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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um membro da subfamilia Lentivirinae da
familia Retroviridae. A infeccdo é caracterizada por imunodepressdo com um declineo
progressivo dos linfocitos T CD4+, propiciando, desta maneira, 0 surgimento de
infeccdes oportunistas. J& o virus da leucemia viral felina (FeLV) pertence a subfamilia
Oncovirinae da familia Retroviridae. Este virus € um importante patégeno dos gatos
domeésticos que causa uma variedade de desordens neoplasicas e degenerativas e
também apresenta distribuicdo mundial. O presente estudo compreendeu um
levantamento da prevaléncia das infec¢Ges por FIV e FeLV no Municipio de Porto
Alegre. Foram analisadas 65 amostras de gatos sadios e doentes. A deteccdo destas
viroses foi realizada utilizando um “kit” comercial de ELISA para ambas as viroses e
um protocolo de reacdo em cadeia da polimerase aninhada (Nested-PCR) para detecgéo
do FIV. Os resultados demonstraram que 21,5% (14/65) dos gatos foram positivos para
FIV combinado os resultados de ambos os testes, 10,8% (7/65) foram positivos para
FeLV e 6,1% (4/65) foram positivos para ambos o0s virus. Foram também realizados
hemogramas de 48 animais, dos quais 8 apresentaram resultados positivos para FIV na
Nested-PCR. Através do teste T de Student, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa nos valores hematoldgicos destes animais. Conclui-se que a utilizacdo do
ELISA com a PCR dobrou a chance de detecgédo de gatos FIV positivos. Desta forma, a
prevaléncia de FIV foi aproximadamente o dobro do que a de FeLV, ao contrario do que

ocorre na maior parte de outros locais estudados.

Palavras-chave: virus da imunodeficiéncia felina, virus da leucemia viral felina,

prevaléncia, diagnéstico, Nested-PCR, ELISA.



ABSTRACT

Feline immunodeficiency virus (FIV) belongs to the Lentivirinae subfamily of the
Retroviridae family. The infection is characterized by immunodepression and
progressive decline in CD4+ T cells that may render the animal susceptible to
opportunistic infections. Feline leukemia virus (FeLV) belongs to subfamily
Oncovirinae of the Retroviridae family. The virus also affects domestic cats, being an
important pathogen that causes a variety of neoplastic disorders and degenerative
diseases. Both viruses have a worldwide distribution. The present study aims to
determine the prevalence of infection with FIV and FeLV in Porto Alegre municipality.
A total of 65 cats were tested, comprising healthy and sick cats. A commercial ELISA
kit was used to detect anti-FIV antibodies and FeLV antigen. A nested polymerase chain
reaction (Nested-PCR) was also used for FIV provirus detection. The results showed
that 21.5% of the sampled cats were positive for FIV in the ELISA and Nested-PCR,
10.8% were positive for FeLV in the ELISA and 6.1% were positive for both viruses.
Haemogram of 48 animals were performed but it was not found any significant
association between hematologic values of FIV positive and negative animals. It was
concluded that the use of ELISA and Nested-PCR increased the possibility to detect
FIV positive cats. The prevalence of FIV infected cats was higher than the prevalence of
FeLV positive cats, the opposite of what is normally found in studies performed in other
regions.

Key words: feline immunodeficiency virus, feline leukemia virus, prevalence,
diagnosis, Nested-PCR, ELISA.
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1 INTRODUCAO

As doencas virais sdo as principais causas de morbidade e mortalidade em gatos
domeésticos (Felis catus domesticus). Com populacdo estimada de 55 milhdes de gatos
nos Estados Unidos e mais de 100 milhGes de gatos em todo mundo, doengas causadas
por infeccBes virais em felinos desempenham papel importante na clinica de pequenos
animais (ETTINGER & FELDMAN, 1995).

Existem varias doengas em felinos com origem viral: panleucopenia felina,
peritonite infecciosa felina, raiva, complexo respiratério felino, leucemia viral felina e

sindrome da imunodeficiéncia viral felina (MERCK, 2001).

O virus da imunodeficiéncia viral felina (FIV) e o virus da leucemia viral felina
(FeLV) sdo os dois mais importantes agentes etiologicos de doencas virais em gatos,
pois afetam o sistema imune, causando alta morbidade e mortalidade em seus
hospedeiros. Estes virus j& foram descritos em muitos paises do mundo (YILMAZ,
ILGAZ & HARBOUR, 2002).

A imunodeficiéncia felina é causada por um lentivirus da familia Retroviridae
que pode estabelecer infeccdes persistentes em gatos domésticos. Varios estudos
demonstraram que este virus esta disseminado mundialmente, apresentando prevaléncia

variada, segundo as regides geogréaficas e o estilo de vida dos felinos (MERCK, 2001).

Desde sua primeira descri¢do, em 1987, o FIV foi reconhecido como um modelo
animal para estudo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), resultante da infeccéo
com o HIV do tipo 1 (HIV-1), ja que o FIV causa, em gatos domésticos, uma
enfermidade bastante similar aquela observada em pacientes com AIDS (BENDINELLI
etal., 1995).

A prevaléncia maior de FIV ocorre em gatos machos, adultos com livre acesso a
rua, os quais, freqlientemente, apresentam comportamento agressivo. Outro retrovirus
de grande importancia para os felinos domésticos é o FelLV, que causa doencas
neoplasicas e degenerativas e também apresenta distribuicdo mundial (YAMAMOTO et
al., 1988).
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O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a prevaléncia das infeccdes pelo FeLV
na grande Porto Alegre, através da técnica de deteccdo de anticorpos por ELISA e
também avaliar a prevaléncia das infeccdes pelo FIV nesta mesma regido por ELISA e

Reacdo em Cadeia da Polimerase Aninhada (“Nested”-PCR).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Imunodeficiéncia Felina

2.1.1 Etiologia

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um membro da subfamila
Lentivirinae da familia Retroviridae. Ele foi isolado pela primeira vez por Pedersen et
al. (1987) a partir de felinos que apresentavam sintomatologia de imunodeficiéncia em
um gatil, em Davis, na Califérnia, EUA. Primeiramente, foi denominado como
lentivirus felino T- linfotrépico, por ter sido detectado em linfécitos do sangue
periférico e apresentar tropismo por linfécitos T de felinos in vitro. Mas, logo apds
estudos clinicos terem confirmado uma associa¢do entre a infec¢do pelo virus e as
alteragdes relacionadas ao estado de imunodepresséo em gatos, surgiu a denominagéo
“feline immunodeficiency virus” (FIV) (PEDERSEN et al., 1987; YAMAMOTO et al.,
1988). A infeccdo de gatos domesticos pelo FIV € um dos melhores modelos para o
estudo da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que causa a sindrome
de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (BENDINELLI et al., 1995).

Estudos ultraestruturais tém revelado particulas maduras extracelulares,
elipsoides, que variam de 120 a 150 nm e apresentam nucleocapsideo na forma de cone
(PEDERSEN et al., 1987; DUARTE et al., 1998). O genoma viral apresenta-se na forma
de RNA de fita simples, de polaridade positiva, sendo composto por duas moléculas de
RNA idénticas, ndo complementares (VOYLES, 1993). Os principais componentes
internos do virion sdo a proteina da matriz (MA), a proteina do capsideo (CA) e a
proteina do nucleocapsideo (NC), que contém motivos caracteristicos de proteinas de
retrovirus que se ligam a &cidos nucléicos, como o RNA gendmico, para formar
ribonucleoproteinas (EGBERINK et al., 1990).

Cada particula viral é envolta por um envelope com glicoproteinas “Env” de
superficie (SU) e transmembrana (TM). Essas glicoproteinas sdo componentes virais
importantes porque permitem a interacdo do virus com o receptor da célula do
hospedeiro, exercem atividade de fusdo a membrana e tambem s&o alvos primarios para

0s anticorpos e outros mecanismos da resposta imune (BENDINELLI et al., 1995).
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O genoma proviral do FIV possui duas extremidades longas repetidas (Long
Terminal Repeat — LTR) com funcdo reguladora da replicacdo viral e trés genes
estruturais: gag, pol e env, que codificam para as proteinas do capsideo, matriz e
nucleocapsideo (gag), polimerase (pol) e para as glicoproteinas do envelope (env)
(MURPHY et al., 1999).

A replicacdo do FIV comeca a partir da interacdo especifica dos componentes
mais externos da glicoproteina do envelope da particula viral, com um receptor de
superficie celular especifico de linfocitos T e macréfagos (CULLEN, 1992; CADORE
et al., 1997; WILLET et al., 1997). Apo6s a ligagdo ao receptor, o virion penetra na
célula por um processo de adsor¢cdo a membrana. Depois, ocorre o desnudamento (perda
do revestimento), que resulta em perda completa ou parcial das proteinas do envelope,
formando um complexo nucleoprotéico viral que € capaz de iniciar o processo de
transcricdo reversa. A transcri¢do reversa e iniciada por uma molécula de tRNA no
citoplasma da célula hospedeira. Esse processo é executado pelas enzimas transcriptase
reversa € RNAse do virion. O resultado final desse processo é a conversdao de um
genoma de RNA de fita simples em uma fita dupla linear de DNA proviral
intermediaria. A proxima etapa € a passagem para 0 nucleo da célula hospedeira.
Quando estd no nucleo, ocorre a integracdo do DNA proviral intermediario ao genoma
da célula hospedeira (CULLEN, 1992).

