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Diagnéstico Sorologico e Molecular do virus da leucemia felina (FeL.'V) de animais
procedentes de abrigo de Sao Luis - MA

RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar aspectos clinicos, e realizar a padronizag.. u.
PCR para diagnéstico da leucemia felina no municipio de Sdo Luis — MA. Amostras de
sangue total de 50 felinos foram testadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
com a finalidade de detectar o DNA proviral com amplificacdo de um fragmento de
450pb do gene gag do FeLLV, segundo Finoketti et al. (1993). Para deteccdo de antigeno
p27 do FeLV, 50 amostras foram testadas utilizando o kit comercial Leucemia e
Imunodeficiéncia felina Ag Test Kit (Alere™). Obteve-se 8% (4/50) de positividade
para FeLLV considerando todos os testes utilizados. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) apresenta uma sensibilidade de 90% (mesmo sem diferenciar FeLV end6geno
do ex6geno) e uma especificidade de 100%, sendo utilizado como teste confirmatério.
A técnica de PCR empregada para identificacdo do gene gag identificava o DNA
provial, ou seja, sequéncias do DNA viral integradas ao genoma do hospedeiro. Sendo
realizado ainda PCR do seguimento GAPDH, objetivando avaliar a eficdcia das
extracoes e integridade do DNA e/ou presenca de inibidores da PCR, o produto deste
teste resultou em uma banda unica de 709pb em gel de agarose, caracterizando sucesso
nas amplificacdes de DNA segundo os iniciadores descritos por Pinheiro de Oliveira et
al., (2013).0s principais clinicos observados foram: Halitose, salivagdo intensa,
gengivoestomatite, faringite, sangramento oral, ulceragdes em porcao dorsal e lateral da
lingua, lesdes em arco glossopalatino, caquexia, letargia, diarréia e animais que
apresentavam co-infec¢des (sinais respiratérios) por outras doencas, devido a
imunossupressdo. A andlise das varidveis hematimétricas e bioquimicas entre animais
FeLLV positivos e negativos nao demonstraram diferencas estatisticas significativas (p >
0,05). Nao foram diagnosticados animais em co-infec¢do com a imunodeficiéncia
felina, o trabalho éxito ao realizar a padronizacdo das reacbes de PCR para o gene gag

Palavras-chave: Virus da leucemia felina, Reacdo em cadeia da polimerase, Teste
rapido, felinos.



Serological and molecular diagnosis of feline leukemia virus (FeLV) from animals

coming of shelter of Sao Luis - MA

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate clinical aspects and to perform
standardization of PCR for the diagnosis of feline leukemia in the city of. Whole blood
samples from 50 felines were tested by polymerase chain reaction (PCR) to detect
proviral DNA with amplification of a 450 bp fragment of the FeLV gag gene, according
to Finoketti et al. (1993). For the detection of FeLLV p27 antigen, 50 samples were tested
using the Leukemia and Immune Deficiency Ag Kit Kit (Alere ™) kit. 8% (4/50) of
FeLLV positivity was obtained considering all the tests used. Polymerase chain reaction
(PCR) has a sensitivity of 90% (even without differentiating endogenous FeLL'V from the
exogenous) and a specificity of 100%, being used as a confirmatory test. The PCR
technique used to identify the gag gene identified the provial DNA, ie, viral DNA
sequences integrated into the host genome. In addition, PCR of the GAPDH sequence
was performed to evaluate the efficacy of extractions and DNA integrity and / or the
presence of PCR inhibitors. The product of this test resulted in a single band of 709bp in
agarose gel, characterizing success in the second DNA amplifications The main clinical
findings were: halitosis, intense salivation, gingivostomatitis, pharyngitis, oral bleeding,
ulcerations in the dorsal and lateral portion of the tongue, glossopalatine arch lesions,
cachexia, lethargy , Diarrhea and animals that had co-infections (respiratory signs) due
to other diseases due to immunosuppression. The analysis of hematimetric and
biochemical variables between FeLV positive and negative animals did not show
statistically significant differences (p> 0.05). No animals were diagnosed in co-infection
with feline immunodeficiency, working successfully to standardize the PCR reactions
for the gag gene.

Key Words: Feline leukemia virus, Polymerase chain reaction, Rapid test, feline
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1. Introducao

O virus da leucemia felina (FeLV) pertence a familia Retroviridae e foi
primeiramente descrito em 1964 por Jarret e colaboradores durante estudo sobre
linfomas em felinos (Jarret et al., 1964). O FeLV é um virus pertencente a familia
Retroviridae, género Gammaretrovirus. Todos os virus da familia Retroviridae possuem
como material genético o RNA fita simples, utilizando-se da Transcriptase Reversa
para sintetizar o DNA, sendo assim inserido ao genoma celular, além de possuirem um
invélucro (Pereira & Tavares, 2002; Dunham & Graham, 2008; Lairmore, 2011;
Hartmann, 2006). O provirus (condi¢cdo em que se encontra o RNA retoviral apds ser
incorporado ao DNA da célula hospedeira) contém sequencias repetidas (LRT) com
funcdo regulatéria e de controle da expressio dos genes virais. Entre os LRT's
encontram-se os genes gag, pol e env. Sendo o gene gag responsavel pela codificagao
de proteinas internas (p15, p12, p27 e p10), o pol codificante de proteinas voltadas para
a replicacdo viral (integrase e RT) e o env codificante para as proteinas presentes no

envelope viral(gp 70 e p15e) (Hartmann 2006).

O Gammaretrovirus do FeLLV € transmitido pelo contato direto, frequente e
prolongado entre animais, a partir da ingestdo de dgua ou comida contaminadas, por
meio de secre¢Oes infectadas, seja pelo leite, pelas secrecdes lacrimais, respiratoria,

urina e fezes, além de haver ainda a transmissdo venérea ou durante a prépria gestacio

(Hoover, mullins, 1991; Arjona et al., 2000).

O FeLV ¢ classificado em quatro subgrupos, FeLV A, B, C e T identificados
de acordo com diferencas no gene da SU e pela diferenca dos receptores para acessar a
entrada na célula hospedeira, apenas o subgrupo A € transmissivel entre os felinos,
sendo os grupos B e C derivados de mutagdes do subgrupo A e sé foram encontrados
em forma de co-infec¢do com este ultimo (Jarret et al., 1984; Loar 1993; Barr et al.,

1997).

Ap6s a infeccdo por FeLV, gatos com o sistema imunoldgico debilitado
permanecem contaminados, resultando em complicagdes sist€émicas, como infec¢des
secunddrias, alteracdes hematologicas (anemia aplésica), neoplasias e tornando-se mais
suscetiveis ao desenvolvimentos de zoonoses importantes como a toxoplasmose. Os
gatos portadores de FeLV podem passar anos sem manifestar algum sintoma. Hd uma

grande variedade de sintomas que podem ser encontrados, sendo comum encontrar uma
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queda no nimero das células vermelhas e brancas. O FeLV-A e B estdo associados a
linfomas, o subgrupo C é o mais patogénico, causa anemia apldsica e surge pela

mutacao na sequéncia da SU do FeLV-A (Hartmann, 2001).

Devido a sua patogenicidade, o virus foi indicado como causador de pelo
menos um ter¢o de todas as mortes por neoplasias e um ndmero considerdvel de mortes
devido a anemia e infec¢des secundarias, pelo seu efeito supressivo da medula, bem

como, dos 6rgaos linfoides (Hartmann, 2001).

Os felinos infectados por FeLLV passam a produzir anticorpos especificos
contra a proteina p27, desta forma, a deteccdo destes anticorpos no animal infectado,
tem sido utilizado como a principal forma de diagndstico destas doengas (Hartmann,

2001).

Os métodos diagndsticos para a FeLLV sdo variados uma vez que dependendo
da fase em que a infeccdo se encontra, esta pode ndo ser identificada. Muitos ensaios
vém sendo desenvolvidos para detec¢ao do FeLLV, estes podem ser divididos em: direto
(que detectam a presenca de antigeno ou dcidos nucléicos e o isolamento viral) e
indireto (deteccdo de anticorpos). Para a deteccdo de antigenos podem ser utilizados
testes de imunocromatografia, ELISA e IFA, sendo os resultados de sensibilidade e
especificidade, bem como o principio de funcionamento da imunocromatografia,
semelhantes ao ELISA (Lutz et al., 2009). A detec¢dao de RNA viral ou DNA proviral é

realizada pela PCR convencional de sangue, medula dssea e tecidos (Levy et al., 2008).

Levantamentos epidemiolégicos realizados recentemente no municipio de S@o
Luis do Maranhdo, demonstraram uma taxa reduzida de animais infectados. Segundo
Coelho (2008), a alta positividade para FeLV encontrada em alguns estudos, pode se dar
devido ao uso de métodos mais sensiveis. Deste modo, desenvolveu-se a pesquisa com
o objetivo de realizar tais testes, buscando assim obter um melhor levantamento
epidemioldgico da Leucemia Felina em animais provenientes dos abrigos do municipio

de Sao Luis - MA.
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2. Revisao de literatura

2.1. Virus e Subtipos da Leucemia Felina

O virus da Leucemia Felina tem como material gendmico o RNA, de fita
simples, pertencente a familia Retroviridae, realizando a transcriptase reversa, a
subfamilia Oncoviridae e ao género Gammaretrovirus, sendo este composto por virus
enddgenos e exdgenos sendo classificados quanto a quantidade de hospedeiros que pode
infectar, e pela quantidade de receptores na espécie viral (Nelson & Couto, 2001;
Lairmore, 2011). Segundo Cotter (1998), este virus se originou a cerca de um milhdo de
anos, a partir de uma mutagdo de um retrovirus de rato (virus da leucemia murina -
MuLV) que passou a infectar felinos apds a ingestdo de ratos infectados, devido a isto, o
FeLLV pode infectar uma grande variedade de felideos, como por exemplo, o lince
ibérico e o gato montés. Além da forma exdgena, sdo conhecidas duas formas
endégenas do FelLV, o enFeLV e o RD144 (sendo este ultimo ndo patogénico). O
enFelLV ¢ incapaz de tornar-se patogénico devido ao seu genoma ser muito incompleto,
o que impede a capacidade de replicacdo de forma independente, tornando invidvel o
desenvolvimento da doenca (Cotter, 1998; Lutz, et al. 2009; Costa& Noorsworthy,
2011; Willett & Hosie, 2013)

O FeLV possui uma estrutura génica simples composta pelos genes pol, env e
gag. O gene env codifica proteinas necessdrias para a formagdo do envelope viral, como
a glicoproteina 70 (gp 70) e a proteina transmembranar 15E (p15e). A gp70 apresenta
grande importincia por ser extremamente antigénica e determinar o grau de
patogenicidade de um virus, bem como o seu tropismo. A pl5e estd associada
diretamente com a gp70, sendo responsdvel por permitir a ligacdo da glocoproteina 70 a
membrana celular do hospedeiro, alem de causar a imunossupressdo e anemia nao
regenerativa em felinos que apresentam infec¢do persistente. O gene pol(polimerase)
codifica a transcriptase reversa, a protease e a integrase, sendo essenciais para a
integracdo do genoma viral ao genoma celular. Gene gag(group specifc antigen)
codifica as proteinas estruturais(p27) que tem grande importincia para o diagndstico de
infeccdes por FeLV, sendo encontradas grandes quantidades desta proteina tanto no
plasma sanguineo quanto no citoplasma de células dos animais infectados (Hardy Jr et

al., 1976; Sousa & Teixeira, 2003; Lairmore, 2011; Hartmann, 2012).

