Essa resisténcia independe do
contato prévio com o virus ou vacinagao. Tal fato pode ter relagdo com uma
diminuicao no numero de receptores celulares para o FeLV-A, ou maturagao na
funcao dos macréfagos (HARTMANN, 2006).

2.10 Patogenia

As consequéncias da infeccdo pelo FeLV dependem nao s6 da
condicao imune e da idade do animal, mas também da patogenicidade do
virus, frequéncia de exposicdo e concentragdo viral (HARTMANN, 2006).
A infeccdo pode ser classificada como abortiva, regressiva, latente ou
progressiva (TORRES et al., 2005). Os mecanismos responsaveis pelas
diferentes formas de infec¢cdo ainda ndo foram completamente esclarecidos,
contudo, ha evidéncias de que a resposta celular inicial e a resposta humoral
tardia tenham relacdo direta com os efeitos da exposigdo inicial
(FLYNN et al., 2002).

Apoés a infecgdo inicial o virus se replica no tecido linfoide local, a
partir dai, os animais sao classificados conforme sua capacidade imunoldgica.
Gatos imunocompetentes eliminam o virus nessa fase caracterizando a
infeccao abortiva e, portanto, sdo negativos em todos os testes diagnésticos.
Contudo, alguns apresentam anticorpos contra o virus da FelLV, logo, podem
ser identificados em testes sorolégicos. Estes animais, denominados gatos
regressores, representam cerca de 60% dos casos (NEIL, 2008).

Caso nao haja resposta imune local efetiva, o virus se dissemina no
interior dos mondécitos e linfcitos para varios tecidos alvos como o timo, baco,
linfonodos e glandulas salivares, onde se replica. Nessa fase, é possivel
detectar a p27 livre no plasma e o animal é capaz de transmitir o virus.
Se o sistema imune conseguir debelar a infecgcdo antes que a medula dssea
seja atingida, condicao que ocorre em trés semanas aproximadamente, ocorre
a viremia transitoria, quando o animal consegue eliminar completamente o
virus (infeccao regressiva) (HARTMANN, 2006).
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Porém, apbés a contaminacdo das células precursoras da medula
0ssea, 0 virus replica-se em diversos 0rgaos, principalmente em tecidos
linfoides e glandulas salivares, e, é possivel detectar antigenos virais livres no
plasma e no interior de plaquetas e granulécitos (HARTMANN, 2006).

Esses animais nao eliminam particulas virais, logo, nao transmitem o
virus e sao negativos nos testes que se baseiam na detecgdo de antigenos.
Sao identificados apenas utilizando-se cultivo celular do aspirado da medula
O0ssea ou por testes moleculares. Contudo, a infecgdo latente pode ser
reativada em casos de imunossupressdo. Ha relatos de infecgdo latente em
outros tecidos, tais como glandula mamaria, bexiga, olhos, linfonodos e
intestinos (HARTMANN, 2006; LINENBERGER et al., 1998).

No entanto, se o gato infectado ndo conseguir estabelecer uma
resposta imune efetiva em nenhum momento, ele torna-se persistentemente
infectado. Nesse caso, o virus se replica continuamente na medula éssea,
baco, linfonodos e glandulas salivares o que leva ao desenvolvimento das
doencas relacionadas com o virus da FeLV e a morte dentro de trés anos
(HARTMANN, 2006). Cerca de 30% a 40% dos gatos expostos ao virus
desenvolvem viremia persistente e com grande risco de desenvolver as
sindromes relacionadas ao mesmo (LINENBERGER et al., 1998).

Embora a laténcia seja uma sequela da infec¢ao pelo virus da FelV,
a maioria dos animais latentes consegue eliminar completamente os genes
virais dentro de nove a 16 semanas, e cerca de 10% dos gatos o faz apds 30
meses de infecgao latente (NEIL, 2008).

Portanto, a reativacdo da infeccdo latente torna-se cada vez mais
dificil, mesmo em condi¢gdes de imunossupressao, provavelmente devido a
alteracdes genéticas durante a rapida divisdo celular das células
hematopoiéticas, o que levaria a perda da informagdo para produzir novas
particulas virais. Por isso, acredita-se que a laténcia seja um estagio do
processo de eliminacdo. No entanto, a simples presenga do provirus no
genoma pode causar alteragcbes sistémicas, tais como mielossupressao e
neoplasias hematopoiéticas, por meio da interrupcao/inativacéao de importantes
genes ou por alteracdo na expressao de genes proximos (NEIL, 2008).
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Animais FelLV positivos, com ou sem sintomatologia, geralmente nao
desenvolvem uma quantidade adequada de anticorpos contra o virus, enquanto
gatos FelV negativos, que ndo foram expostos ao virus, possuem indices
neutralizantes de anticorpos contra o virus e sao resistentes a infecgao.
De acordo com Flynn et al. (2002) nenhum dos gatos que desenvolveram a
viremia permanente apresentam anticorpos neutralizantes contra o FeLV.

Dentre os animais que se tornam persistentemente virémicos,
80% morrem dentro de 3,5 anos. A maioria dos gatos jovens morre de doencas
regenerativas, contudo, a imunossupressao grave associada com atrofia do
timo € um achado comum em filhotes. O virus da FelLV é encontrado em

associacdo com 35% dos linfomas alimentares (NEIL, 2008).

2.11 Sinais Clinicos

As manifestagées associadas ao virus da FelLV sdo divididas em
doencas proliferativas ou degenerativas. Desordens hematoldgicas,
particularmente citopenias devido a suspeita de mielossupressao, sao achados
comuns em felinos infectados pelo virus da FeLV. Desordens hematol6gicas
nao neoplasicas incluem, sindrome mielodisplasica; anemia aplasica
(pancitopenia); neutropenias ciclicas, persistentes ou transitérias; sindrome
panleucopénica e anormalidades de plaquetas. Cerca de 10% das anemias
associadas a FelLV sao regenerativas e causadas por hemdlise imunomediada
ou secundarias as infecgcdes por hemoplasmas e o restante das anemias
relacionadas a FelLV (90%) sao arregenerativas e causadas por
mielossupressao (STUTZER ET AL., 2010).

2.12 Diagnéstico

A infeccao por esse retrovirus pode ser diagnosticada pela detecgéo
do antigeno viral p27 nos leucécitos, plasma, soro, lagrimas ou saliva dos
animais infectados. Os testes mais utilizados sdo o0s ensaios de

imunofluorescéncia por anticorpo (IFA) e o ensaio imunoenzimatico direto
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(TORRES et al.,, 2010). Entretanto, teste moleculares como a reacdo em
cadeia da polimerase estdo cada vez mais sendo utilizados devido as
vantagens sobre os testes sorologicos, pois, além de detectarem e
identificarem os agentes virais, permitem também caracteriza-los
geneticamente (TANDON et al., 2008).

Uma técnica baseada em PCR foi desenvolvida num estudo para a
deteccdo de FelLV, FIV e retrovirus enddgenos. Este teste demonstrou-se
sensivel, especifico, rapido, conveniente e a sua aplicabilidade no diagndstico
clinico promissora, uma vez que a evidéncia direta da presenca de virus se
torna mais realistica do que a informacgao indireta fornecida pela deteccao
sorologica (ARJONA et al., 2007).

Outro teste foi também desenvolvido, baseado em RT-PCR em
tempo real, com uma sensibilidade de 92% e uma especificidade de 99%,
capaz de detectar um elevado numero de gatos com uma baixa carga proviral
de FelLV que se apresentaram negativos a outros testes de diagnéstico, sendo
também bastante dtil para monitorar os niveis provirais em animais com
infeccao persistente (PINCHES et al., 2007b).

Dos testes disponiveis para o diagnostico de FelLV, um resultado
negativo ao RT-PCR em tempo real é o resultado mais confiavel para
diagnosticar um animal como sendo FelLV negativo (HOFMANN-LEHMANN et
al., 2007; PINCHES et al., 2007b).

O diagnéstico diferencial entre o virus da FIV e da FelLV é muito
dificil de realizar, uma vez que os sinais clinicos associados sao muito
semelhantes e inespecificos, 0 que torna de grande utilidade na pratica clinica,
o kit de diagnostico comum a FIV e FeLV (ARJONA et al.,2007;
HARTMANN et al., 2007).

Dessa forma, os diagnésticos da FelLV usualmente se
baseiam em testes capazes de detectar o virus ou alguma particula viral
(TORRES et al.,, 2005). Cerca de 50% dos gatos com acesso a rua tem
evidéncias sorologicas de exposicao ao FelLV, mas apenas 1% a 5% desses
gatos estao permanentemente infectados pelo virus e a incidéncia de doencas
é correspondentemente baixa (NEIL, 2008).
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O isolamento viral (TANDON et al., 2005; GOMES-KELLER et al.,
2006b) a partir de sangue total, considerado como o gold standard por alguns
investigadores, pode ser negativo em animais com provirus de DNA no seu
genoma. Estes animais sao considerados como tendo infecgdo latente durante
varios meses, sugerindo que o genoma viral é replicado e transmitido as
células filhas. Observou-se ainda que alguns gatos possam deprimir a
replicacdo do virus da FelLV para niveis indetectaveis até 8,5 anos
pds-infeccdo, demonstrando que o virus pode persistir numa forma inativa
durante anos (GOMES-KELLER et al., 2006b).