A transcricdo reversa e a inser¢do do DNA proviral nos cromossomos do
hospedeiro sdo caracteristicas diferenciais dos virus da familia Retroviridae. No seu
estado integrado, o provirus é expresso pelo sistema enzimatico da célula através da
producédo de RNAs mensageiros, sendo que a expressdo génica passa a ser regulada
pelas LTR que contém sitios promotores e sequéncias ativadoras, onde fixam-se 0s
fatores de regulacdo celular (VOYLES, 1993). Os mRNA transcritos pela RNA
polimerase 1l, sdo processados, transportados para o citoplasma e traduzidos para
formar as proteinas virais. A partir deste momento, ocorre o fenémeno de maturacao
viral que envolve alteracdes morfoldgicas no virion, importantes para sua infectividade,
sendo que, apds sua formacdo e liberacdo por brotamento, este esta apto para interagir
com um receptor de superficie celular e iniciar o proximo ciclo de replicacdo viral
(CULLEN, 1992). A Figura 1 mostra a representacdo esquematica da replicacdo de um
retrovirus. O virus é bastante fragil nas condi¢cGes ambientais, podendo ser inativado por

detergentes e desinfetantes, e ndo representa risco epidemioldgico (MERCK, 2001).
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Figura 1: Representacdo esquematica da replicacdo de um retrovirus. Fonte: (KIMBALL,
2006).

2.1.2 Epidemiologia e Transmissao

O virus é eliminado na saliva e transmitido, principalmente, através de
inoculacédo por ferimento de mordedura durante as brigas (BIRCHARD & SHERDING,
1998). Os felinos machos com mais de seis anos de idade e de rua sdo mais comumente
infectados (NELSON & COUTO, 2001). Estes também tém probabilidade trés vezes
maior de estar infectados pelo FIV do que as fémeas (ETTINGER & FELDMAN,
1995). As gatas infectadas durante a gestacdo podem transmitir o virus in utero ou
posteriormente, por meio do colostro ou da saliva, embora isso ndo seja frequente
(GRACE, 2004). Também pode ocorrer a transmissao do virus através de transfusao de
sangue contaminado (BIRCHARD & SHERDING, 1998). O FIV também pode ser
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isolado do sémen de animais infectados e, no ambiente laboratorial, os sobrenadantes da

cultura celular e do sémen podem ser utilizados para transmitir o FIV.

O significado da transmissdo venérea no quadro natural € desconhecido, mas
qguando inoculado experimentalmente, ele atravessa a mucosa retal (AVERY, 2004). As
infeccBes pela via vaginal, retal, in utero e transmamaria foram demonstradas
experimentalmente. E provavel que a infecgdo seja influenciada pelo comportamento,
idade e estado de satude (RICHARDS, 2005).

Estudos soroepidemiologicos demonstraram que o FIV estd disseminado na
maioria dos paises do mundo e que a prevaléncia da infeccdo varia de acordo com a
localizacdo geografica (NELSON & COUTO, 2001).

A prevaléncia da infeccdo pelo FIV nos Estados Unidos foi estimada como
sendo de 1,5 a 3% na populagéo felina sadia e de 9 a 15% nos gatos que apresentavam
sintomatologia clinica (YAMAMOTO, 1989). Na Franga, onde foram testados 9.951
gatos para FIV, pela técnica de deteccdo anticorpos por ELISA, a prevaléncia desta
doenga foi de 15,4% (BRALEY, 1994).

Na Asia, estudos realizados em Istambul, Turquia, em 103 gatos, encontraram
prevaléncia de 22,3% para FIV (YILMAZ, ILGAZ & HARBOUR, 2000). Uma
pesquisa realizada em Sydney (Australia), com 200 gatos saudaveis, revelou a
prevaléncia de FIV em 7,5% (MALIK et al., 1997). Em Madri, a prevaléncia de FIV foi
de 8,3% em 180 gatos saudaveis (ARJONA, 2000). Na cidade de Pisa (Italia), foi
realizado um estudo em 203 gatos aparentemente sadios e foi encontrada uma
prevaléncia de 11,3% (BANDECCHI et al., 2006). Na Tunisia (Africa), constatou-se
prevaléncia de 20,5% para FIV. Os gatos machos castrados, com mais de cinco anos de
idade e mantidos confinados, foram os mais acometidos pela doenca (FRINI et al.,
1998), o0 que esta em desacordo com os demais trabalhos publicados. Ja no Japéo, foram
encontrados 6,3 % de prevaléncia para FIV (MARUYAMA et al., 2003).

No Brasil, estudos clinicos realizados com 401 felinos atendidos na Faculdade
de Medicina Veterinaria de Sao Paulo, revelaram 11,7% positivos para FIV, sendo que a
prevaléncia foi significativamente maior em gatos machos (RECHE & HAGIWARA,
1993).
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Outro estudo sorolégico conduzido no Brasil testou 126 felinos domesticos no
Rio de Janeiro e obteve uma prevaléncia de 16,66% para FIV (SOUZA, TEIXEIRA &
GRACA, 2002). Em 2004, no Zooldgico do Rio de Janeiro, foi realizado um
levantamento epidemioldgico de 47 gatos que viviam soltos neste local e obteve-se uma
prevaléncia de 21% (ALMEIDA et al., 2004). Na Regido Sul, foram realizadas
pesquisas para deteccdo do provirus da imunodeficéncia felina, através de PCR em 40
amostras, obtendo-se 37% de prevaléncia (CALDAS et al., 2000).

2.1.3 Patogenia

A infeccdo por FIV é acompanhada por uma disfuncdo do sistema imune. Este
virus apresenta um tropismo celular pelos linfécitos felinos T CD4+ (auxiliares), tanto
quanto pelos linfécitos CD8+ (citotoxicos). A sua capacidade de infectar tanto CD4+
quanto CD8+ in vivo, parece diminuir progressiva e seletivamente a populacdo dos
linfocitos felinos CD4+ (ETTINGER & FELDMAN, 1995). O FIV replica-se nos
linfocitos T (CD4+ e CD8+), nos linfécitos B, nos macrofagos e nos astrécitos. Nota-se,
apos a infec¢do, uma diminuigcdo lenta, porém progressiva dos linfocitos T CD4+,
levando a uma diminuicdo da razdo CD4/CD8, aumento da producdo de interleucina 6
(IL-6) pelos macrdfagos, ocorrendo também hipergamaglobulinemia, devido ao
aumento policlonal das células B (THOMAS & ROBINSON, 1995). A disseminacédo
viral é efetuada pela infeccéo dos linfocitos T, sendo observadas lesdes histopatoldgicas
hiperplésicas disseminadas dos linfonodos, dos tecidos linfoides associados as mucosas,
do timo e da medula dssea. Estas lesdes tendem a progredir ao longo da fase aguda da
infeccdo (BEEBE et al., 1994). A fase primaria da infeccdo ocorre assim que o virus se
dissemina por todo o corpo, inicialmente causando febre de baixo grau, neutropenia e
linfadenopatia reativa generalizada (NELSON & COUTO, 2001).

Na fase aguda, o virus é detectado principalmente nos leucécitos (principalmente
linfocitos T) e nos oOrgaos linfoides, embora também seja detectavel nos pulmdes,
figado, rins e plexo cordide. No auge da fase aguda, o numero de células da linhagem
mondcitos/macréfagos aumenta drasticamente, com diminuicdo progressiva do nimero
de linfdcitos T infectados. Isto se deve, provavelmente, a morte rapida desses Gltimos,
levando a selecdo de variantes virais que infectam preferencialmente

monaocitos/macréfagos e replicam nessas células. Na fase final da doenca, a grande
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maioria das células positivas ao FIV pertence a linhagem mondcitos/macréfagos. Esta
mudanca de tropismo pode ser importante para o estabelecimento da persisténcia da
infeccdo viral jA que os mondcitos/macrofagos parecem ndo ser tdo suscetiveis a lise
celular induzida pelo virus (BEEBE et al., 1994).

Na fase de laténcia, a duracdo € variavel e esté relacionada em parte a cepa do
virus e a idade em que o gato é infectado. O periodo de laténcia é em média de sete
anos, para a maioria das cepas de FIV (NELSON & COUTO, 2001). Neste periodo, 0s
niveis de virus circulantes ficam baixos, devido a resposta imune do hospedeiro
(GREENE, 1998). A infeccdo cronica de ocorréncia experimental e natural resulta em
declinio lento no numero de linfocitos CD4+. As respostas imunes humorais, a funcéo
dos neutrofilos e a funcdo das células destruidoras naturais também sao alteradas
(NELSON & COUTO, 2001). No estagio terminal da doenca, a imunodepressao &
evidente, com manifestacdes clinicas decorrentes das infecgdes oportunistas, como

infeccdes cronicas da cavidade oral e do trato respiratorio (YAMAMOTO et al., 1988).