Figura 01: Esquema representativo da particula viral de um retrovirus
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Legenda: SU - Glicoproteina de superficie; TM - Proteina transmembranar; MA - Proteina de matriz;
NC- Nicleocapsideo; CA - Capsideo; IN - Integrase; RT - Treanscriptase reversa; PR - Protease. Fonte:
Albuquerque, 2017.

O virus possui capacidade de formar neoplasias, isto acontece devido ao FeLV
apresentar mecanismos oncogénicos que tem capacidade de ativar proto-oncogenes do
hospedeiro e contrariam a agcdo do gene supressor de tumores e a indugdo de
mutagénese através da inser¢do do DNA viral ao genoma do hospedeiro, causando
assim uma alterac@o na estrutura e funcdo dos genes envolvidos na regulagcdo do ciclo

celular do hospedeiro (Coffin et al, 1997; Lee & Reddy, 1999).

Segundo pesquisa realizada por Ettinger e Feldman (1995), o virion do FeLV
apresenta espiculas curtas e um niicleo arredondado e a particula viral apresenta 80 a

100 nm, de didmetro.

O FeLV é classificado em quatro subgrupos, FeLV A, B, C e T sendo distintos
tanto pelas diferencas genéticas (genes env) e pelas diferengas funcionais (uso dos
receptores para entrada na célula hospedeira) (Overbaugh & Bangham, 2001),
entretanto, ndo € possivel distinguir os subgrupos a partir dos testes de diagndsticos de
rotina.O subgrupo A ocorrem em gatos virémicos € podem desenvolver a doenca
sozinhos, podendo ser potencializado pelo subgrupo B(Arjona, 2007), entretanto, o
subgrupo A, é o menos patogénico que os demais subgrupos. Uma vez que o FeLV A

encontra-se no hospedeiro, ele se ligard as c€lulas a partir do receptor Feline high-
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affinity thiamine transporter 1 (feTHTRI1), encontrada em tecidos como figado,
intestino Delgado, rins e células do sistema linféide) (Mendonza et al., 2006). O
subgrupo B pode provocar uma viremia cronica e estd normalmente associado a
linfomas (Hoover et al., 1977), e ocorre sempre em associacdo ao A, uma vez que
sozinho ndo apresenta patogenicidade, isto acontece pois este subgrupo surgiu aps uma
recombinacdo dos genes env do subgrupo A. Ja o subgrupo C raramente € isolado, tendo
surgido a partir de mutagdes do gene env do subgrupo A, sendo responsavel por apenas
1% das infeccdes por FeLV, devido a sua alta letalidade (levando os animais a dbito
apés poucas semanas da infeccdo devido a uma anemia apldstica severa), nao ¢é
transmitido entre gatos. Recentemente foi descoberto o subgrupo T, sendo ainda pouco
conhecida, também se originou de uma muta¢do no gene env do subgrupo A, apresenta
tropismo por linfécitos T e devido a apresentar alto poder citolitico, causa uma
imunossupressdo severa( Norsworthy, 1993; Gwynn et al., 2000; Miyazawa, 2002;
Ravazzollo & Costa, 2007).

Figura 02. Diagrama do pro virus do FeLV demonstrando o produto da PCR obtido a partir

d do gene gag

LTR 450pb

DRA DO
HOSPEDEIRD

Fonte: Albuquerque, 2017

O FeLV replica-se primeiramente na orofaringe, disseminando-se pelo corpo
para a medula Ossea, principalmente nos linfécitos T, glandula salivar e epitélio
respiratério. O virus ndo apresenta citopacidade, saindo da célula por brotamento

(Cotter, 1998).

2.2. Epidemiologia e Distribuicao

O virus da leucemia felina estd disseminado em todo o mundo, sendo uma
importante causa de mortalidade de felinos. Para Coelho (2003), a prevaléncia de
animais infectados com o FeLLV varia de acordo com localizacdo geogréfica e estilo de

vida da populagdo felina, uma vez que a taxa de incidéncia da infec¢do aumenta quanto
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maior a densidade populacional dos felinos, tornando gatis € ambientes domésticos com
muitos felinos um local mais propicio ao desenvolvimento e transmissdao do virus, a
taxa de infeccdo pode ainda ser potencializada quando os animais tem acesso ao

ambiente externo (Arjona et al., 2006).

Em um estudo realizado na Europa e Estados Unidos, demonstrou que ha
uma maior prevaléncia de animais infectados na Franca(19%), enquanto nos Estados
Unidos, houve uma positividade de apenas 14,81% (Braley, 1994). Andlise soroldgica
realizada no Reino Unido, utilizando-se o método de ELISA apresentou uma
positividade de 14% (Hosie, et al, 1989). Na Asia, observou-se uma prevalencia de
5,8% tanto em Istambul, quanto na Turquia(Yilmaz et al., 2000). Em Sydney observou-
se uma soropositividade de apenas 2%, dentre 200 gatos considerados saudaveis (Malik
et al., 1997), j& em Madrid, obteve-se uma prevaléncia maior, apresentando uma
positividade para o virus de 15,6 (Arjona, 2000), resultado aproximado encontramos na
Italia. com uma prevaléncia de 8,4%, sendo maior em felinos machos de rua (Bandecchi
et al., 2006 ).

Na Pol6nia, em um estudo com 676 animais, observou-se que
aproximadamente 43 animais eram positivos para o FeLV, obtendo-se uma taxa de
6,4% (Rypula et al., 2004). Ja no Japao, em um estudo realizado por Maruyama et al
(2003), obteve-se uma taxa de 9,8% de animais positivos para o virus. Em Portugal
observou-se taxas de soropositivos semelhantes em duas cidades, Moita e Lisboa,
apresentando taxas de 10% e 10,9% respectivamente (Rosado, 2009; Duarte, 2010;
Rodrigues, 2012).

Westman et al, (2016) realizou uma andlise epidemioldgica em diversas
cidades da Austrdlia, observando uma taxa de infeccdo maior para o virus da
imunodeficiencia felina (FIV), que para o FeLV. O estudo australiano, observou ainda
que animais infectados pelo virus da leucemia felina, normalmente também estdo
infectados com o virus da imunodeficiéncia felina. Westman et al. (2016), observou
ainda uma taxa relativamente baixa de animais infectados com o virus da leucemia
felina, apresentando uma variag@o de 0 a 11% em diferentes areas da Austrdlia.

Os dados encontrados no Brasil apresentam uma grande variacdo. Sendo
encontrado uma prevaléncia de 12,6 % de animais infectados com o FeLLV, em estudo
realizado por Barbosa et al. (2001), 47,5% por Coelho et al. (2011), sendo ambos os

estudos realizados em Minas Gerais, € 17,4%, no Rio de janeiro, por Souza et al.
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(2002). Meinerz et al (2010) encontraram uma prevaléncia de 38,3% no Rio Grande do
Sul, em S@o Paulo, Hagiwara et al (1997) encontraram uma abrangéncia de felinos
infectados com FeLV de 12,5%.

Em trabalho realizado em Belo Horizonte, pode-se observar que 32,5% dos
animais estudados estavam infectados com FelV, destes 22,5% eram fémeas, ¢ 10%
eram machos (Teixeira et al., 2007). Martins et al. (2015) comprovou a presenca de FIV
e FeLV em Sado Luis - MA. Obtendo uma propor¢do de FIV (cerca de 18,33% das
amostras) muito maior que a de FeLV (apenas uma amostra infectada, dentre as 120
disponiveis).

Em estudo mais recente publicado por Coelho et al (2011) realizado
novamente em Belo Horizonte, observou o DNA proviral do FeLLV em 507 dos 1072
animais analisados, obtendo assim uma positividade de 47,5%. Para Coelho (2011) a
grande variacdo deste resultado quando comparado com estudos soroldgicos realizados
no Brasil ocorre devido a variacdo de sensibilidade entre as metodologias utilizadas,
tendo em vista que em testes soroldgicos como Elisa e IFA apresentam um elevado
ndmero de resultados falso negativos, o que raramente acontece em testes moleculares

que ainda conseguem detectar o virus na fase inicial da infec¢do (Tandon et al., 2008).

Figura 03: Mapa de incidéncia do FeLV no Brasil(A) e no Mundo(B)
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Fonte: Albuquerque, 2017

Outra explicagc@o para as variagdes, podem ser explicadas devido a andlise
de diferentes grupos de animais, pois, 0S que tem acesso a rua ou vivem em abrigos
compdem um grupo de risco, possuindo uma maior probabilidade de se infectar com o
virus, além disto, a prevaléncia de FeLV é maior em gatos machos com idade de um a

seis anos (Ettinger & Feldman, 1995; Meinerz et al., 2010).