2.13 Tratamento

Drogas antirretrovirais podem alterar a replicacao viral, seja inibindo
a transcriptase reversa (RT) ou interferindo na producéo de proteinas virais. Os
resultados sado efetivos apenas quando o tratamento € iniciado até trés
semanas apos a infecgédo, antes da infec¢do de células da medula éssea [31].
Alguns exemplos de inibidores da RT s&o suramina, fosfonoformato e HPA-23.
Jad os inibidores proteicos sdo a lamivudina, dideoxicitidina (DDC),
dideoxinosina (DDI) e zidovudina (AZT), embora existam relatos de que podem

causar hepatotoxidade ou agravar a mielossupressao (COTTER et al., 1991).

2.14 Profilaxia

Vacinas preparadas com virus completo inativado obtido a partir de
cultivos celulares sao disponiveis comercialmente, assim como as vacinas
recombinantes contendo proteinas virais expressas em sistemas heterélogos.
A imunizagcdo dos animais com vacinas inativadas pode resultar em uma
redugao de 70 % de incidéncia da doenca (RAVAZZOLLO & COSTA, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos da imunodeficiéncia

viral felina no municipio de S&o Luis — MA.

3.2 Especificos

e Determinar a ocorréncia dos virus da imunodeficiéncia felina e da
Leucemia felina no municipio de Sao Luis — MA;

o Caracterizar alteragdes clinicas em felinos positivos para FIV/FeLV;

e Avaliar valores hematolégicos e bioquimicos de animais positivos e
negativos para FIV/FelV;

o \Verificar possiveis associagbes entre FIV e FelLV, correlacionando o
diagnéstico das enfermidades com caracteristicas clinicas, laboratoriais
e epidemiolégicas;

e Comparar as técnicas de PCR, ELISA indireto e Snap Combo FIV/FelLV
para o diagnostico do virus da Imunodeficiéncia Viral Felina realizando
teste estatistico de sensibilidade, especificidade e indice de

concordancia (Kappa) entre os testes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para composicdo da amostra foram utilizados gatos domésticos
(Felis catus domesticus), independentemente de sexo, raca, idade e modo de

vida, apresentando ou nao sinais clinicos de qualquer doenca.

4.2 Composicao da amostra

Os elementos componentes da amostra foram selecionados
aleatoriamente de maneira nao probabilistica por conveniéncia, sendo
oriundos:

1 — dos atendimentos do Hospital Veterinario Universitario “Francisco Edilberto
Uchba Lopes” da Universidade Estadual do Maranho;

2 — de atendimentos de clinicas veterinarias particulares do municipio de Sao
Luis — MA;

3 — animais errantes do campus da UEMA; e,

4 — gatos mantidos em abrigos de animais no municipio de Sao Luis — MA.

4.3 Local

A pesquisa foi desenvolvida em etapas, a saber:
1 — Coleta: Conforme amostra;
2 — PCR: Retrolab/UFMG;
3 — ELISA indireto: Retrolab/UFMG;
4 — SNAP Combo FIV/FeLV: Labimuno/CCA/UEMA;
5 — Hematologia e Bioquimica: Laboratério de Patologia Clinica/CCA/UEMA.
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4.4 Autorizacao a pesquisa e ficha clinico-epidemiolégica

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica
e Experimentagdo Animal (CEEA) do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, sob protocolo de numero
__/2014.

Para inclusdo dos animais na pesquisa, foram coletadas
autorizacdes dos tutores através de termo de consentimento livre e esclarecido.

Neste mesmo momento, dados referentes ao animal, tutor e situacao
clinica, além de informagdes epidemioldgicas, foram coletados e registrados
em ficha especifica (Apéndice 01).

4.5 Coleta de amostras

Foram coletados 2mL de sangue de cada animal por puncéo da veia
jugular externa, utilizando-se tubos tipo “vacutainer” contendo anticoagulante
EDTA (4acido etilenodiamino tetra-acético), acoplado a agulha 25 x 0,8mm,
estéreis, para exames hematimétricos e PCR. Do mesmo vaso e, no mesmo
momento, utilizando-se tubos tipo “vacutainer” sem anticoagulante, acoplado a
agulha 25 x 0,8mm, estéreis, coletou-se ainda, 2mL de sangue, para extracdo

de soro utilizado na avaliagdo dos perfis bioquimicos e exames soroldgicos.

4.6 Processamento de amostras

4.6.1 Exame hematimétrico

No Laboratério de Patologia Clinica do Curso de Medicina
Veterindria da UEMA, foram avaliadas as séries vermelha e branca a partir de
sangue total. O volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de
hemoglobina média (CHCM) foram determinados por calculo padrao.
As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio de

refratdmetro. Os esfregacos sanguineos foram corados pelos métodos
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Pandtico e Giemsa para realizacdo o diferencial leucocitario com observacao
da morfologia das células sanguineas e pesquisa de hemoparasitas (Babesia
felis, Erlichia felis e Mycoplasma Haemofelis). As técnicas utilizadas seguiram
protocolo descrito por KANECO et al. (1997).

4.6.2 Perfil bioquimico

Apos centrifugagdo das amostras de soro sanguineo, no Laboratério
de Patologia Clinica do Curso de Medicina Veterinaria da UEMA, foram
determinadas as concentracdes séricas de uréia, creatinina, proteina sérica
total, albumina e determinaram-se as atividades séricas de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina
(FA). Utilizaram-se Kits bioquimicos veterinarios especificos (Labtest®),
seguindo recomendacdes do fabricante e a leitura foi realizada em analisador
bioquimico semi-automético (Bio 2000-Bioplus) (KANECO et al., 1997).

4.6.3 Deteccao de anticorpos contra o FIV e antigenos do FeLV

As amostras de soro foram submetidas a testes para verificar a
presenca de anticorpos contra a proteina p24 do FIV e a presenca da proteina
p27 do FelLV utilizando o kit comercial SNAP Combo Plus (IDEXX Laboratories)
no Laboratério de Imunodiagnostico (LABImuno) do Curso de Medicina

Veterinaria da UEMA, sendo interpretadas conforme as recomendacbes do

fabricante (Figura 03).

Figura 03: Interpretacdo do teste SNAP Combo
FeLV/FIV — Ensaio imunoenzimatico rapido para
deteccdo do antigeno do virus da Leucemia
felina (FeLV) e dos anticorpos do virus da
Imunodeficiéncia felina (FIV):

SNAP 1 — Amostra negativa para FIV e FelLV;
SNAP 2 — Amostra positiva para FIV;

SNAP 3 — Amostra positiva para FelLV;

SNAP 4 — Amostra positiva para FIV e FeLV.
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4.6.4 ELISA r-p24

No Laboratério de Retroviroses (Retrolab) da Escola de Veterinaria
da UFMG, realizou-se a técnica de ELISA indireto de acordo com Alves et al.
(2013). As placas de ELISA (Maxsorb, Nunc, Hampton, NH, USA) foram
adsorvidas com trés diferentes concentragées do antigeno recombinante r-p24
(250ng, 500ng e 1ug/pogo) em tampéo (carbonato 0,015M/bicarbonato 0,035M
pH 9,6) a 4°C por 18 horas. Em seguida a placa foi lavada duas vezes (200uL
cada) com PBS 1X + Tween 20 (0,05%). Apbs as lavagens, foi realizado
blogueio dos sitios inespecificos de ligacdo, incubando-se com PBS 1X
adicionado de 5% leite em pd desnatado por 1 hora em temperatura ambiente.
Novamente, foram realizadas duas lavagens (200uL cada) com PBS + Tween
20 (0,05%). Em seguida diluicbes seriadas dos soros de dois animais, um
positivo € um negativo (1:20 a 1:1280) foram realizadas em PBS 1X adicionado
de 2% leite em pd desnatado, apdés o que se adicionou 100 pyL de cada
diluicado, foram adicionados em cada poco da placa deixando por uma hora em
temperatura ambiente. Seguiu-se trés lavagens com PBS 1X + Tween 20
(0,05%) e foram testadas diluicbes seriadas entre 1:5000 e 1:7500 do
conjugado (HRP Conjugated Goat anti-Cat IgG Fc) (Immunology Consultants
Lab) em 100pL de PBS 1X adicionado de 2% leite em p6 desnatado, em cada
poco da placa, deixando reagir por uma hora em temperatura ambiente.
Trés novas lavagens foram realizadas com PBS 1X + Tween 20 (0,05%) e foi
adicionado em cada pogo 100uL do substrato para peroxidase (acido citrico
0,1M, fosfato de so6dio 0,2M, H.O. (30 volumes) (MERCK, Darmstadt,
Germany) na diluicdo 1:1150 e 0,3mg/mL de Orto-fenil-diamina (OPD) (Sigma
Aldrich, VA, USA), incubando-se por 15 minutos. Seguido este periodo a
reagao foi interrompida com 40uL de H>SO,4 (4N) e foi realizada em leitor de
ELISA a um comprimento de onda a 490nm. Todos os soros foram avaliados
em duplicata.

Apés as analises foi estabelecida a utilizacdo da diluicao de 1:320,
250ng e 1:7500 das diluicdes do soro, concentracao do antigeno e diluicdo do
conjugado, respectivamente, para o diagnéstico indireto da infeccdo pelo FIV
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pela técnica de ELISA. Ap6s padronizacdo, todas as 120 amostras foram

testadas nestas condicdes.