2.1.4 Sinais Clinicos

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida dos felinos pode ser caracterizada em

cinco estagios, com base nos sinais clinicos, que podem ser visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1: Estagios da infeccdo pelo FIV com suas manifestacdes clinicas e tempo de
duracdo aproximado.

ESTAGIO

MANIFESTACOES CLINICAS

DURACAO

1. Fase aguda

2. Fase de
portador

assintomatico

3.
Linfoadenopatia

generalizada

4. ARC (“AIDS
related

complex”)

5. FAIDS (AIDS
Felina)

Nenhuma ou passageira, com sintomatologia

inespecifica caracterizada por febre,
linfoadenopatia, depressdo, diarréia e aparecimento

de infeccBes do trato respiratorio superior.

Nenhuma

Aumento generalizado dos linfonodos, sinais

inespecificos de enfermidade incluindo febre,

anorexia, perda de peso ou alteragOes

comportamentais ndo-especificas

Linfoadenopatia, infecgBes cronicas secundarias
(infeccdo da cavidade oral e trato respiratorio

superior) e perda de peso

Infecgbes crbnicas oportunistas e secundarias

severas, tumores e emaciacgao

Semanas ou meses

ANoSs

Meses

Meses a anos

Meses

Fonte: Adaptado de ISHIDA & TOMODA (1990).

Em inoculagdes experimentais do FIV, verificou-se que a fase aguda inicia

quatro a seis semanas apés a infeccdo (SPARGER, 1993). Alguns gatos apresentam

linfadenopatia generalizada, neutropenia, febre transitéria e anemia na fase aguda
(BIRCHARD & SHERDING, 1998). Nos estagios mais avancados, os sinais refletem

infeccdes oportunistas, neoplasia ou sindrome de definhamento generalizado. Os sinais

terminais sdo: perda de peso, diarréia persistente, gengivite ou estomatite, doenga

respiratdria cronica, linfadenopatia e doenga cutanea cronica. Doenca bucal ou dentéria

profunda € um achado comum nos estégios finais da infec¢do por FIV; em alguns gatos

a mucosa esta ulcerada e necrosada (GRACE, 2004). Trés tipos de afeccdes oftalmicas,
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comuns em gatos positivos para FIV sdo a uveite anterior, inflamacéo do orbiculo ciliar
e glaucoma (ETTINGER & FELDMAN, 1995).

2.1.5 Diagnostico

No diagnostico laboratorial, mais de 75% dos casos apresentam neutropenia
absoluta de seis a nove semanas pés-infeccao e que pode durar de duas a oito semanas.
Também podem apresentar leucopenia com neutropenia, linfopenia e anemia
regenerativa (GREENE, 1998). No perfil bioquimico, é comum a ocorréncia de
hipergamaglobulinemia e, quando ocorre envolvimento renal, € possivel observar
azotemia (GRACE, 2004).

A deteccdo do virus no plasma ou linfécitos de sangue periférico de animais
infectados através do isolamento em cultura de células é possivel ao longo de todo
periodo da infec¢do, mas impraticavel como diagndstico de rotina (PEDERSEN &
BARLOUGH, 1991).

A deteccdo do DNA proviral do FIV em tecidos, como linfonodo cervical, bago,
medula 6ssea e leucdcitos, pode ser feita pela PCR (BIENZLE et al., 2004) que €
considerada altamente sensivel e especifica. A detec¢do de anticorpos no sangue € a
maneira mais facil de diagnosticar infeccdes pelo FIV, podendo ser utilizados os testes
de ELISA, “Western Blot” e Imunofluorescéncia Indireta (IFA). O teste de ELISA é
freqlientemente utilizado na triagem inicial, seguindo-se o “Western Blot” para
confirmacdo (DONOVAN, 1999). A maioria dos testes disponiveis para diagnosticar o
FIV detecta anticorpos especificos no soro, plasma ou sangue total. O teste de ELISA
que identifica anticorpos anti-FIV é o Unico teste comercial disponivel nos laboratérios
das Américas do Norte e do Sul. Os testes estdo dispostos em formato de “kit” para uso
(SNAP COMBO FeLV/FIV-IDEXX). Apesar de sua ampla difusdo e aplicacdo
mundial, a utilizacdo do “kit” no Brasil ainda depende da importacdo a custos altamente
restritivos. Este fator representa um dos maiores obstaculos para o estabelecimento de

diagnostico de rotina e as pesquisas sobre FIV no Brasil.
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Gatos no estagio terminal da infeccdo podem apresentar titulos baixos de
anticorpos ou até serem negativos. Anticorpos maternos podem fazer com que 0s
filhotes apresentem um teste positivo de ELISA até quatro meses ap0s 0 nascimento,
por esta razdo, os filhotes ELISA-positivos devem ser reavaliados ap6s 0s seis meses de
idade por PCR ou ELISA (GRACE, 2004).

2.1.6 Tratamento e Controle

O tratamento de suporte € indicado nos gatos infectados pelo FIV para conter as
infeccBes secundarias e oportunistas, bem como a desidratacdo, anemia e desnutricao.
Geralmente, os gatos enfermos recebem drogas antimicrobianas, fluidoterapia,
transfusdes sanguineas e dietas de elevada densidade caldrica (PEDERSEN &
BARLOUGH, 1991).

As pesquisas para o tratamento do FIV abrangem inibidores da transcriptase
reversa. O AZT (3’-azido’3-desoxitimidina ou zidovudina) é um agente antiviral
altamente ativo in vitro contra retrovirus. O trifosfato de zidovudina age como inibidor
da transcriptase reversa e como substrato para a mesma (HARTMANN, DONATH &
KRAFT, 1995). O AZT inibe a replicagdo viral in vitro e in vivo dos gatos infectados
pelo FIV. Estudos clinicos revelam que a terapia com AZT melhora o estado geral e
imunologico dos gatos infectados (GREGORY, BARLOUGH & CLARK, 1997),
aumenta as propor¢cfes de CD4/CD8 e melhora os quadros de estomatite em gatos
positivos para FIV (AVERY, 2004). Os parametros hematoldgicos dos felinos devem
ser cuidadosamente monitorados em funcéo da anemia e depressao da medula 6ssea que
pode ocorrer com 0 uso prolongado do AZT (HARTMANN, 1998). O PMEA (9-(2-
fosfonilmetoxietil) adenina) €, também, um inibidor da transcriptase reversa do FIV.
Estudos revelam que o PMEA é mais potente do que o AZT, porém mais tdxico
(HARTMANN, 1998). Também pode ser utilizado o interferon-a. oral em baixas doses
como um imunoestimulante que pode ser benéfico para muitos gatos infectados por FIV
(GRACE, 2004).

A vacinacdo dos gatos seria 0 método ideal para prevencdo e controle da
infeccdo pelo FIV. No entanto, varios tipos de vacinas experimentais estdo sendo

testados, mas produzindo resultados variados quando os gatos sdo desafiados (WILLET,
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FLYNN & HOSIE, 1997). Esta imunizagéo induz a producao de anticorpos circulantes
detectaveis pelos métodos convencionais para o diagnéstico do FIV. Isto sugere que,
utilizando estas vacinas experimentais, haveria dificuldade em diferenciar gatos
infectados pelo FIV dos animais vacinados (HARTMANN, 1998). Outro fator
importante é a capacidade dos lentivirus de sofrer mutacGes, tornando mais dificil a
elaboracdo de vacinas apropriadas (WILLET, FLYNN & HOSIE, 1997). Nenhuma
vacina comercial esta disponivel. O controle esta na prevencao da exposicao separando-
se gatos infectados de ndo-infectados em casas com varios gatos, evitando gatos
errantes, utilizando gatos soronegativos para reproducéo e pela triagem dos gatos antes

da introducdo em populagdes soronegativas (QUINN et al., 2005).
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2.2 Leucemia Viral Felina

2.2.1 Etiologia

O virus da leucemia viral felina (FeLV) foi o primeiro retrovirus descoberto nos
gatos domésticos por William Jarret, na Escécia, no ano de 1964 (JARRET, 1999). E
um virus RNA, fita simples, da familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae (NELSON
& COUTO, 2001). Acredita-se que se originou ha mais de um milh&o de anos, quando,
de algum modo, um retrovirus enddgeno de rato infectou um ancestral do gato

doméstico, tornando-se um virus exdgeno do gato (COTTER,1998).

O virion do FeLV tem um envelope lipoprotéico, apresentando espiculas curtas e
um ndcleo arredondado. A particula viral apresenta 80 a 100 nm de diametro
(ETTINGER & FELDMAN, 1995).

O genoma do FeLV contém trés genes separados que codificam diferentes
proteinas necessarias para a geracao de novos virions. O primeiro gene é chamado de
gag (“group specific antigen”) e codifica proteinas para a formacdo do capsideo; o
segundo gene é chamado pol (polimerase) e codifica a transcriptase reversa e outras
proteinas necessarias para genoma do FeLV ser integrado ao genoma do gato
hospedeiro; o terceiro gene é chamado de env e codifica as proteinas necessarias para
formacgéo do envelope (SOUZA & TEIXEIRA, 2003).
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Proteinas superficie

Envelope

Capsideo

RNA

Proteinas

Transcriptase transmembrana

reversa

Figura 2: Esquema representativo da particula viral de um retrovirus.Fonte: (LEVINE,
2005).