2.3. Transmissao

O FeLV pode ser transmitido pelo contato oronasal, sendo a transmissdao
horizontal a mais importante, uma vez que o0s gatos virémicos liberam o virus
constantemente, mesmo que ndo apresentem sinais clinicos da doenca (Rojko&Hardy,
1994). A saliva do felino infectado apresenta uma grande carga viral(maior que o
plasma), tornando assim o contato com a saliva uma forma de transmissio
primdria(Cotter, 1998). Arjona (200) afirma que hd uma grande quantidade de virus nas
secrecOes respiratorias, lacrimais, leite, urina e fezes, além da ocorrencia da transmissao
venérea e transplacentdria (Harbour et al., 2002). Rojko Hardy (1994) levantam ainda a
possibilidade de transmissao desse virus por meio de vetores, uma vez que o FelLV ja
foi encontrado no aparelho bucal de mosquitos. A transmissdo iatrogé€nica pode
acontecer a partir do contato com instrumentos ou agulhas contaminadas, transfusio

sanguinea (Cotter, 1998).
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Figura 04: Formas de transmissdo do FeLV
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Fonte: Albuquerque, 2017

A transmissdo vertical durante a gravidez pode acontecer, porém normalmente
resultam em nati-mortos ou muito fracos, morrendo logo apds o nascimento. Entretanto,
caso a fémea apresente uma infec¢do regressiva, € pouco provavel que haja a
transmissao do virus a ninhada, embora alguns dos filhotes poderem se infectar apds o
nascimento, isto acontece devido ao virus poder manter-se em estado de laténcia nas
glandulas mamadrias até que haja o desenvolvimento da mesma durante o periodo final
da prenhes. Gatas que apresentem uma infeccio regressiva com eliminacdo, tendem a
ter filhotes com presenga de anticorpos, que lhe dardo imunidade por cerca de 3 meses
(HARDY Jr et al., 1976; Pacitti et al., 1986; Lutz et al., 2009; Costa & Norsworthy,
2011

Os felinos mais jovens apresentam uma maior suscetibilidade ao FeLV que os
adultos, tendo como maior causa de mortalidade a imunossupressdao (aproximadamente
80% em animais virémicos), seguida dos aparecimentos de tumores, especialmente os

linfomas (aproximadamente 20%) (Pontier et al., 1998).

Animais que apresentem doengas concomitantes, que vivam em uma drea com
grande densidade populacional, com falta de higiene ambiental, com grande acesso ao

exterior, especialmente machos ndo castrados (devido as disputas territoriais)
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apresentam uma maior probabilidade de desenvolver a Leucemia Felina (Ettinger &

Feldman, 2010; Bande et al., 2012).

O FeLV ¢ pouco resistente ao ambiente, podendo ser destruido em um periodo
de 4 horas, quando exposto a condi¢des ambientais normais. Isto acontece devido ao
envelope viral lipidico apresentar alta solubilidade e sensibilidade a desinfetantes,
detergentes, calor e ressecamento, podendo ser facilmente controlado em um ambiente

com desinfeccao ambiental adequada (Whitney, 2003).

2.4. Patogenia

Apés a infeccdo pela regido oronasal, ocorre a replicacdo viral em tonsilas e
linfonodos da regido da faringe, em casos de infec¢c@o ocorridas devido a ferimentos ou
mordeduras, a replicacdo viral acontece no linfonodo mais préximo do local (Hirsh &
Zee, 1999). Desta forma, o patégeno passa a infectar leucécitos circulantes
(apresentando uma preferéncia para células do sistema mononuclear, como Linfécitos
B, mondcitos e macréfagos), iniciando assim a disseminacdo sistémica do virus, a
disseminag@o ocorrerd no baco, tecidos linféides associados ao intestino, linfonodos,
células epiteliais das criptas intestinais,timo, pulmao, cérebro, rins e células precursoras
da medula 6ssea. Posteriormente, ha uma liberagdo de plaquetas e neutréfilos infectados
da medula dssea para a circulagdo, levando a infecc@o para diversos tecidos glandulares
e epiteliais (glandulas salivares e bexiga) (Torres, Mathiason & Hoover, 2005; Sellon &

Hartman, 2006).

Uma vez que o virus se integra ao DNA, o hospedeiro fica permanentemente
infectado. O periodo de laténcia pode durar anos, ou pode se ativar inesperadamente,
podendo ser passado para os descendentes devido a uma replicagdo defeituosa do virus

(Whitney, 2003).

Células individuais podem sdo infectadas pelo FeLV quando a gp70 se liga aos
receptores celulares especificos, o que gera a liberagdo do genoma viral na célula
hospedeira. A transcriptase reversa e a DNA-polimerase da célula hospedeira,
transformam o RNA viral em DNA de fita-dupla, chamado de provirus, que se integra
ao genoma hospedeiro durante a fase de divisdo celular. Desta forma, sempre que o
DNA hospedeiro transcrever um gene, também seré transcrito os genes do FeLV. Além

do acumulo de proteinas virais no citoplasma da célula hospedeira, o pro-virus pode
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ainda alterar ou ativar alguns proto-oncogenes, levando a mutagénese, formando assim

uma célula neoplésica (Sparkes e Papasouliotis, 2012).

Figura 05: Representagéo da replicac@o do virus da Leucemia Felina.
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Fonte: Albuquerque, 2017

De acordo com o uso de técnicas de detec¢do viral, pode-se caracterizar a
patogenia pelo FeLV das seguintes maneiras: Infec¢ao abortiva, que se caracteriza por
impedir a replica¢do viral, devido a uma resposta imune eficiente. Infec¢do regressiva,
onde observa-se a ocorréncia de replicac@o nas tonsilas e linfonodos regionais, onde o
animal desenvolve uma resposta imune ao patdgeno, controlando assim a
infeccao(Rojko et al., 1979); Infeccdo latente, em que se observa uma viremia em um
periodo superior a trés semanas, ocorrendo infec¢do das células da medula dssea, apds
alguns meses, o animal pode desenvolver uma resposta imune capaz de debelar a
doencga, porém, o DNA proviral ja encontra-se integrado as células do sistema imune
(Rojko et al., 1979; Hatmann, 2006); Infeccdo persistente/progressiva, ocorre em
animais com sistema imune debilitado ou incapaz de controlar a infec¢do, ocorrendo a
disseminagdo viral, resultando na eliminac¢do do virus ao ambiente (Hardy et al., 1973;
Sparkes, 1997). Animais que apresentam este tipo de infeccdo normalmente morrem
dentro de 3 anos (Hartmann, 2006; Levy et al., 2008); Infeccao local ou atipica, que se
caracteriza pela producdo intermitente ou de baixos niveis de antigeno, sendo a

replicagdo viral local atipica (Hartmann, 2012)
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Em felinos infectados, observa-se uma linfopenia, devido a uma diminui¢do de
linfécitos T CD4*. Ocorre ainda uma diminui¢cdo quantitativa dos Linfécitos T CD8*, no
inicio da doenca, o que mantém uma propor¢do de CD4/CD8 dentro dos limites
normais. Com o tempo, o numero de células CD8* se recuperam, causando uma

diminui¢do da propor¢do CD4/CD8(Tizard, 2002).

2.5. Sinais Clinicos

O virus da leucemia felina apresenta uma grande associacdo a doencas
degenerativas e proliferativas, podendo estar associado a doencas neopldsicas ou nao
(Coelho, 2003; Lappin, 1998). A sintomatologia clinica da leucemia felina se
desenvolve apenas nos animais persistentemente infectados, sendo geralmente os
animais com idades entre 2 e 4 anos, tendo em vista que os animais jovens apresentam
uma maior suscetibilidade devido ao sistema imune ndo ser ainda tio eficiente (Lutz et

al., 2009).

Os sinais clinicos variam de acordo com o tipo de doenca e de 6rgio envolvido,
sendo em sua maioria casos fatais (Norsworthy, 1998), sendo os mais comumente
encontrados: mucosas pdlidas, dispnéia, letargia, anorexia, emagrecimento progressivo,
febre, gengivite, estomatite, uveite, diarréia e abscessos que nao cicatrizam e recorrentes
(devido a imunossupressao), podendo sentir massas na regidao abdominal a palpacao,
além de aumento de 6rgdos como baco, figado e rins (Torres, Mathiason &Hoover,
2005), linfomas, leucemias mieloides e linféides, imunossupressio, enterite, supressao
de medula éssea e desordens reprodutivas ( Lutz et al., 2009). No hemograma e perfil
bioquimico, pode-se identificar anemia normocitica ndo regenerativa, ou macrociticas,
leucopenia, trobocitopenia, aumento de enzimas hepaticas e de bilirrubina sérica (Cohn,

2006;Amorin da Costa e Norsworthy, 2011).

Figura 06. Felino positivo para Leucemia Felina apresentando complexo gengivite, glossite,

estomatite.



Fonte: Albuquerque, 2017

Segundo Mehl (2001), as principais neoplasias associadas ao FeLV sdo
linfomas, fibrossarcomas e doencas mieloproliferativas. Em geral, os linfomas sdo
classificados de acordo com suas localizacdes, sendo reconhecidas pelo menos quatro
formas: o linfoma mediastinico apresentam dispinéia, tosse, regurgitacdo e cianose.
Sendo este tipo mais encontrado em filhotes (Norsworthy, 1998); Linfoma alimentar,
tendo as formas tumorais mais associadas ao trato digestivo, sendo mais comum em
animais idosos; Linfoma multicéntrico, se concentrando principalmente em linfonodos;
e o linfoma de forma atipica ou extranodal, tendo os tumores associados aos rins, pele,

olhos ou sistema nervoso.

O principal, e mais frequente sinal do FeLV € a imunossupressio, que causa uma
maior suscetibilidade a infeccdes uma vez que diminuird a quantidade de linfécitos T
auxiliares, comprometendo a resposta imunolégica primdria e secunddria para a
producdo de anticorpos (Merck, 2006;Cotter, 1998). Algumas proteinas virais, como a
pISE apresentam acdo imunossupressora afetando a acdo de interleucina 2,
consequentemente impedindo a maturacdo de linfécitos B. O FeL'V ainda causa perda
de linfocitos CD4+ e CD8+ , atrofia do timo, e neutropenia com alteracdes das func¢des

de neutréfilos (Lafrado et al., 1987; Mehrotra et al., 2003).
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Em animais positivos para o virus, observa-se anemias de diversos tipos, sendo a
maioria do tipo ndo regenerativa. Este tipo de anemia normalmente € rara e causada por
alguns tipos de patdgenos, como o Mycoplasma haemofelis, ou a processos
imunomediados que resultam em hemdlise de eritrocitos. O FeLV causa
mielossupressdo devido a aplasia eritrocitdria, o que impede a diferenciacdo de

precursores dos eritrécitos na medula 6ssea (Kociba, 1986; Quigley et al., 2000).