4.6.5 Extracado do DNA proviral

A extracdo DNA foi precedida utilizando o kit QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN) lote numero: 13270837, no laboratorio Retrolab da Escola de
Veterinaria da UFMG, seguindo criteriosamente o protocolo e recomendacdes
do fabricante. Com o objetivo de estabelecer a mesma concentracdo de DNA
para todas as amostras, as mesmas foram quantificadas em espectrofotometro
(NanoVue Plus Spectrophotometer) (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
utilizando-se uma aliquota de 2uL e posteriormente armazenadas a - 20°C até

a realizagdo da PCR.

4.6.6 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.6.6.1 PCR para avaliagdo da eficiéncia das extragoes

Todas as reagdes foram realizadas no Laboratério Retrolab da
Escola de Veterinaria da UFMG. Apoés as extragdes de DNA, todas as amostras
foram submetidas a PCR para confirmagcdo da presenca do gene
da enzima GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) de acordo com
Oliveira et al. (2012), para verificar a qualidade da extracdo e a integridade do
DNA obtido. As sequéncias dos iniciadores utilizados foram: GAPDH F-
GGTGATGCTGGTGCTGAGTA e GAPDH R- CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT.

A reacao foi realizada adicionando os seguintes reagentes num tubo
de 0,2mL: 5U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Brasil);
5,1uL de tampdo de PCR 5X, 25mM de MgCl,, 10mM de dNTP
(desoxirribonucleotideo 5’-trifosfatado- dATP, dCTP, dGTP e dTTP- GE
Healthcare), 5pmol de cada oligonucleotideo (Invitrogen Life Technologies®,
Brasil) e 11,84uL de agua ultrapura (Sigma). Apos a mistura, foram adicionados
2uL de DNA de cada amostra, totalizando um volume final de 25uL.
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As reagdes de PCR foram conduzidas no termociclador
convencional Applied Biosystems com incubacao inicial a 95°C por 4 minutos,
seguida de 35 ciclos, cada um constituindo de desnaturagcao a 95°C por 30
segundos, anelamento a 54°C por 30 segundos, extensdo da polimerase a
72°C por 50 segundos e extensao final a 72°C por 7 minutos. Apéds os ciclos, 0s
produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5% em
tampao TAE, corado com brometo de etideo.

4.6.6.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para FIV

Para a deteccdo do FIV foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores  senso  5-CTAGGAGGTGAGGAAGTTCA-3' e anti-senso
5-CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT-3’, que amplificam um fragmento alvo de
244pb, dentro da regido codificadora do gene gag do FIV descrito por Hohdatsu
et al. (1992) (Figura 04). Esta técnica foi processada no Retrolab (UFMG).

Iniciador | Sequéncia do primer (5’-3’) Posicao Fragmento
P-24-1 CTAGGAGGTGAGGAAGTTCA 1119-1138
P-24-2 CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT 1343-1362

Figura 04 — Sequéncia de oligonucleotideos utilizados utilizados na amplificagdo do fragmento
de 244 pb do gene gag e sua localiza¢do no genoma. Adaptado de Hohdatsu et al., 1992.

244pb

Apos extraido, o DNA foi submetido a PCR de acordo com Hohdatsu
et al. (1992), com algumas modificacoes. Com excecao do DNA, todos os
reagentes foram reunidos inicialmente em um mix contendo: 5U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Brasil), 5,1 uL de tampéo de PCR
5X, 26mM de MgCl,, 10mM de dNTP (desoxirribonucleotideo 5'-trifosfatado-
dATP, dCTP, dGTP e dTTP- GE Healthcare), 5pmol de cada oligonucleotideo
(Invitrogen Life Technologies®, Brasil) e 11,84uL de agua ultrapura (Sigma).
Apés a mistura, foram adcionados 2uL de DNA de cada amostra, totalizando
um volume final de 25pL.

As reagbes de PCR foram conduzidas no termociclador
convencional Applied Biosystems com incubacao inicial a 94°C por cinco
minutos, seguida de 35 ciclos, cada um constituindo de desnaturacdo a 94°C
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por um minuto, anelamento a 55°C por dois minutos, extensdo da polimerase a
72°C por dois minutos e extensdo final a 72°C por cinco minutos.
Apos os ciclos, os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose
a 1,5% em tampao TAE, corado com brometo de etideo.

4.6.7 Eletroforese dos produtos da PCR

Foram submetidos a eletroforese (100V e 400ma por 40 minutos)
10uL de cada amostra submetida a PCR em gel de agarose a 1,5%
(Ultra Pure ™ - Invitrogen) em tampao TAE 1X (20,3mM KH,PO,4, 10,4mM
Tris-acetato, 10mM EDTA ph 8,0), corado com brometo de etideo (1uL/ml).
Em cada corrida foi incluido o padrdo de tamanho molecular Ladder 100pb
(Invitrogen). Para todas as reagOes havia um tubo controle de reagentes, sem
DNA, controle positivo e negativo. Os géis foram registrados em

fotodocumentador L-Pix Loccus Biotecnologia.
4.6.8 Sequenciamento de DNA
4.6.8.1 Purificagdo do DNA

A purificacdo do DNA foi precedida utilizando o kit Pure Link™ Quick
Gel/Extraction kit (Invitrogen), seguindo criteriosamente o protocolo e
recomendacdes do fabricante. O sequenciamento dos amplicons foi realizada
de forma automatizada utilizando-se o sequenciador ABI310 Genetic Analyser
com o reagente BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) segundo os
procedimentos operacionais padrdao do Laboratério de Genética Animal da
Escola de Veterindria da UFMG. A sequéncia obtida foi avaliada para a
determinacao de similaridade das sequéncias de FIV depositadas no banco de

genomas, Gen Bank (National Center for Biotechnological Information).
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4.6.8.2 Alinhamento das sequéncias

As sequéncias foram editadas e alinhadas no Clustal W 1.4
(THOMPSON et al., 1994) no software Bioedit 7.0 (Hall, 1999).
Como referéncia para o alinhamento foram utilizadas sequéncias dos subtipos

A, B, C, D e E da imunodeficiéncia viral felina disponiveis no GenBank.
4.6.8.3 Analises filogenéticas e rede de haplotipos

Utilizou-se o Software MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011) e modelo
evolutivo de Tamura & Nei (1993). A significancia dos agrupamentos foi
estimada pela analise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). A rede de
haplétipos foi construida a partir do programa Network.

4.7 Analise Estatistica

Apoés tabulados e compactados, os dados estdo apresentados em
forma de tabelas e figuras, conforme a variavel observada.

Inicialmente realizou-se teste do qui-quadrado (%) para amostras
independentes, visando avaliar possiveis associa¢des entre o teste utilizado e
a positividade para FIV.

Para comparacado entre as técnicas SNAP Combo plus, PCR e
ELISA indireto utilizadas para o diagnostico do virus da FIV foi utilizado o teste
Exato de Fisher procedendo-se calculo de sensibilidade e especificidade.
E, para avaliar o indice de concordancia entre os testes, realizou-se o teste
Kappa (k) verificando-se ainda, o valor preditivo positivo e negativo.

Procedeu-se analise de variancia (ANOVA) comparando-se as
médias das varidveis hematimétricas (VG, Hemacias, Hemoglobina, CHGM,
VGM, Leucécitos, Segmentados, Linfocitos, Mondcitos, Eosindfilos,
Bastonetes, PPT, Plaquetas) e perfis bioquimicos (Uréia, Creatinina, Fosfatase

Alcalina, Albumina, Proteina sérica total, AST e ALT) comparando-se as
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médias dos grupos de animais positivos e negativos pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney.

Para verificar possiveis associacdes entre positividade para FIV e o
aumento ou diminuicdo dos valores hematimétricos e dos perfis bioquimicos
realizou-se analise univariada, procedendo-se o Teste Exato de Fisher com
célculo da taxa de risco (OR).

Posteriormente foi realizada a andlise de regressao linear para
verificar as correlagdes existentes entre as variaveis hematimétricas e
bioguimicas, bem como as possiveis interdependéncias existentes.

Foi procedida andlise univariada, considerando as caracteristicas do
animal (raca, sexo e idade) e as epidemiologicas (origem, local onde vive,
contactantes, acesso a rua e vida reprodutiva), utilizando-se o Teste Exato de
Fisher, calculando-se ainda a taxa de risco (OR).

As andlises foram realizadas utilizando o pacote estatistico
GraphPad Instat versao 3.05.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas considerando-se um
nivel de significancia minima de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo trata-se do primeiro relato da ocorréncia de FIV e FeLV
em Sao Luis — MA, tendo sido analisadas 120 amostras, das quais 38,3%
(46/120) eram de felinos domiciliados, 28,3% (34/120) de animais atendidos no
HVU/CCA/UEMA, 9,2% (11/120) oriundos de clinicas particulares do municipio,
10,0% (12/120) de abrigos de animais e 14,17% (17/120) consistiram em
animais errantes do Campus da UEMA (Tabela 01). Destes, 52,5% (63/120)
eram fémeas e 47,5% (57/120) machos, com idade oscilando entre um a 13

anos (Figura 05).

Tabela 01 - Distribuicdo percentual das amostras de felinos, provenientes do
municipio de Sao Luis — MA, segundo a origem dos animais.
Sao Luis, 2014

Origem dos animais Positivos
Felinos domiciliados 38,33 (46/120)
HVU/CCA/UEMA 28,33 (34/120)
Clinicas particulares 9,17 (11/120)
Abrigo de animais 10,00 (12/120)
Animais errantes do Campus da UEMA 14,17 (17/120)
Total 100,00 (120/120)
100 -+
80 - 57 63
60 -
40
20 A —
0 T f
MACHOS FEMEAS

Figura 05 - Distribuicdo percentual das amostras de
felinos, provenientes do municipio de S&o Luis — MA,
segundo o sexo dos animais. Sao Luis, 2014.