Ha& trés subgrupos principais do FeLV. Os virus do subgrupo A ocorrem em
gatos virémicos e podem provocar malignidade sozinho (ARJONA et al., 2006), embora
sejam sinergicamente potencializados pelo subgrupo B, presente em 100% dos gatos
virémicos. O subgrupo B pode provocar viremia cronica, ocorre juntamente com o A
em 50% dos gatos com neoplasias, ja que sozinho ele ndo é patogénico. O subgrupo C é
raramente isolado, possivelmente originou-se de outro grupo com replicacdo defectiva
(COTTER, 1998). Os virus dos trés subgrupos sdo detectados, mas ndo podem ser

distinguidos, através dos “kits” de diagndstico sorolégico (ARJONA et al., 2006).

As proteinas do nucleo viral (p10, p12, p15, p27 e RT) sdo imunogénicas, porém
o0s anticorpos gerados ndo séo 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 FeLV (SOUZA & TEIXEIRA, 2003). A principal proteina do
envelope é a gp70 que varia de acordo com o subgrupo viral. Os anticorpos anti-gp70
sdo tipo-especificos, neutralizantes, propiciam a imunidade a reinfecgdo por virus do
mesmo subgrupo e sdo 0s mais importantes para imunizagdo natural e vacinal
(ETTINGER & FELDMAN, 1995). Um antigeno, denominado “antigeno de membrana
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celular de oncornavirus felino” (FOCMA) estd presente na membrana das células
neoplasicas, mas ausente das outras células infectadas. E uma parte da gp70 expressa na
membrana da célula neoplasica e gatos com altos titulos de anticorpos contra FOCMA
séo resistentes ao desenvolvimento de leucemia ou linfoma, sejam soropositivos ou nao
para doenca (ETTINGER & FELDMAN, 1995). Com auxilio do complemento, os
anticorpos anti-FOCMA lisam células tumorais e impedem o desenvolvimento da
neoplasia. Os titulos de anti-FOCMA podem declinar com o passar do tempo, caso ndo
haja estimulagdo continua (COTTER, 1998).

O FeLV replica-se primeiro na orofaringe e, em seguida, se dissemina pelo
corpo para a medula 6ssea, especialmente em linfocitos T, glandula salivar e epitélio
respiratorio. O virus ndo é citopatico e sai da célula por brotamento (COTTER, 1998).
O restante da replicacdo é semelhante a replicacdo do FIV, que pode ser vista em

maiores detalhes na Figura 1.

2.2.2 Epidemiologia e Transmissao

Estudos epidemioldgicos demonstram que o virus encontra-se disseminado no
mundo, sendo importante causa de mortalidade. Sua prevaléncia varia de acordo com a
localizacdo geogréfica e com o estilo de vida da populacédo felina (COELHO, 2003). A
incidéncia da infeccdo pelo FeLV se relaciona diretamente com a densidade
populacional de gatos. As taxas de infeccdo sdo mais altas nos gatis e ambientes
domésticos com muitos gatos, especialmente quando eles tém acesso ao ambiente
externo (ARJONA et al., 2006).

A prevaléncia do FeLV determinada através de ELISA, no Reino Unido, foi de
14% (HOSIE, ROBERTSON & JARRETT, 1989). Em um estudo realizado na Europa e
nos Estados Unidos, observou-se a maior prevaléncia deste virus na Franca (19%). Nos
Estados Unidos 14,81% dos gatos testados foram positivos para o FeLV (BRALEY,
1994). Na Asia, estudos realizados em Istambul, Turquia, encontraram prevaléncia de
5,8% (YILMAZ, ILGAZ & HARBOUR, 2000). Uma pesquisa realizada em Sydney
(Australia), com 200 gatos saudaveis, revelou a prevaléncia para FeLV em 2% dos
gatos (MALIK et al., 1997). Na Espanha, num estudo realizado em Madrid, com gatos
saudaveis, foi verificada uma prevaléncia de 15,6% para FeLV (ARJONA, 2000). Na
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cidade de Pisa (Italia), foi realizado um estudo em 203 gatos aparentemente sadios e foi
encontrada uma prevaléncia para FeLV de 8,4%, sendo observada uma prevaléncia
maior nos gatos machos e com acesso a rua (BANDECCHI et al., 2006). Ja no Japao,
foi encontrado 9,8% de prevaléncia para FeLV (MARUYAMA et al., 2003).

A relacdo macho/fémea de gatos positivos para antigenos do FeLV é de 1,7:1. A
prevaléncia da infecgdo pelo FeLV é mais elevada em gatos entre um a seis anos de
idade, com média de cerca de trés anos (ETTINGER & FELDMAN, 1995).

No Brasil, um estudo clinico realizado com 298 gatos atendidos no Hospital
Veterinario de Sdo Paulo revelou 12,5% de positivos para FeLV através do teste
imunoenzimatico (HAGIWARA, RECHE & LUCAS, 1997). Um estudo anterior no
mesmo local com 401 felinos revelou 8% de prevaléncia para FeLV e, destes, 94%
estavam doentes (RECHE & HAGIWARA, 1993). Em Minas Gerais (Uberlandia), foi
realizado um estudo com 70 amostras de soros de gatos atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais e 55 amostras coletadas no Centro
de Zoonoses e 15 amostras da Sociedade Protetora dos Animais, no Municipio de
Ribeirdo das Neves, na regido metropolitana de Belo Horizonte. Encontrou-se uma taxa
de 12,59% de positivos para FeLV. Das amostras estudadas originadas do Centro de
Zoonoses, 20% foram positivas contra 5,71% das coletadas no Hospital Veterinario
(BARBOSA, CHRISTIANINE & WALDEMARIN, 2001). Outro estudo soroldgico
conduzido no Brasil testou 126 felinos domésticos no Rio de Janeiro e obteve uma
prevaléncia de 17,46% para FeLV (SOUZA, TEIXEIRA & GRACA, 2002). Um estudo
realizado pelo Laboratdrio de Virologia da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, entre
1992 e 2000, demonstrou que de 740 amostras de sangue testadas para antigeno do
FeLV pelo teste de IFA, 29% foram positivas para FeLV (SOUZA & TEIXEIRA,
2003).

O FeLV, geralmente, é transmitido por contato oronasal e a transmissédo
horizontal é a mais importante, ja que gatos virémicos liberam virus constantemente,
apresentando sinais clinicos ou ndo (ROJKO & HARDY, 1994). A transmissao primaria
é pela saliva, onde h& maior concentragdo de virus do que no plasma (COTTER, 1998).
Também existe grande nimero de virus presente nas secrecdes respiratorias (ARJONA,
2000). Ha possibilidade de transmissdo por mosquitos, pois ja foi encontrado o virus no
aparelho bucal deste inseto (ROJKO & HARDY, 1994). Ja a urina, fezes e pulgas sdo
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vias menos provaveis de propagacdo do FeLV (COTTER, 1998). Transmissao
iatrogénica pode ocorrer por agulhas contaminadas, instrumentos, fomites e transfusao
de sangue (COTTER, 1998). Os gatos saudaveis persistentemente infectados constituem
o principal reservatorio do FeLV. As mordeduras podem ser um modo de transmissao
mais importante nos gatos (MERCK, 2006). Os gatos jovens sdo mais suscetiveis do
que os adultos e sete de 10 filhotes com trés meses de idade colocados em ambientes
com FeLV ficaram virémicos dentro de cinco meses. Apenas trés de 17 adultos
adquiriram o virus no mesmo ambiente descrito acima, apds um convivio de sete anos
com os demais gatos portadores de FeLV (CATTORI et al., 2006).

A maioria dos gatos adquirem o virus, enquanto filhotes, da mae, por isso
verifica-se a ocorréncia de gatos virémicos mesmo tendo passado toda vida sozinhos em
apartamentos. Embora os filhotes sejam mais suscetiveis, gatos adultos podem tornar-se
virémicos apds exposicdo prolongada a gatos soropositivos, ou ap0s imunossupressao
induzida por estresse. Gatas lactantes transmitem o virus pelo leite, sendo que a
infeccdo intra-uterina € rara (COTTER, 1998).

O FeLV, assim como os demais retrovirus, é extremamente fragil no ambiente,
sendo destruido em um periodo de duas a quatro horas, quando fora do hospedeiro em
condi¢cdes ambientais normais. O envelope viral lipidico é bastante sollvel e sensivel a
desinfetantes, detergentes, calor e ressecamento, ndo representando um problema de

infeccdo hospitalar quando a desinfec¢do ambiental é adequada (WHITNEY, 2003).