Em felinos soropositivo € observado ainda distirbios da reprodugdo, como
infertilidade, reabsorcdo e aborto (normalmente no final da gestacdo). A infec¢do do
filhote pode ocorrer pela via intra-uterina, durante a amamenta¢do ou no momento do
nascimento (Torres, Mathiason & Hoover, 2005). Em alguns casos, o filhote nao se
infecta, entretanto, a maioria dos animais manifestam a doenca e morrem cedo, podendo
apresentar a "sindrome do gatinho apagado", apresentando dificuldade em mamar,
desidratagdo, hipotermia, atrofia do timo e morte nas primeiras semanas de vida

(Cotter,1998).

2.6. Diagnéstico

O diagnéstico baseado na detec¢dao do anticorpo € de pouco valor, uma vez que
os animais desenvolvem anticorpos contra seu proprio virus endégeno, ou seja, animais
que nao estdo verdadeiramente infectados, resultando assim nos falso-
positivos(Sparkes., 2003; Pinches et al., 2007). Deste modo, os métodos de diagndstico
direto, que possuem uma sensibilidade por detectar os antigenos e nio anticorpos, sao
mais utilizados, assim, os anticorpos maternos ou vacinais ndo interferem no

diagnéstico (Hartmann, 2012).

Os teste diagndsticos de rotina, ainda se utiliza da identificacdo dos anticorpos
contra a proteina p27, encontrada no nicleo do virus. As técnicas mais utilizada para
identificacao da proteina viral sdo o ensaio de imunofluorescéncia direta (IFA) e o teste

de ELISA.

O IFA foi o primeiro método diagndstico que permitiu a identificacdo de
animais virémicos na pratica clinica. O teste baseia-se na detec¢do das proteinas
expressas pelo gene gag, a partir da deteccio do antigeno p27 no citoplasma de
granulocitos e plaquetas em amostras sanguineas (Amorim da Costa; Norsworthy,
2011), entretanto, os animais positivos devem estar com pelo menos 6 a 8 semanas de

viremia. O teste pode ainda apresentar falsos negativos caso o animal apresente
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leucopenia, uma vez que a deteccao do FeLV ocorre em leucdcitos (Hawks et al., 1991;

Hartmann., 2006;Hartmann., 2012).

E considerado o teste preferido para a FeLV por apresentar uma especificidade
um pouco maior que o ELISA e apresentar uma alta correlacdo com infec¢des
persistentes. A pesquisa de IFA pode ser negativa em infec¢des recentes e positivas
transitérias no ELISA, uma vez que s6 se identifica um animal positivo apds ocorrer a
infeccdo na medula Ossea, sendo necessdrio pelo menos trés semanas de viremia

(Sherding.,2008; Hartmann., 2012).

Este teste pode ser realizado com esfregaco de sangue fresco, esfregaco de
medula 6ssea ou mesmo amostra de sangue coletada com EDTA ou heparina (Harvey,
2012). A ocorréncia de animais falso-positivos neste teste, pode ocorrer devido a baixa
qualidade do esfregaco sanguineo ou presenca de aglomerados de plaquetas ou

eosinofilia (Sherding, 2008)

O teste de ELISA apresenta uma sensibilidade de aproximadamente 90%,
especificidade superior a 98% e grande praticidade (COUTO, 1994), a versdo
comercializada deste teste € denominada de SNAP COMBO FeLV/FIV (IDEXX,
USA), que é uma membrana contendo anticorpos anti-FeLLV p27 e antigeno do FIV p24,
o material biolégico utilizado pode ser saliva, lagrimas, sangue total, plasma ou soro
(Hartmann, Werrner & Egberin, 2001), entretanto, desaconselha-se o uso de sangue
total, lagrimas e saliva por facilitarem a ocorréncia de falso-positivos, uma vez que
destas amostras podem apresentar positividade para a versio enddgena do virus,
caracterizando assim um animal falso-positivo (Sherding., 2008). Devido a sua
facilidade em ser realizado, baixo custo, e disponibilidade, é o0 método mais utilizado
em clinicas veterinarias para o diagnostico da leucemia felina. Entretanto, o animal
positivo pode ser identificado em apenas 1 a 2 semanas apds inicio da viremia,

caracterizando um bom teste para triagem (Harmann., 2012;).

O teste de ELISA pode ainda apresentar diagnosticos de falsos positivos e
negativos por diversos motivos,por exemplo em casos de animais que apresentem a
infeccdo na fase de regressdo da doenca podem apresentar uma viremia transitdria,
resultando em uma amostra positiva para o teste, que caso seja repetido alguns meses
depois, apresenta um resultado negativo. Por outro lado, caso o animal apresente uma

infeccdo latente em que ndo seja possivel detectar os antigenos circulantes, o resultado
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do teste serd negativo. Desta forma, se faz necessdrio que o teste de ELISA seja
confirmado com outro teste, em especial nos casos em que o animal apresente-se
sauddvel (Jarret & Hosie, 2004), indica-se que os animais sejam testados pelo IFA ou
novamente pelo ELISA apds um periodo de quatro a oito semanas (Mehl., 2001), pode

ser utilizado ainda PCR para DNA proviral (Lutz et al., 2009).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresenta uma sensibilidade de 90%
(mesmo sem diferenciar FeLV endégeno do exdgeno) e uma especificidade de 100%,
sendo utilizado como teste confirmatério. Consiste em detectar as sequéncias de acido
nucleico do FeLLV (RNA viral ou o DNA proviral) encontrados no sangue, medula dssea
ou e tecidos. E itil na deteccdo da infeccdo regressiva ou latente por FeLV em animais
que apresentem linfomas, sindromes de depressdo da medula éssea ou apresentem
lesdes inflamatérias gengivo-orais (Hayes, et al., 1992; Jackson et al., 1993; Uthman et

al., 1996; Sherding., 2008; Stiitzer et al., 2010).

Para identificacdo de felinos que apresentem infec¢do regressiva, pode-se
realizar a quantificacdo do DNA proviral, podendo identificar a presenca do material
proviral mesmo quando este ja encontra-se integrado ao genoma das células da medula
6ssea ou dos tecidos linféides (Torres et al., 2005). No caso da PCR em tempo real para
o RNA viral, hd uma deteccao de virus no plasma, ou nas secre¢cdes que apresentam-se
abaixo da sensibilidade dos testes para o antigeno viral. Tornando possivel a detec¢do
mesmo a niveis muito baixos do virus na saliva nos mesmos animais que possuiam
resultado negativo em testes de antigeno convencionais (Gomes-Keller et al., 2006). A
RT-PCR apresenta uma sensibilidade maior que a PCR convencional (92%), porem,

uma especificidade ligeiramente menor (99%).

O isolamento viral € realizado a partir da cultura viral do sangue ou da medula
Ossea. Este teste, assim como a PCR, € confirmatorio, sendo utilizado principalmente
em pesquisa, visto a baixa disponibilidade para o uso clinico. E um teste considerado de
padrdo ouro para identificacdo da infeccdo progressiva do FeLV, podendo detectar o
virus mesmo em fases iniciais da infeccdo (Levy et al, 2008; Sherding., 2008;

Hartmann., 2006; Lutz et al., 2009).

A pesquisa de anticorpos neutralizantes ¢ um método diagndstico que apresenta
uma eficdcia limitada, seja no diagnostico, seja na avaliacdo clinica da infec¢do. Caso

haja uma titulacio positiva, pode-se afirmar apenas que houve uma exposicao previa ao
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virus seja por vacinagdo, ou por infec¢do, nao podendo confirmar a persisténcia de uma
infeccdo ativa. Animais que estejam com infeccdo regressiva sdo dados como falso-
negativos (Sherding., 2008; Hartmann., 2012). Para Tandon et al(2005) para que seja
realizado um diagndstico preciso de um animal com FeL'V, e a caracterizacdo do seu

estado de infeccdo, € recomendado a combinacdo de pelo menos dois métodos

diagnéstico.

2.7.Prognéstico e Tratamento

Os animais infectados pelo FeLV podem manter uma via sauddvel por meses ou
anos antes que qualquer sintoma se manifeste. Em estudo realizado na Alemanha,
observou-se que o tempo de vida dos felinos infectados eram de aproximadamente 732
dias a menos que a dos felinos sauddveis. Entretanto, a expectativa de vida da maioria
dos animais que apresentam viremia persistente € de 2 a 3 anos apds o aparecimento dos

primeiros sinais da doencga (Lorentzen &Levy., 2006; Gleich et al., 2009).

Ainda ndo existe um tratamento eficaz para a eliminacdo do FeLV, uma vez que
o animal se infecta, assim o permanecerd pelo resto da vida. Porém, a identificacdo de
um animal infectado com o FeLLV ndo € razdo para eutandsia, portanto, buscando-se
uma melhora na qualidade de vida do animal a partir de terapéutica que busca controlar
os niveis de viremia enquanto fortalece o sistema imune do animal (Cohn., 2006;

Ettinger & Fieldman., 2010).