Todas as amostras foram testadas com os oligonucleotideos
GAPDH-F e GAPDH-R que amplificam uma parte do gene da enzima
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gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e apresentaram uma banda de 709pb
demonstrando éxito nas amplificacées de DNA (Figura 06).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

700—

100—

Figura 06 — Registro digital da corrida eletroforética em gel de agarose (1,5% em
tampao TAE, corado com brometo de etideo a 0,01%) da PCR para a detecg¢éo de
porcédo do gene GAPDH cujo produto possui 709pb. Presenca de DNA amplificavel
nas amostras utilizadas.

1 - Marcador de tamanho molecular 100pb;

2 - Controle negativo — agua ultrapura;

3 a 22 - amostras positivas para o gene.

Obteve-se 18,33% (22/120) de positividade para FIV considerando
todos os testes utilizados, 10,83% (13/120) para PCR, 9,17% (11/120) no
SNAP combo plus e 10,83% (13/120) ao proceder-se o teste de ELISA indireto,
verificando-se ao Teste do qui-quadrado (x?), ndo existir associacdo
significativa (p > 0,05) entre teste diagndstico utilizado e a positividade para FIV
(Tabela 02). Para FelLV, obteve-se nas 120 amostras, apenas 0,83% (1/120) de
amostras positivas no SNAP combo plus. Este Unico animal positivo para FeLV
nao apresentou positividade para FIV em nenhum dos trés testes.

Tabela 02 - Distribuicdo percentual das amostras de felinos, provenientes do
municipio de Sao Luis — MA, segundo o teste utilizado para detecgéao

de FIVea Eositividade para o virus da FIV. Sao Luis, 2014

Testes utilizados Positivos (%) Negativos (%)
PCR 10,832 (13/120) 89,17 (107/120)
ELISA INDIRETO 10,832 (13/120) 89,17 (107/120)
SNAP COMBO PLUS 9,172 (11/120) 90,83(109/120)
Total 18,33 (22/120) 81,67 (98/120)

a — letras iguais na coluna indicam nao haver associagdes significativas (p > 0,05) entre os
testes utilizados e a positividade para FIV. Teste do qui-quadrado (3 para amostras
independentes.

x? = 0,8865; p = 0,2410.
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O presente estudo apresentou um maior percentual de positividade
na técnica da PCR quando comparado a Marcola et al. (2013), que observaram
2% (4/200) de animais positivos para FIV no Distrito Federal (GO) e as
pesquisas realizadas por Caxito et al. (2006), Teixeira et al. (2007) e Alves et
al. (2011), na cidade de Belo Horizonte (MG) apresentando valores de 2,7%
(12/450), 4,14% (6/145) e 6,41% (5/78), de positividade, respectivamente.

Entretanto, os valores observados em S&o Luis (MA) foram abaixo
dos relatados por Lara et al. (2008), que demonstraram uma ocorréncia de
14,8% (67/454) de felinos oriundos de 13 cidades do estado de Sao Paulo, por
Souza et al. (2002), que no municipio do Rio de Janeiro (RJ), verificaram
20,2% de positividade e, ainda, menores que o0s dados de
Caldas et al. (2000), que encontraram 37,5% (15/40) de animais reagentes, no
estado do Rio Grande do Sul, demonstrando alta ocorréncia, porém, neste
ultimo, se selecionou apenas animais com suspeita clinica para FIV, o que
pode levar a uma elevacao nos resultados.

Resultados divergentes podem estar relacionados as técnicas
utilizadas, origem das amostras, nimero de amostras estudadas, estilo de vida
a qual estdo submetidos os animais, tipo e viruléncia da cepa.

A nested PCR é um método sensivel de PCR no qual o produto
amplificado € submetido a um segundo processo de amplificagao, utilizando um
conjunto de iniciadores homélogos a sequéncias internas do segmento
amplificado anteriormente. Este procedimento torna a reacdo de PCR mais
especifica. Em 1992 foram descritos o0s primeiros ensaios utilizando a
nested PCR para deteccao do provirus do FIV, e, a partir destes estudos, se
observou que os linfocitos FIV infectados estdo presentes em uma frequéncia
muita baixa no sangue periférico (RIMSTAD & UELAND, 1992;
HOHDATSU et al., 1992).

Talvez o uso da técnica nested PCR pudesse ter aumentado o
namero de amostras positivas, comparativamente a utilizacdo da PCR
convencional.

A soroprevaléncia observada em gatos doentes € maior que em

gatos saudaveis, sendo um indicador indireto de potencial de
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inducdo de doencas do virus da FIV (LUTZ, 1990; O'CONNOR et al., 1991;
PEDERSON et al., 1991; BANDECCHI et al., 1992). Uma alta soroprevaléncia
pode ser consequéncia de resultados falso-negativos em testes soroldgicos,
por isto, justifica-se realizar pelo menos dois tipos de testes para poder se
afirmar que um gato é realmente portador do FIV.

Na Asia, um estudo realizado em Istambul, Turquia, se estimou
22,3% de gatos positivos para o FIV (YILMAZ et al., 2000). Em Taiwan, Japao,
a prevaléncia foi de 4% para FIV na pesquisa realizada por LIN et al. (1995). E
ainda no mesmo pais, Thomas & Robinson (1993) observaram incidéncia da
infeccao por FIV em 6,3% de gatos doentes e 5,2% entre animais saudaveis.

Na Africa, na Tunisia, constatou-se prevaléncia de 20,5% para o
FIV. Na Australia, em Sidney, a prevaléncia da infec¢ao por FIV variou de 6,5%
a 7,5% entre gatos saudaveis e 20,8% nos animais doentes, como descrito por
Malik et al. (1997).

Estudo realizado na Europa e nos Estados Unidos com 52.597 gatos
doentes, demonstrou maior prevaléncia na Franga (24.621 amostras) para o
virus da FIV, onde 15,4% (3.791/24.621) dos gatos testados foram positivos
para FIV e 4,3% (1.058/24.621) para FIV e FelLV, e, nos Estados Unidos, de
27.976 gatos testados, 7,4% (2.070/27.976) foram positivos para o FIV e 1,5%
(420/27.976) para ambas as viroses, sendo este ultimo inferior ao encontrado
na presente pesquisa. (BRALEY, 1994).

Segundo Gomez et al. (1999) na Argentina, foram testados 300
gatos, sendo 44% positivos para o virus da FIV.

No Rio de Janeiro, levantamentos soroldgicos determinaram 16,7%
de felinos portadores do virus, entre animais doentes e contactantes, realizado
por Souza et al. (2002) e 21,0% por Almeida et al. (2004).

Pesquisa realizada por Reche Jr et al. (1997) demonstrou 11,7%
(47/401) de positividade na sorologia para FIV e 7,98% (32/401) para FelV,
utilizando para a pesquisa, 123 animais sadios e 278 doentes.

Os valores de sorologia positiva para o virus da FIV observados no
municipio de S&o Luis (MA) foram menores que os verificados nos trabalhos de
Thomas & Robinson (1993), Braley (1994), Malik et al. (1997),
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Gomez et al. (1999) e Yilmaz et al. (2000) em outros paises, bem como, os de
Reche Jr et al. (1997), Souza al. (2002) e Almeida et al. (2004) desenvolvidos
no Brasil.

Em Minas Gerais, Teixeira et al. (2007), observaram 32,5% (13/40)
de positividade para FelV, discordando em muito, do valor observado em Sao
Luis (MA), onde se verificou apenas 0,83% (1/120) de animais reagentes,
conforme j& descrito, sendo também inferior aos achados de Reche Jr et al.
(1997) com 7,98% (32/401).

O unico teste utilizado para diagnostico de FeLV neste experimento
foi o Elisa Snap combo FIV/FeLV que detecta a proteina p27 do capsideo,
sendo 0 mais usado na rotina da clinica veterinaria. Porém, o mesmo nao é
capaz de identificar animais com infeccao latente, quando ndo ha transcricao
viral e indica viremia 28 dias apés infec¢do. Por sua vez, a PCR ¢é capaz de
detectar até uma cépia do provirus apenas uma semana apds a infeccao
(TANDON et al., 2005). Talvez alguns animais apresentassem infecgéo latente

na medula éssea, ndo sendo entdo diagnosticados pelo método utilizado.

244 pb
200 pb

Figura 07 - Registro digital da corrida eletroforética em gel de agarose (1,5% em
tampéao TAE, corado com brometo de etideo a 0,01%) da PCR para a detecg¢ao do
gene gag, cujo produto possui 244pb.

1 e 10 - marcador de tamanho molecular 100pb;

2 - Controle positivo;

3 - Controle negativo;

4 e 9 - amostras negativas;

5, 6, 7 e 8 - amostras positivas.
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Na Figura 07 podem-se observar alguns resultados das reagbes de
PCR com produtos de 244pb, conforme o local de anelamento
destes oligonucleotideos no gene gag do virus da FIV, segundo descrito por
Hohdatsu et al. (1992).

Analisando-se os exames sorologicos e moleculares, verificaram-se
divergéncias de 18 amostras entre os testes utilizados (Tabela 03).
Alves et al. (2010) também encontraram resultados semelhantes em
17 amostras com resultados conflitantes utilizando trés testes sorolégicos
(SNAP Combo Plus, Elisa indireto, Western blot) e a PCR.