2.2.3 Patogenia

Apos a infecgdo oronasal, ocorre replicagdo viral nas tonsilas e linfonodos da
faringe; caso a exposicdo tenha ocorrido através de inoculacdo em ferimentos por
mordedura, a replicacdo viral ird ocorrer nos linfonodos do local (HIRSH & ZEE,
1999). Seguindo esta primeira etapa, ocorre a infeccdo de pequenas quantidades de
leucdcitos circulantes, principalmente linfocitos B e macrofagos, servindo para a
disseminacdo sistémica de virus que se replicara no baco, tecidos linféides associados
ao intestino, linfonodos, células epiteliais das criptas intestinais e células precursoras da
medula Ossea. A partir desse processo, ocorre a liberacdo de plaquetas e neutrofilos

infectados da medula Gssea para a circulagdo, ocorrendo, assim, a infecgdo de diversos
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tecidos glandulares e epiteliais, inclusive glandulas salivares e bexiga (TORRES,
MATHIASON & HOOVER, 2005).

Quando o virus se integra ao DNA do hospedeiro, este ficara infectado por toda
a vida. Entretanto, o virus pode permanecer em estado latente por muitos anos sem
produzir enfermidade, tornando-se ativo inesperadamente; ou ainda, pode ocorrer uma
replicagdo defeituosa do FeLV no genoma do hospedeiro, ndo causando enfermidade,
mas, ainda assim, sendo transmitido através do material genético para as proximas
geracdes (WHITNEY, 2003).

A linfopenia nos gatos infectados pelo FeLV deve-se a uma diminuicdo de
linfocitos T CD4+. Os linfécitos T CD8+ também diminuem quantitativamente no
inicio da doenca mantendo, desta forma, a propor¢cdo CD4/CD8 dentro dos limites
normais (variando entre 0,4 e 3,5 com valor medio de 1,9). O numero de células T
CDB8+ eventualmente € recuperado, ocorrendo uma diminuic¢éo na propor¢do CD4/CD8
(TIZARD, 2002).

2.2.4 Sinais Clinicos

A presenca do FelLV esta associada a uma variedade de doencas proliferativas e
degenerativas, como leucemia, linfomas e mielodisplasias (COELHO, 2003). O FeLV

esta associado as doencas neoplasicas ou ndo-neoplasicas (LAPPIN, 1998).

Os sinais clinicos de gatos positivos para o FeLV variam enormemente,
dependendo do tipo de doenca e dos 6rgaos envolvidos (NORSWORTHY, 1998). De
um modo geral, os gatos apresentam mucosas palidas, dispnéia, letargia, anorexia,
emagrecimento progressivo, febre, gengivite, estomatite, uveite, diarréia e abscessos
que ndo cicatrizam (BARR, 1998). Na palpacdo, podem ser observadas massas no
interior do abddémen e aumento do tamanho dos 6rgdos como bacgo, figado e rins
(TORRES, MATHIASON & HOOVER, 2005).

As neoplasias mais comuns associadas ao FeLV sdo o linfoma ou linfossarcoma,
o fibrossarcoma e as doencas mieloproliferativas (MEHL, 2001). O linfoma ¢é a doenca
neoplasica mais comum em gatos infectados pelo FeLV, podendo atingir qualquer
celula da linhagem mieldide, eritréide, linfoide ou plaquetaria (HAGIWARA, RECHE
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& LUCAS, 1997). Geralmente, os gatos com linfoma mediastinico apresentam dispnéia,
tosse, regurgitacdo e cianose (NORSWORTHY, 1998). O linfoma multicéntrico é
caracterizado pelo desenvolvimento de lesdes neoplasicas em linfonodos e 6rgaos como
figado, baco e rins. O linfoma renal geralmente € bilateral e s6 causa sinais, quando 0s
tumores estdo muito desenvolvidos (CATTORI et al., 2006).

A imunodepressdo € a mais fregliente e devastadora manifestacdo da viremia
pelo FeLV (HAGIWARA, RECHE & LUCAS, 1997). Muito semelhante a causada pelo
virus da imunodeficiéncia felina, propicia o aumento na suscetibilidade a infeccbes
bacterianas, fungicas, protozoarianas e outras infeccdes virais (MERCK, 2006).
Diminuindo a populacdo de linfécitos T auxiliares, diminui a resposta imunoldgica

primaria e secundaria para a producdo de anticorpos (COTTER, 1998).

Problemas reprodutivos sdo comuns em gatos infectados pelo FelLV, pode
ocorrer infertilidade, reabsor¢édo e aborto, geralmente no final da gestagcdo. Os filhotes
podem ser infectados in utero, porém a via de infeccdo mais importante é através do
aleitamento e no momento do nascimento (TORRES, MATHIASON & HOOVER,
2005).. Alguns filhotes ficam imunes e ndo se infectam, mas a maioria torna-se virémica
e morre cedo, com a “sindrome do gatinho apagado” que apresenta falha de mamar,
desidratacdo, hipotermia, atrofia timica e morte dentro das duas primeiras semanas de
vida (COTTER, 1998).

2.2.5 Diagnostico

A maioria dos testes de diagndstico de rotina utiliza anticorpos contra a proteina
mais importante do nlcleo do FeLV, a p27. As técnicas mais aplicadas para a detec¢do
da proteina viral sdo a IFA e 0 ELISA (BARR, 1998).

Os fatores que fazem um teste desejavel sdo o custo, facilidade de execucéo,
tempo de realizacdo e acurdcia. O teste de ELISA apresenta alta sensibilidade,
especificidade e praticidade (COUTO, 1994). O teste de ELISA comercialmente
empregado é denominado SNAP COMBO FeLV/FIV (IDEXX, USA) que consiste de
uma membrana que contém anticorpos anti-FeLV p27 e antigeno do FIV p24. Ele pode
ser realizado com sangue total, plasma ou soro (HARTMANN, WERNER &
EGBERINK, 2001).
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Na maioria das vezes, o diagndstico da infeccdo baseia-se no historico clinico e
na deteccdo dos antigenos, principalmente a proteina do nucleo do FeLV (p27) nos
leucdcitos, plasma, soro ou saliva dos animais suspeitos (BARR, 1998). O IFA tem a
capacidade de detectar antigenos estruturais, como a p27, que estdo presentes nos
leucdcitos infectados, o que sé ocorre apds a viremia (HERRING et al., 2001). Em
muitos gatos, o antigeno p27 pode ser detectado pelo teste IFA aproximadamente quatro
semanas apos a infeccdo, mas alguns gatos podem necessitar de até 12 semanas para
serem positivos (ETTINGER & FELDMAN, 1995).

O ELISA pode identificar pequenas concentracdes da proteina p27 no soro,
plasma e saliva, porém, o soro é a amostra mais aconselhavel de ser utilizada, pois
resulta em poucos resultados falsos positivos e negativos (JARRETT, 1999). Felinos
que apresentam resultados positivos para o ELISA deverdo estar sob infec¢do transitoria
ou estdo persistentemente infectados. Trinta porcento destes gatos podem converter para
um estado negativo, devido a infeccdo transitéria ou ao desenvolvimento de uma
infeccdo latente. Gatos positivos no ELISA, principalmente animais sem sintomatologia
clinica do FeLV, deverdo ser novamente testados para o FeLV pela IFA e ou pelo
ELISA apds quatro a oito semanas, para determinar se a viremia é transitoria ou
persistente (MEHL, 2001). O teste de ELISA € o teste de elei¢do para a triagem de gatos
positivos para FeLV, pois € rapido e sensivel, devendo ocorrer confirmacdo por IFA
para identificar gatos persistentemente virémicos. Gatos com resultados de testes
discordantes devem ser re-testados em um periodo de 12 semanas (BARR, 1998). O
teste de IFA é normalmente realizado em laboratério, visando a detecgdo do antigeno
p27 intracelular. Existem também protocolos de PCR descritos, os quais tém sido
utilizados em pesquisa, embora oferecam a vantagem de detectar atividade viral em
estagios iniciais da doenca e no estagio de laténcia (HERRING et al. 2001; WHITNEY,
2003).

2.2.6 Tratamento e Controle

E indicado fazer tratamento de suporte nos gatos infectados pelo FeLV para
conter as infecgdes secundarias e oportunistas, bem como a desidratagdo, anemia e
desnutricdo (PEDERSEN & BARLOUGH, 1991). Diversos agentes antivirais sdo
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propostos para o tratamento do FeLV, em geral, de pouco beneficio (MERCK, 2006).
As drogas indicadas sdo as mesmas para o tratamento do FIV, ja explicado
anteriormente. No caso de linfoma, o tratamento mais indicado é ciclofosfamida,
vincristina e prednisona (TORRES, MATHIASON & HOOVER, 2005). E indicado
também, o uso do interferon alfa, embora ele seja uma proteina e, como tal, destruido
pelos acidos gastricos, embora o uso via oral tenha demonstrado resultados satisfatorios
na modulacio da resposta imune de gatos FeLV positivos. E proposto que o interferon
alfa aja sobre o tecido linféide na orofaringe, ativando uma cascata imunol6gica com
efeitos sisttmicos vantajosos (SOUZA & TEIXEIRA, 2003).