Uma vez identificada a infeccdo no animal, o mesmo deve ser isolado, de modo
a evitar as infec¢des secunddrias, entretanto, tal medida é pouco realizado em gatis ou
locais com grande densidade populacional (Levy J et al., 2008; Ettinger & Fieldman.,
2010). E indicado ainda que seja realizado o controle veterindrio a cada seis meses,
sendo verificado o peso do animal, e realizando controle da contagem de células
brancas. O acompanhamento médico do animal deve incluir exames como hemograma,
painel bioquimico e urindlise (Richards., 2005; Levy J et al, 2008; Ettinger
&Fieldman., 2010). Machos e fémeas infectados devem ser castrado, de modo a evitar a
transmissdo pela via transplacentaria, a partir da lactacdo e permitindo ainda a
diminui¢cdo do estresse causado devido ao estro ou comportamento de acasalamento, e
resultando em uma menor propensdo a fugir de casa ou interacdoes agressivas com

outros felinos (Cohn, 2006; Levy et al., 2008; Amorim da Costa & Norsworthy., 2011).
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A vacinacdo em animais infectados é uma questdo ainda muito discutida na
comunidade académica, uma vez que o0s animais soropositivos reagem fortemente a
vacinagdo, podendo ainda causar uma progressao doenca. Recomenda-se portanto que
em caso de vacinagdo, que sejam usadas vacinas inativas em vez das modificadas vivas
(Richards et al., 2006., Belak et al., 2009; Ettinger & Fieldman., 2010). Caso o tutor ndao
se responsabilize em manter o animal infectado dentro de casa, pode ser indicada a
vacinacdo contra raiva. Tendo em vista que os animais FeL.V-positivos apresentam um
sistema imunolégico depreciado, levando a uma protecdo incompleta e encurtada, €
indicado vacinagdes mais frequentes, em especial caso o animal tenha acesso a rua

(Lutz et al., 2009; Amorim da Costa & Norsworthy., 2011; Hartmann, 2012a)

Em casos de cirurgias, € indicado o uso profilatico de antibidticos, de modo a
prevenir a infec¢do por agentes patogénicos secunddrios. A exposi¢do a outros felinos
doentes, também ndo € indicada, em especial aqueles que apresentam doengas
infecciosas respiratérias ( Levy J. et al., 2008; Belak et al.,2009; Lutz et al., 2009).A
alimentacdo é de grande importancia para evitar o desenvolvimento da doenca. Para

tanto, € indicado que se evite a alimentacao a base de alimentos crus (Lutz et al., 2009).

O tratamento para o FeLV ainda estd em desenvolvimento e a maioria dos
medicamentos existente ndo sdo utilizados devido a sua alta toxicidade, falta de eficacia,
altos custos e falta disponibilidade em alguns paises. Os agentes antivirais interferem na
replicacdo viral por diferentes mecanismos, seja a partir do impedimento do virus a
interagir com os receptores celulares, inibicao da fusdo da membrana viral 2 membrana
celular, bloqueando a transcri¢ao reversa ou inibindo a maturagdo viral (Mohamamadi

& Bienxie ., 2012; Taffin et al., 2014).

A terapia com uso de Interferons tem sido de grande sucesso devido as
propriedades antivirais, em altas doses, e imunoestimulantes, em baixas doses. Para a
realizacdo desta terapia, sdo utilizados dois tipos de interferons: O interferon o felino
(inibe a replicagdo viral, porém ndo reverte a viremia) e o interferon oo humano (diminui
os niveis de viremia, tornando-se inativo apds seis ou sete semanas, quando 0s animais
desenvolvem anticorpos contra a proteina humana). O interferon a felino ndo ¢ muito
utilizado por ndo possuir propriedades antivirais, podendo aumentar a replicagdo viral

(Lutz et al., 2009; Gémez et al., 2012; Gil et al., 2013).
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O tratamento antiviral utilizado na rotina clinica contra retroviroses € a
Azidotimidina (AZT), um composto que atua travando a transcricdo reversa, além de
possuir um efeito imunomodulador e antiviral. O tratamento com este composto causa
uma melhora na sintomatologia clinica, em especial na gengivite e estomatite.
Entretanto, o tratamento com este medicamento € aceito por apenas cerca de dois anos.
Devido a seus efeito mielossupressores que resultam em anemia ndo regenerativa, é
indicado o acompanhamento do hematdcrito dos animais, em caso de um resultado
menor que 20%, o tratamento deve ser interrompido e retomado apds duas ou trés
semanas com apenas metade da dose (Bisset L. R., 2002; Sellon & Hartmann., 2006;
Belak et al., 2009). Em felinos infectados que apresentem anemia nio regenerativa, nao
¢ indicado, uma vez que causard uma exarcebada mielossupressao, além de anemia ndao
regenerativa ja presente (Ettinger & Fieldman, 2010; Levy et al, 2008; Amorim da
Costa & Norsworthy., 2011; Hartmann., 2012a; Sparkes & Papasouliotis., 2012).

Um outro tratamento que pode prevenir ou mesmo causar uma regressiao as
alteracdes causadas no sistema nervoso de animais infectados por retrovireses, ¢ com o
inibidor de proteases TL-3. O uso de eritopoetina ou do fator estimulador de colonias de
granulécitos (G-CSF) s@o indicados em casos de neutropenia. Entretanto, pode ser
desenvolvidos anticorpos contra estas substancias apds o inicio do tratamento (Huitro-

Resediz et al., 2004; Phillips et al., 2005).

Segundo Harmann (2012a), alguns antivirais ja foram utilizados em gatos
infectados, como a zalcitabina, suramin, foscarnet e ribavirina, sendo ainda necessarios
estudos controlados in vitro para que a sua eficicia se confirme em animais FeLV-

positivos.

A acemanana € um polimero de cadeia longa, polar, derivado da Aloe vera que
apresenta atividade imunomoduladora, ndo apresentando porem uma melhora relevante
nos sinais clinicos ou hematologicos do animal quando administrado na dose de 2mg/kg
(Hartmann, 2012a). Outro produto indicado tem como base na bactéria
Propionibacterium acnes morta, permitindo assim a estimula¢do dos macréfagos, o que
resulta na liberacdo das citocinas. Este produtoquando utlizado na dose de 0,25-0,5
ml/IV, em duas doses semanais, em semanas alternadas em um periodo de 4 meses
apresenta efeito benéfico no tratamento da leucemia felina (Sherding. 2008; Hartmann.,

2012a).



37

——
| —

A proteina A presente nas paredes celulares de Staphylococcus aureus utilizada
na dose de 10 mg/kg via intraperitoneal com suas aplicacdes no periodo de 10 semanas
apresenta um resultado variado, podendo causar beneficio ou manter os valores
hematolégicos ou sistema imune constantes (Sherding., 2008; Hartmann, 2012a).
Serratia marcescens ¢ um imunoestimulantes que causa uma ativacdo de macréfagos
felinos normais derivados da regido da medula 6ssea liberando IFNs, resultando em um
aumento da temperatura corporal, assim como da contagem de neutréfilos (Hartmann

2012a).

O levamisole é um antihelmintico com atividade imunoestimulante utilizado em
felinos FeLV-positivos por Cotter (1991), porém, sem efeito comprovado em estudos
controlados (Hartmann, 2012a). Outro agente antiparasitario utilizado como
imunoestimulante para animais FeLL'V positivos é a Dietilcarbamazina, sendo observado

uma prevencdo de linfomas em estudo realizado por Hartmann(2012a).

O wuso de imunoestimulantes inespecificos apresentou resultados muito
conflitantes, uma vez que além da estimula¢do do sistema imunolégico, causam uma
ativacdo nas células infectadas, o que resulta no aumento do nivel de replicagdo viral

(Birchard & Sherding, 2006; Belak et al., 2009).

No Quadro 1 observa-se os farmacos mais utilizados em tratamento de FIV e

FeL V.

Quadro 1- Farmacos antivirais e imunomoduladores utilizados para FeLV/FIV

Droga Categoria Virus
Azidotimidina Antiviral FIV/FeLV
(AZT)

Acemanana Imunomodulador FIV/FeLV

Bacilo de Calmette- | Imunomodulador FIV/FeLV

Guérin

Lactoferrina Bovina | Imunomodulador FIV/FeLV
Didanosina Antiviral FIV/FeLV
Dietilcarbamazina | Imunomodulador FIV/FeLV

Interferon y felino | Imunomodulador, FIV/FeLV

antiviral




( )|

L %)
Levamisole Imunomodulador FIV/FeLV
Imunomodulador Imunomodulador FIV/FeLV

de linfocitos T

PIND-AVI, PIND- | Imunomodulador FIV/FeLV

ORF

Propionibacterium | Imunomodulador FIV/FeLV
acnes

Serratia marcesnes | Imunomodulador FIV/FeLV
Staphylococcus Imunomodulador FIV/FeLV
proteina A

Suramina Antiviral FIV/FeLV
Zidovudina Antiviral FeLV

Além dos tratamento imunomediados, hd ainda a opc¢do do tratamento
sintomdtico, que consiste na identificacdo e tratamento adequado as sintomatologias do

animal (Lutz et al., 2009; Ettinger &Fieldman, 2010).

Pode-se utilizar corticoesteroides, entretanto a longo prazo, apresenta a
imunodepressdo como principal efeito adverso. Nestes casos, é indicado o uso de

metronidazol ou clindamicina (Shelton et al., 1990; Sellon & Hartmann, 2006).

A diminui¢do do stress, bem como o uso de uma dieta balanceada garantem ao
animal um aumento na expectativa de vida (Sellon & Hartman2006; Ettinger
&Fieldman., 2010). Deve ser evitado a alimentacdo com base em carne ou ovos crus e
leite ndo pasteurizado, para evitar os riscos de infeccdes transmitidas por alimentos.
Deve ser realizada lavagem, e trocas didrias dos potes de comida e dgua, para se evitar o
crescimento bacteriano e fungico. A limpeza da caixa de areia deve ser realizada
semanalmente, enquanto o esvaziamento deve ser uma pratica diaria (Sherding, 2008;

Schmeltzer, 2012b).

Em casos de infeccdes secunddrias, € utilizado antibioticoterapia mais
agressivas, mesmo que o antigeno seja mais comum, como Mycoplasma haemofelis. Em
casos de anemia pode ser necessdria transfusdo sanguinea (Lappin., 2006; Levy J. et

al.,2008a).
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Em casos de desenvolvimento de Ilinfoma, o protocolo baseia-se em
quimioterapia, podendo haver remissdao de alguns, entretanto, este procedimento ndo
tem qualquer ag¢do nos niveis virémicos (Gunn-Moore, 2008; Lutz et al., 2009).
Linfoma ou leucemia ndo tratados levam ao 6bito do paciente em poucas semanas ou
meses, a quimioterapia, por sua vez pode levar a remissdo da doenca em alguns gatos
por varios anos. As drogas normalmente utilizadas sdo: ciclofosfamida, vincristina e
prednisona. Entretanto, o progndstico destes pacientes a longo praso ainda € ruim, tendo
em vista que a infeccdo subjacente por FeLV facilita a recorréncia da doenca, bem
como desenvolvimento de outras doencas significativas (Sherding., 2008; Amorim da

Costa &Norsworthy., 2011. Hartmann., 2012a; Sparkes & Papasouliotis., 2012).