Tabela 03 — Distribuicdo das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao
Luis — MA, segundo o teste utilizado para deteccdo de FIV e a

Eositividade para o virus da FIV. Sao Luis, 2014

Amostras PCR ELISA INDIRETO SNAP COMBO PLUS
13 - + +
23 + + +
24 - + -
27 - +
40 +
a1 + - -
44 +
a7 - + -
51 + - -
52 - + -
63 + - -
67 - -
68 - +
69 +
74 +
79 +
+
+

+ |+

82
90
91 -
92 -
93 + - -
117 + + +

Total 10,83 (13/120) 10,83 (13/120) 9,17 (11/120)

1
+ |+ |+ |+ |+
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O teste ELISA pode detectar anticorpos contra a proteina p24 ou
contra a proteina transmembrana gp41, sendo esta ultima, o antigeno de
escolha para usar no teste (HARTMANN, 1998; CALZOLARI et al., 1995).

Os antigenos usados na técnica de ELISA podem ser derivados de
culturas de células, de particulas virais purificadas e de proteinas
recombinantes p24 e pl15 do capsideo (CALZOLARI et al., 1995;
SIBILLE et al., 1995).

Ja foi demonstrado, em retrovirus, que proteinas transmembranas
apresentam maior imunogenicidade que as proteinas do capsideo
(CHONG et al., 1991; FONTENOT et al., 1992). Entretanto, CA é a proteina
majoritaria do capsideo viral, altamente conservada e n&o glicosilada. Estes
fatores indicam CA como uma das proteinas de eleicao para uso na prova de
ELISA (CALZOLARI et al., 1995; MERMER et al., 1992; REID et al., 1991).

Resultados discordantes na deteccao sorolégica podem decorrer da
evolucao da infeccdo ou de reacbes cruzadas. Apos a infec¢do, os anticorpos
circulantes aparecem entre duas a quatro semanas, sendo detectaveis por toda
a vida do animal. Caso os testes para deteccédo de anticorpos sejam realizados
neste periodo, pode-se obter resultado falso-negativo. Filhotes devem ser
testados preferencialmente ap6s os seis meses de idade, para evitar a
interferéncia de anticorpos maternos (CANEY, 2000).

A maioria dos felinos FIV infectados desenvolvem anticorpos
anti-FIV 60 dias ap6s a infecgdo, no entanto, o tempo necessario para
a soroconversao é extremamente variavel e pode ser considerado maior que
60 dias. Alguns gatos nao realizam soroconversdo, néo sendo identificados por
testes sorologicos. Quando houver duvidas quanto ao resultado deve-se fazer
um teste mais especifico como Western blot.

A deteccao do provirus em células sanguineas por PCR também
pode ser realizada, utilizando-se o DNA extraido dos leucécitos, constituindo
uma importante ferramenta para o diagnostico do FIV. No entanto, a PCR pode
apresentar falhas na deteccdo de virus com variagbes gendmicas
(BACHMANN, MATHIASON-DUBARD et al., 1997; CAXITO, 2003;
RAVAZZOLLO e COSTA, 2007) e a quantidade de virus no sangue é pequena
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durante a fase assintomatica da doenca quando grande parte dos exames é
realizada (PEDERSEN, YAMAMOTO et al., 1989).

Observando-se a distribuigdo das amostras positivas para FIV
segundo a quantidade de testes utilizados, verifica-se que 54,55% (12/22)
foram positivos em apenas um teste, 27,27% (6/22) em dois e 18,18% (4/22)
em trés (Tabela 04) indicando variagdes de sensibilidade e especificidade entre
estes.

Tabela 04 — Distribuicdo das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao
Luis — MA, segundo a quantidade de testes com positividade para o virus
da FIV. Sdo Luis, 2014

Quantidade de testes Positivos
1 54,55 (12/22)
2 27,27 (6/22)
3 18,18 (4/22)
Total 100,00 (22/22)

O teste que apresentou maior sensibilidade, equivalente a 72,73% e
com especificidade de 95,41% foi o SNAP combo plus com teste kappa de
0,63%, e o com maior especificidade igual a 97,20% e com sensibilidade de
61,54% foi o ELISA indireto, também com o teste kappa de 0,63%,
demonstrando boa concordancia entre os testes (Tabela 05).

Comparativamente, SNAP combo plus apresentou melhor
sensibilidade, enquanto que ELISA indireto e PCR tiveram, similarmente,
melhor especificidade (p < 0,05). A pequena diferenga de especificidade entre
os testes (todos acima de 90%) indica que o0s mesmos sao bastante
especificos e com VPN alto, podendo-se inferir que ambos tem capacidade de
distinguir os verdadeiramente negativos.

Neste caso, dos testes utilizados na pesquisa, o que apresentou a
melhor eficacia foi o SNAP por ser um teste rapido e de especificidade
semelhante aos outros, com sensibilidade maior, e, detectando os
verdadeiramente positivos (p < 0,05).
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O SNAP Combo Plus é um teste comercial imunocromatografico
sensibilizado com os antigenos recombinantes p24 e gp40 do FIV e anticorpo
monoclonal anti-proteina p27 do FelLV o que justifica sua alta sensibilidade e
especificidade (HARTMANN et al., 2007).

O SNAP é um teste qualitativo e a vantagem da técnica de ELISA
em placa é a possibilidade da analise da absorbancia de amostras individuais,
além do fato que as de perfil duvidoso podem ser confirmadas por um teste
mais especifico (ALVES et al., 2010).

Imunoensaios dos mais diferentes tipos sédo bastante utilizados na
pratica laboratorial. Alguns testes oferecem a vantagem de rapidez e
conveniéncia, entretanto informacdes sobre sua eficacia é limitada e muitas
vezes conflitante (PINCHES et al.,, 2007). Testes de sensibilidade e
especificidade nos EUA demonstram que ha grande variacdo nos resultados
dos testes comerciais, nos quais a sensibilidade varia de 41% a 93% e a
especificade de 44% a 100% (LEVY et al., 2008).

Diferencas entre os testes podem ser explicadas pelo fato de
amostras amplificadas na PCR e com resultados negativos na sorologia,
podem ser de animais que tenham pouca quantidade de anticorpos frente a
infeccao pelo FIV. E, os soropositivos que ndo amplificam na PCR podem ser
explicados pela baixa quantidade de material genético, o que, poderia justificar
a utilizacdo de uma nested PCR, aumentando, desta forma, a sensibilidade e
especificidade dos testes.

A importancia da utilizagdo da técnica de PCR em medicina
veterinaria pode ser associada a situagdes especificas em que nédo seja
possivel detectar anticorpos induzidos pela infecgao. Com relacao ao FIV, ja foi
demonstrado que animais soronegativos podem reagir positivamente a
deteccao do DNA proviral (CALDAS et al., 2000).

A soroconversdo acontece de duas a quatro semanas apds a
exposi¢cao ao virus, de acordo com Yamamoto et al. (1988). A presenca de
anticorpos anti-FIV correlaciona-se com a infecgcdo persistente por FIV
(Yamamoto et al., 1989). Contudo, Hopper et al. (1989) demonstraram que
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15% dos felinos virus positivos, geralmente com trés a quatro anos poés-
infeccdo para o virus da FIV s&o sorologicamente negativos.

No entanto, quando a célula hospedeira integra o provirus, mas nao
produz novas copias virais, infeccao latente pode estar presente, podendo ser
quebrada com ativacdo dessa mesma célula. Esta representa um reservatério
nao susceptivel a acdo dos anticorpos neutralizantes, o que constitui um
obstaculo a vacinagédo. Dessa forma, alguns animais poderao ter o provirus,
sem, contudo, apresentar anticorpos. Nao obstante, deve-se levar em
consideracdao que gatos expostos a baixas doses do virus podem ter uma
soroconversao tardia.

Dentre os sinais clinicos mais comumente observados ao exame
clinico dos animais positivos para FIV verificaram-se gengivites, estomatites ou
gengivoestomatites, alteracdes dermatoldgicas, oftalmicas, respiratérias e
genitourinarias, além de caquexia, desidratacao, linfadenopatia, diarreia e febre
(Tabela 06; Figuras 08 e 09).

Tabela 06 - Distribuicdo percentual das amostras de felinos, provenientes do
municipio de Sao Luis — MA, segundo a presencga de sinais clinicos e

a Eositividade para o virus da FIV. Sao Luis, 2014

Sinal Clinico Positivos Negativos Total
Alteracoes dermatoldgicas 54,55 (12/22) 35,71 (35/98) 39,17 (47/120)
Gengivite ou gengivoestomatite 18,18 (4/22) 1,02 (1/98) 4,17 (5/120)
Alterac¢des oftalmicas 18,18 (4/22) 3,06 (3/98) 5,83 (7/120)
Alteragbes respiratorias 13,63 (3/22) 1,02 (1/98) 3,33 (4/120)
Caquexia 13,63 (3/22) 1,02 (1/98) 3,33 (4/120)
Desidratacao 9,09 (2/22) 6,12 (6/98) 6,67 (8/120)
Linfadenopatia 9,09 (2/22) 1,02 (1/98) 2,50 (3/120)
Alteragdes genitourinarias 4,55 (1/22) 2,04 (2/98) 2,50 (3/120)
Diarréia 4,55 (1/22) 1,02 (1/98) 1,67 (2/120)
Febre 4,55 (1/22) 2,04 (2/98) 2,50 (3/120)
Trombocitopenia 45,46 (10/22) 57,14 (56/98) 55,00 (66/120)

Dos animais positivos para FIV, apenas dois ndo apresentaram
alteracdes clinicas. Zanutto et al. (2011) estudando a fase aguda da infeccao
por FIV em felinos experimentalmente infectados, ndo encontraram alteracdes
do apetite, perda de peso, disturbios digestivos, respiratdrios ou neurolégicos.
Os sinais encontrados pelos autores foram picos febris ocasionais (39,6 - 40°C)
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na terceira semana pés-infeccdo, aumento progressivo de linfonodos
periféricos, sendo mais evidentes na regido cervical, além de uveite anterior na

quinta semana pés-infecgao.