O método ideal de controle do FeLV consiste em evitar o contato entre gatos
infectados e ndo infectados (BARR, 1998). Em gatis, deve-se eliminar todos os animais
virémicos. O teste deve ser repetido a cada trés meses, até todos serem negativos
(GREENE, 1998).

A vacinacdo é indicada para animais soronegativos e com alto risco de
exposicao, gatos de rua, os domiciliares com acesso a rua e 0s que vivem em casa com
varios gatos (MEHL, 2001). As vacinas disponiveis no mercado sdo inativadas, porém
os laboratorios utilizam tecnologias de producéo, adjuvantes e cepas vacinais diferentes.
A maioria é produzida com virus completo, mas também existem as vacinas de virus
vivo recombinante (LOAR, 1993).

O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a prevaléncia das infecgdes pelo virus da
leucemia viral felina na grande Porto Alegre, pela técnica de deteccdo anticorpos por
ELISA e também avaliar a prevaléncia das infec¢bes pelo virus da imunodeficiéncia

felina na mesma regido por ELISA e Nested-PCR.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

O tamanho da amostra para determinar o numero de animais experimentais,

seguiu 0 modelo proposto por THRUSFIELD (2004), que utiliza a seguinte equacao:

N=1,96"P oy (1-Pesp) =
d2
em que,
N= tamanho necessario da amostra
Pesp = prevaléncia esperada
d= precisdo absoluta desejada.
Para o calculo da equagéo acima, foi utilizado uma Pes, = 20% e d = 10%.

Amostras de sangue foram obtidas de 65 gatos domésticos (Felis catus
domesticus). Foram coletados, aleatoriamente, dentre os animais que se encontravam
em clinicas veterinarias, Hospital Veterinario da UFRGS e Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) da Prefeitura de Porto Alegre. A colheita foi realizada através de
venopuncdo da veia jugular, utilizando seringas descartaveis com agulhas 25x7 ou com
Vacumtainer® e acondicionado em frascos com acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). Os tubos foram mantidos sob refrigeracdo, até a chegada ao Laboratorio de
Virologia da Faculdade de Veterinaria. De todos os animais coletados foram coletadas
informacdes através de um questionario (Anexo 1) com o objetivo de obter dados

epidemioldgicos.
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3.2 Hemograma

Para execucdo dos exames, foram utilizadas metodologias adotadas no
Laboratdrio de Analises Clinicas da Faculdade de Veterinaria da UFRGS. Avaliou-se a
série vermelha, eritrécitos (x 10° uL), hemoglobina (g/dL), hematécrito (%), volume
celular médio -VCM (fL), concentragdo de hemoglobina celular média -CHCM (%).
Também analisou-se a série branca, através dos leucdcitos totais (/pL), neutréfilos
segmentados (/uL), eosinofilos (/uL), mondcitos (/uL), linfécitos (/uL) e proteina

plasmatica total (g/L).

3.3 Deteccdo de anticorpos contra o FIV e antigenos do FeLV

Todas as 65 amostras de sangue total foram submetidas a testes para verificar a
presenca de anticorpos contra a proteina viral p24 do FIV e a presenca da proteina viral
p27 do FeLV utilizando o “kit” comercial de ELISA denominado SNAP Combo
(IDEXX Laboratories, Estados Unidos da América). O resultado era determinado
através da alteracdo de cor de alguns pontos em lugares pré-determinados da membrana
para azul (o controle positivo esta no ponto central, antigeno do FeLV é detectado no

lado direito e anticorpos contra o FIV no lado esquerdo).

3.4 Deteccdo do DNA proviral do FIV

3.4.1 Extracdo de DNA
Foram realizadas extracbes de DNA de 65 amostras de sangue total (26

refrigeradas a 4°C e 39 congeladas a -70°C). As amostras foram centrifugadas por 6
minutos a 3.000 g. Nas amostras refrigeradas, foram coletados os leucocitos da capa
flogistica (200 pL) e nas congeladas, foram coletados 200 pL de células do sedimento
apos a centrifugacdo. Apds, foi adicionado 1 mL de TE (10 mM de Tris HCI pH 8,0 e
0,1 mM de EDTA), e centrifugado por 5 minutos a 12.000 g. Esta etapa foi repetida até
o sedimento ficar claro. Em seguida, foi adicionado 500 uL de DNAzol ao tubo e
realizada a homogeneizagdo para lise das células. A seguir, foi acrescentado 250 pL de
etanol absoluto gelado e lentamente feita a homogeneizacdo por inversdo. Os tubos
foram mantidos durante 10 minutos a 4°C, logo em seguida o DNA foi retirado com
auxilio de uma ponteira e transferido para um novo tubo, onde foram realizadas 3

lavagens com 1 mL de uma solucéo de etanol 95% gelado, sendo que, em cada lavagem,
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0 DNA era ressuspendido por inversdo do tubo e centrifugado a 10.000 g por 5 minutos.
Apods as lavagens, o DNA foi seco a temperatura ambiente durante 30 minutos e depois
dissolvido em 150 pL de NaOH 8 mM. Para garantir uma completa dissolucdo do DNA,
o tubo foi armazenado durante 48 horas a 4°C e, ap6s este periodo, foi determinada a
concentracdo de DNA das amostras em espectrofotdometro a 260/280 nm. As amostras

foram aliquotadas com uma concentracao de 200 ng/pL e estocadas a -20°C.

3.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase Aninhada (Nested-PCR)

As amostras foram submetidas a duas amplificacOes: a primeira delas, utilizando
5 pL da solucdo de DNA e os “primers” externos; e a segunda utilizando 2 pL do
produto da primeira reacdo e os “primers” internos. Os “primers” utilizados foram: a)
“primers” externos: P1 — localizado na posi¢cdo 916-939 e PRT1 — localizado na posicéo
na posi¢do 1375-1398; b) “primers” internos: P2 — localizado na posi¢do 1108-1129 e
PRT2 — localizado na posi¢do 1289-1310 (Figura 2) descritos por Rimstad & Ueland
(1992). As condicOes da reacdo foram: 5 minutos a 94°C para desnaturacdo do DNA,
seguido de 30 ciclos constituidos por 1 minuto a 94°C e 1 minuto a 68°C e 90 segundos
a 72°C, completando a extensdo em 7 minutos a 72°C para os “primers” externos P1 e
PRTL1. Para os “primers” internos, P2 e PRT2, as condi¢des foram: 5 minutos a 94°C,
seguido de 30 ciclos constituidos por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 66°C e 90 segundos a
72°C e 7 minutos a 72°C. O volume final da reacdo foi de 50 pL contendo 2,5 U da
enzima Tag DNA Polimerase (Cenbiot Enzimas, Porto Alegre, Brasil), 0,2 mM de
dNTPs, 10 mM de Tris HCI pH 8, 50 mM de KCI, 3 mM de MgCl,, 1 uM dos
“primers” internos ou externos e 5 pL da amostra de DNA. A eletroforese foi realizada
em gel de poliacrilamida a 10% a 150 V por 4 horas e os géis foram revelados por
coloragdo com nitrato de prata (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Além disso, foram
utilizados, em cada reacdo, uma amostra negativa contendo 4gua e uma amostra positiva

de um gato positivo para FIV.



5 LTR

Tl A

gag pal

Wit

37

oz " " Tl 3 TR

| [ su

__

CA

F1

P2

PRTZ2

PRT1

206hbp

433bp

Figura 3 Representacdo esquematica do genoma do virus da imunodeficiéncia felina
com indicacao dos “primers” utilizados nas reacdes de Nested-PCR. Genes estruturais,
gag-pol-env (proteinas do envelope, SU=superficie, TM=transmembrana) e genes
suplementares vif-orf 2—ver. Proteinas codificadas pelo gene gag, MA= Matriz, CA=
Capsideo e NC= Nucleocapsideo. P1 e PRT1= “primers” externos (primeira PCR); P2 e
PRT2= “primers” internos (segunda PCR).

3.5 Anélise estatistica

As andlises estatisticas dos dados referentes a higidez, raca, sexo, faixa etaria,

como vive, procedéncia e das alteragdes hematoldgicas da populacédo foram baseadas no

teste T de Student e no teste exato de Fischer, utilizando o pacote estatistico SPSS® para

Windows®.
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4 RESULTADOS

4.1 Diagnostico de Infec¢des por FIV

A deteccdo do FIV nos animais avaliados foi realizada através de dois testes:
ELISA e Nested-PCR. Foram encontrados sete animais positivos no ELISA e oito na
Nested-PCR. Um animal apresentou resultado positivo em ambos os testes. A Tabela 2
apresenta uma comparacao entre os resultados obtidos nos dois testes. A prevaléncia do
FIV foi considerada através da soma das amostras positivas obtidas pelas duas técnicas.
Das 65 amostras analisadas, 14 (21,5%) foram positivas. Um gel de poliacrilamida
corado com nitrato de prata demonstrando alguns resultados da Nested-PCR para FIV

pode ser visualizado na Figura 4.