2.8. Controle e Prevencao

O modo ideal para o controle da leucemia felina é o isolamento do animal
infectado, de modo a evitar o contato com animais niao infectados (Baar, 1998). Nos
abrigos, € indicado que todos os animais virémicos sejam eutanasiados, sendo
necessario ainda repetir testes a cada trés meses até que ndo apareca mais animais

positivos (Greene, 1998).

E importante que o diagndstico da infeccdo seja de alta acurdcia, pois a falha na
identificacdo dos animais infectados leva a exposicao e transmissao para os animais nao
infectados, enquanto o resultado falso-positivo pode levar a modificagdes impréprias no

estilo de vida de um animal, ou mesmo a sua eutanasia ( Levy et al., 2008).

A falta de exigéncia dos veterindrios e dos tutores com as recomendacdes de
testes em felinos soropositivos pode ser causada devido a falta de conhecimento a cerca
da natureza vitalicia das infecc¢des retrovirais, falta de comunicacdo ou custos (Little et
al., 2011). Para tanto, € indicado que seja cobrada uma taxa diferencial para realizagdo
de testes em animais assintomaticos e taxas mais elevadas para os testes em animais

doentes.

A melhor prevencdo € a vacina, indicada para os animais nio infectados e que
apresentem alto risco de exposi¢cdo aos animais de rua, a animais domiciliares com
acesso a rua ou os que vivem em casa aglomerado com varios gatos, especialmente os

filhotes (Mehl, 2001).
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A primeira vacina foi introduzida em 1984, baseada na preparacio de antigenos
de FeLLV. A vacina mais utilizada consiste em utilizar um canarypox virus modificado
que codifique glicoproteinas do envelope e do capsideo do FeLV. A replicacido viral
acontece apenas uma vez, permitindo a expressao dos genes virais. No caso de contato
com virus, a estimulacdo do sistema imune leva a producdo rdapida dos anticorpos de

neutralizacdo (Sparkes, 2003;Lutz et al., 2009).

As vacinas disponiveis no mercado sdo inativas, sendo a maioria produzida do
virus completo, porém, ainda existem vacinas de virus recombinante (Loar, 1993). A
vacina contra o FeLV € considerada ainda ndo essencial, sendo portanto administrada
apenas em felinos das categorias de risco especificas (Sherding., 2008; Schmeltzer,

2012a).

Caso seja necessdria a vacinagdo € aplicada em duas doses, com um intervalo de
trés a quatro semanas, a primeira dose pode ser dada a partir da oitava semana. Apds as
doses iniciais da vacina, é indicado que se faca o reforco apés um ano (em animais
considerados sob risco de exposi¢cdo), ja foi sugerido que a partir dos 3 a 4 anos de
idade o reforco seja realizado a cada 2 a 3 anos, uma vez que a suscetibilidade a
infeccdo pelo FeLV diminui ao longo da vida (Lutz et al., 2009; Hartmann., 2012).
Realizada a vacinacao, o animal deve ser confinado por duas semanas, para garantir que
a resposta imune seja completamente ativada antes que haja a exposicdo ao

risco(Sherding., 2008; Little et al ., 2011; Schmeltzer., 2012a).

A vacina niao oferece uma eficdcia total de protecdo, entretanto, mesmo oS
animais vacinados pode ocorrer um nivel minimo de replicacio viral ocorre, entretanto,
estes nao desenvolvem viremia ou transmitem o virus (Willet & Hosie, 2013). A
vacinagdo oferece uma baixa protecao especialmente em ambientes com alta exposicao

ao virus (Hartmann., 2012a).

Em clinicas veterindrias, os animais infectados com FeLV devem ser alojados
em gaiolas separadas em adotando-se medidas preventivas, uma vez que estes animais
encontram-se imunodeprimidos, ndo sendo portanto indicado que sejam alojados juntos
com outros animais com doengas contagiosas. Devido ao virus ndo ser muito resistente
sem hospedeiro, medidas como lavagem de maos, uso de detergentes e procedimentos
de limpeza comuns sdo suficientes para a prevencdo da transmissio no ambiente

hospitalar (Levy et al., 2008; Hartmann, 2012a).
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Em gatis ou abrigos, os animais devem ser testados antes da admissdao ou
ado¢do, sendo necessdrio isolar todos os animais que chegam ao abrigo, em especial nas
areas com alta prevaléncia do virus. Apds o primeiro teste, € indicado que o animal seja
testado novamente apds seis semanas, buscando garantir a deteccdo dos animais
recentemente infectados, animais adotados e devolvidos ao abrigo também devem ser

testados (Levy et al., 2008; Mostl et al., 2013).

3. Objetivos

3.1. Geral
Realizar o Diagndstico sorolégico e molecular do virus da Leucemia Felina de animais

procedentes de abrigos de Sdo Luis - Ma

3.2. Especificos
e Determinar a ocorréncia dos virus da Leucemia felina no municipio de Sao Luis
- MA;
e (Caracterizar alteracdes clinicas em felinos positivos para FeLLV;
e Avaliar valores hematol6gicos de animais positivos e negativos para FeLV;
e Comparar as técnicas de PCR e Snap Combo FIV/FeLLV para o diagnéstico do

virus da Leucemia Viral Felina.

4. Materiais e Métodos

4.1. Animais
Para composicao da amostra forram utilizados 50 gatos domésticos (Felis
catus domesticus), selecionados independentemente de sexo, raca, idade e modo de

vida, apresentando ou ndo sinais clinicos de qualquer doenca.

4.2. Composicao das amostras
Os elementos componentes da amostra foram selecionados aleatoriamente
de maneira ndo probabilistica por conveniéncia, sendo oriundos:
1 — animais errantes do campus da UEMA; e,
2 — gatos mantidos em abrigos de animais no municipio de Sdo Luis — MA.

3 - Gatos domiciliados.
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4.3. Local
A pesquisa foi desenvolvida em etapas, a saber:
1. Coleta: Conforme amostra;
2. Teste rdpido para deteccio do antigeno do virus da Leucemia,
Imunodeficiéncia, Panleucopenia Felina e Coronavirus: Laboratério de
Anatomia Patol6gica/CCA/UEMA;
3. Hematologia: Laboratério de Patologia Clinica/CCA/UEMA.
4. PCR: Laboratério de Patologia Molecular/CCA/UEMA

4.4. Autorizacao a pesquisa e ficha clinico-epidemioldégica

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal (CEEA) do Curso de Medicina Veterindria da Universidade
Estadual do Maranhdao — UEMA, com numero de protocolo 041/2014.

Para inclusdo dos animais na pesquisa, as coletas foram realizadas mediante
autorizagdes dos tutores através de termo de consentimento livre e esclarecido. Neste
mesmo momento, dados referentes ao animal, tutor e situacdo clinica, além de

informagdes epidemioldgicas, foram coletados e registrados em ficha especifica.

4.5. Coleta de Amostras

Foram coletados 4mL de sangue de cada animal por pun¢do da veia jugular
externa, utilizando-se tubos tipo “vacutainer” com e sem anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), acoplado a agulha 25 x 0,8mm, estéreis, para exames
hematimétricos e extragcdo de soro para realizacdo do exame sorolégico, e para

realizagcdo do Teste rdpido para Fiv e FeLV.
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 concentracdo de hemoglobina média (CHCM) foram
determinados por cdlculo padrdo. As proteinas plasmadticas totais (PPT) foram
determinadas com o auxilio de refratdmetro. Os esfregagcos sanguineos corados pelos
métodos Panético e Giemsa para realizacdo o diferencial leucocitario. As técnicas

utilizadas seguiram o protocolo descrito por KANECO et al. (1997).
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4.6.2. Deteccao de Antigenos do FeLV

As amostras de soro foram submetidas a testes para verificar a presenca de
antigeno p27 da Leucemia felina e p24 da Imunodeficiéncia Felina,utilizando o kit
comercial Leucemia e Imunodeficiéncia felina Ag Test Kit (Alere™) no Laboratorio
de Anatomia Patolégica do Curso de Medicina Veterindria da UEMA, sendo

interpretadas conforme as recomendacdes do fabricante.

4.6.3. Extracao de DNA pro-viral

A extragdo DNA foi precedida utilizando o kit QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN) lote numero: 13270837, no laboratério biologia molecular da UEMA,
seguindo criteriosamente o protocolo e recomendacdes do fabricante. Com o objetivo
de estabelecer a mesma concentragao 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 2yl e posteriormente

armazenadas a - 20°C até a realizacdo da PCR.

4.6.4. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.6.4.1. PCR para avaliar a viabilidade das amostras

Todas as reagdes foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA). Apds as extragdes de DNA, todas as
amostras foram submetidas a PCR para confirmacdo da presenca do gene
da enzima GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) de acordo com Pinheiro de
Oliveira et al., (2013), para verificar a qualidade e eficiéncia da extracdo e a integridade
do DNA obtido. As sequéncias dos iniciadores utilizados foram: GAPDH F-
GGTGATGCTGGTGCTGAGTA e GAPDH R- CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT.

Foi utilizada uma solu¢do mastermix contendo 5,1puL de Green GoTaq® Flexi
Buffer5x (Promega, EUA), 1,9uL de cada iniciador (Spmol/uL - Sigma), 0,5uL de
dNTPmix (10mM- Promega, EUA) 1,5uL de MgCl> (10mM — Promega, EUA), 0,26uL
de Go TaqgFlexiDNAPolymerase (500U-Promega, EUA), 2,0 uL de DNA template e
agua ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA) para o
volume final de 25uL. Como controle negativo foi utilizado apenas o mastermix de

reagentes da PCR acrescido de 2,0 pL de 4gua.
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Tabela 01: Quantidade de reagentes e componentes utilizados para realizagdo da PCR do gene

GAPDH.

Componentes Quantidade (pL)
Green GoTaq® 5.1

Iniciadores 1,9

dNTPmix 0,5

MgCl, 1,5
DNAPolymerase 0,26

Agua Ultrapura 2,0

TOTAL 25

Fonte: Albuquerque, 2017
As reagdes de PCR foram conduzidas no termociclador convencional
GeneMate Series que consistiu em uma desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos,
seguida de 35 ciclos, cada um constituindo de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
hibridizacao de 54°C por 30 segundos, extensao da polimerase a 72°C por 50 segundos e
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Apos os ciclos, os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE, corado com brometo de etideo,

sendo observado um fragmento de 709pb.