Figura 08 - Registro digital de felinos, provenientes do municipio de Sao Luis — MA,
com presenga de sinais clinicos encontrados em animais positivos para o FIV.

A - uveite;

B - quemose e conjuntivite;

C - Ulcera de cérnea;

D - esporotricose;

E - secrecao nasal serosanguinolenta;

F - caquexia.

Em Sao Luis, observou-se apenas um animal com uveite e outro
apresentando febre recorrente. Deve-se considerar que Zanutto et al. (2011)
estudando a fase aguda da infecgédo, observaram sinais inespecificos para a
doencga, por isso os sinais clinicos encontrados no presente estudo podem
estar relacionados ou n&o, dependendo da fase de infeccdo da enfermidade.
Os animais podem estar numa das cinco fases da doenga, como descrito por
Arjona et al. (2007) e os sinais clinicos estariam relacionados com o virus ou
entdo com outros agentes devido a imunossupressao, provocada pelo mesmo.

Teixeira et al. (2005) estudando animais de abrigo demonstraram

que 77,8% (7/9) soropositivos para FIV apresentavam alteragcbes clinicas,
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caracterizadas por perda de peso, dermatopatias, desidratacdo, alteracoes
respiratérias, cistite e estomatite. Os achados no municicpio de S&o Luis
apresentam similaridades com a 90,9% (20/22) dos positivos apresentavam

algum tipo de alteracao clinica.

Figura 09 - Registro digital de felinos, provenientes do municipio de Sao Luis — MA,
com alteragdes da cavidade oral observadas nos animais positivos para o FIV.

A - Gengivite moderada;

B - Gengivoestomatite;

C - Gengivite;

D - Estomatite.

Entre os achados clinicos mais comuns em gatos infectados estao
gengivite, estomatite e periodontite. As lesbes podem ser ulcerativas e/ou
proliferativas e consistem em infiltrados plasmocitarios e linfociticos que podem
se estender aos linfonodos regionais e ao baco. Os animais com inflamacéao

oral ttm maior probabilidade de disseminar o virus na saliva do que os animais
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assintomaticos (JOHNSON, 2005). No presente estudo, verificou-se 18,18%
(4/22) de animais positivos que apresentavam estes tipos de lesdes.

Os sinais clinicos associados a FIV podem surgir como resultado
direto da infeccdo viral ou como consequéncia da sindrome da
imunodeficiéncia que se associa a mesma. Informagdes a respeito da
sintomatologia tém surgido pela observacdo de casos clinicos e de estudos
experimentais da infecgdo pelo virus da FIV. Muitas vezes os animais doentes
possuem histéricos de enfermidade crdnica.

Frequentemente, parece comecar com episédios de enfermidades
esporadicas ou recorrentes, que sao quase sempre sao intercalados com
periodos de normalidade clinica. A maioria dos animais que apresentavam
doencas recorrentes na presente pesquisa, estavam acometidos por algum tipo
de doenca associada, além da FIV.

Alguns gatos tém demonstrado rapido avango dos sinais clinicos
enquanto outros tém apresentado pouca indicacdo de piora na condigao
clinica, mesmo em periodos prolongados. Entretanto, na maioria dos gatos, a
medida que a doenca progride, os sinais clinicos se tornam mais graves e
evidentes.

Dois animais apresentavam caquexia, com doenca renal
crbnica e severa anemia, sem melhora dos sinais clinicos. Segundo
Chandler et al. (2006), em casos mais avangados 0s sinais podem acometer
varios 6rgaos e os gatos podem ficar bastante debilitados, de tal forma que
ocorra morte ou se exija eutanasia.

Como os sinais clinicos surgem, em grande parte, de doencas
secundarias ou infecgdes oportunistas, nenhum deles é, de qualquer maneira,
diagnéstico de infeccdo por FIV. Todavia, deve-se suspeitar de infeccées por
FIV subjacente em gatos com histérico de enfermidade crbnica, com sinais
clinicos graves e inexplicados, individuos que n&o respondam a medidas
terapéuticas ou que apresentem combinagdo de varios sinais clinicos
(CHANDLER et al., 2006).

Na avaliagcdo dos esfregacos sanguineos, 9,09% (2/22) dos gatos
FIV positivos e 6,12% (6/98) dos negativos apresentaram eritrécitos infectados
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pelo Micoplasma haemofelis (Tabela 07). As infeccbes concomitantes por
hemoplasmas podem constituir uma causa de anemia em gatos FIV positivos.
Possivelmente a anemia encontrada na avaliagdo laboratorial dos gatos que
apresentavam micoplasmose, seja por conta deste hemoplasma. Este pode ser
devido a imunossupressdao que a infeccdo pelo virus da FIV promove
faciltando a acdo de agentes oportunistas. Rivetti juanior et al. (2006),
encontraram em gatos errantes 17,7% (8/45) de animais com eritrécitos

infectados pelo M. haemofelis.

Tabela 07 — DistribuicAo das amostras de felinos, provenientes do municipio de
Sao Luis — MA, segundo a presenca de co-infecgdes e a positividade

parao virus da FIV. Sao Luis, 2014

Co-infecgOes Positivos Negativos Total
FELV 0,00 (0/22) 1,02 (1/98) 0,83 (1/120)
Micoplasma haemofelis 9,09 (2/22) 6,12 (6/98) 6,67 (8/120)
Lynxacarus radovskyi 54,55 (12/22) 35,71 (35/98) 39,17 (47/120)
Babesia spp. 0,00 (0/22) 2,04 (2/98) 1,67 (2/120)
Sporothrix scehnckii 4,55 (1/22) 0,00 (0/98) 0,83 (1/120)
Erlichia spp. 9,09 (2/22) 3,06 (3/98) 4,17 (5/120)

Os resultados dos valores hematimétricos foram avaliados com a
finalidade de verificar possiveis diferengas de animais positivos e negativos
para FIV, ndo havendo, entretanto, diferencas estatisticas significativas
(p > 0,05) (Tabela 08).

Alterac6es hematoldgicas e citopenias de sangue periférico, tais
como anemia, neutropenia, linfopenia e trombocitopenia sdo frequentemente
encontradas em gatos com FIV, entretanto as causas que levam as citopenias
de multiplas linhagens ainda nao estdo bem elucidadas (FUGINO et al., 2008).

A dificuldade em avaliar as consequéncias hematolégicas na
infeccao por FIV decorrem da alta prevaléncia de co-infec¢des, entre elas com
FeLV (SHELTON et al, 1990). Parece que fatores associados com a
imunodeficiéncia progressiva, como 0 aumento da carga parasitaria, infeccdes
concomitantes e desnutricdo tenham um papel fundamental na patogénese e
nas anormalidades hematoldgicas que surgem durante o estagio sintoméatico
da infeccdo (LINENBERGER et al., 1998).
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Tabela 09 — Distribuicdo das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao
Luis — MA, segundo os parametros hematimétricos e a positividade para
o virus da FIV. Sao Luis, 2014

Parametro FIV 0Odds Ratio
Hematimétrico + - p
Abaixo™ 2 12 1,00 0,71
VG Normal 20 85 - -
Acima™ 0 1 1,00 1,39
Abaixo™ 11 46 0,82 1,13
Hemacias Normal 11 52 - -
Acima™ 0 0 - -
Abaixo™ 2 11 1,00 0,77
Hemoglobina Normal 20 85 - -
Acima™ 0 2 1,00 0,83
Abaixo™ 0 1 1,00 1,44
VCM Normal 22 97 - -
Acima™ 0 0 - -
Abaixo" 0 0 - -
CHCM Normal 22 98 - -
Acima™ 0 0 - -
Abaixo™ 4 24 0,59 0,67
Leucdcitos Normal 18 72 - -
Acima™ 0 2 1,00 0,78
Abaixo™ 3 19 0,76 0,62
Segmentados Normal 19 75 - -
Acima™ 0 4 1,00 0,43
Abaixo™ 6 42 0,23 0,52
Linfocitos Normal 15 55 - -
Acima™ 1 1 0,40 3,67
Abaixo" 0 0 - -
Mondcitos Normal 22 97 - -
Acima™ 0 1 1,00 1,44
Abaixo™ 0 0 - -
Eosinofilos Normal 16 84 - -
Acima™ 6 14 0,20 2,25
Abaixo™ 0 0 - -
Bastonetes Normal 19 93 - -
Acima™ 3 5 0,16 2,94
Abaixo™ 5 23 1,00 0,96
PPT Normal 17 75 - -
Acima™ 0 0 - -
Abaixo™ 10 56 0,23 0,55
Plaquetas Normal 11 34 - -
Acima™ 1 8 0,67 0,39

Analise uni-variada de associagdo entre valores abaixo e acima, em relagdo aos normais, de cada
variavel e positividade para FIV, utilizando-se o Teste Exato de Fisher com cdlculo da taxa de risco (OR).
ns — ndo existe associacdo significativa (p > 0,05);

na —ndo analisavel estatisticamente.

VG - volume globular; VCM — volume corpuscular médio; CHCM — concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; PPT — proteinas plasmaticas totais.
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Apesar de ndo se ter observado associacées significativas (p > 0,05)
entre os valores acima e abaixo, em relacdo aos normais, de cada parametro
hematimétrico e a positividade para FIV (Tabela 09), grande parte dos felinos
apresentavam resultados abaixo dos valores de referéncia, provavelmente
porque, tanto positivos quanto negativos, em sua maioria, demonstravam
algum tipo de alteracéo clinica, relacionada ou ndo com o FIV, além do fato que
61,67% (74/120) eram animais oriundos de atendimentos do HVU/CCA/UEMA,
clinicas particulares, abrigos de animais ou animais errantes do Campus da
UEMA.

Embora, as anemias severas sejam menos comuns nos gatos FIV
positivos, quando comparados com os gatos FelV positivos, pode existir uma
anemia leve a moderada nao-regenerativa, a partir de doenca inflamatéria e
diminui¢cdo da funcdo da medula 6ssea secundaria a infec¢éo viral, apesar do
mecanismo ainda ser pouco claro (FUJINO et al., 2008). Muitos gatos FIV
positivos sdo geriatricos e a presenca de doenca renal crénica concomitante
pode igualmente contribuir para anemia.

Os resultados dos valores bioquimicos foram avaliados com a
finalidade de verificar possiveis diferencas de animais positivos e negativos
para FIV, nao havendo, entretanto, diferencas estatisticas (p > 0,05)
exceto para fosfatase alcalina onde se observou diferenca estatistica
significativa (p < 0,01) entre a média de positivos (54,68+12,47 UI/L) e a de
negativos (37,03+12,67 UI/L) (Tabela 10), apesar da maioria dos animais
estarem dentro dos valores de referéncia (25 a 93 UI/L).

Rodrigues et al. (2007) estudando a fase aguda da infec¢cao pelo
virus da FIV, verificaram aumento significativo de gamaglobulinas aos quatro
meses pods infeccdo e que a concentracdo sérica de albumina manteve-se
significativamente menor em relacdo aos felinos nao infectados. No presente
trabalho proteinas totais e albumina mantiveram-se inalteradas, apesar de que

alguns animais positivos apresentavam aumento desses perfis bioquimicos.
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Tabela 11 — Distribuicdo das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao
Luis — MA, segundo os parametros bioquimicos sanguineos e a

Eositividade para o virus da FIV. Sao Luis, 2014

. I’i’arametro ] FIV 0 Odds Ratio
Bioquimico Sanguineo + -

Abaixo™ 11 48 1,00 1,15

Uréia Normal 08 40 - -
Acima™ 03 10 0,69 1,50
Abaixo™ 02 02 0,09 8,00

Creatinina Normal 05 40 - -
Acima™ 15 56 0,21 2,14
Abaixo™ 01 13 0,45 0,34

Proteina Total no Soro Normal 14 61 - -
Acima™ 07 24 0,40 0,26
Abaixo™ 01 03 0,56 1,53

Albumina Normal 19 87 - -
Acima™ 02 08 1,00 1,15
Abaixo™ 00 03 1,00 0,61

Fosfatase Alcalina Normal 22 95 - -

Acima™ 00 00 - -
Abaixo™ 02 14 1,00 1,29

AST Normal 02 18 - -
Acima™ 03 05 0,12 5,40
Abaixo™ 00 02 1,00 1,18

ALT Normal 05 32 - -
Acima™ 02 03 0,19 4,27

Analise uni-variada de associagdo entre valores abaixo e acima, em relagdo aos normais, de cada
variavel e positividade para FIV, utilizando-se o Teste Exato de Fisher com calculo da taxa de risco (OR).
ns — ndo existe associacdo significativa (p > 0,05);

na —ndo analisavel estatisticamente.

AST — Aspartato Amino Transferase; ALT — Alanina Amino Transferase.

Apesar de nado se ter observado associacoes significativas (p > 0,05)
entre os valores acima e abaixo, em relagdo aos normais, de cada parametro
bioguimico e a positividade para FIV (Tabela 11), muitos resultados estavam
abaixo ou acima dos valores de referéncia, provavelmente pelo mesmo fato ja
ressaltado para os dados hematimétricos, que pode estar relacionado a algum
tipo de alteracao clinica ou origem dos animais.

Ao se proceder o teste de correlagdo entre as variaveis estudadas,
verificou-se que diversas variaveis hematimétricas e
bioguimicas ndo apresentaram correlacao entre si (p > 0,05), excetuando-se
apenas plaquetas x albumina, proteina plamatica total x proteina plamatica,

leucocitos totais x plaquetas e leucécitos totais x linfécitos, que estavam
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parcialmente correlacionadas (p > 0,05), porém com coeficientes de correlacao
e determinagdo muito baixos.

Desta forma, pode-se inferir que as alteragcbes hematimétricas e
bioguimicas observadas ndao sao dependentes entre si (p > 0,05) e as
correlagdes verificadas estdo relacionadas a outros fatores e nao a infeccéo
pelo virus da FIV.

A andlise univariada de associacdo entre as caracteristicas do
animal (raca, sexo e idade) e positividade para FIV, revelou associacoes
significativas entre animais positivos e as variaveis
sexo (p < 0,05) e idade (p < 0,01) (Tabela 12).

Tabela 12 — Distribuicdo das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao
Luis — MA, segundo as caracteristicas do animal e a positividade para o
virus da FIV.Sao Luis, 2014

FIV
Caracteristica POSITIVO NEGATIVO p Odds Ratio
n % n %
SRD 21 1750 | 85 | 70,83
’ ’ 4619™ 212
Raca RP o1 | 083 | 13 | 1083 | 4619 3
Macho | 15 | 1250 | 42 | 35,00
Sexo - 0,0361* 2,857
Fémea | 07 5,83 56 | 46,67
36 11 9,17 81 | 67,50
ldade | =< 0,0037* | 4,765
(meses) | >3 11 9,17 17 | 14417

Analise univariada de associagdo entre varidveis do animal e positividade para FIV, utilizando-se oTeste
Exato de Fisher com calculo da taxa de risco (OR).

ns — ndo existe associagdo significativa (p > 0,05);

* — significativo (p < 0,05);

** — muito significativo (p < 0,01).

SRD: sem raca definida; RP: raca pura (angora, siamés, persa).

Os resultados demonstram que a possibilidade de infeccao € maior
nos machos 12,5% (15/120) do que nas fémeas 5,83% (07/120), e na variavel
idade, com maior percentual 39,29% (11/28) de positividade para FIV em
animais acima de trés anos, quando comparados aos 11,96% (11/92) de
positivos com idade abaixo de trés anos. Assim, considera-se que animais
machos e acima de trés anos de idade (ORs = 2,857 e 4,765, respectivamente)

tem maior risco de apresentar a doencga.
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Para a variavel raca ndo se observou associacao estatistica
significativa (p > 0,05) com a positividade para FIV, com percentual maior em
animais sem racga definida, no entanto, ha que se considerar, que a maioria dos
animais eram sem raca definida.

Sobrinho et al. (2011) verificaram maior frequéncia da positividade
para FIV em machos em relagdo as fémeas e em gatos com faixa etaria entre
um e trés anos de idade e quanto a distribuigdo racial houve maior frequéncia
em animais sem raga definida do que naqueles da raga siamés.

Segundo Reche Jr et al. (1997) a infeccao pelo FIV é mais frequente
entre os machos, quando comparada as fémeas, na proporcao de 4:1, ndo se
observando, entretanto, diferengca entre machos e fémeas infectados em

relacdo a FelV.

Tabela 13 — Distribuicado das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao Luis —
MA, segundo as caracteristicas epidemiolégicas e a positividade para o virus
da FIV. Séo Luis, 2014
FIV
Caracteristica POSITIVO NEGATIVO o]
n % n %
Sim | 18 | 1500 | 86 | 71,67
Nao | 04 3,33 12 | 10,00
Sim | 03 2,50 14 | 11,67
Nao | 19 | 1583 | 84 | 70,00
Sim | 21 17,50 | 67 | 55,83
Nao | 01 0,83 31 | 25,83
Sim| 20 | 16,67 | 87 | 72,50
Nao | 02 1,67 11 9,17

) . Sim | 18 | 15,00 | 65 | 54,17 ns
Vida reprodutiva - 0,2045 2,285
Nao | 04 3,33 33 | 27,50

Analise univariada de associagdo entre variaveis epidemioldgicas e positividade para FIV, utilizando-se o Teste
Exato de Fisher com calculo da taxa de risco (OR).

1 - sim: rua; ndo: domicilio, gatil, pet shop;

2 - sim: campus da UEMA; ndo: casa, apartamento, abrigo;

3 - sim: maior que um; ndo: nenhum;

ns — ndo existe associacdo significativa (p > 0,05);

** — muito significativo (p < 0,01).

Odds
Ratio

Origem como errante’ 0,4906™ @ 0,628

Mantido como errante?® 1,0000™ 0,947

Contactantes® 0,0075** = 9,716

Acesso arua 1,0000™ 1,264

A andlise univariada de associacdo entre as caracteristicas
epidemioldgicas (origem, local onde vive, contactantes, acesso a rua e vida
reprodutiva) e positividade para FIV, demonstrou associagcdo muito significativa
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(p < 0,01) entre animais positivos e a variavel contactantes (Tabela 13), onde,
animais que tem pelo menos um contactante, estdo 9,716 (OR) vezes mais
propensos a apresentar a infecg¢ao.

As amplificacbes das amostras de felinos do municipio
de Sao Luis — MA, foram baseadas no gene gag, de acordo com a analise da
arvore de Neighbor Joining e modelo de Tamura e Nei (1993) demonstrando
que seis amostras (S&oLuis90, 93, 79, 63, 23 e 74) agruparam
com as amostras Jau26 DQ407177, Botucatu408 DQ407172 e
SaoPaulo457 DQ407184, indicando fazer parte do subtipo B, com valores de
bootstrap significativos (83%). A amostra Saoluis117, mostrou similaridade
filogenética (90% de bootstrap) com amostras que fazem parte do subtipo A
(SanDiego M36968, Petaluma M25381 e Wo L06311) (Figura 10).

As amostras SaolLuis41 e 44 formaram um subclado
(100% de bootstrap) independente e nao agruparam com nenhum dos
subtipos. Como o gene env apresenta maior varialibilidade e capacidade
mutacional, se faz necesséario novos estudos com base neste gene, com
clonagem das amostras estudadas e sequenciamento, para possivel
determinacao do subtipo das amostras que geraram duvidas.

Estudos mostraram ser possivel realizar a mesma classificacao
genética para o virus da FIV utilizando sequéncia de nucleotideos da regido
p17-p24 do gene gag (KAKINUMA et al. 1995, HOHDATSU et al. 1998,
STEINRIGL & KLEIN 2003, DUARTE & TAVARES 2005).

Adicionalmente, o gene gag apresenta uma taxa de conservagao
mais elevada que o gene env. Entretanto, as mutacdées encontradas fazem
deste gene um candidato adequado para estudos filogenéticos
(CLAVEL et al. 1986, GREENE et al. 1993, HOHDATSU et al. 1998).

O subtipo A foi notificado em cepas de FIV na Califérnia, Norte da
Europa e Australia, enquanto o subtipo B foi prevalente na regido central e
leste dos Estados Unidos, sul da Europa e Japao (SODORA et al., 1994).
O subtipo C foi identificado na Califérnia, Canada, Europa e Formosa
(SODORA et al., 1994; BACHMANN et al., 1997), enquanto os subtipos D e E
foram notificados no Japdao (HOHDATSU et al., 1996, 1998;
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e
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Figura 10 - Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor-Joining e modelo
de Tamura e Nei (1993) obtida pela andlise de nove sequéncias de nucleotideos do
gene gag do virus da imunodeficiéncia felina em S&o Luis, MA. A barra de escala

representa 10% de divergéncia entre as sequéncias.

Um estudo prévio de filogenia também identificou somente a
ocorréncia do subtipo B em Portugal. (DUARTE et al. 2002). Posteriormente,

noutro estudo,

utiizando amostras de diferentes cidades de Portugal,

70



identificou-se também a presenca do subtipo A e de um possivel novo subtipo,
denominado de F (DUARTE; TAVARES, 2005).

Estudo realizado por Lara et al. (2007), com amostras sequenciadas
da regidao p17-p24 do gene gag, demonstrou que 23 sequéncias analisadas
foram alocadas dentro do subtipo B do virus da FIV, trés subgrupos (1, 2 e 3)
foram consistentemente identificados dentro do subtipo B. O subgrupo 1 foi
formado por 15 cepas paulistas, subgrupo 2 por duas cepas estudadas e o
subgrupo 3 por apenas uma das amostras (MogidasCruzes283) e por cinco
cepas do FIV oriundas do Japdo. As outras cinco cepas foram também
alocadas no subtipo B, porém n&o formaram subgrupos.

Caxito et al. (2006) também estudaram a regido p17-p24 do gene
gag de 10 amostras no estado de Minas Gerais, e, estas pertenciam ao subtipo
B. Observaram que a maioria delas encontra-se num subgrupo dentro do
subtipo B, o que indica presenca de possivel ancestral comum entre elas. Na
pesquisa realizada em Sao Luis as amostras ndao formaram subgrupo dentro de
um mesmo subtipo, com seis amostras agrupadas no subtipo B.

Os resultados de Margola et al. (2013) mostram que a populagéo
felina albergando o virus da FIV é muito pequena, com a maioria dos virus
correspondentes ao subtipo B, com excecdo de uma amostra que
formou um grupo diferente de todos os outros subtipos conhecidos, sendo
sugerido ser um novo subtipo.

As analises revelaram, com base nas sequéncias do estudo e nas
obtidas do genbank, a presenca de 21 haplétipos. Considerando as sequéncias
do estudo houve cinco haplétipos (Hap-1, Hap-2, Hap-3, Hap-5 e Hap-6)
exclusivos, o que significa dizer que o virus da FIV é muito variavel
geneticamente. Apenas um haplétipo foi compartilhado (Hap-4, com quatro
amostras do estudo e uma de Jau/SP). Os demais foram exclusivos para

algumas localidades (Figura 11).
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Figura 11 - Rede de haplétipos para as populacdes de FIV. O tamanho do circulo
€ proporcional a frequéncia com que os haplétipos ocorrem na populagdo: H_1
(Sao Luis); H_2 (Sao Luis); H_3 (Sao Luis); H_4 (Sao Luis e SP); H_5 (Sao Luis);
H_6 (Sao Luis); H_7,H_8,H_9,H_10, H_11 (amostras de outros paises); H_12 e
H_13 (Minas Gerais); H_14, H_15, H_16 (amostras de Sao Paulo); H_17 a H_21
(amostras de outros paises).

A rede de haplétipos mostra um centro de dispersao a partir do
hapldtipo mais frequente, Hap-4, encontrado cinco vezes nas popula¢des de
Sao Luis e Jau/SP. Os haplétipos com maior frequéncia, representados neste
estudo pelo Hap-4, sdo provavelmente os mais antigos, os primeiros virus que
vieram afetar a populagdo de felinos em Sao Luis. Mas, em relacdo aos
haplétipos 1, 5 e 6 por serem exclusivos (n&o estdo fixos noutras populagdes e
nem compartilhados), pode-se inferir que sao virus de FIV que evoluiram mais
recentemente e que sao separados ou diferentes das amostras representadas
no Hap-4. Os haplétipos 2 e 3 sdo mais diferenciados, com muitas mutagdes
quando comparadas as das demais amostras de S&o Luis e as descritas na
literatura.
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6 CONCLUSOES

e Tanto o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) quanto o virus da leucemia
felina (FeLV), ocorrem no municipio de Sao Luis — MA, sendo este o
primeiro registro realizado destas infec¢gées em felinos domésticos nesta
cidade;

e Alteraces dermatoldgicas e lesbes da cavidade oral parecem ser as
que mais se apresentam em animais FIV positivo, ndo se podendo,
entretanto, afirmar que seja efeito direto da infeccéo;

e As proporcdes das variaveis hematimétricas e bioguimicas entre animais
FIV positivos e negativos ndo demonstraram diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05);

e As alteragdes hematimétricas e bioquimicas observadas nado séo
dependentes entre si (p > 0,05) e as correlagdes verificadas estédo
relacionadas a outros fatores e ndo a infecgéo pelo virus da FIV.

e O grupo de felinos domésticos do municipio de Sdo Luis — MA, em maior
risco, pode ser caracterizado pelos animais machos, com idade igual ou
superior a 36 meses e que possuam pelo menos um contactante (ORs:
2,857, 4,765 e 9,716, respectivamente);

e O teste com melhor sensibilidade foi o Snap Combo plus e 0 com maior
especificidade o Elisa indireto, demonstrando boa concordéancia entre os
testes utilizados;

e Os resultados obtidos detectaram a ocorréncia do subtipo B do FIV em
Sao Luis — MA, uma amostra do subtipo A e duas amostras que nao
agruparam com nenhum subtipo conhecido, sendo necessarias novas
pesquisas, com o intuito de esclarecer duvidas acerca da distribuicéo
dos subtipos do virus da FIV no estado do Maranhao.
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APENDICE

Proprietario:

Endereco:

Mestrado em Ciéncia Animal
Ficha de Identificacao

Dados do responsavel pelo felino

Clinica Veterinaria:

Veterinario responsavel:

1)
2)
3)
4)
5)

Dados do Animal
Nome do animal:
Sexo:
Idade:
Raca:
Origem (Procedéncia): ( ) Nascido em domicilio; ( ) Gatil;

( ) Pet shop; ( ) Encontrou na rua; ( ) Nao relatada

6)

Ambiente onde vive: ( ) casa; ( ) apartamento; ( ) rua;

( ) abrigo de animais

7)
8)
9)
10)
11)
12)

13)
14)
15)
16)

Convive com outros gatos em domicilio/abrigo? Quantos?
Estado de higidez dos contactantes ( ) sadio ( ) doente
Tem acesso arua? ( )sim ( )nao

Vida reprodutiva: ( ) castrado ( ) nao castrado

E vacinado? ( ) sim ( )ndao Quais?
Sintomatologia clinica:

Ja fez transfusao sanguinea? ( ) sim ( ) nao
Esta sendo medicado? ( ) sim ( ) nao
Historico de doencas anteriores:
Observacoes:

17) Data: / /
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