Tabela 2: Comparacdo dos resultados obtidos para a detec¢cdo de FIV pelo ELISA e pela

Nested-PCR.
Nested-PCR
Positivo Negativo
Positivo 1 6
Elisa
Negativo 7 51

1. 2 @& 4 b 16HSEis £3589 0

300 ph—
275 ph—v R
250 Ph——s —

995 phm
200 Pl — - - . B —2060b

175 pb——st—
150 pb——

125 DD

Figura 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% mostrando produtos de
amplificagdo da Nested-PCR para FIV. Canaleta 1: marcador de peso molecular de
25 pb. Canaleta 2, 7-9: amostras negativas. Canaleta 3—6: amostras positivas. Canaleta
10: controle negativo. Canaleta 11: controle positivo.
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4.2 Diagnostico de Infeccoes por FeLV

A prevaléncia de FeLV encontrada nos 65 animais avaliados em Porto Alegre
através do ELISA foi de 10,8% (sete animais).

4.3 Combinacéo dos Resultados para FeLV e FIV

Das 65 mostras analisadas, quatro (6,1%) animais apresentaram resultados

positivos para ambos os virus. A Tabela 3 apresenta a combinagdo destes resultados.

Tabela 3: Tabela de contingéncia mostrando a combinacédo dos resultados para FeLV e
FIV.

FIV

Positivos Negativo

Positivo 4 3
FeLV
Negativo 10 48
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Figura 5: Fotografias de exemplos dos resultados encontrados no ELISA. A: amostra
negativa para ambas as viroses. B: Amostra positiva para FeLV. C: Amostra positiva
para FIV. No ponto central das membranas pode ser observado o controle positivo do

teste.

Os dados experimentais permitem uma breve comparacdo com aqueles

encontrados nos trabalhos de outros pesquisadores e disponiveis na bibliografia

mundial. Esses resultados estdo sinteticamente apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Prevaléncia de FeLV e FIV em diferentes regifes do mundo comparadas com
as obtidas no presente trabalho.

Autores Localidade FeLV % FIV% FeLV/FIV %
Presente trabalho Porto Alegre 10,8 21,5 6,1
Braley, 1994 Estados Unidos 14,8 15,0 1,5
Braley, 1994 Franca 19,0 15,4 4.3
Yilmaz et al., 2000 Asia 5,8 22,3 4.9
Malik et al., 1997 Austrélia 2,0 7,5 -
Maruyama et al., 2003 Japao 9,8 8,0 -
Arjona, 2000 Espanha 15,6 8,3 1,1
Reche, Haginara, 1993 Séo Paulo 12,5 6,3 1,0
Souza, et al., 2002 Rio de Janeiro 17,5 16,6 1,6
Barbosa et al., 2001 Uberlandia (MG) 12,6 - -
Caldas et al., 2000 Porto Alegre (RS) 37 --
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4.4 Caracterizacdo dos Animais Estudados

Os 65 felinos analisados foram classificados por higidez, raca, sexo, faixa etéria,

como vivem e procedéncia (Tabela 5).

Tabela 5: Algumas caracteristicas dos gatos amostrados no presente trabalho.

NUmero %
. Sadio 42 64,6
Higidez
Doente 23 35,4
SRD 28 43,1
Siamés 9 13,8
Persa 11 16,9
Raca . .
Ameérica Shotheir 11 16,9
Oriental 3 4.6
Himalaia 3 4.6
Macho 22 33,8
Macho castrado 19 29,2
Sexo
Fémea 21 32,3
Fémea Castrada 3 4.6
<lano 16 24,6
) . 1 a5anos 34 52,3
Faixa Etaria
6 a 10 anos 12 18,5
11 a 15 anos 3 4.6
Isolado 18 27,7
Como vive i
Isolado com mais 47 72.3
gatos
Gatil 32 492
Procedéncia Rua 25 38,5

Gatil Zoonoses 8 12,3




42

4.5 Alteracdes Clinicas Encontradas nos Animais Positivos para FIV e FeLV

Dos 17 animais com resultados positivos para FIV e/ou FeLV, nove (53%)
apresentavam-se assintomaticos. Nos outros oito (47%) foram observadas alteracdes

clinicas.

Dos 14 animais positivos somente para FIV, seis apresentaram alteracGes
clinicas, sendo que quatro (67%) apresentavam-se com estomatite e dois (33%) com
emagrecimento progressivo. Dentre 0s sete animais que foram positivos para FeLV, trés
(43%) tinham alteragdes clinicas de lesbes dermatologicas e emagrecimento e quatro

(57%) eram assintomaticos.
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Tabela 6: Caracterizacdo dos animais positivos para FIV e FeLV gquanto ao sexo, idade,
raca, procedéncia e alteracdes clinicas.

- ALTERACOES
AMOSTRA SEXO IDADE RACA PROCEDENCIA CLINICAS
POSITIVO FIV
224/06 M. 1 a5 anos SRD De rua Estomatite e
Castrado lesdes
dermatoldgicas
091/06 Fémea 1 a5 anos America Gatil Assintomatica
Shotheir
095/06 Fémea 1 a5 anos America Gatil Assintomatica
Shotheir
112/06 Macho 1 a5anos SRD De rua Estomatite
2/06 Macho 1 a5anos SRD Gatil do CCZ  Gengivite,
estomatite e
emagrecimento
progressivo
083/06 M. 1 a5 anos SRD Gatil Assintomatica
Castrado
075/06 M. 1 a5anos America Gatil Assintomatica
Castrado Shotheir
070/06 M. 6 a 10 anos Siamés De rua Diarréia e
Castrado emagrecimento
progressivo
088/06 M. <lano SRD De rua Emagrecimento
Castrado progressivo
115/06 Macho <1lano SRD De rua Assintomatica
POSITIVO FeLV
222/06 M. 1 a5anos SRD De rua Emagrecimento
Castrado progressivo,
anorexia e apatia
15/06 M. 6 a 10 anos SRD Gatil do CCZ  Assintomatica
Castrado
229/06 Macho 1 a5 anos Oriental De rua Lesbes
dermatoldgicas e
estomatite
POSITIVO FeLV/FIV
113/06 M. 6 a 10 anos Siamés De rua Genvivite e
Castrado periodontite
01/06 Macho 6 a 10 anos SRD Gatil do CCZ  Assintomatica
05/06 Fémea la5anos SRD Gatildo CCZ  Assintomatica
131/06 Macho 6 a 10 anos SRD De rua Assintomatica
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4.6 Diagnostico de FeLV/FIV em Relacdo ao Modo de Vida

Dos sete animais positivos para FeLV, um (14,3%) vivia isolado e 0s outros seis
(85,7%) viviam com outros gatos no mesmo ambiente ou tinham acesso a rua. Ja os 14
animais positivos para FIV eram representados por quatro (28,6%) animais que viviam
isolados e 10 (71,4%) que viviam com outros gatos no mesmo ambiente ou tinham

acesso a rua.

4.7 Porcentagem dos Animais Positivos para FeLV e FIV de Acordo com a Raca

A proporcdo de animais positivos variou de acordo com a raca de 33% a 0%
para FeLV e de 32% a 0% para FIV, conforme apresentado na Figura 6 e Figura 7,
respectivamente. Os animais das racas Persa, American Shorthein e Himalaia néo
tiveram nenhum individuo positivo para Felv ou FIV, j& na raca Oriental, 33% dos
animais foram positivos para Felv, embora esta diferenca ndo seja significativa devido

ao pequeno numero de animais analisados.

Proporcgéo de positivos nas racas FELV

100 100 100

100+
90
80
70+
60
50
40+
30
20
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O Positivos

Porcentagem

| Negativos

SRD Siamés Persa American Oriental Himalaia
Shorthein

Racas

Figura 6: Porcentagem de gatos positivos para FeLV de acordo com as ragas
analisadas.
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Propor¢éo dos positivos por raca para FIV
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Figura 7: Proporcdo dos animais FIV positivo por raca.

4.8 Valores Hematoldgicos dos Animais Positivos para FIV por Nested-PCR

Dos 65 animais coletados, foi realizado o hemograma de 48 animais, dos quais
oito (16,7%) apresentaram resultados positivos para FIV na Nested-PCR. Desta forma,
somente foi possivel correlacionar os valores hematoldgicos dos animais analisados
para FIV pela Nested-PCR (Tabela 7). Através do teste T de Student, verificou-se que

ndo houve diferenca significativa nos valores hematoldgicos (P>0,05).
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Tabela 7: Média e desvio padrdo dos valores hematoldgicos dos animais positivos e

negativos para FIV pela Nested-PCR.