4.6.4.2. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para FeLV

Para a deteccdo do FeLV foram realizadas duas PCR's convencionais para
deteccdo do provirus nos leucdcitos do sangue periférico, sendo utilizados
oligonucleotideos iniciadores senso 5' ACTAACCAATCCCCACGC-3', e anti-senso 5'
ATGGCTGTCCCACTAGAG-3', desenhados com base nas sequéncias do gene gag
para o FeLV que sdo encontrados no banco de dados do National Center for
Biothechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que amplificam
um fragmento alvo de 450 pb, segundo descrito por Finoketti et al., (2011). Esta técnica

foi processada no Laboratério de Patologia Molecular (UEMA).
Figura 07: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do fragmento de

244 pb do gene gag e sua localizagdo no genoma.
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INICIADOR SEQUENCIA DO PRIMER | REGIAO | REFERENCIA | FRAGMENTO
(5°-3)
FeLV ACTAACCAATCCCCACG | Gag Finoketti et al., | 450pb
C 2011
FeLV ATGGCTGTCCCACTAGA
G
GAPDHF GGTGATGCTGGTGCTGA | GAPDH | Oliveira et al., | 709pb
GTA 2012
GAPDHR CCCTGTTGCTGTAGCCA
AAT

Adaptado de Hohdatsu et al., 1992.

Ap6s extraido, o DNA foi submetido a PCR. Com excecdo do DNA, todos
os reagentes foram reunidos inicialmente em um mix contendo:5,1 pL de Green
GoTaq® Flexi Buffer 5x (Promega, EUA), 1,9 uL de cada iniciador (Spmol/ pL -
Sigma), 0,5 uL de dANTPmix (10mM - Promega, EUA), 1,5 uL de MgCl, (10mM -
Promega EUA), 0,26 uL deGo TaqFlexiDNAPolymerase (500 U - Promega, EUA), 2,0
uL de DNA template e agua ultrapura livie de DNase e RNase (Invitrogen-life
Technologies ®, EUA) para um volume final de 25 pL. Como controle negativo
utilizou-se apenas o mastermix de reagentes da PCR acrescido de 2,0 uL de 4agua. A
reacdo ocorreu em um termociclador convencional PCR GeneMate Series, consistindo
em uma desnaturagdo inicial de 5 minutos a 94 °C, seguido uma desnaturacdo realizada
em 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, anelamento realizado no tempo de 1 minuto com uma
temperatura de 94°C, e extensdo em 1 minuto a 72°C tendo um passo final de 5 minutos
a 72 °C, amplificando assim um fragmento de 450 pb para o gene gag.

Apo6s os ciclos, os produtos amplificados foram visualizados em gel de
agarose a 1,5% em tampao TAE, corado com brometo de etideo. Os controles positivos

e negativos foram utilizados em cada conjunto de amplificagdo.

4.6.5. Eletroforese dos Produtos da PCR
Foram submetidos a eletroforese a uma voltagem constante de 100V e corrente

de 2,0 A por 45 minutos, 10uL de cada amostra submetida a PCR em gel de agarose a
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1,5% (Ultra Pure ™ - Invitrogen) em tampdo TAE 1X (20,3mM KH>POs, 10,4mM
Tris-acetato, 10mM EDTA ph 8,0), corado com brometo de etideo (1pL/ml).

Tabela 02: Quantidade de reagentes e componentes utilizados para realiza¢do da PCR do gene

gag.
Componentes Quantidade (pL)
Green GoTaq® 5.1
Iniciadores 1,9
dNTPmix 0,5
MgCl, 1,5
DNA Polymerase 0,26
Agua Ultrapura 2,0
TOTAL 25

Fonte: Albuquerque, 2017

Uma aliquota de 10 pL do amplicon foi aplicada ao gel de agarose para
comparacao visual, sendo utilizado um marcador padrao de tamanho molecular de 100
pb (Invitrogen, lote numero 1735579). O gel foi visualizado por meio de um
transluminador com exposicdo a luz ultravioleta, e fotografado no sistema de

fotodocumental¢do de géis (L-PixLoccus Biotecnologia).

4.6. Analise estatistica

ApOs tabulados e compactados, os dados foram apresentados em forma de
tabelas e figuras, conforme a varidvel observada.

Procedeu-se com andlise de variancia (ANOV A) comparando as médias das
varidveis hematimétricas (VG, Hemadcias, Hemoglobina, CHGM, VGM, Leucdcitos,
Segmentados, Linfécitos, Mondcitos, Eosinéfilos, Bastonetes, PPT, Plaquetas) com as
médias dos grupos de animais positivos € negativos pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney.

As andlises foram realizadas utilizando o pacote estatistico GraphPadInstat
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

5.1 PCR GAPDH

Objetivando avaliar a eficdcia das extracdes e integridade do DNA e/ou
presenca de inibidores da PCR, todas as amostras foram submetidas ao teste com os
oligonucleotideos GAPDH-F ¢ GAPDH-R que amplificam uma parte do gene da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Figura08). O produto da PCR deste
oligonucleotideo resultou em uma banda tnica de 709pb em gel de agarose,
caracterizando sucesso nas amplificacdes de DNA segundo os iniciadores descritos por
Pinheiro de Oliveira et al., (2013). O uso de pares de oligonucleotideos ou sondas
direcionadas a uma sequéncia de DNA que contem genes constitutivos presente em
amostras de sangue de mamiferos vem se tornando padrio em diversos estudos
(Birkenheuer et al., 2003; Pelt-Verkuil et al., 2008). Tendo em vista que devido a
presenca de componentes inibidores presentes em células sanguineas resultando em um
resultado falso-negativo, o gene codificante da enzima GAPDH foi utilizado para
verificacdo da presenca de DNA amplificdvel. Todas as amostras estudadas foram
amplificadas para o gene, confirmando assim a auséncia de degeneracdo do DNA e de

inibidores da PCR, o que diminui as chances de amostra falso-negativas.

Figura 08: Imagens da corrida eletroforética em gel de agarose (1,5% em tampdo TAE,
corado com brometo de etideo 0,01%) da PCR para a detec¢do de por¢cao do gene GAPDH do DNA
extraido da camada leucocitaria de felinos, o produto apresenta 709pb. Observando-se a presenca de

DNA amplificdvel nas amostras utilizadas.

{1 EE il IR R | R

?l}Qpb— e B B e B B e e e e e e

100 ph —

Canaleta 1 - Marcador de tamanho molecular 100pb; Canaleta 2 - controle negativo realizado com dgua

ultrapura; Canaleta 3 - Produto da PCR, tendo amplificagdo do gene GAPDH.
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5.2PCR Gene gag

Quanto a PCR para o gene gag do FeLV obteve-se uma boa amplificacdo,
apresentando produtos de 450pb (Figura 09), sendo observados de acordo com o local
de anelamento dos oligonucleotideos do gene, segundo Finoketti et al
(2011),demonstrando um teste eficiente na amplificacio dos fragmentos de DNA
proviral.

Os animais diagnosticados como soropositivos a partir dos testes rapidos
foram testados pela PCR convencional para confirmac¢io da doenga. A técnica de PCR
empregada para identificacdo do gene gag identificava o DNA proviral, ou seja,
sequéncias do DNA viral integradas ao genoma do hospedeiro. Para que haja replicacao
viral € necessario que o RNA viral seja transformado em DNA de fita dupla, a partir da
acdo da transcriptase reversa. Uma vez integrado, o DNA viral torna-se permanente na
célula enquanto ela estiver viva. A partir de entdo, sempre que houver transcricdo do
DNA do hospedeiro, haverd também a transcri¢ao e tradu¢do do mRNA viral (Murphy,
1999). O virus € entao liberado da célula, tendo a particula viral maturada e infectante a
partir da acdo da enzima protease, que processard as proteinas precursoras pol e gag

(Luciw, 1996).

Figura 09. 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 deteccdo do Gene GAG extraido da camada
leucocitica de felinos cujo produto possui 450 pb. Presenga do DNA amplificdvel nas amostras utilizadas.

Canaletas 1 e 10 - Marcadores de tamanho molecular 100 pb;



450 pb— - e S W e

100 ph —

Canaletas de 2 a 8- Produto da PCR apresentando amplificacdo do Gene gag, sendo o 2 o controle

positivo. Canaleta 9 - Controle Negativo - Agua ultrapura. Fonte: Albuquerque, 2017

Embora a PCR seja um teste de alta sensibilidade pode haver alguns animais
falso negativos, pois uma vez que haja o desenvolvimento da infeccao latente, ou seja, o
virus chegar a medula dssea, a sorologia ndo consegue mais identificd-lo, e a PCR
realizada no presente estudo foi desenvolvida a partir de amostras de sangue total
(camada leucocitdria). O grande desafio do estudo da leucemia felina € a determinagdo
de qual teste apresenta uma maior probabilidade de identificar a verdadeira fase de
infeccdo da doenca. Segundo Miyazawa et al (1997), animais infectados podem
apresentar um resultado negativo para a pesquisa viral caso o virus esteja em um
compartimento tecidual diferenciado, como medula 6ssea e o sistema linféide. A PCR é
um teste de grande importancia na detec¢do da infec¢do em sua fase regressiva (latente),
em especial em animais que apresentem linfomas, sindromes de depressdao medular ou
lesdes inflamatdrias gengivais e orais (Hayes et al., 1992; Jackson et al., 1993; Uthman

et al., 1996; Sherding, 2008; Stiitzer et al., 2010).

Figura 10: Quadro dos testes para diagnéstico da leucemia felina em cada estigio de

desenvolvimento da doenga. (Adaptado de Hartmann et al., 2012).



( ]
L >0 )
RNA | DNA
Estagios da | Antigeno | Cultura Cultura
viral proviral Excrecao | Doencas
infeccao p27 no | viral do viral de
dos no viral associadas
(FeLV) sangue sangue tecido
tecidos | sangue
Progressiva | + + + + + + P
Regressiva | - - - + - - IP
Abortiva - - - - - - 1P
Focal A\ A\ A\ A\ + A\ 1P

Legenda: +: Positivo; -: Negativo; V: Varidvel; P: Provavel; IP: Improvavel.

Fonte: Albuquerque, 2017

Os testes diagndsticos baseados na deteccdo de anticorpos apresentam pouco
valor para a determinacdo da leucemia felina, uma vez que os animais podem
desenvolver anticorpos para o virus endégeno, sendo um animal falso positivo que nao
necessariamente apresenta-se infectado com o FeLV (Sparkes, 2003; Pinches et al.,
2007). Para Torres et al. (2005), animais expostos ao FeLV porém nao apresentaram
antigenemia, sao animais que conseguiram eliminar o virus antes que ocorresse a
integracdo do provirus ao DNA do hospedeiro (infeccao abortiva), ou casos em que a
replicacdo viral pode ser retida a partir do bloqueio da producao na circulagdo e tecidual
das células infectadas (infecc@o regressiva). A infeccdo latente ocorrem com maior
facilidade em animais com uma capacidade de resposta imunoldgica diminuida, sendo
incapazes de conter a progressdo da infeccdo inicialmente, estes animais apresentam
antigenemia nas primeiras semanas em niveis considerados moderados de DNA
proviral. Os animais incapazes de conter a progressdo da infec¢do apresentam elevados
niveis da proteina p27 e do DNA proviral em um periodo superior a trés anos apds sua
infeccdo, este tipo de infeccdo € denominada de progressiva. A infec¢do latente € a
completa auséncia de antigenemia/viremia, porém com persisténcia do virus cultivavel
na medula dssea apresentando uma potencial reativagdo. Infeccdes focais ou atipicas
podem ser observadas também, e consistem na persisténcia da replicacdo viral local
atipica, levando a uma produgdo intermitente ou de niveis relativamente baixos de
antigeno p27, nestes casos, os testes de antigenos apresentam resultados fracamente

positivos ou discordantes. Fémeas com este tipo de infec¢do podem transmitir o FeLV
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para os filhotes pela via transmaméria (Hofmann-Lehmann et al., 2008; Hartmann,

2012).

5.3 Prevaléncia da Leucemia Felina

Das 50 amostras coletadas,58% (29/50) eram de abrigos de animais, 20%
(10/50) eram domiciliados, 22% (11/50) de animais errantes do Campus da UEMA
(Tabela 01).

Tabela 03 — Distribuicdo percentual das amostras de felinos, provenientes do municipio de Sao Luis —
MA, segundo a origem dos animais.

Séo Luis, 2016

Origem dos animais Quantidade

Felinos domiciliados 20%(10/50)

Animais errantes do Campus da UEMA 22% (11/50)
Animais de Abrigos 58%(29/50)
Total 100% (50/50)

Dos animais estudados, 8% (4/50) apresentaram infeccdo por FeLV. Em
trabalho realizado em Minas Gerais, pode-se observar uma média de 32,5% dos animais
estudados, infectados com FeLV (Teixeira et al., 2007), nimero ndo tao aproximado ao
resultado obtido no presente estudo, onde apenas 8% (4/50) dos animais estavam
infectados.

Martins et al. (2015) realizou estudo semelhante, comprovando a presenga
de FIV e FeLV em Sdo Luis - MA. Sendo a propor¢do de FIV (cerca de 18,33% das
amostras) muito maior que a de FeLV (apenas uma amostra infectada, dentre as 120
disponiveis), o presente estudo apresentou uma quantidade maior de animais infectados
com a leucemia felina. Tornando-se necessdrias mais pesquisas para melhor
acompanhamento da prevaléncia do FeLV no municipio de Sao Luis - MA.

Westman et al (2016), observou que animais infectados pelo virus da
leucemia felina, normalmente também estdo infectados com o virus da imunodeficiéncia
felina. Porém, a maioria dos animais infectados com FIV, ndo possuiam infec¢do por
FeLV (Westman et al., 2016), o nosso trabalho ndo houveram animais que apresentaram

co-infeccdo por FIV e FeLV. Westman et al. (2016), observou ainda uma taxa



52

——
| —

relativamente baixa de animais infectados com o virus da leucemia felina, bem como
este estudo.

Os dados da prevaléncia da leucemia felina encontrados no Brasil
apresentam uma grande variacdo, sendo encontrado uma positividade de 12,6 % de
animais infectados com o FeLLV, em estudo realizado por Barbosa et al. (2001), 47,5%
por Coelho et al. (2008), e 17,4% por Souza et al. (2002). As variacdes, podem ser
explicadas devido a andlise de diferentes grupos de animais, pois, 0s que tem acesso a
rua ou vivem em abrigos compdem um grupo de risco, possuindo uma maior
probabilidade de se infectar com o virus (Meinerz et al., 2010).

Outra consideracdo importante com relacdo a prevaléncia da Leucemia
felina é o emprego de diferentes métodos diagndsticos (Teixeira et al., Coelho et al.,
2008). Sendo que em alguns autores que obtiveram uma alta positividade para o FeLV,
utilizaram métodos diagndsticos mais sensiveis (Coelho et al., 2008). O método
diagnéstico de triagem dos animais utilizado no presente estudo foi o kit comercial
Leucemia e Imunodeficiéncia felina Ag Test Kit (Alere™), que detecta a presenca do
anticorpo para os virus, sendo este o0 método utilizado na rotina da clinica veterindria,
porém, apresenta algumas limitacdes, como ser incapaz de detectar animais com
infeccdo latente.

O teste de ELISA busca detectar a proteina de capsideo 27kDa (p27), no
soro ou plasma, onde pode ser encontrada em grande quantidade, sendo este um bom
marcador para diagndstico da infec¢do, o teste pode ainda ser utilizado para triagem,
uma vez que detecta animais positivos jd na quarta semana de infec¢do (Lutz et al.,
1983; Jarret et al. 1982; Flynn et al., 2002; Levy et al., 2008; Lutz et al., 2009).

O teste de imunofluorescencia indireta (IFA) se baseia em identificar
componentes do gene gag em granuldcitos, linfocitos e plaquetas a partir do esfregaco
sanguineo de animais infectados (Hardy et al., 1973).

Isolar o virus em cultivo celular é considerado o teste definitivo, porém nao
€ utilizado na rotina clinica uma vez que apresenta uma alta complexidade para a sua

realizacdo (Lutz et al., 2009).

5.4 Sinais Clinicos
Os sinais clinicos observados ao exame clinico foram: Halitose, salivacdo
intensa, gengivoestomatite, faringite, sangramento oral, ulceracdes em porcao dorsal e

lateral da lingua, lesdes em arco glossopalatino, caquexia, letargia, diarréia e animais
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que apresentavam co-infecgdes (sinais respiratorios) por outras doengas, devido a
imunossupressdao (figura 11). Os sinais clinicos da leucemia felina se manifestam
apenas em animais com infec¢do persistente, podendo ocorrer em animais de todas as
idades (Lutz et al., 2009), estes sinais normalmente sdo causados devido as infec¢des
secunddrias que se instalam mais facilmente devido a imunossupressdo causada pelo
FeLV (Levy et al., 2008; Hosie et al., 2009; Hartmann., 2011), devido a isto, os sinais
clinicos apresentam uma grande variacdo dependendo da idade do animal no momento
em que houve a exposicdo, eficdcia da resposta do sistema imune, da exposicdo e
possivel co-infeccdo por outros agentes patogenicos, e do subtipo que resultou na

infeccdo do FeLLV (Hosie et al., 2009; Lutz et al., 2009; Hartmann, 2011).

Figura 11. Recinto coletivo de felinos em abrigo para animais.

Fonte: Albuquerque, 2017

Segundo Lutz et al (2009) o FeLLV pode provocar diversas doencgas, sendo a
maioria potencialmente fatal, tendo como as mais comuns os linfomas (linfossarcomas),
leucemia mieloides e linfoides, anemia, imunossupressao, enterite, supressao de medula

Ossea e desordens reprodutivas).

Animais infectados pelo FeLLV apresentam diversos tipos de anemia, sendo a
anemia ndo-regenerativa a mais comum. As anemias regenerativas sao mais raras sendo
causadas principalmente pelas infecgdes secunddrias ou a processos imunomediados.
Devido a mielossupressdo causada pelo virus, hd um impedimento da diferenciacdo dos
precursores dos eritrocitos na medula Ossea, levando a uma anemia macrocitica
(Kociba, 1986; Quingley et al., 2000). Animais mais jovens sdo mais suscetiveis a

infeccdo, apresentando uma maior predisposicio a desenvolver doencas FeLV
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relacionadas, como linfomas, doencas mieloploriferativas ou mielossupressivas e

imunodepressdo (Hagiwara et al., 1997). Um dos animais estudados apresentava enterite

cronica, e algumas doencgas associadas, como a Rinotraqueite Herpética felina, o animal

em questdo poderia apresentar um estado de imunossupressdo, tendo em vista que a

leucemia felina € uma doenca complexa que pode causar uma sintomatologia muito

variada, dependendo da resposta imune do hospedeiro.

A reduzida quantidade de amostras positivas para o FeLV nao permitiram que

fossem avaliados os valores hematimétricos para verificar possiveis diferencas de

animais positivos e negativos.

6. Conclusoes

Neste trabalho foram detectados quatro animais infectados com o virus da
leucemia felina, obtendo-se uma frequéncia de 8% de animais positivos;

Nem um dos animais estudados possuiam co-infeccio com o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV)

Os principais sinais clinicos apresentados foram halitose, salivacdo intensa,
gengivoestomatite, faringite, sangramento oral, ulceracdes em por¢ao dorsal e
lateral da lingua, lesdes em arco glossopalatino, caquexia, letargia, diarréia e
animais que apresentavam co-infecc¢des (sinais respiratdrios) por outras doengas,
devido a imunossupressao

O estudo obteve €xito ao padronizar e otimizar as reacdes de PCR para o gene
gag.

A reduzida quantidade de amostras positivas para o FeLV nao permitiram que

fossem avaliados os valores hematimétricos para verificar possiveis diferencgas

de animais positivos e negativos.
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Apéndice
Ficha de Identificacao
Dados do responsavel pelo felino
Proprietario:
Endereco:

Clinica Veterinaria:

Veterinario responsavel:

1y
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 ( ) ndo castrado

E vacinado? ( )sim ( )nao 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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