PARAMETROS Nested-PCRFIV n MEDIA DESVIO-PADRAO P

Eritrocitos Positivo 8 8,46 1,93 0,55
Negativo 40 7,96 2,21

Hemoglobina Positivo 8 11,85 2,00 0,52
Negativo 40 11,26 2,38

Hematocrito Positivo 8 35,38 5,83 0,50
Negativo 40 33,55 7,09

VCM Positivo 8 42,72 7,01 0,73
Negativo 40 43,83 8,26

CHCM Positivo 8 33,01 1,60 0,57
Negativo 40 33,66 3,06

Leucdcitos totais Positivo 8 10287,50 5042,52 0,34
Negativo 40 14347,50 11536,50

N. segmentados Positivo 8 6904,50 4725,23 0,59
Negativo 40 8549,90 8243,84

Eosindfilo Positivo 6 627,83 154,85 0,48
Negativo 38 882,66 865,04

Mondcitos Positivo 6 256,33 241,92 0,36
Negativo 35 457,29 520,85

Linfdcitos Positivo 8 2680,13 1248,64 0,64
Negativo 40 31083,95 2449,25

PPT Positivo 8 67,75 4,06 0,11
Negativo 40 71,75 6,66
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, a prevaléncia de 10,8% para a infeccdo pelo FeLV, de
21,5% para a infeccdo pelo FIV e 6,1% para ambas as viroses, apresentaram diferencas
em relacdo aos dados descritos anteriormente nos Estados Unidos e na Franca
(BRALEY, 1994), sendo a prevaléncia em Porto Alegre menor para o FeLV e maior

para o FIV e para FeLV e FIV juntos.

Comparando com os estudos realizados na Asia, 0 FeLV apresentou o dobro da
prevaléncia, ja para o FIV o valor foi semelhante (YILMAZ, ILGAZ & HARBOUR,
2000). Em relacdo a Australia (MALIK et al. 1997) e o Japdo (MARUYAMA et al.
2003), as prevaléncias encontradas no presente trabalho foram maiores para ambos 0s

virus.

Em comparagdo com dados conhecidos do Brasil, como em S&o Paulo, para o
FeLV houve uma prevaléncia menor, ja para o FIV, a prevaléncia foi o dobro (RECHE
& HAGIWARA, 1993). O numero de positivos para FeLV foi menor também que os
indices obtidos em Uberlandia (BARBOSA, CHRISTIANINE & WALDERMARIN,
2001) o que pode ser esperado, pois 78,5% das amostras foram obtidas de um centro de
zoonoses em MG e sabe-se que, neste meio, a prevaléncia é maior pela maior facilidade

de transmissdo ja que 0s animais estdo juntos no mesmo meio ambiente.

Os dados do presente trabalho foram menores para o FeLV e maiores para FIV e
para ambas as viroses (FeLV e FIV juntas) do que os obtidos no Rio de Janeiro
(SOUZA, TEIXEIRA & GRACA, 2002). Um dado que chamou atencdo foi a
prevaléncia para o FeLV, em Porto Alegre, ser menor do que a encontrada em outros
trabalhos. Um fator importante pode ser o crescente aumento do nimero de gatos
vacinados contra esta doenca em Porto Alegre. Ja para o FIV, a prevaléncia foi maior do
qgue na maioria dos locais onde esta foi determinada. Uma possibilidade é a de que a
doenca esteja aumentando no Brasil ao longo do tempo, devido a falta de vacina no
Brasil ou uma maior transmissao por alguma cepa particular de virus. Contudo, a maior
probabilidade € de que a utilizagdo concomitante dos dois testes (ELISA e Nested-PCR)

aumente o numero de animais positivos detectados para FIV.
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Dos 14 animais positivos somente para FIV, seis apresentaram alteracfes
clinicas, sendo que quatro (67%) apresentavam-se com estomatite e dois (33%) com
emagrecimento progressivo, alteracbes estas ja bem documentadas na literatura
(PEDERSEN & BARLOUGH, 1991).

A origem dos animais analisados apresentou diferenca significativa na
prevaléncia da infeccdo por FeLV (p= 0,004), sendo que os animais de gatil ndo
apresentaram resultados positivos, ja os de rua apresentaram 16% de positivos e 0s do
CCZ positivos foram 37,5%. A infeccdo por FIV também apresentou diferenca
significativa (p= 0,025) em relacdo a origem, sendo que o numero de positivos foi
12,5% para animais de gatil, 28% nos de rua e 37,5% para os do CCZ. Estes dados
confirmam os dados da literatura que demonstram que animais que vivem em contato
com outros em ma condi¢do sanitaria possuem uma maior probabilidade de contrair
estes retrovirus (BANDECCHI et al., 2006).

Quanto a predisposi¢do do sexo para infecgdo pelo FIV, sabe-se que o0s gatos
machos constituem o maior grupo de risco, uma vez que a forma de transmissé@o mais
comum € a inoculacdo do virus pela saliva durante as brigas (BIRCHARD &
SHERDING, 1998). No presente trabalho, ndo houve diferenca significativa para
animais positivos para FeLV e FIV em relacdo ao sexo, provavelmente devido ao
namero de amostras analisadas. Ao contrario em relagdo a literatura, que cita que
felinos machos tém probabilidade trés vezes maior de estar infectados pelo FIV 1,7 pelo
FeLV comparando-se com as fémeas (ETTINGER & FELDMAN, 1995).

Também ndo houve diferenca significativa para a infeccdo por FeLV e FIV em

relacdo & higidez, raca e 0 ambiente em que vivem.

Foi observado que houve diferenca significativa para a infeccdo por FeLV (p=
0,05) de acordo com a idade, sendo maior a prevaléncia entre os animais de 6 a 10 anos,
resultado que coincide com os de um trabalho realizado nos Estados Unidos, onde

foram encontrados exatamente 0s mesmos resultados (BRALEY, 1994).

No presente trabalho, foram utilizadas as técnicas da Nested-PCR e ELISA para
o diagnostico de FIV em 65 amostras de felinos. Destas, seis (9,2%) foram positivas
para FIV no ELISA, sete (10,8%) na Nested-PCR e uma (1,5%) foi positiva no ELISA e
na Nested-PCR. Comparando o significado dos dois métodos de diagnéstico para o FIV,
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0 ELISA detecta a resposta indireta, ou seja, detecta os anticorpos produzidos pelo
hospedeiro contra o virus. Ja a Nested-PCR detecta diretamente o provirus, que se
encontra integrado ao genoma do hospedeiro. Desta forma, é provavel que se encontrem
amostras com resultados diferentes, com a combinagdo de ELISA e Nested-PCR para
FIV, detectando um maior nimero de positivos, do que utilizando somente um destes
testes. Uma comparacdo semelhante foi feita entre a técnica de imunodifusdo em agar
(AGID) e a PCR para deteccdo do virus da artrite encefalite caprina. Este estudo
encontrou resultados discordantes entre a técnica indireta e direta, pois 0 primeiro
permitiu a deteccdo de 25 animais soropositivos, enquando a PCR detectou DNA
proviral em 16 amostras. As hipoteses para explicar os resultados deste trabalho podem
ser: 1) que o numero de copias de DNA proviral integrado ao genoma das células
sanguineas era pequeno, devido ao estdgio da infecgdo ou a presenga de altos titulos de
anticorpos ou; 2) que os “primers” ndo foram capazes de detectar as variantes virais
presentes (RUTKOSKI et al., 2001).
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CONCLUSOES

1. A prevaléncia de gatos positivos para FIV no Municipio de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul foi de 21,5%, combinando-se os resultados do teste de ELISA com os da

Nested-PCR, resultado maior do que os normalmente encontrados na literatura.

2. A prevaléncia de gatos positivos para FeLV no Municipio de Porto Alegre,
Rio Grande do Sul foi de 10,8% utilizando-se o teste de ELISA, resultado menor do que

os encontrados normalmente na literatura.

3. A prevaléncia de gatos positivos para FeLV e FIV no Municipio de Porto

Alegre, Rio Grande do Sul foi de 6,1% para ambos 0s virus.

4. Ocorreu alteracdo significativa na prevaléncia da infeccdo por FeLV de
acordo com o modo de vida do gato, sendo que os animais de gatil ndo apresentaram
resultados positivos, ja os de rua apresentaram 16% de positivos e os do CCZ positivos

foram 37,5%, resultados que concordam com a literatura.

5. A infeccdo por FIV também apresentou diferenca significativa em relacdo ao
modo de vida, sendo que o nimero de positivos foi 12,5% para animais de gatil, 28%

nos de rua e 37,5% para 0s do CCZ, resultados que concordam com a literatura.

6. Existiu uma diferenca significativa em relacdo a idade para a infeccdo por
FeLV, sendo maior a tendéncia dos animais de 6 a 10 anos apresentarem resultados

positivos.

7. Nao houve alteracdo significativa nos valores hematolégico dos animais

positivos para FeLV e FIV.
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ANEXOS

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
Levantamento Soroldgico FeLV e FIV em Porto alegre
Pela técnica SNAP COMBO e PCR

Lab. de Virologia-UFRGS

Dados de identificacdo do
Proprietério

Dados de identificacdo do Paciente

Nome: Nome:
Endereco: Idade:
Cidade: Espécie:
Telefone: Raca:

Origem do Animal:

Sexo: ( )F ( )M
Ciclo sexual: () Inteiro ( ) Castrado

Ambiente onde vive:
( )Casa ( )Apto

Observacdes:

Pulgas ( )Sim () Nao
Carrapatos () Sim ( ) Néo

Convive com outros animais:
( )Sim ( )Néo
Quantos:

Vacinas: () Sim ( ) Néo
Qual:

Estado de saude:
() Sadio () Doente

Sintomatologia Clinica:




