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RESUMO

O virus da leucemia felina (FeLV) é um importante agente infeccioso em gatos, possui elevada
prevaléncia no Brasil e é diagnosticado comumente pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA),
limitado a detectar animais em viremia enquanto, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
detecta DNA proviral em diferentes desfechos da infec¢do. Este estudo, dividido em trés
artigos, caracterizou: os achados epidemiologicos, alteracdes clinicas e hematologicas, a
evolugdo do quadro infeccioso e o tempo de sobrevida para os desfechos progressivo (FeLV*P)
e regressivo (FeLV'R) da infeccdo por FeLV; e determinou os subgrupos em gatos com linfoma
e leucemia. Foram selecionados 385 gatos, provenientes do Hospital de Clinicas Veterinarias
(HCV) do CAV-UDESC, no periodo de novembro de 2015 a dezembro de 2019. Os gatos foram
testados pelo método de ELISA, para antigeno p27 do FeLV e anticorpo contra p24 do FIV, e
por nested-PCR para DNA proviral da regido U3-LTR e gene gag do FeLV. O primeiro artigo
determinou que a prevaléncia para FeLV*P foi de 34,4% (95%IC: 29,6-39,1%) e FeLV'R é
10,4% (95%IC: 7,4-13,4%); gatos sem raca definida (SRD) e machos séo 2,8 e 3 vezes mais
propensos a infecgéo progressiva e gatos FIV positivos tiveram 4,8 vezes mais chance de serem
regressivos; animais FeLV'P apresentaram alteracfes hematoldgicas mais pronunciadas que
FeLV'R, principalmente a trombocitopenia e a anemia. O segundo artigo obteve que o tempo
mediano de sobrevivéncia foi 30 dias para o grupo FeLV*P e ndo foi alcancado nos demais
grupos; o estado de salde e a infeccdo progressiva por FeLV aumentaram em 4 e 5 vezes 0
hazard ratio (HR) para o desfecho ébito na populacédo; as principais causas de 6bito no grupo
FeLV*P foram linfoma (28), leucemia (18) e alterac6es hematoldgicas de causa indeterminada
— AHCI (12). As causas de 6bito em FeLV*R foram leucemia (2), AHCI (1), peritonite
infecciosa felina (PIF) (1) e carcinoma de células escamosas (1). O terceiro artigo identificou
que 68,7% dos gatos com linfoma (16) eram FeLV-A e FeLV-B positivos (FeLV-AB) e 31,3%
eram FeLV-A; 70% dos gatos leucemia (10) eram FeLV-AB e 30% FeLV-A; as sequéncias
FeLV-A obtidas possuem relacdo proxima com as variantes Arena, 36 TTenv-16, Glasgow-1 e
FeLV-81TTenv-1; as sequéncias FeLV-B sdo divergentes entre si e similares ao FELV
enddgeno. Os resultados obtidos nos estudos refletem alta prevaléncia de FeLV no pais,
demonstram o impacto devastador da infeccdo progressiva e a diversidade genética envolvida

na patogénese das neoplasias associadas ao FeLV.

Palavras-chave: medicina felina, doenca viral, fatores associados, anemia, subgrupos de
FeLV.



ABSTRACT

Feline leukemia virus (FeLV) is an important infectious agent in cats with high prevalence in
Brazil. Commonly, FeLV is diagnostically by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
which identifies viremic cats. The polymerase chain reaction (PCR) assay amplifies FeLV
proviral DNA and detects different infections outcomes. This research was written in three
papers that characterized: epidemiologic outcomes; clinical and hematological findings; the
evolution of FeLV infection outcomes; survival times for progressive (FeLV*P) end regressive
(FeLV'R) FeLV infection outcomes; and determined FeLV subgroups in feline lymphoma and
leukemia. Therefore, 385 cats were selected from the Hospital of Veterinary Clinical between
November 2015 and December 2019. The cats were tested by ELISA for FeLV p27 antigen and
FIV p24 antibodies. The animals were also tested by nested-PCR for FeLV proviral DNA from
U3-LTR region and gag gene. In the first paper, the prevalence for FeLV*P was 34,4% (95%IC:
29,6-39,1%) and 10,4% (95%IC: 7,4-13,4%) for FeLV*R; cross-breeds cats and male was 2,8
and 3 times more likely to be progressively infected, while FIV-positive cats were 4,8 time
more likely to be regressively infected; FeLV*P cats showed more pronounced hematological
manifestations than did FeLV'R cats, especially anemia and thrombocytopenia. In the second
paper, the median survival times for FeLV*P was 30 days and was not reached for the other
groups; health conditions and progressive infection increased 4 and 5 times the death hazard
ratio (HR) in the population; the main death causes in FeLV*P group were lymphoma (28),
leukemia (18), hematologic abnormality of unidentified causes — HAUC (12). The death causes
in the FeLV'R group were leukemia (2), HAUC (1), feline infectious peritonitis (FIP) (1), and
squamous cell carcinoma (1). In the third paper, 68,7% of the cats that had lymphoma (16) were
FeLV-A and FeLV-B positive (FeLV-AB), while 31.3% were only FeLV-A positive; in cats
with leukemia (10), 70% were FeLV-AB, and 30% were FeLV-A positive; FeLV-A sequences
was related with Arena, 36T Tenv-16, Glasgow-1 and FeLV-81TTenv-1 variants, while FeL V-
B sequences was divergent from each other’s and similar to envFeLV. The research highlights
the high FeLV prevalence in Brazil, the devastating impact of the FeLV progressive infection,

and the genetic diversity in the FeLV-associated neoplasms pathogenesis.

Keywords: feline medicine, viral disease, associated factors, anemia, FeLV subgroups.
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1 INTRODUCAO

Os virus que pertencem a familia Retroviridae possuem grande importancia na Medicina
Veterinaria e apresentam significado clinico e sanitario variavel, podendo ser encontrados nas
principais espécies de animais domesticos (RAVAZZOLO; COSTA, 2007). Na medicina
felina, Feline leukemia virus (FeLV) e Feline immunodeficiency virus (FIV) s&o os
representantes desta familia e sdo considerados o0s agentes infecciosos mais comuns nos gatos
(LEVY, 2008).

Estes virus apresentam ocorréncia mundial e as prevaléncias da infeccdo por FeLV em
gatos obtidas nos mais recentes estudos na regido sul do Brasil variam, de 22,3% em Santa
Catarina e 31% no Rio Grande do Sul (COSTA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). Esses
valores sdo significativamente maiores que as prevaléncias obtidas em outros paises. No
continente europeu a prevaléncia foi de 3,6%, enquanto na América do Norte variou de 3,3%
nos Estados Unidos da América a 3,4% no Canada e 7,5% no Mexico (LURIA et al., 2004;
GLEICH etal., 2009; LITTLE et al., 2009; ORTEGA-PACHECO et al., 2014).

Por ser prético, rapido e fornecer resultados confiaveis, o teste de eleicdo para o
diagndstico de FeLV é o ensaio de imunoabsorcao enziméatica (ELISA) e a maioria dos estudos
epidemioldgicos utilizam esse como método de diagnostico (LURIA et al., 2004; GLEICH et
al.,, 2009; LITTLE et al.,, 2009; RAVI et al., 2010; ALMEIDA et al., 2012; ORTEGA-
PACHECO et al., 2014; COSTA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). No entanto, métodos de
diagnosticos voltados para a deteccdo de DNA proviral demonstram valores consideravelmente
maiores de prevaléncia para o FeLV, como pode ser observado no estudo realizado, em uma
populagéo hospitalar composta os gatos sadios e doentes, no estado de Minas Gerais por Coelho
e colaboradores (2008), onde a prevaléncia encontrada para FeLV foi de 47,5%. Prevaléncia
esta, que € superior as obtidas em outros estados em que a populacdo analisada possuia
caracteristicas similares (COSTA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a).

Existem quatro possiveis desfechos para a infeccdo por FeLV, sendo que trés deles
apresentam importancia clinica, sdo as infecgdes do tipo progressiva, regressiva e abortiva
(HOFMANN-LEHMANN et al., 2001). Do ponto de vista clinico, a doenca progressiva é
responsavel por causar maior prejuizo a saude do felino. No Brasil, a ocorréncia de gatos com
doencas causadas pelo FeLV, como consequéncia da infecgédo progressiva, é frequente na rotina
da medicina felina, sendo reflexo da alta prevaléncia encontrada nos estudos realizados
(COELHO et al., 2008; ALMEIDA et al., 2012, 2016; COSTA et al., 2017; BIEZUS et al.,

2019a). Por sua vez, a infeccédo regressiva € menos estudada, pois resulta em menor impacto na
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salde dos felinos apresentando resultados controversos entre os estudos (ROJKO et al., 1982;
PACITTI et al., 1986; STUTZER et al., 2011; NESINA et al., 2015). A investigacdo deste
desfecho torna-se importante mediante o potencial de reativacdo do virus, oncogénico e de
transmissdo em transfusdes de sangue (ROJKO et al., 1982; PACITTI et al., 1986; SYKES;
HARTMANN, 2014; NESINA et al., 2015).

Por sua vez, os gatos com FIV desenvolvem um estado de infecgdo persistente que pode
ou nao evoluir para a fase terminal da doenca (YAMAMOTO et al., 1988). Enfermidades
causadas pelo FIV sdo menos comuns na medicina felina e muitas vezes o status de positividade
é um achado durante a triagem para a detecgdo desses retrovirus. Fato refletido pelas menores
prevaléncias obtidas para a infeccdo e a sua similaridade nos diferentes paises (LURIA et al.,
2004; LITTLE et al., 2009; RAVI et al., 2010; COSTA et al., 2017 e BIEZUS et al., 2019a).
Com relacdo a infeccdo por FIV, é provavel gue os menores valores obtidos para a prevaléncia
ocorrem devido a baixa taxa de transmissdo e ao longo periodo de duracdo da infecgdo, o que
resulta em baixo impacto do virus sobre a populagdo (COURCHAMP et al., 1995).

A variacdo do resultado da infeccdo por FIV e FeLV, até o desenvolvimento da doenca,
envolve diversos fatores e diferentes apresentacdes clinicas sdo associadas a essas infeccdes
virais. Gatos positivos para FeLV comumente desenvolvem anemia, leucemia, linfoma e
coinfec¢des (BIEZUS et al., 2019 a, b; CRISTO et al., 2019 a, b). Doencas neoplasicas também
podem ocorrer em gatos positivos para FIV, mas as infeccdes oportunistas, mielossupressao e
doenca neuroldgica sdo mais comuns (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; SYKES, 2014).

A literatura é rica sobre estes retrovirus e os estudos voltados a virologia, imunologia e
biologia molecular sdo varios, porém néo existem estudos nacionais que levem em consideracdo
os fatores epidemioldgicos e 0 acompanhamento clinico prolongado de gatos com os diferentes
desfechos da infeccdo por FeLV e que avalie os subgrupos virais como fatores associados ao

desenvolvimento da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os achados epidemiologicos, as alteragdes clinicas e hematoldgicas, a
evolucdo do quadro infeccioso e o tempo de sobrevida ap6s o diagndstico de infeccao por FelLV,

e determinar os subgrupos de FeLV em gatos do Planalto Catarinense com linfoma e leucemia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia das infec¢bes progressivas e regressivas por FeLV, na
populacédo de gatos do Planalto Catarinense.

e Determinar quais as variaveis epidemioldgicas estdo associadas a infec¢cdo progressiva
e regressiva por FeLV.

e Comparar as variaveis hematologicas entre 0os gatos com infeccdo progressiva por
FeLV, regressiva por FeLV e coinfectados pelo FIV.

e Determinar o tempo de sobrevida apds o diagndéstico de FeLV na populagédo de gatos do
Planalto Catarinense.

e Determinar as alteracdes clinicas apresentadas pelos felinos com infec¢do progressiva e
comparar com as apresentadas pelos felinos com infeccdo regressiva por FeLV.

e Determinar se existe diferenca na sobrevida de gatos com infeccdo progressiva e
regressiva por FeLV.

e Determinar os subgrupos e realizar a andlise filogenética de FeLV envolvidos no

desenvolvimento de linfoma e leucemia em gatos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Feline leukemia virus (FeLV)

3.1.1 Estrutura e genoma do virus

O FeLV pertence ao género Gammaretrovirus da familia Retroviridae e foi descrito pela
primeira vez em 1964 por Jarrett e colaboradores ao descobrirem particulas virais na membrana
de células neoplésicas em um gato diagnosticado com linfoma na Universidade de Glasgow,
Escdcia. Este virus é composto por duas moléculas idénticas de RNA de fita simples associadas
a proteinas. O virus também possui ha sua composicdo proteina de acdo catalitica, sdo elas a
protease, transcriptase reversa e a integrase, contidas juntamente com o RNA no
nucleocapsideo. Externamente ao nucleocapsideo existe uma matriz proteica e por Gltimo o
envelope lipoproteico, onde se encontram as proteinas transmembrana e de superficie (SU)
(RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

Assim que o FeLV infecta uma célula seu material genético é transcrito pela enzima
transcriptase reversa em DNA proviral que é incorporado ao material genético da célula
hospedeira por meio da enzima viral integrase. Durante o processo natural de replicacéo celular
a mesma passara a replicar também o material genético do virus, como as regides de repeticao
terminal longas (LTR — long terminal repeats) e os genes virais (env, gag e pol), que codificam
proteinas estruturais e enzimas envolvidas na replicacdo viral (HOOVER; MULLINS, 1991).

O gene env é responsavel por codificar a glicoproteina de superficie (SU) gp70 e a
proteina transmembrana p15E. A proteina gp70 € responsavel por definir o subgrupo viral e
tem papel na indu¢do da imunidade, estimulando a producdo de anticorpos neutralizantes. Essa
é responsavel por determinar o tropismo do virus por determinadas células, pois interage
diretamente com o receptor da célula hospedeira, causando altera¢cBes conformacionais que
conduz a fusdo do envelope viral e celular (LUTZ et al., 2009; BOLIN; LEVY, 2011). Todas
essas caracteristicas, fazem da proteina gp70 o principal componente das vacinas contra FeLV
(WILLETT; HOSIE, 2013). Em termos de patogenia esta proteina também é responsavel por
levar ao desenvolvimento de doencas imunomediadas, devido a formacdo de complexos
antigenos-anticorpos em animais com viremia progressiva (HARTMANN, 2012).

O gene pol codifica proteinas como a transcriptase reversa e a integrase, que vao fazer
a transformacdo do RNA viral em DNA proviral e a sua integragcdo no genoma hospedeiro. O

gene gag codifica as proteinas estruturais internas do virus como pl5 (matriz), pl2, p27
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(capsideo) e p10 (nucleocpsideo) (LUTZ et al., 2009). A p27 é produzida em grande quantidade
pelas células infectadas, circula livremente no sangue e pode ser eliminada pela saliva (LEWIS
etal., 1987; WESTMAN et al., 2017).

Na literatura sdo descritos varios subgrupos para o FeLV, sendo os trés principais A, B
e C (WILLETT; HOSIE, 2013). Todos estes subgrupos surgem porque o felino foi infectado
previamente pelo FeLV tipo A que sofre mutacdo e recombinagdo com sequéncias retrovirais
celulares ou sequéncia endogenas e que foram perpetuadas na sua linhagem (BENVENISTE et
al., 1975; STEWART, 1986). O FeLV-A possui a capacidade de interagir com as células por
meio do transportador de tiamina THTR1, presente em praticamente todos os tecidos felinos
(MENDONZA et al., 2006). E importante ressaltar que essas sequencias endogenas sdo produto
de infeccdo por um FeLV ancestral que foi perpetuado por diversas geragdes no genoma dos
gatos (WILLETT; HOSIE, 2013).

O FeLV-B é produto da recombinacdo entre FeLV-A e sequéncias do gene env do FeLV
endogeno (enFeLV) e utiliza o transportador de fosfato 1 (Pit-1) e 2 (Pit-2) para entrar nas
células (JARRET; RUSSELL, 1978a; WILLETT; HOSIE, 2013). Esses receptores sdo
expressos na maioria dos tecidos o que permite ao FeLV-B um amplo potencial de infeccédo
(SUGAI et al., 2001). Tanto o FeLV tipo A quanto o tipo B sdo mais conhecidos por causar
neoplasias, principalmente o linfoma de mediastino (BOLIN; LEVY, 2011).

O subgrupo C é formado a partir de mutagdes no gene env, mais especificamente em
sequéncias da SU do subtipo A (HARDY JUNIOR et al., 1976). O FeLV tipo C utiliza o
transportador heme FLVCR1 que é amplamente expresso em tecidos hematopoiéticos
(SHALEV et al., 2009). A infeccdo pelo FeLV tipo C geralmente esté associada a existéncia de
anemia grave com auséncia de reticulécitos, enquanto a contagem das demais células
permanece dentro dos valores de referéncia (LINENBERGER; SHELTON, 1995).

Além dos subgrupos acima descritos, existem ainda os subgrupos FeLV-D e FeLV-T.
O subgrupo FeLV-D é produto da recombinacdo entre FeLV-A e um retrovirus endégeno
divergente do enFeLV, 0 ERV-DC (YUKARI ANAI et al., 2012). O FeLV-T se origina a partir
de mutacGes no gene env do FeLV-A e utiliza o Pit-1 como receptor, mas necessita da presenca
da proteina de envelope FeLIX, codificada pelo enFelLV, para o sucesso da infeccdo
(LAURING et al., 2002; CHIU et al., 2018). O FeLV-T apresenta tropismo por linfocitos T e
induz um distdrbio imunodepressor fatal descrito como FeLV-FAIDS (LUTZ et al., 2009).
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3.1.2 Transmissao e infeccao

O FeLV € um virus contagioso e por muitos anos acreditou-se que o contato do
individuo susceptivel com secrecdes de animais infectados era, exclusivamente, decorrente do
comportamento social amigavel da espécie e do compartilhamento do ambiente. No entanto,
em um estudo epidemioldgico realizado na América do Norte, foi encontrada associacao entre
gatos que apresentaram feridas ou abscessos resultantes de mordidas e a infeccdo por FeLV
(GOLDKAMP et al., 2008). No Brasil, um estudo realizado em Santa Catarina, pelo Grupo de
Patologia Veterinaria da UDESC, encontrou associa¢do para 0 comportamento agressivo e a
infeccdo por FeLV (BIEZUS et al., 2019a.). Estes dados demonstram que a infeccao parenteral,
por inoculacdo de particulas virais através de brigas, pode ser uma importante via de
transmissdo do virus. A transmissdo iatrogénica, principalmente via transfusdo de sangue,
também é uma importante forma de contdgio (HARTMANN, 2006).

A principal via de infeccdo por FeLV ainda é a exposicao oronasal a particulas do virus
presente em secre¢des como saliva, secrecdo nasal, fezes, urina e leite. Fémeas gestantes
também podem infectar seus filhotes por via transplacentaria (PACITTI, 1986; WILLETT;
HOSIE, 2013).

Sao mais suscetiveis, de maneira geral, 0os gatos mais jovens. Um estudo realizado por
Hoover et al. (1976) testou o sucesso da infeccdo experimental em diversas faixas etarias e
demostrou que a suscetibilidade a infeccdo por FeLV diminui com o aumento da idade. Gatos
recém-nascidos apresentavam viremia com desenvolvimento de doenca relacionada ao FeLV
100% das vezes enquanto, somente 15% dos felinos com 4 meses a 1 ano de idade o faziam.

A afirmacdo que gatos mais jovens sdo mais susceptiveis a infeccdo é verdadeira
também para a infeccdo natural, uma vez que os estudos epidemiol6gicos demonstram que a
maioria dos felinos com infeccdo progressiva para FeLV possuem até 4 anos de idade
(GLEICH; HARTMANN, 2009; BIEZUS et al., 2019a). Além da idade, fatores como o estado
geral de saude do gato, a carga viral e a patogenicidade do agente também influenciam no
sucesso da infeccdo (SCHERK et al., 2013).

Uma vez que o felino é exposto ao virus, terd inicio a replicacdo ou viremia primaria
que ocorre nos linfocitos e macrofagos do tecido linfoide regional para entdo, por meio desses,
0 virus se propagar para o resto do organismo (SPARKES, 1997). Apos atingir as células da
medula dssea, que sdo de rapida replicacdo, uma nova fase de viremia acontecera dentro de

algumas semanas ou meses (ROJKO, 1979).
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A infeccdo pode evoluir de diferentes formas, que vdo variar de acordo com as
caracteristicas do proprio virus e a capacidade imunoldgica do hospedeiro em controlar a
viremia. A literatura difere quanto as formas de classificar o desfecho da infeccdo (HOOVER;
MULLINS, 1991; HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; HATMANN, 2012), porém um guia
recente publicado pela American Association of Feline Practitioners (AAFP) aborda trés
desfechos para a infeccdo por FeLV: progressiva, regressiva e abortiva (LITTLE et al., 2020).
Exclusivamente no ambito experimental existe uma quarta classificacdo, a infec¢éo focal, que
é um desfecho com menor importancia clinica, na qual a replicacéo viral se restringe a um tipo
de 6rgdo especifico e nunca ocorre no sangue ou na medula éssea (MAJOR et al., 2010).

Um estudo recente determinou o percentual de gatos que desenvolvem cada desfecho
da infeccdo e obteve diferentes valores para cada grupo estudado. Gatos que possuiam tutores,
mesmo que mantivessem o acesso livre a rua, apresentaram maior porcentagem de infec¢éo
abortiva (11%) quando em comparacdo a regressiva (2%) e progressiva (0,5%). Ja gatos
oriundos de resgate e mantidos em abrigos coabitando com outros gatos apresentaram maior
proporcdo de infeccdo regressiva (25%) e progressiva (21%), em comparacdo a infeccao
abortiva (9%). Estes dados mostram que variaveis como a maior chance de exposic¢ao ao virus,
carga viral mais elevada e estresse ambiental interferem nesta proporgdo (WESTMAN et al.,
2019). Nao foi encontrado na literatura consultada, estudos nacionais similares.

3.1.2.1 Infec¢@o progressiva

A infeccdo progressiva representa o desfecho de maior importancia clinica, pois 0s
animais com este tipo de infeccdo apresentam maior probabilidade de adoecerem. Este desfecho
é caracterizado pela ineficacia da imunidade especifica em neutralizar o virus no inicio da
infecgdo. O mesmo ira replicar primeiro nos linfonodos, passando entdo a medula 6ssea e nos
tecidos epiteliais de mucosas e glandulas (ROJKO, 1979; LEVY et al., 2008). Felinos com
infeccdo progressiva permanecem virémicos e infecciosos e sua expectativa de vida passa a ser
de 3 a4 anos (HOOVER et al., 1975; PACITTI et al., 1986).

3.1.2.2 Infecgéo regressiva

Outro desfecho com importancia clinica € a infeccdo regressiva, apesar de ser pouco

identificada. Acontece quando o felino infectado apresenta resposta imune eficaz, combatendo
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0 virus logo no inicio da sua disseminacdo na medula 6ssea (HOOVER et al., 1976). Ocorre
um periodo de viremia que dura trés a seis semanas, atingindo no maximo 16 semanas, no qual
os felinos podem transmitir o virus e ao término da viremia os animais tornam-se imunes contra
nova exposicdo (LEVY etal., 2008). Mesmo que estes animais ndo apresentem viremia, 0 virus
pode ser isolado em cultivos a partir da medula 6ssea infectada (MADEWELL; JARRETT,
1983).

3.1.2.3 Infecgéo abortiva

A infeccdo abortiva € comum em infec¢des naturais e é caracterizada pela efetividade
da resposta imune celular e humoral contra o virus, logo ap6s a infeccdo e replicacao inicial no
tecido linfoide da regido orofaringea, sem que o felino desenvolva viremia (SYKES;
HARTMANN, 2014). Geralmente sdo gatos que tiveram exposic¢ao oronasal a poucas particulas
virais e que vao apresentar como unico indicativo da infeccdo a producao de anticorpos contra
FeLV (MAJOR et al., 2010).

3.1.3 Aspectos clinicos da infecgédo por FeLV

As alteracGes clinicas em gatos FeLV positivos sdo comumente encontradas quando este
desenvolve a infecgdo progressiva e vao variar de acordo com a doenca apresentada. Como ja
citado anteriormente, um dos fatores associados ao desenvolvimento de determinada doenca é
0 subgrupo ao qual esse felino foi exposto, uma vez que algumas manifestacdes clinicas sdo
mais provaveis em determinado subgrupo que em outro. Como por exemplo, o FeLV-A ou
FeLV-B em linfomas e o FeLV-C em anemias arregenerativas como Unica alteracdo
hematoldgica (LINENBERGER; SHELTON, 1995; BOLIN; LEVY, 2011).

O desenvolvimento de tumores esta entre as doencas mais comuns. Linfomas e
leucemias sdo rotineiramente identificados e o fibrossarcoma ja teve sua associacdo
comprovada (BESMER et al., 1986; BIEZUS et al., 2019b; CRISTO et al., 2019a, b). Além
destas neoplasias, 0s osteocondromas também ja foram descritos em gatos positivos para o
FeLV, porém o grau de envolvimento e sua patogenia ainda sdo desconhecidos (REIS et al.,
2017).

Em paises desenvolvidos, foi observada diminuicdo da associa¢do do linfoma com a
infeccdo pelo FeLV. Um estudo retrospectivo realizado na Califérnia, no periodo de 1983 a
2003, atribuiu esta diminuicdo aos programas de prevencdo da doenca que iniciaram em 1970
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(LOUWERENS, 2005). Infelizmente para o Brasil essa realidade n&o se aplica e assim como
para o linfoma, os casos de leucemia também s&o fortemente associados a infeccdo (CRISTO
et al., 2019a, b). Isso ocorre, entre outros motivos, devido ao habito de triagem para o virus
ainda ser pouco aplicado na rotina clinica. O teste para FIV e FeLV, na maioria das vezes, é
realizado como um método de comprovar a origem da doenca associada, como exemplo em
gatos diagnosticados com linfoma. Além disso, apesar de novos estudos terem sido realizados
nos ultimos anos, ainda existem poucos dados epidemioldgicos e pouco se fala em prevencéao
destas ou de outras doencas infecciosas no pais e isso reflete no baixo nimero de felinos
vacinados (COSTA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). Outro fator importante, que mantém a
associagdo de FeLV com linfoma e leucemia elevada no pais, é o grande nimero de animais
que tem acesso livre a rua (BIEZUS et al., 2019a; DAY et al., 2020). E um fator que aumenta
a exposicdo dos gatos a doencas infecciosas e em consequéncia o numero de doentes (DAY et
al., 2020).

No caso das neoplasias, existem dois mecanismos utilizados para explicar a sua
formacdo. O primeiro deles € por meio da mutagénese insercional adquirida somaticamente,
que ocorre devido a insercdo do material genético viral no genoma da célula do hospedeiro. A
insercdo acontece em areas proximas a proto-oncogenes celulares que sdo ativados gracas a
capacidade que a regido U3-LTR do FeLV possui de aumentar a transcricdo desses genes
levando a consequente proliferacdo celular descontrolada (FAN, 1977; GHOSH; FALLER,
1999; FUJINO et al., 2008). O segundo mecanismo é o de transducédo retroviral, no qual
sequéncias oncogénicas sdo incorporadas ao genoma viral através de um evento de
recombinacdo. O virus que contém o oncogene, vai infectar uma célula alvo e tera potencial
para tornar esta celula tumoral (BOLIN; LEVY, 2011).

Existem Sitios de Integracdo Comuns (SIC) ao qual o provirus se integra ao genoma da
célula do hospedeiro que foram associados ao desenvolvimento de linfomas, principalmente o
proto-oncogene c-myc, também foram identificados os genes flvi-1, flvi-2, fit-1, pim-1 e flit-1
que podem atuar ou ndo em associagdo ao c-myc (FUJINO et al., 2008). Uma investigacdo da
base genética de linfomas com origem em células T induzidos pelo FeLV, demonstrou que as
inser¢Oes provirais foram mais comuns nos SIC myc e flvi-2, mas que elas podem ocorrer
simultaneamente em mais de um SIC (TSATSANIS et al., 1994).

Os tipos mais comuns de linfoma associados a infeccdo pelo FeLV sdo mediastinal,
multicéntrico e extranodais (SYKES; HARTMANN, 2014), geralmente de origem em células
T e em menor frequéncia de células B (LOUWERENS, 2005). Metade dos gatos que

apresentam linfoma multicéntrico e aproximadamente 80% daqueles com linfoma mediastinal
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sdo positivos para FeLV e apresentam menos de 4 anos de idade (SYKES; HARTMANN,
2014). No Brasil, um estudo conduzido no laboratério de Patologia da UDESC, Lages, SC
demonstrou que 56,6% (30/53) dos casos de linfomas avaliados estavam associados a infecgdo
por FeLV, especialmente os mediastinais e multicéntricos (CRISTO et al., 2019b). Com relacéo
aos linfomas extranodais, sdo citados em associagcdo com o FeLV os linfomas renais, nasais, de
sistema nervoso central, oculares, laringeos e cutdneos (HARTMANN, 2006). Os sinais
clinicos relacionados dependem da localizacdo da neoplasia (MARIONI-HENRY et al., 2008;
FABRIZIO et al., 2013).

A leucemia secundéria ao FeLV pode ter origem em celulas mieloides e linfoides e esta
associada a prognostico desfavoravel, mesmo quando comparada ao linfoma (HARTMANN,
2006). As leucemias mieloide e linfoide podem ser agudas ou crdnicas, sendo classificadas de
acordo com as caracteristicas citologicas dos componentes celulares da medula 6ssea (ADAM
et al., 2009; CRISTO et al., 2019a). De maneira geral essa classifica¢do é influenciada pelo
curso clinico da doenga, uma vez que as leucemias agudas, compostas predominantemente de
células imaturas, apresentam comportamento mais agressivo que as leucemias crénicas,
compostas por células precursoras tardias (COUTO, 2010).

Um estudo realizado no Brasil, demonstrou que 78,4% (29/37) dos casos de leucemia
em gatos estavam associados a infec¢éo por FeLV. A leucemia mieloide (56,8%, 21/37) foi 0
tipo com maior ocorréncia no referido estudo e a maioria de curso agudo (73%, 27/37)
(CRISTO et al., 2019a).

Entre as alteracGes clinicas mais comuns observadas nos felinos com infec¢do
progressiva, podem ser citadas as desordens hematolégicas de origem ndo neoplésica,
principalmente citopenias (REINACHER, 1989). Uma das principais citopenias € a anemia,
principalmente do tipo arregenerativa (BIEZUS et al., 2019b). Existem diversos mecanismos
envolvidos no aparecimento das anemias associadas ao FeLV. Na anemia arregenerativa ha a
infeccdo priméria das células tronco hematopoiéticas e infecgdo das células do estroma
(HARTMANN, 2006; STUTZER et al., 2010). Para as anemias regenerativas a expressio de
antigenos na membrana dos eritrocitos leva a destruicdo imunomediada dessas células
(HARTMANN, 2006).

As trombocitopenias também estdo entre as principais citopenias (BIEZUS et al.,
2019b). Além da redugdo no numero destas células, também podem ser observadas alteragdes
de tamanho, formato e perda da fungédo causadas principalmente pela replicacdo do FeLV dentro
das plaguetas (HARTMANN, 2006).
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As leucopenias séo causadas pela linfopenia resultante da replicagdo do virus dentro dos
linfocitos e atrofia timica ou também da neutropenia. As leucopenias s&éo menos comuns do que
a anemia, porém o0s pacientes podem apresentar diminuicdo da contagem ou o
comprometimento da funcdo destas células, o que confere a capacidade imunodepressora do
virus e facilita a infeccdo por agentes oportunistas (REINACHER, 1989; LINENBERGER,;
ABKOWITZ, 1995; HARTMANN, 2006; LUTZ et al., 2009).

A infeccdo progressiva por FeLV também é responsavel por causar, com menor
ocorréncia, doencas imunomediadas, distarbios reprodutivos, sindrome do enfraquecimento do
filhote e doencas neurolégicas (PACITTI et al.,, 1986; CARMICHAEL et al., 2002;
HARTMANN, 2006). Os gatos também podem apresentar sinais clinicos inespecificos como
perda de peso, desidratacdo e linfoadenomegalia ou até mesmo serem assintomaticos
(ALMEIDA et al., 2016).

O prognostico para os gatos que desenvolvem infecgdo persistente é desfavoravel, com
reducdo significativa do tempo de vida quando comparado a animais negativos. Estudos
demonstram que 70 a 90% destes felinos vem a dbito até os trés anos de vida (HARDY JUNIOR
et al., 1976; GLEICH et al., 2009). De maneira geral o tratamento para animais com infec¢édo
progressiva por FeLV é direcionado para a alteragdo clinica observada no felino em questéo
(HARTMANN, 2006; HARTMANN, 2015). Além disso, assim que um felino é descoberto
positivo para o FeLV, o mesmo deve ser mantido somente dentro de casa e isolado dos outros
felinos, para que ndo transmita a doenca e para a sua propria protecdao, diminuindo entdo a
exposicao a patdgenos oportunistas (SYKES; HARTMANN, 2014).

As implicagdes relacionadas a infeccdo regressiva por FeLV vem sendo discutidas no
meio cientifico por muitos anos, seus resultados sdo controversos e sua existéncia é pouco
investigada na rotina clinica, o que pode trazer consequéncias graves ao paciente. A principal
implicacdo € a capacidade de reativacdo do provirus inserido no DNA do hospedeiro a partir de
episodios de imunodeficiéncia, como em gatos portadores de tumores negativos na pesquisa de
antigeno para FeLV e submetidos a terapia com corticosteroides (ROJKO et al., 1982; PACITTI
etal., 1986). Outra implicacao seria a capacidade de interacdo do DNA proviral com oncogenes
celulares, podendo resultar em neoplasmas em felinos mais velhos que apresentaram a infecgéo
regressiva (SYKES; HARTMANN, 2014). Vindo contra esta ideia, um estudo buscou a
presenca de infecdo regressiva por FeLV em gatos com linfoma e nédo identificou evidéncias do
provirus nas amostras de tecido tumoral e medula 6ssea dos gatos investigados (STUTZER et
al., 2011).
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Um estudo realizado a respeito da implicacdo da doacdo de sangue de felinos com
infeccdo regressiva por FeLV demostrou que apesar de particulas virais infectantes ndo serem
detectadas nas suas secregdes, por serem portadores do DNA proviral estes felinos podem
transmitir o FeLV por meio de transfusdes e o felino receptor pode vir a apresentar viremia
(NESINA et al., 2015). A possibilidade de infeccdo a partir da transfuséo de sangue de animais
regressivos, faz com que o uso de métodos diagnosticos voltados a deteccdo de DNA proviral
seja imprescindivel na triagem de candidatos a doadores de sangue.

Este desfecho da infeccdo também foi estudado quanto a citopenias arregenerativas em
gatos negativos pelo método de ELISA (ndo virémicos), sendo considerado raro nesse tipo de
citopenia (STUTZER et al., 2010).

N&o foram encontrados na literatura consultada estudos que levem em consideracdo a
expectativa de vida e o prognoéstico das doencas apresentadas em gatos com infeccéo regressiva.
Uma vez que nao € rotina clinica a investigacdo de gatos positivos regressivos e nem sempre
esta condi¢do esta relacionada a doenca o seu tratamento ndo € necessario, exceto para os felinos
com sinais clinicos (STUTZER et al., 2011).

3.1.4 Prevencéo da infecgdo por FeLV

Como o FeLV é responsavel por alta mortalidade, se faz necessaria a implementacéao de
estratégias de prevencdo. E necessario evitar que o gato tenha acesso aos fatores associados a
infeccdo, investir na educacdo profissional para a disseminacdo do uso de testes diagndsticos e
vacina e para que estes também possam atuar na conscientizagdo dos tutores com a finalidade
de identificar o maior nimero de animais infectados (LITTLE et al., 2020).

A vacinacgdo é uma importante aliada na prevencdo da infec¢do progressiva. Um estudo
gue encontrou associacdo entre gatos com ferimentos causados por mordidas e a presenca de
antigeno p27 no soro, também demostrou que gatos vacinados previamente ao ferimento
apresentam menores chances de serem positivos ao antigeno viral (GOLDKAMP et al., 2008).

Segundo o guia de orientagdo para vacinagdo de cdes e gatos da América Latina,
publicado pela World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) a vacina para FeLV é
classificada como ndo essencial e seu uso deve ser baseado na frequéncia da doenca observada
na populacdo. Neste caso recomenda-se que a decisdo de vacinar o felino seja baseada na
prevaléncia obtida por estudos locais sobre a infecgdo (DAY et al., 2020).

Como felinos jovens sdo mais suscetiveis a infeccdo que adultos, consistem na

populacéo alvo para a vacinacdo (LITLLE et al., 2020). No Brasil ha disponivel a vacina FeL-
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O-Vax® LvK 1V + CaliciVax® (Zoetis Industria de Produtos Veterinarios Ltda) e a Novibac®
Feline 1-HCPCh + FeLV (MSD Saude Animal, Merck & Co., Inc.). Os gatos devem receber a
primeira dose com oito semanas de vida e a segunda dose em um intervalo de trés a quatro
semanas (LEVY et al., 2008). A vacinacdo confere imunidade ao animal por pelo menos 12
meses (HOFMANN-LEHMANN et al., 1995).

3.2 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV)

3.2.1 Estrutura e genoma do virus

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi descoberto em 1987 por Pedersen e
colaboradores, na Universidade da Califérnia, que identificaram um novo retrovirus
responsavel por causar uma doenca semelhante a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) dos humanos. Este virus pertence ao género Lentivirus da familia Retroviridae e possui
tropismo para linfocitos, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e astrocitos, causando o
comprometimento da acéo do sistema imune do hospedeiro (SELLON; HARTMANN, 2006).

Assim como o FeLV, o material genético do FIV é composto por RNA, que ao infectar
a célula hospedeira ira ser transcrito em DNA e inserido no seu genoma. Apds a infeccdo, 0s
genes env, gag e pol passardo a ser expressos na célula infectada. O gene env codifica para
glicoproteinas de superficie (gp120) e transmembranica (gp41) que dardo origem ao envelope
viral. O gene gag codifica para proteinas estruturais internas que dardo origem ao
nucleocapsideo e a matriz. O gene pol € responsavel por codificar enzimas como a transcriptase,
a protease e a integrase (SYKES, 2014). Além disso também vai codificar pirofosfatase
desoxiuridina (DU), essencial para a replicacao viral em células que ndo estdo em processo de
divisdo (LERNER et al., 1995). O FIV também possui mais dois genes acessorios, o vif e o rev,
com fungéo de infectividade viral e transporte de RNA mensageiro.

Existem cinco principais subgrupos para o FIV (A, B, C, D e E), classificados de acordo
com alteracfes da sequéncia do gene env, sendo o subtipo B o mais prevalente no Brasil
(MARTINS et al., 2008). A infecgdo por um subtipo ndo evita a infec¢do por outro, sendo uma
condicéo bastante comum chamada de superinfec¢do. Também é possivel que esse evento leve
a recombinacdo entre os subgrupos (KYAW-TANNER et al., 1994; REGGETI; BIENZLE,
2004).
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A principal célula alvo para a replicagdo primaria deste virus sdo os linfocitos T CD4+,
aonde a molécula CD134 atua como receptor primério de superficie celular para a ligacdo da
proteina gp120 presente no envelope viral (WILLET et al., 2006).

3.2.2 Transmissao e infeccdo

A transmisséo do FIV acontece de forma horizontal ou vertical. A forma horizontal
ocorre atraves da exposicdo de mucosas (oronasal e vaginal) ao virus (OBERT; HOOVER,
2000), assim como por inoculacdo parenteral de particulas virais presentes na saliva ou sangue
de um animal infectado (SELLON; HARTMANN, 2006). A transmisséo vertical acontece da
mée para o filhote, por via pré ou pds-natal (WILLET et al., 2006). Apesar de ser mais comum
no ambito experimental, a transmissdo vertical também ja foi documentada em infeccbes
naturais (MEDEIROS et al., 2012). Existem alguns fatores que vao influenciar na efetividade
das diferentes formas de transmissdo, como a carga viral inoculada e a viruléncia da cepa
(LITSTER, 2014).

Diferente da infeccdo por FeLV que apresenta varios desfechos, a infecgcdo por FIV é
dividida em fases: aguda, subclinica e terminal. A fase aguda esta relacionada a viremia
primaria, onde apds entrar no organismo o FIV se replica em células dendriticas, macréfagos e
linfocitos T CD4 +, e dentro de duas semanas ja é possivel de ser detectado no plasma, atingindo
um pico de oito a 12 semanas apos a infeccdo (DEL FIERRO et al., 1995; HOSIE et al., 2009;
SYKES, 2014). Nesta fase ocorre a producao de anticorpos e desta maneira ha supressdo do
virus circulante a uma carga viral decrescente. Ocorre um decréscimo na populacdo de
linfocitos TCDA4+, resultando na inverséo da propor¢cdo CD4:CD8 (YAMAMOTO et al., 2007;
LITTLE etal., 2020).

A infeccdo subclinica ou assintomatica, geralmente precede a fase onde ocorre
desenvolvimento de problemas imunoldgicos e o animal pode permanecer nesta condi¢éo por
muitos anos sem apresentar sinal clinico. Nesta fase, o provirus esta integrado nas células, mas
ndo ocorre a producgdo de novas particulas virais. Essas representam um reservatdrio de infec¢do
gue ndo é atingido por anticorpos neutralizantes e podem ser ativadas a qualqguer momento. De
maneira geral, essa fase € caracterizada por baixa viremia (ISHIDA et al., 1992; SYKES, 2014).
A carga plasmatica do virus € estavel, mas pode haver declinio progressivo no nimero de
linfocitos T CD4 + e CD8 + levando a proxima fase da infeccdo (HOSIE et al., 2009).

A (ltima fase da infeccdo por FIV, chamada de terminal ou Sindrome da

Imunodeficiéncia Felina Adquirida (AIDS felina), geralmente é fatal e comumente ocorre 7 a
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9 anos apos a infecgdo (YAMAMOTO et al., 2007; SYKES, 2014). Enquanto para o FeLV a
infeccdo é comumente observada em gatos mais jovens, para o FIV o envelhecimento parece
estar relacionado ao aumento do risco de infeccdo. Além do periodo maior de tempo que 0
felino esta exposto ao risco de infecgcdo, os mais velhos tém mais chance de testarem positivo
devido ao periodo variavel da fase assintomética, sendo que o felino pode permanecer nela por
anos sem vir a apresentar a fase terminal (GLEICH et al., 2009; GLEICH; HARTMANN, 2009;
BIEZUS et al., 2019a).

3.2.3 Aspectos clinicos da infecgédo por FIV

A infeccdo por FIV é conhecida por apresentar um curso insidioso e apesar de muitos
animais morrerem antes do terceiro ano apds a infeccdo, alguns podem desenvolver viremia
persistente com prognostico desfavoravel (HARTMANN, 2011).

De maneira geral, somente na fase aguda e na fase terminal serd possivel observar as
principais alteracdes clinicas. Durante a fase aguda é comum o surgimento de sinais clinicos
inespecificos, como hipertermia, linfoadenomegalia e letargia (DEL FIERRO et al., 1995;
HOSIE et al., 2009; SYKES, 2014). Ja a fase terminal é caracterizada por disfuncédo
imunolégica progressiva, facilitando infeccGes oportunistas, mielossupressdo, doenca
neuroldgica e em alguns casos doengas neoplésicas (SYKES, 2014; LITTLE et al., 2020).

Entre as infeccBes oportunistas que frequentemente acometem os felinos, estdo as
infeccdes bacterianas da cavidade oral, infeccBes bacterianas e parasitarias cronicas de pele,
infeccbes virais persistentes do trato respiratério superior, micoplasmose e toxoplasmose
(SYKES, 2010).

Entre as neoplasias associadas ao FIV o mais comum € o linfoma de células B, no qual
0 virus atua de maneira indireta, aumentando o potencial de transformacdo maligna durante a
ativagdo de linfdcitos B policlonais (CALLANAN et al., 1996). Diferente do FeLV, o FIV néo
tem a capacidade de carregar consigo oncogenes adquiridos das células normais durante o
processo de replicacdo e vai induzir a formacdo de tumores por meio de mecanismos
oncogénicos ndo-agudos, ou seja, com um periodo de laténcia prolongado. O que ocorre é a
insercdo do material genético do virus proximo a proto-oncogenes ativando a sua expressao
(MAEDA et al., 2008). Felinos com infeccdo por FIV apresentam de cinco a seis vezes mais
chance de desenvolverem linfoma ou leucemia quando comparados com gatos nao infectados
(SHELTON et al., 1990; HARTMANN, 2012). Além do linfoma, a leucemia, o fibrossarcoma,
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o tumor de células escamosas e 0 mastocitoma também foram diagnosticados em gatos com
infeccdo por FIV, mas sua relacdo é incerta (MAGDEN et al., 2011).

FIV também é responsavel por desencadear no organismo de gatos infectados uma
resposta imune desregulada, levando a hipergamaglobulinemia. Estes anticorpos ndo séo
neutralizantes e levam a formag&o e deposicao de complexos antigeno-anticorpo em capilares
e consequentemente causam glomerulonefrite, poliartrite, uveite e vasculite (HARTMANN,
2012).

Os sinais clinicos do FIV também véo variar de acordo com a apresenta¢édo da doenca,
ou a existéncia de infeccdes secundérias. Entre os sinais inespecificos podem ser citados a
linfoadenomegalia persistente e a perda de peso (HOSIE et al., 2009). Assim como para FeLV,
o tratamento para FIV deve ser sintomatico (HARTMANN, 2006, 2015). O prognostico da
infeccdo por FIV varia de acordo com a duracédo da fase assintomatica e depende do potencial
patogénico do virus, da exposicdo de gatos infectados a outros patdgenos e da idade no
momento da infeccdo (GLEICH et al., 2009; RAVI et al., 2010). Caso o felino venha a
desenvolver a fase terminal a chance de recuperacdo é pequena, porém a expectativa de vida
para gatos que se mantém na fase assintomatica pode ser a mesma que para gatos ndo infectados
(LITLLE et al., 2020).

3.2.4 Prevencéao da infecgéo por FIV

No Brasil ndo existe vacina disponivel para a prevencdo da infeccdo por FIV, desta
maneira a identificacdo e segregacdo dos contaminados e a restricdo do acesso aos fatores
associados ao retrovirus séo as Unicas formas de prevencdo (DAY et al., 2020; LITTLE et al.,
2020). O principal fator a ser evitado é a agressividade entre gatos, principalmente machos
devido ao seu comportamento territorialista (GOLDKAMP et al., 2008; BIEZUS et al., 2019a).

A utilizacdo de vacinas como método de prevencdo para o FIV é dificultada devido a
baixa eficiéncia. Um dos motivos é a grande variabilidade genética, principalmente do gene
env. Uma das maneiras de driblar esse problema é a formulacéo de vacinas utilizando apenas
as variantes virais que sdo relevantes para uma area geogréafica especifica (GAO et al., 1998).
Existe somente uma vacina disponivel comercialmente, a Fel-O-Vax FIV®, comercializada
somente no Japao, Nova Zelandia e Australia é indicada para gatos com alto risco de infeccédo
(LITLLE et al., 2020). E uma vacina de virus inativado, contendo os subgrupos virais A e D
mais prevalentes na regido, ndo estimulando imunidade necessaria contra todos os subgrupos
virais (DUNHAM et al., 2006, LEVY et al., 2008).
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3.3 DIAGNOSTICO E PREVALENCIA DE FeLV E FIV

3.3.1 Diagnéstico de FeLV e FIV

Tradicionalmente esses virus sdo diagnosticados pelos métodos de isolamento viral,
imunofluorescéncia (IF) e ensaio de imunoabsor¢do enzimética (ELISA) (SELLON;
HARTMANN, 2006). A maioria dos estudos epidemioldgicos publicados baseiam-se no
ELISA como método de diagnostico. Esse também é o exame de escolha na rotina clinica, uma
vez que apresenta maior praticidade por fornecer o resultado em minutos e pode ser realizado
com amostra de sangue total, plasma ou soro. Além disso é comercializado na forma de teste
rapido, estando a disposicdo em qualquer consultorio veterinario e por se tratar de um combo
possibilita diagnosticar ambos os virus simultaneamente, detectando o antigeno p27 do FeLV
circulante na corrente sanguinea com sensibilidade de 98,6% e especificidade de 98,2%
(WILLETT; HOSIE, 2013) e anticorpos contra o antigeno viral p24 do FIV com sensibilidade
de 93,5% e especificidade de 100% (LEVY et al., 2008).

Apesar da praticidade e da confiabilidade do resultado, o teste de ELISA possui algumas
limitagGes. No diagnostico do FeLV detecta animais apenas na fase de viremia primaria da
infecc@o ou com infeccdo progressiva, ndo detectando felinos que apresentaram resposta imune
apropriada e que desenvolveram infec¢éo regressiva ou abortiva (GREENE, 2006). Para o FIV,
como o teste € voltado para a detec¢do de anticorpo, resultados falso-positivos podem acontecer
em gatos vacinados e filhotes com menos de 6 meses devido a imunidade passiva transferida
pela mée infectadas ou vacinadas (SELLON; HARTMANN, 2006). Resultados falso negativos
sdo raros, e devem-se principalmente a fase aguda da infeccdo, antes da producéo de anticorpos
especificos (ACKLEY et al., 1990; BIENZLE et al., 2004; LITTLE et al., 2011). Para o0 FeLV
existe um periodo de 30 dias entre o contato do felino com o virus e o desenvolvimento da
antigenemia. Para o FIV o intervalo entre a infeccdo e a producdo de anticorpos dura
aproximadamente 60 dias (LITLLE et al., 2020).

O teste de imunofluorescéncia direta (IFD) para FeLV detecta antigeno viral intracelular
em células como linfacitos, granuldcitos e plaquetas de esfregacos de sangue ou medula 6ssea.
O antigeno p27 livre é detectado mais precocemente e em quantidades menores quando estdo
livres no sangue do que o antigeno intracelular. E necessario que exista infeccdo na medula
Ossea para que a IFD resulte em positividade, o que faz com que este teste seja menos sensivel
que 0 ELISA (SELLON; HARTMANN, 2006; FIGUEIREDO; ARAUJO JUNIOR, 2011). Para
FIV a técnica empregada € a imunofluorescéncia indireta (IFI), que é utilizada com o intuito de
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detectar anticorpos no soro. E um teste menos empregado que o ELISA apesar de apresentar
valores similares de sensibilidade e especificidade (BARR et al., 1991; REID et al., 1992).

Tanto o FeLV quanto o FIV podem ser isolados em culturas de células, que poderao ser
testadas por ensaios antigénicos ou deteccdo de RNA viral ou DNA proviral. No entanto, esse
método ndo é realizado rotineiramente devido a baixa praticidade, uma vez que requer
profissional treinado, ser de dificil realizacdo e demorar para se obter o resultado (SELLON;
HARTMANN, 2006; SYKES; HARTMANN, 2014).

Com o avanco da biologia molecular, nas duas ultimas décadas a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) vem sendo utilizada com maior frequéncia como um método de detectar estes
agentes (COELHO et al., 2008, 2011). Além disso, a tipificacdo e analise filogenética vém
ganhando énfase na pesquisa nacional e internacional. A técnica de PCR, voltada para deteccédo
de DNA proviral no sangue periférico € a mais difundida (MYAZAWA,; JARRETT, 1997;
HERRING et al., 2001). Para o FeLV, a vantagem dessa técnica em relacdo ao ELISA € a
capacidade de detectar o provirus antes mesmo da producdo de antigeno p27, por esse motivo
ndo é necessario que o felino esteja apresentando viremia (TORRES et al., 2005). Além disso,
é de grande importancia quando se suspeita de infeccdo regressiva em que o felino ndo sera
positivo para FeLV no ELISA e IFD (HERRING et al., 2001; HARTMANN, 2006).

Devido a existéncia de sequéncias de acidos nucleicos relacionadas a FeLV ancestrais
presentes nos genomas de gatos domésticos, fez-se necessario o desenvolvimento de técnicas
que identificassem somente DNA de FELV exdgeno (WILLET; WOSIE, 2013). A melhor
maneira para realizar essa distincdo € utilizando sequencias do genoma viral que sdo diferentes
do FeLV enddgeno e altamente conservadas entre os subgrupos. Tendo isso em mente, foram
desenhados primers baseados na regido U3-LTR, sendo a principal regido que se distingue da
sequéncia de genes endogenos (JACKSON et al., 1993).

Com o intuito de aumentar a sensibilidade e a especificidade do teste convencional de
PCR para a detecgdo do provirus em resultados discordantes, foi desenvolvido um nested-PCR
usando pares internos e externos de primers baseados na regido U3-LTR e no gene gag. Além
de ser especifico para o FeLV ex6geno essa técnica também é eficiente, pois aumenta em 104
vezes o fator de amplificagdo se comparado ao PCR normal (MYAZAWA; JARRETT, 1997).

Além da finalidade diagnostica, a técnica de PCR pode ser utilizada para objetivos mais
refinados, como a identificacdo de um subtipo viral e analise filogenética de acordo com cada
populagéo em estudo. Existem diversos estudos internacionais relacionando a identificagéo de
subgrupos virais e sua correlacdo com a apresentacéo clinica e desfecho da infeccdo (JARRET
et al., 1978; CHEN et al., 1998; SHALEV et al., 2009; HELFER-HUNGERBUEHLER et al.,
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2010; POWERS et al., 2018). Porém, ndo foram encontrados estudos realizados no Brasil com
este enfoque. No que tange a prevaléncia dos subgrupos foi encontrado somente um estudo no
estado de Minas Gerais, onde o Unico subtipo associado ao FeLV-A foi o FeLV-B (COELHO
et al., 2008).

Para o FIV, o PCR servira para confirmar se a infeccéo é verdadeira nos casos em que
ainda ndo existe a producéo de anticorpos ou existe influéncia da imunidade passiva em que 0
resultado sera falso-positivo na pesquisa de anticorpos (SELLON; HARTMANN, 2006). Assim
como para o FelLV, a nested-PCR também ¢ utilizada para aumentar a sensibilidade e
especificidade. Além do diagnostico, a nested-PCR pode ser utilizada para amplificacdo de
genes e posterior sequenciamento para determinacdo dos subgrupos virais (DUARTE et al.,
2002; COELHO et al., 2008).

Apesar da alta sensibilidade da PCR, resultados falso-negativos podem ser obtidos
devido a alta taxa de mutacéo genética que os retrovirus possuem, sendo necessaria cautela na
interpretacdo dos resultados (SYKES; HARTMANN, 2014).

Outro método bastante utilizado é a transcriptase reversa seguida de PCR (RT-qPCR),
que amplifica cDNA a partir do RNA viral. Porém, assim como métodos baseados na
identificacdo do antigeno p27 para FeLV, é provavel que em infecgdes regressivas o resultado
obtido seja negativo, pois depende da replicacdo viral para a sua detec¢do. Ja relacionado ao
FIV, em infeccBes subclinicas a viremia permanece em concentra¢cbes muito baixas, também
podendo resultar em falsos-negativos (SELLON; HARTMANN, 2006; BANDE et al., 2014).

Outro método de diagndstico que deve ser considerado é a imuno-histoquimica. Esta
técnica detecta antigenos virais intracelulares e € um grande auxilio no diagndstico post mortem
de FIV e FeLV (REINACHER, 1989; JACKSON et al., 1993; SUNTZ et al., 2010; CRISTO et
al., 2019a, b).

3.3.2 Prevaléncia de FeLV e FIVV

Existem varios estudos epidemiologicos acerca da infec¢do dos gatos por FeLV e FIV.
Devido as diferencas de sensibilidade e especificidade obtidas para cada teste e os diferentes
desfechos e fases da infeccdo por FeLV e FIV, os resultados obtidos variam conforme o método
diagnéstico utilizado (TEIXEIRA et al., 2007; COELHO et al., 2011; GLEICH et al., 2009;
LITTLE et al., 2009; POFFO et al., 2017). Além disso, fatores como a regido geogréafica e as
caracteristicas da populacdo estudada também influenciam no nimero de animais positivos
(GLEICH et al., 2009; LITTLE et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012; COSTA et al., 2017,
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LACERDA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). No Quadro 1 sdo observadas as prevaléncias,
nos Ultimos 15 anos, em diferentes paises e para diferentes métodos de diagnostico.

Quadro 1 — Prevaléncia da infeccéo por FeLV e FIV em gatos de diferentes paises de acordo

com o método diagndstico, no periodo de 2006 a 2021.

Método de diagnéstico n FelLV+ FIV+ FeLV+ /[FIV+ Referéncia
Brasil
PCR 145 4,14% Teixeira et al., 2007
ELISA 302 0,33% 5,63% 0 Sobrinho et al., 2011
Nested-PCR 1072 47,5% Coelho et al., 2011
IFD 1094 11,52% Almeida et al., 2012
Nested-PCR 200 2% 4% Lacerda et al., 2017
ELISA 1,5% 5,5%
ELISA 485 31% 10,1% 4,4% Costa et al., 2017
Nested-PCR 88 6,81%
ELISA 4,54% 12,5% 2,27% Poffo et al., 2017
ELISA 274 22,26%  5,84% 1,46% Biezus et al., 20192
Argentina
Nested-PCR 255 11,82% 20,34% 0,9% Novo et al., 2016
ELISA 7,69% 21,45%
Colémbia
ELISA 1718 10,71% Molina et al., 2016
Costa Rica
ELISA 102 16,7% 8,8% Blanco et al., 2009
México
ELISA 227 7,5% 2,5% 0 Ortega-Pacheco et al., 2014
Estados Unidos da América
ELISA 18038 2,3% 2,5% 0,3% Levy et al., 2006
Canada
ELISA 11144 4,3% 3.2% 0,5% Little et al., 2009
ELISA 1205 3,5% 5,5% 0,7% Ravi et al., 2010
Zimbabue
ELISA 100 41% Muchaamba et al., 2014
Espanha
ELISA 116 6% 2,6% 0 Ravicini et al., 2016
Italia
ELISA 316 3,8% 6,6% 1% Spada et al., 2012
Alemanha
ELISA 17.462 3.2% 3,6% 0,2% Gleich et al., 2009
Real time PCR 495 3% 0 Englert et al., 2012
ELISA 1,8%

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Conforme evidenciado no quadro acima, os paises desenvolvidos possuem menores
prevaléncias para FeLV e FIV (GLEICH et al., 2009; LITTLE et al., 2009; SPADA et al., 2012;
RAVICINI et al., 2016). Isto ocorre devido a implementacdo de praticas de controle e
prevencdo, uma vez que o diagnostico acontece frequentemente quando gatos saudaveis sdo
rastreados para essas infeccbes (SYKES; HARTMANN, 2014). Outro exemplo séo as
diferencas encontradas nas prevaléncias das populagdes sadias ou doentes. Geralmente as
prevaléncias obtidas sdo maiores quando animais doentes sdo adicionados na andlise, em
comparacao as obtidas somente entre os animais sadios (ALMEIDA et al., 2012; COSTA et al.,
2017; LACERDA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a).
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4 ARTIGO 1

4.1 PREVALENCIA, FATORES ASSOCIADOS E PERFIL HEMATOLOGICO DOS
GATOS COM INFECCAO PROGRESSIVA E REGRESSIVA PELO Feline leukemia
virus (FeLV) NO PLANALTO DE SANTA CATARINA, BRASIL

4.2 RESUMO

A infecdo pelo Feline leukemia virus (FeLV) é diagnosticado comumente pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para antigeno viral, porém o ELISA ndo fornece uma visdo completa
sobre a verdadeira prevaléncia da infeccdo. Técnicas de biologia molecular sdo aplicadas para
diagnosticar diferentes desfechos, que sdo: abortivo, regressivo e progressivo. O objetivo deste
estudo foi determinar a prevaléncia das infeccdes progressiva e regressiva por FeLV, os fatores
associados aos desfechos e as alteragdes hematoldgicas. Foram selecionados 384 felinos
provenientes da rotina de atendimentos do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) do CAV-
UDESC. Amostras de sangue foram submetidas ao exame hematologico, teste de ELISA para
antigeno de FeLV e anticorpo de FIV e nested-PCR que amplifica a regido U3-LTR e gene gag.
Anaélise de regressdo logistica foi aplicada aos dados epidemioldgicos e teste de Kruskal-Wallis
One Way on Ranks e teste de Dunn’s a idade e parametros hematoldgicos. A prevaléncia para
a infeccdo progressiva (FeLV*P) foi 34,4% (95%IC: 29,6-39,1%), para a infeccdo regressiva
(FeLV*R) foi 10,4% (95%IC: 7,4-13,4%). Gatos sem raca definida e machos tiveram 2,8 a 3
vezes mais chance de pertencerem ao grupo FeLV*P. Gatos coinfectados com FIV tiveram 4,8
vezes mais chance de pertencerem ao grupo FeLV*R. Animais do grupo FeLV*P e FeLV'R
apresentaram, principalmente, trombocitopenia (56,6% e 38,2%), anemia arregenerativa
(32,8% e 23,5%) e linfopenia (33,6% e 20,6%). A concentracdo de hemoglobina, volume
globular (VG), contagem de plaquetas, linfocitos e eosinéfilos nos grupos FeLV'P, FeLV'R
apresentaram menores medianas que o grupo controle. A contagem de eritrocitos e eosindfilos
tiveram diferenca estatistica entre os trés grupos, com menores medianas em relacdo ao controle
e FeLV'P em relacdo ao FeLV'R. Ainda, na mediana o0 VGM e a contagem de neutréfilos
bastonetes foram maiores para FeLV*™P que FeLV*R. Os resultados demonstram elevada
prevaléncia FelLV, fatores assimilares associados aos desfechos da infeccdo e alteracOes

hematologicas mais frequentes e graves associadas a infecgdo progressiva.

Palavras-chaves: medicina felina, retrovirus, epidemiologia, anemia, trombocitopenia.
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4.3 INTRODUCAO

Feline leukemia virus (FeLV) é um dos agentes infeciosos mais comuns nos gatos,
apresenta distribuicdo mundial e prevaléncias diferentes de acordo com a regido geografica e
caracteristicas da populacdo estudada (GLEICH et al.,, 2009; HARTMANN, 2012;
MUCHAAMBA et al., 2014; NOVO et al., 2016; BIEZUS et al., 2019a). Feline
immunodeficiency virus (FIV) é o principal diagnéstico diferencial do FeLV e ambos séo
rotineiramente diagnosticados pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA), apresentados na forma
de teste rapido que para o FeLV detecta a proteina p27 e para o FIV anticorpos, geralmente,
contra a proteina estrutural p24 (HARTMANN et al., 2001).

Uma das alternativas para o diagnéstico destas retroviroses é a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), que detecta o provirus nas células do hospedeiro por meio da amplificacéo
de sequéncias conservadas dos virus (MIYAZAWA; JARRET, 1997; ARJONA et al., 2007).
Para 0 FeLV, este método resulta em prevaléncias maiores que as obtidas no ELISA e se
utilizado em associacdo a deteccdo de antigeno viral, permite determinar um maior nimero de
desfechos para a infeccdo. Para o FIV, as prevaléncias obtidas pela PCR geralmente sdo
inferiores e isso ocorre principalmente devido a deplecéo dos linfocitos CD4+ durante a fase
cronica da doenca, fazendo com que a quantidade de DNA viral seja indetectavel (ENGLERT
etal., 2012; NOVO et al., 2016; LACERDA et al., 2017; POFFO et al., 2017).

Além de obter a verdadeira prevaléncia para a infeccdo por FeLV, a importancia de
estudar os diferentes métodos de diagnostico esta nos desfechos distintos que a infeccdo pode
cursar. Existem trés classificagOes utilizadas comumente para a infecgéo pelo FeLV, que sdo:
progressiva, regressiva e abortiva (LITTLE et al., 2020). A primeira é caracterizada por resposta
imune ineficaz contra o virus e é facilmente identificada na rotina clinica. Felinos que
apresentam viremia persistente, terdo resultados positivos no ELISA e na PCR. Para a segunda,
0 virus é combatido no inicio da sua disseminacdo na medula dssea e ndo ocorre a viremia
persistente, portanto, somente o provirus sera detectado nas células do hospedeiro que resultara
em positivo na PCR. A infec¢do abortiva, apesar de ocorrer em infec¢es naturais, terd como
unico indicativo a producéo de anticorpos contra FeLV devido a resposta imune eficaz logo
apos a replicagdo primaria do virus no tecido linfoide regional, impedindo qualquer prejuizo a
saude do animal (HOOVER et al., 1975; PACITTI et al.,, 1986; HARTMANN, 2012;
HARTMANN, 2017; LITTLE et al., 2020).

Por se inserirem no material genético de células precursoras da medula éssea, replicar

em células de defesa e possuir diversos mecanismos mielo e imunodepressores, tanto a infecgdo
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por FeLV quanto por FIV foram associadas a alteragdes clinicas como o linfoma e a leucemia,
desordens hematoldgicas e imunodeficiéncia (HOOVER et al., 1975; OGILVIE et al., 1988;
REINACHER, 1989; SHEETS etal., 1993; LUTZ et al., 2009; BIEZUS et al., 2019b; CRISTO
etal. 2019a, b). As alteracGes hematoldgicas, sejam elas de origem neoplasica ou ndo, sdo muito
descritas em gatos infectados por estes retrovirus (GLEICH et al., 2009; HARTMANN, 2012).
Entre elas podem ser citadas principalmente as citopenias, sendo a anemia arregenerativa a mais
comum para FeLV (BIEZUS et al., 2019b).

Tendo em vista a escassez de estudos que avaliam os fatores epidemioldgicos e as
alteracOes hematoldgicas que podem estar associadas aos diferentes desfechos da infecgdo para
FeLV, o objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia das infeccOes progressiva e
regressiva por FeLV em gatos do Planalto Catarinense, determinar os fatores associados aos
desfechos da infeccdo e as alteragdes hematoldgicas apresentadas, considerando a infeccéo por

FIV como um diagndstico diferencial.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Amostragem

A amostra foi composta por 384 gatos, sadios ou doentes, que fizeram parte da rotina
de atendimentos do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC) durante o periodo de novembro de 2015 a dezembro de 2019. Destes
animais, 274 fizeram parte de um estudo epidemioldgico prévio que utilizou o método de
ELISA para a deteccdo do anticorpo contra p24 do FIV e antigeno p27 do FELV, com o intuito
de obter a prevaléncia e os fatores associados para a infeccdo por estes retrovirus no Planalto
Catarinense (BIEZUS et al., 2019a).

O tamanho da amostra foi calculado utilizando o software Foundation for Statistical
Computing (Package EpiCalc, Vienna, Austria), por meio da formula n= ZxZ [P(1-P)] / D?, de
amostragem aleatdria simples para populagGes infinitas, aonde Z se refere ao multiplicador
(1,96) obtido através do intervalo de confianca desejado (95%), com base na distribuicdo
normal. Sendo P a prevaléncia esperada de 50% e D o erro méximo aceitavel na estimativa
(0,05) (THRUSFIELD, 2007). Desta maneira, 0 numero minimo de animais a serem
amostrados € de 384 gatos. Para a inclusdo do felino neste estudo os tutores foram contatados
presencialmente ou por telefone, convidados a participar do estudo e assinaram um "Termo de

consentimento livre e esclarecido™ (Apéndice A).
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4.4.2 Obtencéo e processamento das amostras de sangue

Amostras de sangue, entre 3 e 5 mL, de todos o0s animais foram obtidas por venopuncéo
jugular acondicionadas em tubos contendo acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) como
anticoagulante e tubos sem anticoagulante para separacdo do soro. As amostras obtidas foram
encaminhadas, imediatamente ap0s a colheita, ao Laboratério de Patologia Clinica do
HCV/UDESC para a realizacdo do hemograma, obtencdo do soro e separacao das aliquotas.

Para avaliacdo hematoldgica foram confeccionadas extensdes sanguineas e coradas com
pandético rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). A determinacdo do volume globular foi
realizada pela técnica do microhematocrito. A contagem total de eritrocitos, leucdcitos e a
dosagem de hemoglobina foi realizada em contador automatico SDH-3 Vet (Labtest
Diagnostica. Lagoa Santa, MG, Brazil).

Para obtencdo do soro sanguineo os tubos foram submetidos a centrifugacdo a 2000g
por 10 minutos. Cada amostra foi dividida em quatro aliquotas de 0,5 a 1 mL e acondicionadas
em microtubos de 1,5mL. Duas das aliquotas continham sangue total com EDTA e duas

continham o soro obtido. As aliquotas foram armazenadas a -80°C até a sua utilizacao.

4.4.3 Diagndstico da infeccdo por FeLV e diferencial para FIV

As amostras de sangue de todos os animais foram testadas individualmente por ELISA
e para a deteccdo do DNA proviral do FeLV por meio de nested-PCR. Para o teste de ELISA
foi utilizado o kit SNAP FIV/FeLV Combo Test® (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine,
Estados Unidos) e trés gotas de soro de cada animal, conforme a orientacdo do fabricante.

Para a nested-PCR foram utilizadas as aliquotas contendo sangue total e EDTA
armazenadas a -80°C. As aliquotas foram mantidas a temperatura ambiente até o seu
descongelamento e entdo homogeneizadas por agitacdo vibracional por 30 segundos. Foram
primeiramente submetidas & extracido de DNA por meio de kit GeneElute™ Blood Genomic
DNA (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) conforme orientacdo do
fabricante. Apds a extracdo, a concentracdo de cada amostra de DNA foi mensurada por meio
de espectrofotdmetro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados
Unidos) e diluido para manter-se a concentracao de 20ng/uL a 100ng/pL. As amostras de DNA
extraidas foram mantidas refrigeradas a -20°C até a confeccéo da nested-PCR.

A nested-PCR foi realizada conforme a técnica adaptada de Miyazawa e Jarret (1997).

O DNA proviral do FeLV foi amplificado com base na regido U3 LTR e o0 gene gag do FeLV
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do subgrupo A. Os pares de primers U3-F (1): 5~ ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC-3’ ¢ G-R
(1): 5>-GACCAGTGATCAAGGGTGAG-3’ proveniente da regido U3 LTR e do gene gag
foram preparados como primers externos para a primeira amplificacdo. Os primers U3-F (2):
5’-GCTCCCCAGTTGACCAGACT-3" ¢ G-R (2): 5’-GCTTCGGTACCAAACCGAAA-3’
proveniente da regido U3 LTR e do gene gag foram preparados como primers internos para a
segunda amplificagdo.

Para preparo do mix da primeira reacdo adicionaram-se 1uL do DNA extraido [20-
100ng/uL], 2uL do primer forward [10uM], 2uL do primer reverse, 1uL do mix dANTP [10mM]
(dNTP Set, 100mM PCR Grade; Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil) e 28,75uL de &gua livre de nucleases. Também foram adicionados 10uL
de tampéo de racdo (5X Green Go Tag®), 5uL da solucdo de cloreto de magnésio [25mM] e
0,25uL de Taq DNA polimerase [5U/uL] fornecidos pelo Kit GoTag® G2 Hot Start
Polymerase (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, Estados Unidos). As condigdes
utilizadas para a reagdo em termociclador LifePro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer
Technology Co. Ltd., Hangzhou, provincia de Zhejiang, China) foram: desnaturacéo a 94°C por
5 minutos; 35 ciclos de anelamento a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto; extensao final a 72°C por 5 minutos. Para a segunda reacdo, 1L do produto da primeira
reacdo foi submetido as mesmas condi¢des de tempo e temperatura, a exce¢do do anelamento,
que para os primers internos foi de 51°C.

Para todos os ensaios foram utilizados controles positivos e negativos a cada reacao,
sendo que este Ultimo composto por agua ultrapura, livre de DNAse. O controle positivo
consistiu em DNA proveniente de uma amostra de sangue de um felino testado positivo para
FeLV por meio de nested-PCR, cedida pelo Laboratério de Virologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul - UFGRS.

A eletroforese dos produtos de amplificacdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 1,5%, pela mistura do produto de PCR com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium, Inc., Fremont, Califérnia, Estados Unidos). Um padrdo de massa molecular de DNA
de 1Kb (DNA Ladder, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lituania) foi
utilizado para confirmar da amplificacdo dos segmentos de interesse que foi visualizado
mediante exposic¢do a luz ultravioleta. Amplicons com tamanho préximo a 770pb e 600pb foram

consideradas positivas para a primeira e segunda reacéo, respectivamente.
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4.4.4 Determinagao dos desfechos da infeccéo por FeLV e a coinfecgdo por FIV

Para a infeccdo por FeLV os gatos foram classificados quanto a dois possiveis
desfechos: infeccdo progressiva, para 0s gatos positivos para FeLV por meio de ELISA e
nested-PCR; infeccéo regressiva, para os gatos positivos para FeLV por meio de nested-PCR e
negativos no ELISA (HARTMANN, 2012). Gatos com amostras de soro positivas para o
anticorpo contra a proteina p27 do FIV no ELISA, foram considerados coinfectados por FIV.
Na presenca de resultados discordantes uma segunda aliquota de sangue total foi submetida a

extracdo de DNA e nested-PCR para a confirmacao do resultado.

4.4.5 Colheita dos dados epidemioldgicos

Os dados epidemiolégicos foram obtidos por meio de questionarios (Apéndice B)
realizados durante o atendimento clinico dos felinos provenientes da rotina do HCV. Foram
avaliadas as seguintes variaveis: raca, género, estado reprodutivo, idade, acesso a rua,
coabitacdo com gatos, agressividade, vacinacéo e estado de saude.

Quanto araca, os felinos foram classificados como sem raga definida (SRD) ou com sua
raca especifica; quanto ao estado reprodutivo foram classificados em inteiros ou castrados;
quanto a idade, em meses de vida; se possuiam acesso a rua ou ndo; se coabitavam ou ndo com
outros gatos; quanto a presenca ou ndao de comportamento agressivo mediante outros gatos;
com relacdo ao protocolo vacinal foram obtidos dados quanto a utilizacdo vacina para o FeLV
e a sua frequéncia (anual, bienal, esporadicamente); com relacdo ao estado de salde foram
classificados em sadios e doentes, e para o ultimo caso, obtido o diagndstico.

4.4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram distribuidos em tabelas de contingéncia no software Excel.
Quanto aos métodos de diagndstico de FeLV, a analise de concordancia entre ELISA e nested-
PCR foi realizada por meio do teste Kappa de Cohen. A concordancia foi classificada e
denominada de acordo com Landis e Koch (1977): valores do indice Kappa < 0 = nenhuma
concordancia; valores entre 0 - 0.19 = baixa concordéncia; valores entre 0.20 - 0.39 = regular
concordancia; valores entre 0.40 - 0.59 = moderada concordancia; valores entre 0.60 - 0.79 =

substancial concordancia; valores entre 0.80 - 1.00 = alta concordancia.
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Para andlise das variaveis epidemiolégicas foram formados trés grupos: gatos infectados
pelo FeLV com infecgdo progressiva (FeLV* P); gatos infectados pelo FeLV com infeccéo
regressiva (FeLV* R); e gatos negativos para FeLV (FeLV"). Dois modelos estatisticos foram
construidos com o objetivo de testar a hipotese de associagdo entre os desfechos da infecgédo
por FeLV e as informacGes especificas do hospedeiro. Foi aplicada a analise de regresséo
logistica, onde foram analisadas como variaveis univariadas o sexo, o estado reprodutivo, o
acesso a rua, a coabitacdo com gatos, a agressividade, a vacinacao para o FeLV e a coinfeccédo
com FIV. Todos os fatores foram testados para a colinearidade e nenhuma correlagdo foi
encontrada. As varidveis independentes foram entdo submetidas ao teste de qui-quadrado ou
teste exato de Fisher. Todas as variaveis que apresentaram p<0,20 foram consideradas para a
analise multivariada e o método aplicado foi a analise de regressdo logistica multinomial. A
interacdo entre as variaveis no modelo final foi avaliada a um nivel de significancia de a=0,05.
O software estatistico utilizado foi o IBM® SPSS® Statistics, versao 25.

Para a idade, foi utilizada estatistica descritiva e a diferenca entre os grupos foi avaliada
pelo teste de Kruskal-Wallis One Way on Ranks ¢ teste de Dunn’s, a um nivel de significancia
a = 0,05, utilizando o programa Sigma Plot 12.0.

Para a avaliagdo das variaveis hematoldgicas, os animais com coinfeccdo entre FeLV e
FIV foram considerados em dois grupos distintos (FeLV*P e FIV*; FeLV'R e FIV™). No grupo
FeLV", os animais doentes e/ou coinfectados por FIV foram excluidos da analise e o grupo foi
considerado como Controle para a comparacao entre os grupos. A diferenca entre os grupos foi
avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis One Way on Ranks e teste de Dunn’s, a um nivel de
significancia a=0,05, utilizando o programa Sigma Plot 12.0. Grupos com menos de 30 animais

ndo foram considerados para esta analise estatistica.

4.4.7 Comissdo de Etica no Uso de Animais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
5806100918).

4.5 RESULTADOS
A prevaléncia total aparente para a infec¢do pelo FeLV foi de 45,6% (95% IC 40,6-

50,6%). O nimero de positivos obtido em cada método de diagndstico e o nivel de concordancia

podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Anaélise de concordéncia entre os métodos de diagnostico nested-PCR e ELISA
para a infeccdo pelo FeLV em gatos.

Meétodos diagnosticos Nested-PCR
FeLV positivo FeLV negativo Total
ELISA FeLV positivo 132 3 135
FeLV negativo 40 209 249
Total 172 212 384

KAPPA=0.77 (substancial)
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A prevaléncia obtida para a infec¢éo progressiva (FeLV*P) foi de 34,4% (95% IC: 29,6-
39,1%), para a infeccdo regressiva (FeLV'R) 10,4% (95% IC: 7,4-13,4%), para FeLV*P
coinfectados com FIV 2,6% (95% IC: 1,2-4,0%) e FeLV'R coinfectados com FIV 1,5% (95%
IC: 0,3-2,7%).

Apresentaram resultados discordantes 0,8% (3/384) amostras, que testaram positivo
para o ELISA, porém negativo para a nested-PCR e ndo puderam ser classificadas em nenhum
grupo. Estas amostras eram provenientes de gatos sem racga definida (SRD) e castrados, 66,7%
eram machos e 33,3% fémeas, 66,7% tinham acesso livre a rua, coabitavam com outros gatos
e eram agressivos. Somente 33,3% recebiam vacinas que era aplicada esporadicamente e nao
incluia vacina para FeLV e 66,7% estavam doentes no momento do diagndstico. A idade média
desses animais foi de 76,7 (£59,5) meses, com idade minima de 8 meses e maxima de 114
meses. Os dados epidemiolégicos obtidos, descritos para cada grupo, podem ser observados na
Tabela 2.



46

Tabela 2 — Anélise estatistica descritiva de uma populacéo hospitalar de gatos (n=381) do
Planalto de Santa Catarina, Brasil, considerando os desfechos progressivo (FeLV*P) e

regressivo (FeLV*R) da infeccdo por FeLV.

Variaveis FeLV*P FeLV*R FeLV-
n=132 n=40 (n=209)
Raca Raca pura 6 (4,6) 6 (15,0) 22 (10,5)
SRD 126 (95,5) 34 (85,0) 187 (89,5)
Sexo Macho 82 (62,1) 19 (47,5) 74 (35,4)
Fémea 50 (37,9) 21 (52,5) 135 (64,6)
Castracéo Né&o 66 (50,0) 19 (47,5) 107 (51,2)
Sim 66 (50,0) 21 (52,5) 101 (48,3)
NI 0 0 1(0,5)
Acesso a rua Néo 31 (23,5) 13 (32,5) 76 (36,4)
Sim 101 (76,5) 27 (67,5) 133 (63,6)
Coabitacdo com gatos Néo 41 (31,1) 17 (42,5) 79 (37,8)
Sim 88 (66,7) 22 (55,0) 129 (61,7)
NI 3(2,3) 1(2,5) 1(0,5)
Agressividade Né&o 61 (46,2) 19 (47,5) 120 (57,4)
Sim 54 (40,9) 20 (50,0) 84 (40,2)
NI 17 (12,9) 1(2,5) 5(2,4)
Vacina para FeLV Né&o 118 (89,4) 37 (92,5) 181 (86,6)
Anual 8 (6,1) 3 (7,50) 15 (7,2)
Esporadica 3(2,3) 0 4(1,9)
NI 3(2,3) 0 9(4,3)
Estado de salde Sadio 19 (14,4) 18 (45,0) 82 (39,2)
Doente 113 (85,6) 22 (55,0) 127 (60,8)
Infeccdo por FIV Sim 10 (7,5) 6 (15,0) 7(3,3)
Né&o 122 (92,4) 34 (85,0) 202 (96,6)

FeLV: virus da leucemia felina; SRD: sem raca definida; NI: ndo informado; FeLV* P: positivos para FeLV e
com infeccdo progressiva; FeLV* R: positivos para FeLV e com infecgdo regressiva; FeLV": negativo para
FeLV; FIV: virus da imunodeficiéncia felina; Valores estre parénteses representam percentagem. Fonte:
Elaborada pela autora (2021).

Com relacdo a idade, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os
grupos. A andlise dos dados pode ser visualizada na Tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicdo da idade dos gatos (n=381) de uma populagéo hospitalar do Planalto

de Santa Catarina, Brasil, considerando os desfechos da infeccéo para FeLV.

Grupos Idade (meses) Valor de p
Média Mediana 25% 75% Vs. Controle FeLV*P vs. FeLV*R
FeLV*P 37,6 (£28,2) 30,0 16 59 0,945 0,935
FeLV*R 44,2 (£41,2) 30,5 12,7 60 0,988
FeLV- 48,7 (£50,1) 24 12 72

FeLV: virus da leucemia felina; FeLV™* P: positivos para FeLV com infeccdo progressiva; FeLV* R: positivos
para FeLV com infec¢do regressiva; FeLV: negativos para FeLV. Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Na andlise univariada, foi obtida associacdo significativa (p<0,05) para FeLV* P o
género masculino e o acesso a rua; para FeLV'R a coinfeccdo com FIV conforme esta

demostrada na Tabela 4.

Tabela 4 — Razdo de chance e valores de p estimados pela anélise univariada dos fatores
associados ao desfecho progressivo (FeLV*P) e regressivo (FeLV'R) para a infeccdo por

FeLV em gatos de uma populacdo hospitalar do Planalto de Santa Catarina, Brasil.

Fator associado Univariada FeLV*P Univariada FeLV*R
Valor de p OR (I1C:95%) Valor de p OR (IC:95%)
Raca Pura - - - -
SRD 0,079 2,5(0,97-6,26) 0,584 0,7 (0,25-1,76)
Género Macho <0,001 2,7(1,90-4,7) 0,204 1,6 (0,83-3,26)
Fémea - - - -
Castracéo Sim - - - -
Néo 0,851 0,9 (0,60-1,45) 0,756 0,8 (0,43-1,67)
Vacina para FeLV Sim - - - -
Néo 0,965 1,1 (0,51-2,39) 0,983 1,2 (0,35- 4,38)
Acesso a rua Sim 0,053 1,7 (1,02-2,75) 0,998 1,1 (0,52-2,2)
Néao - - - -
Coabitagdo com gatos  Sim 0,215 1,4 (0,87-2,2) 0,535 0,8 (0,38-1,5)
Néao - - - -
Agressividade Sim 0,377 1,3 (0,8-2,0) 0,321 1,5 (0,76-2,99)
Néao - - - -
Coinfecgdo com FIV Sim 0,136 2,4 (0,88- 6,38) 0,008 5,1 (1,61-16,07)
Né&o - - - -

OR: Odds ratio ou razdo de chance; IC: intervalo de confianca. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na analise multivariada gatos SRD e machos tiveram maior chance de apresentar o
desfecho progressivo, enquanto, gatos coinfectados com FIV tiveram maiores chances de

apresentar o desfecho regressivo (p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Razdo de chance e valores de p estimados pela anélise de regressao logistica
multinomial para fatores associados ao desfecho progressivo (FeLV*P) e regressivo
(FeLV*R) para a infeccdo por FeLV em gatos de uma populacdo hospitalar do Planalto de

Santa Catarina, Brasil.

Fator associado Multivariada FeLV*P Multivariada FeLV+R
Valor de p OR (I1C:95%) Valor de p OR (IC:95%)
Raca Pura - - - -
SRD 0,037 2,8 (1,06-7,30) 0,430 0,7 (0,24-1,83)
Género Macho <0,001 3,0 (1,89-4,77) 0,351 1,4 (0,69-2,86)
Fémea - - -
Acesso a rua Sim 0,218 1,4 (0,82-2,32) 0,897 0,9 (0,45-2,01)
Néo - - - -
Coinfecgédo com FIV Sim 0,384 1,6 (0,56-4,41) 0,009 4,8 (1,48-15,81)
Néo - - -

OR: Odds ratio ou razdo de chance; IC: intervalo de confianca. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Com relagdo ao estado de salde dos gatos, no grupo FeLV*P, para os doentes que
apresentaram somente infeccdo por FeLV [92,9% (105/113)], 74,3% (78/105) desenvolveram
alteracOes clinicas relacionadas ao retrovirus como linfoma (38,5%), palidez de mucosa em
decorréncia da anemia (24,4%), leucemia (17,9%), infeccdes bacterianas concomitantes
(9,0%), infeccdo viral concomitante pelo virus da peritonite infecciosa felina (PIF) (6,4%) e o
complexo gengivite estomatite felina (CGEF) (3,8%). As doencas ndo correlacionadas ao FeLV
apresentadas pelos felinos no grupo FeLV*P [25,7% (27/105)], foram traumas (37,0%),
gastroenterites (33,4%), outras neoplasias (14,8%), dermatite alérgica (7,4%) e a doenca do
trato urinario inferior dos felinos (DTUIF) (7,4%). Aqueles doentes do grupo FeLV'P e
coinfectados por FIV [7,1% (8/113)] apresentaram CGEF (37,5%), linfoma multicéntrico
(25,0%), leucemia (12,5%), pododermatite linfoplasmocitaria (12,5%) (BIEZUS et al., 2020) e
abortamento com maceracéo fetal (12,5%).

Para os doentes do grupo FeLV*R que apresentaram infecgcdo somente por FeLV [81,8%
(18/22)], 61,1% (11/18) tinham alterac@es clinicas relacionadas ao retrovirus como palidez de
mucosas em decorréncia da anemia arregenerativa (45,4%), leucemia (18,2%), linfoma (9,1%),
PIF (9,1%), CGEF (9,1%), micoplasmose felina (9,1%). As doencas ndo correlacionadas ao
FeLV apresentadas pelo grupo FeLV*R [38,9% (7/18)], foram a DTUIF (57,1%), outras
neoplasias (28,6%) e gastroenterite (14,3%). Tinham coinfeccdo por FIV 18,2% (4/22) dos
animais doentes do grupo FeLV'R, onde 75,0% apresentaram doencas nao correlacionadas aos

retrovirus como a DTUIF, outras neoplasias e trauma. Somente um felino coinfectado com FIV
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(25,0%) apresentou doenca que pode estar relacionada ao FeLV, a coinfec¢do com os agentes
da rinotraqueite infecciosa felina.

Os animais doentes que apresentaram resultados discordantes no ELISA e PCR foram
diagnosticados um com linfoma multicéntrico e outro com fibroma em laringe.

A frequéncia das alteracBes hematoldgicas observadas em cada grupo pode ser

visualizada na Tabela 6.

Tabela 6 — Frequéncia das alteracdes hematologicas dos gatos com infeccao progressiva por
FeLV (FeLV*P), regressiva (FeLV*'R), FeLV'P coinfectados com FIV (FeLV*P e FIV*) e
FeLV'R coinfectados com FIV (FeLV'R e FIV ) oriundos de uma populagdo hospitalar.

AlteracGes Hematoldgicas FeLV*P FeLV*R FeLV*P e FIV* FeLV*R e FIV*
n=122; (%) n=34; (%) n=10; (%) n=6
Anemia arregenerativa N.N 28 (22,9) 3(8,8) 2(20,0) -
M.N 7 (5,6) 4(11,8) 2(20,0) 2(3333)
N.H 3(2,5) - -
M.H 2(1,6) 1(2,9) -
Anemia regenerativa N.N. - - -
M.N 4(3,3) - 1(10,0)
N.H - - -
M.H 2 (1,6) - -
Trombocitose 1(0,8) - 1(10,0)

Trombocitopenia 69 (56,6) 13 (38,2) 6 (60,0) 4 (66,7)
Leucaocitose 23(18,8) 6 (17,6) 1(10,0) 1(16,7)
Leucopenia 25 (20,5) 3(8,8) 5 (50,0) 1(16,7)
Neutrofilia D.E.R. 12 (9,8) - - 1(16,7)

Madura 13 (10,7) 6 (17,6) - 1(16,7)
Neutropenia 26 (21,3) 2(5,9) 3(30,0)
Linfocitose 16 (13,1) 1(2,9) 1(10,0)
Linfopenia 41 (33,6) 7(20,6) 5 (50,0) 1(16,7)
Eosinofilia 10 (8,2) 2(5,9) - 1(16,7)
Basofilia 14 (11,5) 3(8.8) - 1(16,7)
Monocitose 4(3,3) 2(59) - 1(16,7)

N.N.: normocitica e nomocrémica; N.H.: normocitica e hipocrémica; M.N.: macrocitica e normocrémica; M.H.:
macrocitica e hipocrémica; D.E.R: desvio & esquerda regenerativo.Fonte: Elaborada pela autora (2021).

As citopenias foram encontradas em mais de uma linhagem celular para 46,7% (57/122)
dos casos do grupo FeLV*P, 23,5% do grupo FeLV'R, 70,0% do grupo FeLV*P e FIV* e 50,0%
do grupo FeLV'R e FIV*. Em todos os casos, os hemogramas classificados como anemia

arregenerativa apresentaram a contagem de reticuldcitos inferior a 60.000/pL.
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Alteracdes morfocelulares também foram observadas. Eritrocitos nucleados em
diferentes fases de maturagao foram visualizados em 22,5% dos casos de anemia arregenerativa
no grupo FeLV*P. Plaquetas reativas, em um caso de trombocitose do grupo FeLV*P e FIV* e
em 10,2% dos casos de trombocitopenia no grupo FeLV*P e 15,4% no grupo FeLV*'R.

Para os animais com neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo do grupo FeLV*P, em
41,7% dos casos o desvio abrangia até a linhagem mielocitica, 25,0% até a metamielocitica e
33,3% até neutrofilos bastonetes. No grupo FeLV'R e FIV, o desvio abrangia até a linhagem
mielocitica. Corpusculo de Déhle e neutrofilos toxicos foram observados em 58,3% e 33,3%,
respectivamente, dos casos de neutrofilia com desvio regenerativo a esquerda e em 23,1% e
11,5%, respectivamente, dos casos de neutropenia do grupo FeLV'P. Também foram
observados concomitantemente em um caso de neutropenia no grupo FeLV*P e FIV* e somente
o Corpusculos de Dohle em 23,1% dos casos de neutrofilia madura no grupo FeLV*P e no caso
do grupo FeLV'R e FIV*,

Nos casos em que a linfocitose foi relatada, linfocitos pleomdrficos estavam presentes
em 68,8% dos hemogramas no grupo FeLV*P e no caso do grupo FeLV*P e FIV™. Linfécitos
reativos também foram observados em associacdo a linfocitose em 43,8% e em associacdo a
linfopenia em 14,6% dos casos do grupo FeLV*P e 42,9% dos casos do grupo FeLV'R. O
resultado obtido na andlise estatista da comparacdo entre 0s grupos pode ser observado na
Tabela 7.
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Tabela 7 — Anadlise estatistica das variaveis hematoldgicas dos gatos com infec¢do

progressiva por FeLV (FeLV*P), regressiva (FeLV*R) e FeLV e FIV negativos e saudaveis

(Controle) oriundos de uma populacao hospitalar.

Variavel Controle FeLV*P FeLV*R FeLV*P
hematolégica n=80 n=122 n=34 Vs.
FeLV*R
Md  Variagdo Md  Variacdo p Md Variacao p P
(25-75%) (25-75%) (vs. (25-75%) (vs.
controle) controle)
Eritrécitos (x108/uL) 8,7 8-9,3 5,6 2,7-719 <0,0012 78 5,8-8,9 0,0032 0,012
Hemoglobina (g/dL) 12,3 11,6-132 8,8 4,6-11,7 <0,0018 11,7 8,2-12,6  <0,0012 0,068
VG (%) 39 36-42 28,5 15-37 <0,0018 36 26-39 <0,0012 0,106
VGM (fL) 445 43,1-46,3 495 455-554  <0,0012 45,0 41,1-49,5 0,681 0,0062
CHCM (g/dL) 31,2 305-32,8 31,8 30,3-34,2 0,480 32,0 30,2-34 0,732 0,769
Plaquetas (x10%/uL) 378  306-454,7 252 156,5-360  <0,001? 333 219-429 0,0202 0,046
Leucdcitos (x103/uL) 10,4  8,6-145 10,6 6-17,8 0,711 10,4 8,8-15,7 0,71 0,674
N. Bast. (x10%/uL) 0 0 0 0-0,1 <0,0012 0 0 0,012 0,078
N. Seg. (x10%/uL) 59 4,2-8,2 6,7 2,9-12 0,812 6,3 3,5-11,5 0,463 0,458
Linfocitos (x103/uL) 3,3 2,4-4,8 1,8 0,9-4,1 <0,0012 2,6 1,5-3,8 0,0412 0,125
Eosinéfilo (x10%/uL) 0,8 0,5-1,2 0,1 0-0,5 <0,0012 0,5 0,2-0,9 0,011 0,0032
Basofilos (x103/uL) 0 0 0 0 0,440 0 0 0,381 0,692
Mondcitos (x103%/uL) 0,1 0-0,3 0,1 0-0,3 0,10 0,6 0-0,3 0,910 0,703

Md.: mediana; Vs.: versus; VG: volume globular; VGM: volume globular médio; CHCM: concentracéo de hemoglobina
corpuscular média; N.: neutrofilos; Bast.: bastonetes; Seg.: segmentados; E.: Eritrocitos; PTP: proteina total plasmatica; :
indica diferenga significativa. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

4.6 DISCUSSAO

A prevaléncia total de animais infectados por FeLV neste estudo é alta quando
comparada com estudos que também utilizaram a deteccao do prévirus e do antigeno viral p27
em outros paises como a Argentina e a Alemanha, onde as prevaléncias obtidas foram de 11,8%
e 3%, respectivamente (ENGLERT et al., 2012; NOVO et al., 2016). No primeiro caso, apesar
do estudo ter sido conduzido em animais doentes, suspeitos de estarem infectados por FIV ou
FeLV, somente gatos acima de 2 anos foram incluidos (NOVO et al., 2016). Esta selecdo exclui
uma faixa etaria importante com suscetibilidade ao virus (HOOVER et al., 1976; GLEICH,;
HARTMANN, 2009; BIEZUS et al., 2019a), dessa maneira causando provavel diminui¢do na
prevaléncia. No segundo caso, a amostra foi selecionada de maneira semelhante ao presente
estudo e a diferenca na prevaléncia obtida se deve a auséncia de estratégias de controle para a
doenca na regido analisada, ao contrario do que se observa na Alemanha, que apds a
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implementacdo de programa de detecc¢do, remocdo e vacinagdo dos gatos obteve decréscimo da
prevaléncia para FeLV (GLEICH et al., 2009).

Quando comparada aos estudos semelhantes realizados no Brasil, a prevaléncia total
para FeLV é superior a obtida no estado da Bahia (3%) e se assemelha ao estado de Minas
Gerais (47,5%) (COELHO et al., 2008; LACERDA et al., 2017). O primeiro caso se deve a
diferenga na selecdo da amostra, onde foram priorizados gatos saudaveis (LACERDA et al.,
2017). Quando aplicada esta estratificacdo da amostra, as prevaléncias tendem a ser inferiores
nos felinos saudaveis quando em comparacdo aos doentes (MUCHAAMBA et al., 2014,
BIEZUS et al., 2019a). No segundo caso, a amostra foi selecionada de maneira similar ao
presente estudo e as prevaléncias semelhantes se devem a um conjunto de fatores que
descrevem o habito de vida da populacédo de felinos no pais.

Sabe-se que a dindmica da infeccdo por FeLV depende do tamanho da populacdo
hospedeira e do nivel de contato entre os gatos (FROMONT et al., 1998) e atualmente nas
regides Sudeste e Sul do Brasil estima-se que 15,2% e 21,2%, respectivamente, dos domicilios
tenham ao menos um gato (IBGE, 2020) e o numero de gatos ferais é incerto. Entdo a
possibilidade de alta densidade do hospedeiro associada a alta frequéncia de acesso livre a rua,
da coabitacdo e ao baixo indice de vacinagdo para FeLV permite a manutencao e a disseminagéo
do virus na populacdo. Fato que pode ser observado tanto no presente estudo quanto nos
anteriormente publicados para a regido Sudeste e Sul do pais (COELHO et al., 2008; COSTA
etal., 2017; BIEZUS et al., 2019a).

A utilizacdo em conjunto de dois métodos diagnosticos para FeLV também influenciou
no alto nimero de animais infectados. Quando comparados diferentes métodos como o ELISA
e a PCR, que no primeiro caso € voltado para a deteccdo de antigeno viral e no segundo para a
deteccdo do prdvirus, valores de prevaléncia maiores sdo obtidos para a PCR. No Brasil,
Argentina, Alemanha e Suica estudos de comparacdo ja foram realizados e enquanto
prevaléncias de 2% e 11,82% no nested-PCR e 3% e 17,5% no real time-PCR foram obtidas,
no ELISA as porcentagens sdo menores, de 1,5%, 7,69%, 1,8% e 12,1%, respectivamente
(GOMES-KELLER etal., 2006; ENGLERT et al., 2012; NOVO et al., 2016; LACERDA etal.,
2017).

A prevaléncia obtida para a infeccdo progressiva (FeLV*P) foi similar a outro estudo
realizado na regido Sul do pais (31%) e superior as obtidas anteriormente para os estados de
Santa Catarina (22,3%), Rio de Janeiro (11,52%) e Bahia (1,5%) (ALMEIDA et al., 2012;
COSTA et al., 2017; LACERDA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). Com relacéo ao estudo
realizado em Santa Catarina, do qual obteve-se 71,4% das amostras do presente estudo, o
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aumento da prevaléncia da infecgdo progressiva, se deve ao aumento no nimero de animais
doentes na amostra (66,8% para 68,8%) e principalmente aqueles com sinais clinicos
relacionados ao FeLV (55,8% para 73,3%) (BIEZUS et al., 2019a). As altas prevaléncias
obtidas para a regido Sul do pais ocorre, pois, a amostra € origindria de uma populagédo
hospitalar onde a maioria dos gatos sdo levados a procura de atendimento clinico por
apresentarem doencas, elevando assim a chance de detec¢do do FeLV (COSTA et al., 2017
BIEZUS et al., 2019a;). Para o estudo realizado no estado do Rio de Janeiro a amostra €
heterogénea, obtidas de clinicas veterinarias, abrigos e principalmente domicilios privados
(ALMEIDA et al., 2012). Desta maneira, € provavel a selecdo de muitos animais saudaveis e
negativos para o FeLV (MUCHAAMBA et al., 2014; BIEZUS et al., 2019a), assim como no
estudo realizado na Bahia (LACERDA et al., 2017).

A proporcao de gatos com infeccdo progressiva foi 3,4 vezes maior que aqueles com
infeccdo regressiva. Esta propor¢do € maior que as relatadas na Alemanha (1,5) e Suica (2,2)
onde as prevaléncias obtidas para a infeccdo regressiva variam de 1,2% a 5,4% (GOMES-
KELLER et al., 2006; ENGLERT et al., 2012). Isso acontece, pois, a taxa de infec¢do nestes
locais € menor que a observada na regido em estudo, refletindo em menores prevaléncias para
a infecgdo progressiva e regressiva (GOMES-KELLER et al., 2006; GLEICH et al., 2009;
ENGLERT et al., 2012). Outros estudos demonstram que esta propor¢do pode ser inversa,
principalmente quando a maioria dos animais recrutados sdo saudaveis (WESTMAN et al.,
2019).

A coinfeccdo por FeLV e FIV é descrita com prevaléncias menores que a observada
neste estudo. Na Europa, a prevaléncia da coinfec¢do ndo é superior a 1% e na América do
Norte, prevaléncias de 0,5% e 0,7% foram observadas (LURIA et al., 2004; GLEICH et al.,
2009; LITTLE etal., 2009; SPADA et al., 2012). A prevaléncia para a coinfec¢édo é superior na
maioria dos estudos realizados no Brasil, chegando a 4,4% na regido Sul do pais (COSTA et
al., 2017; POFFO et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). Os estudos que utilizaram a PCR e 0
ELISA em conjunto demonstraram resultados variaveis em outras regides do pais, desde a
auséncia de coinfeccdo em gatos no estado da Bahia e 2,27% no estado do Mato Grosso
(LACERDA et al., 2017; POFFO et al., 2017). No primeiro estudo, novamente, a selecéo
prioritaria de gatos saudaveis exclui uma parte importante da populagdo, uma vez que a infeccao
por FeLV reduz a expectativa de vida dos felinos devido ao surgimento das diversas alteractes
clinicas e também que a coinfecgdo gera maior probabilidade dos felinos apresentarem linfomas

(LITTLE et al., 2020). J&4 no segundo caso, a selecdo de animais tanto sadios quanto doentes
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trouxe uma prevaléncia mais proxima com a obtida neste estudo, porém, o nimero de animais
testados ndo € suficiente para inferéncias a nivel populacional (THRUSFIELD, 2007).

A presenca de resultados discordantes pode ter ocorrido devido a resultados falso-
negativos na PCR, decorrentes de mutacdo nas sequéncias referentes aos primers escolhidos
(WESTMAN et al., 2019). Justificativa que é plausivel principalmente no caso do gato que
apresentava linfoma multicéntrico, uma enfermidade bastante apresentada em felinos
infectados pelo FeLV (STUTZER et al., 2011). Outra possibilidade é que o ELISA tenha
resultado em falso-positivo. Um estudo demonstrou resultados falso-positivos utilizando kits
de ELISA voltados para a detecgdo dos antigenos de FeLV em sangue total (HAWKS et al.,
1991). No presente estudo, somente amostras de soro foram utilizadas com o objetivo de
eliminar variacdo decorrente do tipo de amostra, porém nédo € possivel excluir a existéncia da
interferéncia por hemdlise. Resultados falso-positivos também podem ser decorrentes de
anticorpos antimurinos presentes em 1 a 2% dos gatos, porém o ELISA escolhido para este
estudo utiliza reagentes no conjugado liquido para bloguear a ligacdo dos anticorpos
antimurinos aos anticorpos anti-FeLV utilizados no kit (LOPEZ et al., 1989; HARTMANN et
al., 2001; WESTMAN et al., 2017).

Apesar da idade média dos animais com infecgdo regressiva por FeLV (FeLV'R) ser
maior que daqueles com infeccdo progressiva (FELV'P), a analise estatistica ndo revelou
diferenca significativa. Resultados similares foram obtidos em estudos conduzido na Alemanha
e Austrdlia (ENGLERT et al., 2012; WESTMAN et al., 2019). A auséncia de diferenca
estatistica significativa dos grupos FeLV*P e FeLV*R em relacdo ao grupo controle pode ser
explicada pelo grande nimero de animais nas faixas etarias mais jovens neste estudo, refletido
pelos baixos valores de mediana e variagcOes interquartil similares. Este achado pode ser reflexo
de caracteristicas populacionais relacionadas a pouca longevidade dos gatos na regido, que
possui baixa adesdo a estratégias de medicina preventiva, como a vacinacao, e permite acesso
a rua para a maioria dos gatos (BIEZUS et al., 2019a).

Neste estudo, os gatos SRD tiveram maior chance de serem diagnosticados com o
desfecho progressivo para a infeccdo por FeLV (FeLV*P) e essa associacdo nédo foi observada
para o grupo FeLV*R. Nao existe predisposi¢do racial para a infec¢do por estes retrovirus e
diversos estudos epidemioldgicos investigaram este fator e ndo encontraram correlacdo com a
infeccdo progressiva ou regressiva (LEVY et al., 2007; GLEICH et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2012; ENGLERT et al., 2012; MUCHAAMBA et al., 2014; LUCKMAN; GATES, 2017
WESTMAN et al., 2019). Com resultados similares, outro estudo realizado no Brasil

demonstrou maior risco para a infec¢do progressiva por FeLV em gatos SRD (COSTA et al.,
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2017). Uma provavel explicacdo para a infeccdo por FeLV ser menos observada em ragas puras
é que elas despendem um valor financeiro e por este motivo comumente sdo mantidas dentro
de casa, além de que os proprios criadores realizam um maior nimero de exames para controlar
a doenca (HARTMANN, 2006).

A maior chance de gatos machos apresentarem a infeccdo progressiva por FeLV foi
demostrada também em outros estudos (LEVY et al., 2007; BLANCO et al., 2009; GLEICH et
al., 2009; AKHTARDANESH et al., 2010; COSTA et al., 2017; LUCKMAN; GATES, 2017
BIEZUS et al, 2019a). De maneira geral, gatos machos sdo expostos a grande variedade de
agentes estressores e patdgenos devido a sua maior exposi¢ao ambiental, pois partem em busca
de fémeas para o0 acasalamento e desta maneira entram em contato com um nimero maior de
individuos da mesma espécie (GOLDKAMP et al., 2008; GLEICH et al., 2009; BIEZUS et al.,
2019a).

A presenca ou auséncia de vacinacéo para FeLV néo teve correlagdo com os desfechos.
Este resultado é reflexo da baixa adesdo a testes de triagem para a infecgdo por FeLV e
protocolos de vacinacio na populacéo. E importante salientar que os felinos deste estudo nunca
haviam sido testados previamente, mesmo os j& vacinados. E provavel que os felinos vacinados
com infeccdo persistente estivessem infectados antes de receber a vacina, uma vez que esta
deve conferir protecéo contra este desfecho da infeccdo (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007;
LITTLE et al., 2020).

Nenhum fator associado a infeccdo progressiva por FeLV foi encontrado associado a
infeccdo regressiva. Este resultado, associado a maior prevaléncia de animais com infec¢éo
progressiva, leva a crer que tamanha diferenca tenha ocorrido devido a associagédo de diversos
fatores. A proporcdo de gatos machos, com acesso livre a rua e a coabitacdo entre animais da
mesma espécie foram maiores entre os felinos com infec¢do progressiva, enquanto 0s gatos
com infecgdo regressiva tiveram propor¢des similares. Ndo obstante, exceto para o género dos
animais FeLV negativos, essas propor¢des também foram maiores nos demais grupos. Isto
demonstra que os felinos neste estudo tinham, na sua maioria, grande exposi¢do ambiental e
consequentemente, maior exposi¢do ao virus, a maiores doses infecciosas e maiores chances de
desenvolveram infecgdo progressiva. Um estudo realizado na Austrdlia obteve resultados
semelhantes em grupos de gatos alojados em instalacdes de resgate (WESTMAN et al., 2019).

N&o houve associacdo entre o desfecho progressivo da infeccdo por FeLV e gatos
coinfectados por FIV. Estudos que avaliaram antigeno para FeLV e anticorpo para FIV
observaram maiores chances de gatos FeLV positivos serem positivos também para FIV
(GLEICH et al., 2009; LITTLE et al., 2009). Este resultado seria esperado devido ao efeito
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imunodepressor que ambos os retrovirus desempenham, facilitando infec¢es concomitantes
(HARTMANN, 2011). Neste estudo, os gatos infectados por FIV apresentaram maior risco de
serem diagnosticados com o desfecho regressivo da infeccdo por FeLV. Sabe-se que animais
mais velhos tem menor chance de desenvolverem viremia persistente pelo FeLV, ou seja
infeccdo progressiva, em comparagdo aos felinos mais jovens (HOOVER et al., 1976). Da
mesma maneira, que sdo mais velhos os felinos diagnosticados com FIV (GLEICH et al., 2009;
CHHETRI et al., 2015; BIEZUS et al., 2019a). Portanto, é provavel que este resultado tenha
sido um achado e que o fator idade tenha aumentando a chance de felinos com infeccédo
regressiva por FeLV serem positivos para FIV.

As principais alteragdes clinicas observadas neste estudo foram linfoma, leucemia,
citopenias do tipo arregenerativa e infeccGes secundarias. Essas enfermidades possuem
prognostico desfavoravel e geralmente estdo associadas a infeccdo progressiva por FeLV
(HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015; SPADA et al., 2018; BIEZUS et al., 2019b). As
mesmas doencas puderam ser observadas no grupo FeLV'R, porém em menor frequéncia.
Estudos demonstram que felinos com infeccdo regressiva podem desenvolver doencas fatais
como o linfoma e a leucemia (JACKSON et al., 1993; GABOR et al., 2001; SUNTZ et al.,
2010), mas estas doencas se manifestam com menos frequéncia que na infeccdo progressiva
(STUTZER et al., 2010; BEATTY et al., 2011; STUTZER et al., 2011; WESTMAN et al.,
2019).

E possivel afirmar que, como consequéncia do progndstico desfavoravel da infecgdo
progressiva e o desenvolvimento de doencas fatais, os animais do grupo FeLV*P estdo sujeitos
a maior impacto sobre os parametros hematoldgicos (HELFER-HUNGERBUEHLER et al.,
2015; BIEZUS et al., 2019b). Esta afirmagdo nem sempre foi confirmada por diferenca
estatistica significativa em comparacdo ao grupo FeLV*R porém, esté refletida nas menores
medianas encontradas para a contagem de eritrdcitos, VG, contagem de plaquetas e linfocitos.
N&do foram encontrados estudos que tenham comparado pardmetros hematoldgicos entre
infeccdo progressiva e regressiva por FeLV.

As citopenias, principalmente a trombocitopenia e a anemia, foram as principais
alteracbes hematoldgicas deste estudo e sdo as mais importantes alteracfes observadas em
associacdo a infeccdo progressiva (GLEICH; HARTMANN, 2009; COLLADO et al., 2012;
BIEZUS et al., 2019b). A trombocitopenia foi mais relatada que a anemia, porém é descrita na
literatura com menor frequéncia que a anemia e a leucopenia (GLEICH; HARTMANN, 2009;
COLLADO et al., 2012). E importante ressaltar que, apesar da alta frequéncia, somente 25%

dos animais do grupo FeLV*P apresentaram contagem de plaquetas inferior a 156x10%uL, o
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que poderia causar algum prejuizo a capacidade de coagula¢do. Enquanto para o grupo
FeLV'R, apesar da diferenca estatistica significativa observada em relagdo ao grupo controle,
a mediana encontra-se dentro do intervalo de referéncia (300-800 x10°/uL) (WEISS;
WARDROP, 2010).

A anemia, segunda alteracdo hematoldgica com maior frequéncia, pode ter origem
neoplasica ou ndo. No primeiro caso, a anemia acontece em decorréncia de leucemias ou
sindrome mielodisplasicas (LINENBERGER; SHELTON, 1995). Entre 0os mecanismos nédo
neoplasicos envolvidos no aparecimento das anemias associadas ao FeLV podem ser citados a
infecgdo priméria das células tronco hematopoiéticas e das células do estroma levando ao
desenvolvimento de anemia arregenerativa (HARTMANN, 2012). A proporgao entre anemia
regenerativa e arregenerativa associadas a infeccdo progressiva por FeLV é de 10 e 90%,
respectivamente (STUTZER et al., 2010), proporgao similar a observada neste estudo. Outros
estudos também demonstram que a anemia arregenerativa € comumente observada (GLEICH,;
HARTMANN, 2009; BIEZUS et al., 2019b).

No que se refere aos animais com infec¢do regressiva, a ocorréncia de citopenias entre
as principais alteracfes hematoldgicas foi um achado incomum, uma vez que sdo raras
associadas a este desfecho (STUTZER et al., 2010). Existem poucos dados disponiveis que
possibilitem a comparacdo das alteragdes hematoldgicas observadas em felinos com infeccéo
regressiva. Nos casos descritos a anemia arregenerativa parece ser consenso, porém nenhum
dos casos apresentados relatou citopenias das demais linhagens celulares como observado no
presente estudo (STUTZER et al., 2010; BEATTY et al., 2011).

A linfopenia foi a alteracdo leucocitaria mais prevalente neste estudo, e €
frequentemente observada em felinos com FeLV (HOFMANN-LEHMANN et al., 1997;
COSTA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019b). Apesar de obtida diferenca estatistica somente
para os grupos FeLV*P, FeLV*R em comparacdo ao controle, é possivel observar que a
mediana de FeL\V*P é menor que a obtida para FeLV*R. Esta diferenca se deve, provavelmente,
ao processo de replicacdo viral ativo em felinos com infec¢do progressiva e sintomaticos
(GLEICH; HARTMANN, 2009).

Com relagdo a contagem de eosinofilos, as medianas obtidas nos grupos FeLV'P e
FeLV'R foram significativamente menores que as obtidas no grupo controle, porém este é um
achado com pouco significado, uma vez que o valor de referéncia para a espécie varia de 0 a
1500 eosindfilos/uL (WEISS; WARDROP, 2010).

As alteragdes hematoldgicas descritas também foram frequentes nos grupos FeLV*P e

FIV* e FeLV'R e FIV™. Alguns estudos ja demonstraram que a coinfec¢do de FIV com FeLV
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progressivo leva ao progresso acentuado da doenga quando em comparagdo aos animais que
apresentam somente infeccdo por FIV (PEDERSEN et al., 1990; HOFMANN-LEHMANN et
al., 1997).

As alteragcdes hematoldgicas observadas no grupo FeLV'R e FIV*, podem ter sofrido
maior influéncia da infeccdo por FIV, uma vez que o impacto da infeccédo regressiva por FeLV
sobre o desenvolvimento da doenca é menor (STUTZER et al., 2010; STUTZER et al., 2011;
LITTLE et al., 2020). A anemia pode ser resultado da diminuicdo de células eritroides
progenitoras na medula 6ssea, relatada em alguns gatos com infeccéo por FIV (SHELTON et
al., 1995). Além disso, o FIV causa o declinio progressivo do sistema imune do hospedeiro, 0
que reflete em linfopenia (HOSIE et al., 2009). Porém, o felino pode permanecer assintomético
durante anos sem vir a apresentar a fase terminal e as alteracdes clinicas que acompanham
(YAMAMOTO, et al., 2007; GLEICH, et al., 2009).

4.7 CONCLUSAO

A utilizacdo de métodos diagndsticos voltados para a detec¢do de antigeno viral e
prévirus, permitiu determinar que a populacdo de gatos Planalto Catarinense apresenta elevada
prevaléncia para a infeccdo por FeLV. A prevaléncia encontrada para a infecgdo progressiva,
associada aos habitos de vida dos felinos, demonstram que a populacdo estudada apresenta alto
risco de contrair este virus.

Por meio da andlise das variaveis epidemiologicas foi possivel evidenciar a auséncia de
similaridades entre os fatores associados as infec¢des progressiva e regressiva por FeLV. A
avaliacdo hematoldgica demonstrou que ambos os desfechos da infecgdo apresentam impacto
sobre a saude dos felinos, porém, as alteracGes relacionadas a infeccdo progressiva sao mais

frequentes e graves.
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5 ARTIGO 2

5.1  ANALISE DE SOBREVIVENCIA E ALTERACOES CLINICAS EM GATOS COM
INFECCAO PROGRESSIVA OU REGRESSIVA PELO Feline leukemia virus
(FeLV).

5.2 RESUMO

A infeccdo pelo Feline leukemia virus (FeLV) apresenta trés principais desfechos:
progressivo, regressivo e abortivo. Poucos estudos realizaram o acompanhamento clinico
prolongado dos gatos com os diferentes desfechos da infecgdo. O objetivo deste estudo é
caracterizar as apresentacOes clinicas e o efeito dos desfechos progressivos e regressivos da
infeccdo por FeLV na expectativa de vida dos gatos. Foram selecionados 176 gatos, 116 com
infeccdo progressiva (FeLV*P) e 30 com regressiva (FeLV* R) e 30 gatos FIV e FeLV negativos
(Controle), testados pelo método de ELISA, para antigeno p27 do FeLV e por nested-PCR para
DNA proviral correspondente a regido U3-LTR e gene gag. Os felinos foram acompanhados
clinicamente até o dbito ou pelo periodo de 12 a 54 meses. A analise de sobrevivéncia foi
realizada por meio da analise de Kaplan-Meier e regressdo de COX. O tempo mediano de
sobrevivéncia apds o diagnostico de FeLV foi 30 dias para o grupo FeLV*P e nao foi alcancado
nos demais grupos. As variaveis, estado de saide no momento da inclusdo do felino no estudo
e desfecho progressivo da infec¢do por FeLV aumentaram em 4 e 5 vezes o Hazard Ratio (HR)
para o desfecho 6bito na populacdo em geral. Dentro dos grupos, animais doentes apresentaram
HR para o desfecho 6bito 3 e 13 vezes maior nos grupos FeLV*P e FeLV 'R, respectivamente.
Em 74 gatos do grupo FeLV*P foi possivel determinar a doenca responsavel pelo 6bito, as
principais foram: linfoma (28), leucemia (18), alteracdes hematoldgicas de causa indeterminada
— AHCI (12), PIF (5) e infec¢des bacterinas (5). Para 5 gatos do grupo FeLV'R as causas das
mortes foram: leucemia (2), AHCI (1), PIF (1), carcinoma de células escamosas (1). As
alteracbes hematoldgicas mais observadas nos casos de leucemia (20) foram: anemia (19),
trombocitopenia (16) e linfocitose (14). Nos casos de AHCI (15) foram: anemia (15),
trombocitopenia (10) e neutropenia (6). A infeccdo progressiva por FeLV reduz a expectativa
de vida levando ao desenvolvimento frequente de linfoma, leucemia e anemia. Isto € menos

frequente no desfecho regressivo que nao apresenta efeito direto sobre a curva de sobrevivéncia.

Palavras-chaves: medicina felina, retrovirus, doenca viral.



60

5.3 INTRODUCAO

Feline leukemia virus (FeLV) € considerado um dos virus mais prejudiciais a saude dos
gatos e esta presente em diversas populacdes por todo o mundo (GLEICH et al., 2009;
HARTMANN, 2012; MUCHAAMBA et al., 2014; NOVO et al., 2016; BIEZUS et al., 2019a).
Alguns paises conseguiram conter o avango desse virus enquanto que no Brasil, as prevaléncias
obtidas permanecem elevadas tornado a populacdo de felinos ideal para a investigacdo dos
aspectos clinicos da doenca (GLEICH et al., 2009; LITTLE etal., 2009; ENGLERT et al., 2012;
COSTA etal., 2017; BIEZUS et al., 2019a).

A infeccéo por FeLV pode apresentar diferentes desfechos no hospedeiro, considerando
trés como os principais: infeccdo progressiva, regressiva e abortiva (LITTLE et al., 2020).
Todos estes desfechos podem ser observados em infecgbes naturais por FeLV e sdo
influenciados pela capacidade imunoldgica do hospedeiro em controlar a viremia (HOOVER e
MULLINS, 1991; HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; HATMANN, 2012; WESTMAN et
al., 2019).

O primeiro desfecho (progressivo) ocorre devido a ineficacia da resposta imune do
hospedeiro frente a infeccdo viral, com insercdo do provirus no genoma do felino e
desenvolvimento da viremia persistente. No segundo desfecho (regressivo), a resposta imune é
parcialmente efetiva, combatendo o FeLV no inicio da sua disseminacdo na medula 6ssea
impedindo a viremia persistente, mas ndo a integracdo do DNA proviral. No terceiro desfecho
(abortivo) o virus é combatido antes de chegar na medula 6ssea. Este animal € considerado
apenas exposto ao virus e terd como Unico indicativo a producgédo de anticorpos contra FeLV
(HARTMANN, 2012; LITTLE et al., 2020).

Somente a infeccdo progressiva e regressiva apresentam gravidade clinica comprovada
(HARTMANN, 2012; NESINA et al., 2015). Animais com infec¢do progressiva apresentam
baixa expectativa de vida, sobrevivendo somente 3 a 4 anos ap0s o contato com o virus, devido
ao desenvolvimento de alteragcBes clinicas como o linfoma e a leucemia, desordens
hematoldgicas de origem nao neoplasica e imunodeficiéncia facilitando o desenvolvimento de
infeccdes concomitantes (HOOVER et al., 1975; OGILVIE et al., 1988; REINACHER, 1989;
SHEETS etal., 1993; LUTZ et al., 2009; BIEZUS et al., 2019b; CRISTO et al. 2019a, b). Entre
as principais infeccbes concomitantes que afetam estes gatos, pode ser citado o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), sendo este também o principal diagnostico diferencial (LITTLE
et al., 2020).



61

Para a infeccdo regressiva a principal implicacdo a satde do felino é a capacidade de
reativacdo do provirus a partir de episddios de imunodeficiéncia, causando entdo a infeccéo
persistente. Outra implicacdo seria a capacidade de interacdo do DNA proviral com proto-
oncogenes celulares, que pode ocorrer mesmo em infeccBes regressivas mediante o processo
de mutagénese insercional adquirida somaticamente e resulta em neoplasias, mesmo nos felinos
mais velhos (ROJKO et al., 1982; HARTMANN, 2012). Além disso, gatos com infeccdo
regressiva podem transmitir o FeLV por meio de transfuses sanguineas e o felino receptor
pode vir a apresentar viremia (NESINA et al., 2015). Acredita-se que até 10% dos gatos
apresente esse tipo de infecgdo (MOSTL et al., 2015).

Na literatura nacional e internacional faltam estudos que levem em consideracdo o
acompanhamento clinico prolongado dos gatos que apresentam a infec¢do por FeLV e em
especial, que levem em conta os dois principais desfechos da infeccdo. Portanto, o objetivo
deste estudo foi caracterizar as apresentacdes clinicas e o efeito dos desfechos progressivos e
regressivos da infeccdo por FeLV na expectativa de vida dos gatos.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Selecdo da amostra

Foram selecionados gatos provenientes da rotina de atendimentos do Hospital de
Clinicas Veterinarias (HCV) do CAV-UDESC, no periodo de novembro de 2015 a agosto de
2019. Estes gatos fizeram parte de um estudo epidemioldgico, sobre o desfecho progressivo e
regressivo da infeccdo por FeLV no Planalto de Santa Catarina. Ao todo foram testados, 384
gatos para a presenca de anticorpo contra o FIV e antigeno do FeLV por meio do método de
ELISA, utilizando o kit SNAP FIV/FeLV Combo Test® (IDEXX Laboratories). Foi realizado
também o nested-PCR, para a deteccdo de DNA proviral, conforme a técnica descrita por
Miyazawa e Jarret (1997), para amplificar a regido U3-LTR e gene gag.

Por meio de contato telefénico ou presencial os tutores dos felinos foram convidados a
participar do projeto. Para tanto, assinaram um "Termo de consentimento livre e esclarecido”
(Apéndice A).

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
5806100918).
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5.4.2 Determinacéao do desfecho da infeccéo para FeLV

Foram considerados com infec¢do progressiva, 0s gatos positivos para FeLV por meio
de ELISA e nested-PCR. Foram considerados com infec¢do regressiva 0s gatos positivos para
FeLV por meio de nested-PCR e negativos no ELISA.

Baseado nesses critérios foram formados trés grupos: 116 gatos infectados pelo FeLV
com infeccdo progressiva (FeLV* P); 30 gatos infectados pelo FeLV com infeccdo regressiva
(FeLV* R); 30 gatos negativos para FeLV (controle). Ndo foram realizadas segregacdes quanto
araca, idade, sexo, estado de saude e diagnostico de FIV. Para os felinos dos grupos FeLV* P
e FeLV" R vivos ao final do estudo, foi oferecido um novo teste de ELISA e nested-PCR, com

a finalidade de deteccdo de mudanca no desfecho da infeccao.

5.4.3 Acompanhamento clinico

Os felinos dos trés grupos foram acompanhados clinicamente, de forma presencial ou
contato telefénico semestral, do momento da incluséo do felino no estudo até o dbito ou término
do estudo. Como critério de inclusdo, foi estipulado que o felino pudesse ser acompanhado por
no minimo 12 meses antes da data prevista para o término do estudo, que aconteceu em 01 de
outubro de 2020.

O acompanhamento presencial acontecia conforme a necessidade individual de cada
paciente e a disponibilidade do tutor em levar o animal ao HCV. Os animais eram submetidos
ao exame fisico, hemograma e exames complementares de imagem e laboratoriais no caso de
necessidade. No exame fisico eram realizadas a inspecéo externa do felino (escore corporal,
condicdo da pelagem, presenca de ectoparasitos, lesbes de pele), inspecdo das mucosas,
avaliacdo do tamanho e consisténcia dos linfonodos, inspecdo da cavidade oral (quanto a
presenca de cdalculos dentarios, gengivite e estomatite), auscultacdo cardiopulmonar,
temperatura retal, exame ortopédico e neuroldgico completo.

No caso de oObito durante o periodo do acompanhamento, mediante autorizacdo dos
tutores, os felinos eram encaminhados ao Laboratério de Patologia Animal (LAPA,

CAV/UDESC) para a realizacdo da necropsia e exame histopatologico.
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5.4.4 Andlise de sobrevivéncia

Para a analise de sobrevivéncia foi utilizada inicialmente a abordagem ndo paramétrica,
por meio da andlise de Kaplan-Meier (KAPLAN; MEIER, 1958). O intervalo de observacéao
estipulado para a analise de sobrevivéncia foi de 2 anos (730 dias). A variavel tempo foi definida
como numero de dias entre 0 momento zero (eixo x) e a ocorréncia do evento. O evento foi
considerado como variavel binaria (0, 1), onde 1 corresponde ao ébito e O corresponde aos
dados censurados (abandono do estudo, perda de informacdo, ndo ocorréncia do ébito apos 2
anos de acompanhamento). As curvas de sobrevivéncia foram comparadas utilizando os testes
de Log Rank, Gehan-Breslow-Wilcoxon e Tarone-Ware e p<0,05 foi considerado diferenca
estatistica significativa.

Diante da proporcionalidade dos riscos o modelo de regressao de COX foi aplicado
(COX, 1972; COX; OAKES, 1984). As variaveis utilizadas para a analise foram: idade no
momento da inclusdo do felino no estudo; estado de saude dos felinos no momento da incluséo
no estudo; desfecho da infeccdo para FeLV (grupos FeLV*P, FeLV*R e controle); coinfeccdo
por FIV. Valores de p<0,05 foi considerado com diferenca estatistica significativa. Ambas as

analises foram realizadas no software estatistico IBM® SPSS® Statistics, versdo 25.

5.4.5 Andlise dos dados clinicos

Os felinos dos grupos FeLV* P e FeLV™" R tiveram seus prontuarios avaliados. Os dados
obtidos durante as consultas e exames complementares, desde 0 momento da incluséo no estudo
ao momento do 6bito ou término deste estudo, foram coletados e distribuidos em tabelas de
contingéncia no software Excel.

Dados como a idade, raca, sexo e a condi¢do corporal dos felinos também foram obtidos.
Quanto a condicgéo corporal os gatos foram classificados em escores de acordo com as diretrizes
estabelecidas pela avaliagcdo da Global nutrition committee of the world small animal veterinary
association (LAFLAMME, 1997). Foram classificados da seguinte maneira, de acordo com o
indice de condicdo corporal (ICC): Animais caquéticos tinham o indice de condigéo corporal
(ICC) entre 1 e 2; os classificados como magros tinham o ICC igual a 3; os com condi¢do
corporal regular tinham o ICC de 4 a 5; aqueles com sobrepeso tinham o ICC de 6 a 9.

O estado de satde observado no momento da inclus&o no estudo e no momento do 6bito

foram comparadas e cruzadas com resultados de exame anatomopatoldgico, quando presentes.
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5.5 RESULTADOS
5.5.1 A amostra

Do total de animais que participaram do estudo (176), 92% foram classificados como
sem raca definida (SRD) e 8% como racas puras. Quanto ao género, 58% eram machos e 42%

fémeas. Os dados obtidos para a analise de sobrevivéncia podem ser visualizados na tabela 8.

Tabela 8 — Distribuicdo dos gatos de cada grupo (FeLV*P, FeLV'R e controle) de acordo

com as variaveis estudadas na analise de sobrevivéncia.

Variaveis FeLV*P; FeLV*R; Controle;
n=116 n=30 n=30
Idade & incluséo do estudo mediana (25-75%) em meses 33 (18-60) 23 (12-60) 48 (24-99)
Coinfeccéo pelo FIV Sim (%) 8 (6,9) 4 (13,3) 0
Néo (%) 108 (93,1) 26 (86,7) 30 (100)
Estado de salde a inclusdo do Doente (%) 100 (86,2) 11 (36,7) 17 (56,7)
estudo Saudavel (%) 16 (13,8) 19 (63,3) 13 (43,3)
Estado de vida a conclusdo do Obito (%) 103 (88,8) 9 (30,0) 9 (30,0)
estudo Vivo (%) 10 (8,6) 14 (46,7) 15 (50,0)
Indefinido (%) 3(2,6) 7 (23,3) 6 (20,0)
Eutanésia in extremis Sim (%) 24 (23,3) 1(11,1) 2(22,2)
Nao (%) 79 (76,7) 8(88,9) 7(77,8)
Obito por causas associadas ou  Sim (%) 70 (68,0) 4 (44,5) 1(11,0)
com possivel associacdo ao FeLV  Nao (%) 4 (3,9 1(11,0) 4 (44,5)
Diagndstico Indefinido (%) 29 (28,1) 4 (44,5) 4 (44,5)

FeLV*P: infectados progressivamente pelo FeLV; FeLV*R: com infecc&o regressiva pelo FeLV; IC: Intervalo de
confianca. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Dos animais no grupo FeLV*P que tiveram o estado de vida indefinido ao final do
estudo [2,59% (3/116)], dois fugiram de casa apés 1 e 16 meses de acompanhamento,
respectivamente e um foi perdido o contato com o tutor ap6s 24 meses. No grupo FeLV*R
[23,33% (7/30)], cinco gatos haviam fugido de casa em um intervalo de 1 a 40 meses de
acompanhamento e para 0s outros dois foi perdido contato com o tutor apds 25 e 27 meses de
acompanhamento. No grupo controle [20,0% (6/30)] o motivo foi a perda de contato com os

proprietarios, apés 5 a 26 meses de acompanhamento.

5.5.2 Analise de sobrevivéncia

Do total de animais que vieram a 6bito no estudo, 0 mesmo ocorreu apés 730 dias para

3,9% (4/103) e 30,0% (3/9) dos gatos dos grupos FeLV*P e controle, respectivamente. Estes
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animais foram considerados vivos na anélise de sobrevivéncia. Do total de gatos que estavam
vivos ao termino do estudo, tinham menos de 730 dias de acompanhamento 60,0% (6/10) dos
felinos no grupo FeLV*P. Para os grupos FeLV*R e controle essa porcentagem foi de 50,0%
(7/14) e 60,0% (9/14), respectivamente, estes animais foram excluidos na analise de
sobrevivéncia.

Todos os gatos do grupo FeLV*'P coinfectados com FIV e somente um no grupo
FeLV'R vieram a 6bito antes de 730 dias de acompanhamento.

O tempo mediano de sobrevivéncia ap6s o diagndstico foi 30 dias (20,80 - 39,16 dias)
para 0 grupo FeLV'P e ndo foi alcancado nos grupos FeLV'R e controle. O status FeLV
progressivo apresentou efeito significante na longevidade dos gatos, com p<0,001 para 0s testes
de Log Rank, Gehan-Breslow-Wilcoxon e Tarone-Ware. A comparacdo entre as curvas de

sobrevivéncia de Kaplan-Meier para os trés grupos pode ser observada no Grafico 1.

Gréfico 1 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier obtidas para os gatos com infeccao
progressiva por FeLV (FeLV*P; n=110), com infeccéo regressiva (FeELV*'R; n=23) e grupo
controle (n=21). O tempo mediano de sobrevivéncia para os grupos FeLV*R e controle ndo
foram alcancados e para o grupo FeLV*P foi de 30 dias. A diferenca entre as curvas foi
estatisticamente significante (p<0,001).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A regressdo de COX demonstrou que: as variaveis, estado de saide no momento da
incluséo do felino no estudo e desfecho da infec¢éo por FeLV (grupos) apresentaram aumento
significativo na razdo de risco (HR) médio no desfecho (6bito) dos felinos ao longo do tempo

(p<0,001). Felinos que ja estavam doentes no momento da inclusdo no estudo e que pertenciam
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ao grupo FeLVV*P, foram 4 vezes e 5,5 vezes mais provaveis de virem a 6bito, respectivamente.

Os valores de HR e p estimados pela regressdo de Cox podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 — Razéo de risco e valores de p estimados, pela analise de regressdo de Cox, para as

variaveis associadas as curvas de sobrevivéncia dos gatos.

Variaveis da equagéo Regressdo de COX
n Valor de p HR (1C:95%)
Idade 0,59 1,00 (0,99-1,01)
Doente Sim 124 <0,001 4,05 (1,95-8,39)
Néo 30 - -
Coinfecgdo com FIV Sim 12 0,90 0,95 (0,49-1,86)
Né&o 142 - -
Grupos FeLV*P 110 <0,001 5,47 (2,31-12,91)
FeLV*R 23 0,16 2,18 (0,74-5,69)
Controle 21 - -

HR: Hazard Ratio ou razéo de risco; IC: intervalo de confianca. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

As mesmas variaveis foram submetidas a regressdo de COX para cada grupo do estudo.

A variavel estado de saude apresentou aumento significativo na razdo de risco (HR) médio,
para o desfecho (6bito), ao longo do tempo nos grupos FeLV*P (p=0,05) e FeLV*R (p=0,02).
Felinos do grupo FeLV'P e FeLV'R, que j& estavam doentes no momento da inclusdo no

estudo, foram 3 e 13 vezes mais provaveis de virem a dbito, respectivamente. Os valores de HR

e p estimados pela regressao de Cox podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10 — Razdo de risco e valores de p estimados, pela analise de regressao de Cox, para

as covariaveis associadas as curvas de sobrevivéncia dos gatos de acordo com 0s grupos
FeLV*P (n=110), FeLV*R (n=23) e grupo controle (n=21).

Variaveis da equacéo Regressdo de COX
FeLV*P FeLV'R Controle
P HR (1C:95%) p HR (1C:95%) p HR (1C:95%)

Idade 0,50 1,0(0,99-1,01) 0,36 1,0 (0,99-1,02) 0,39 1,01 (0,99-1,03)
Doente Sim 0,05 3,09(1,41-6,75) 0,02 13,33(1,43-124,03) 0,39 2,75(0,27-28,48)

Néo - - - - - -
FIV+ Sim 0,55 1,25(0,6-2,60) 0,29  0,32(0,04-2,68) - -

Néo - - - - - -

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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5.5.3 Acompanhamento clinico

Dos animais que faleceram no grupo FeLV*P e que foi possivel determinar a causa do
obito (74), em 89,2% dos casos a doenca no momento da inclusdo do felino no estudo foi
considerada a responsavel pelo 6bito e para 10,8% diferiram. Para o grupo FeLV'R (5) e
controle (5), em todos os casos a alteracao clinica observada no momento da incluséo no estudo
foi a responsavel do dbito.

Dos gatos que permaneceram vivos ao final do estudo, 50,0% (5/10) no grupo FeLV*P,
28,6% (4/14) no grupo FeLV'R e 33,3% (5/15) no grupo controle apresentaram manifestacfes
clinicas no momento da inclusdo no estudo. Os dados obtidos quanto as manifestacfes clinicas

observadas podem ser visualizadas Tabela 11.

Tabela 11 — Frequéncia das manifestacdes clinicas e obitos, em gatos com infecgdo
progressiva (FeLV*P), regressiva (FeLV'R) e negativos para FeLV (Controle), observadas no

periodo de novembro de 2015 a agosto de 2019.

FeLV* P (n=84) FeLV* R (n=19) Controle (n=20)

Alteracdes clinicas Frequéncia Obitos Frequéncia Obitos  Frequéncia Obitos
n=74 n=5 n=5
AHCI 2%+11** 1*+11%* 1*41** 1** -
Anemia aplésica 1* 1* - - -
Asma - - - 1**
Auséncia de alteracdes 4x45** - 4*+10** - 2*+10**
CGEF 3*+1**+9*** 9*** 1** - 1**
Dermatite 1* - - - -
DRC 1*, *k*k - - - -
DTUIF 1* - - - 2% 1**
Fecaloma 1* 1* - - -
Gastroenterite 2* - - - -
Hepatopatia 1* - - - 1*%+1%* 1**
Infeccdo bacterina 1*HB**gxx, *xx Bkp] Hokx Lxp ]k ook 1xx* 1*
Infec¢do flngica - - - - 1%* 1**
Infeccdo parasitas 1% *x* LH** - - -
Linfoma 3*+26** 3*+25** 1** - -
Leucemia 3*+15** 3*+15** 2%* 2%* -
Outras neoplasias Jrrpx Fxx K kel o el 1** 1** 1%* 1%*
P I F 5** 5** 1** 1** 1** 1**
Trauma 1** 1** - - -
Ulcera de cornea 1* - - - -
Total 28*+70**+13*~k* 9*+65**+12*** 6*+18**+1*** 5**+1*** 4*+18** 5**

AHCI: alteracdo hematoldgica de causa indeterminada; CGEF: complexo gengivite estomatite felino; DTUIF:
doenga do trato urinario inferior dos felinos; FIV: virus da imunodeficiéncia felina; DRC: doenca renal cronica;
PIF: peritonite infecciosa felina; * alteracfes clinicas apresentadas somente em um dos periodos da analise; **
alterac@es clinicas que permaneceram do inicio ao final do estudo; *** alterag@es clinicas concomitantes. Fonte:
Elaborada pela autora (2021).
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Para as doencas identificadas somente no grupo FeLV*P, a aplasia de medula ocorreu
em um macho, SRD, com 79 meses de idade, que estava saudavel no momento do diagnostico
e apo6s 7 meses desenvolveu um quadro de apatia, anorexia e palidez de mucosas que resultou
na sua morte. No hemograma apresentou anemia arregenerativa (VG: 10%; reticulécitos:
13770/uL), trombocitopenia (plaquetas: 61x10%/uL) e neutropenia (neutrofilos segmentados:
238/uL). O diagndstico definitivo foi obtido por meio de exame anatomopatoldgico, que
revelou substituicdo de mais de 90% do tecido hematopoiético e das células reticulares da
medula 6ssea por adipdcitos.

O caso relatado como infeccdo parasitaria se refere a uma pneumonia por
Aelurostrongylus sp., que ocorreu em associacdo a PIF. Ambos os diagndsticos foram obtidos
por meio de exame anatomopatoldgico de uma gata SRD, com 2 anos de idade, que estava
caqueética e foi atendida ja em estado comatoso.

Os gatos com gastroenterite apresentaram a alteracdo no momento da inclusdo no
estudo. Ambos estavam vivos ao final do estudo, mas enquanto um se recuperou e permaneceu
saudavel aos 48 meses de acompanhamento o outro desenvolveu complexo gengivite estomatite
felina (CGEF) ap6s 16 meses. Os demais animais do grupo FeLV*P que apresentaram doengas
ndo correlacionadas com o FelLV, exceto para 0 caso em que o Obito ocorreu por
politraumatismo, desenvolveram doencas neoplasicas em um intervalo de 4 a 22 meses. Os
felinos com hepatopatia, dermatite e DTUIF desenvolveram leucemias e o felino com Glcera de
cornea desenvolveu linfoma.

Para as doencas diagnosticadas em mais de um grupo, o CGEF esteve entre as mais
relatadas. Todos os casos no grupo FeLV*P (13) foram relatados em gatos SRD, dos quais
69,2% eram machos, 30,8% fémeas e tinham ao 6bito a mediana de 21 meses de idade
(variacdo: 15 a 42,8 meses). Os sinais clinicos observados foram halitose (46,2%), disfagia
(33,3%), sialorreia (53,8%) e aumento de linfonodo mandibular (38,5%). A maioria dos gatos
estavam magros (46,2%) ou com condicdo corporal regular (30,8%) e os demais (23,1%)
estavam caquéticos.

Para os casos no grupo FeLV*P, em que o CGEF foi considerado doenca concomitante
(9), as causas de 6bito foram: leucemia (44,5%), linfoma (22,2%), AHCI (11,1%), PIF (11,1%)
(1/9)] e histiocitoma fibroso maligno [11,1% (1/9)]. Dos casos de CGEF diagnosticados como
doencga Unica (4/13), em dois gatos a mesma foi diagnosticada no momento da incluséo do
felino no estudo. Um dos gatos apresentou recuperacgdo das lesfes na cavidade oral, mas apds
12 meses foi diagnosticado com linfoma de mediastino e faleceu com 17 meses de

acompanhamento, devido um quadro de constipagdo com consequente formacéo de fecaloma.
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O outro animal permaneceu com CGEF do inicio ao final do estudo, ndo veio a 6bito, mas
desenvolveu doenga renal crénica (DRC) ap6s 51 meses de acompanhamento. Nos dois casos
restantes, a doenca foi diagnosticada na ultima avaliacdo dos felinos. Estes gatos, apresentavam
no momento da inclusdo no estudo gastroenterite e AHCI, se recuperaram, e 19 meses e 22
meses depois foram diagnosticados com CGEF.

O animal com CGEF no grupo FeLV'R era um gato SRD, macho, com 96 meses que
apresentava halitose e disfagia. O felino foi diagnosticado com CGEF no momento da incluséo
do estudo e permaneceu com a alteracdo mesmo apds 14 meses de acompanhamento clinico.

Trés pacientes com CGEF podem ser observados na Figura 1.

Figura 1 — Trés felinos com infeccdo progressiva por FeLV, apresentando complexo
gengivite estomatite felino (CGEF) com graus de lesdo: (A) leve, onde observa-se (nas setas)
gengiva eritematosa ao redor dos incisivos, erosdo com superficie avermelhada focal e
unilateral na gengiva e palato mole; (B) moderado, no qual as erosdes tendem a ser
focalmente extensas e bilaterais na gengiva, partindo dos molares até o palato mole (setas); e
(C) acentuada, onde nota-se (nas setas) gengiva eritematosa ao redor dos incisivos e
aprofundamento das erosdes gengivais, destruicdo da mucosa e hemorragia leve a moderada,

inclusive margeando molares e pré-molares.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

As infecgdes bacterianas diagnosticadas no grupo FeLV*P ocorreram somente em gatos
SRD, dos quais 71,4% (5/7) eram machos e 28,6% (2/7) fémeas. A idade mediana ao ébito foi
de 36 meses (variacdo: 35 a 60 meses). Todos 0s gatos apresentavam a alteracdo clinica no
momento da inclusdo no estudo.

Em 57,1% (4/7) dos casos a infeccdo afetou o trato respiratorio inferior. Estes gatos

foram atendidos com anorexia, dispneia € mucosas palidas, 75,0% (3/4) apresentavam
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desidratacdo, 50,0% (2/4) estavam magros e 25,0% (1/4) hipotérmicos. O exame
anatomopatoldgico revelou um caso de broncopneumonia necrosupurativa multifocal, em que
a analise microbioldgica demostrou crescimento de Streptococcus sp., Staphylococcus
schleiferi coagulans e Corynebacterium sp., um caso de broncopneumonia e pleuropneumonia
necrosupurativa difusa por Acinetobacter baumannii e Klebisiella ozaenae (Figura 2A), um
caso de pleuropneumonia difusa e outro de broncopneumonia granulomatosa multifocal em que
ndo foram realizadas cultura bacteriana. O caso de broncopneumonia granulomatosa foi
considerado doenca concomitante e estava associado a leucemia linfoide aguda.

Os demais casos [42,9% (3/7)] de infeccBes bacterianas diagnosticadas no grupo
FeLV*P foram: em um felino que apresentava desidratacdo, edema facial e aumento de
linfonodos mandibulares em decorréncia de um abscesso em cavidade nasal; em um felino que
apresentou mucosas palidas, edema de membro toréacico esquerdo e claudicacao devido a um
flegméao. Em ambos o0s casos o0 agente infeccioso ndo foi identificado e a infec¢do culminou
com a morte dos pacientes. Somente um gato, que tinha 60 meses de idade, diagnosticado com
artrite séptica em articulacdo tibiotarsica causada por Staphylococcus schleiferi schleiferi,
apresentou recuperacao clinica do quadro infeccioso. Aos 56 meses de acompanhamento o
felino permanecia saudavel.

As infeccOes bacterianas relatadas no grupo FeLV*R foram: em um macho, SRD, com
84 meses de idade que apresentava hiporexia, apatia, taquipneia e palidez de mucosas e foi
diagnosticado com micoplasmose por meio de esfregaco sanguineo no momento da inclusao no
estudo; uma fémea Siamés, de 8 meses que apresentou prostracdo, anorexia e abscesso em
regido axilar esquerda, a inclusdo no estudo, em que o agente etioldgico ndo foi determinado.
O caso de micoplasmose estava associado a leucemia mieloide.

Os linfomas no grupo FeLV*P (n=29) foram do tipo mediastinal (62,1%) (Figura 2B),
multicéntrico (20,7%), extranodal (13,8%) e alimentar (3,5%). Foram diagnosticados em
somente um gato da raca Siamés e os demais (96,5%) eram SRD. Ocorreram comumente em
fémeas (58,6%) e em menor nimero (41,4%) em machos. Somente 6,9% dos animais com
linfoma eram saudaveis no momento da inclusdo do estudo e desenvolveram a doenca 5 e 9
meses ap0s a primeira consulta. Para 33,3% (2/6) dos casos de linfoma multicéntrico foi

observada a coinfeccdo por FIV.
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Figura 2 — Cavidade torécica de dois gatos com infecgdo progressiva por FeLV,
apresentando: (A) piotorax, deposicéo de fibrina e pus na superficie pleural devido a
broncopneumonia e pleuropneumonia necrosupurativa difusa por Acinetobacter baumannii e
Klebisiella ozaenae; (B) Massa extensa em regido de mediastino, recobrindo dois tercos da

cavidade toracica devido a linfoma de mediastino.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

No grupo FeLV'R, uma gata Siamés, com 13 meses de idade, foi diagnosticada com
linfoma mediastinal e estava em acompanhamento ha 21 meses quando o estudo terminou. No
momento do o6bito, os gatos com linfoma tinham a idade mediana de 36 meses (variacdo: 17,5
a 63,25 meses). Os sinais clinicos observados nos gatos com linfoma podem ser visualizados
na Tabela 12.

Os linfomas extranodais (4) foram representados por um em cavidade nasal, causando
aumento de volume em face e abrangendo a Orbita ocular direita, outro em medula espinhal
entre L2 e L3 e dois linfomas subcuténeos. Os dois ultimos foram caracterizados por tumores
subcutaneos ndo ulcerados aderidos a pele. Em um dos casos, diagnosticado apos 22 meses de
acompanhamento, a regido acometida foi a axilar direita, com uma massa de aproximadamente

7x10cm ndo aderida aos tecidos adjacentes e o envolvimento do linfonodo axilar foi descartado
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via ultrassonografia. No segundo caso a regido acometida foi a regido dorsal as vertebras
sacrais, com formagdo de um nddulo de aproximadamente 3x5cm que na palpagdo estava
aderido a musculatura adjacente. O nddulo foi visualizado mediante estudo radiografico da
regido sacral. Ambos os diagnosticos foram obtidos por citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF).

A comprovagéo do diagndstico de linfoma se deu em 10% (3/30) dos casos por analise
de efusdo pleural, 26,7% (8/30) por CAAF e em 20% (6/30) por exame anatomopatologico.
Para o restante dos animais [43,3% (13/30)], o diagnostico foi obtido pelo uso em conjunto de
dois ou mais métodos. A andlise de efusdo pleural e exame anatomopatoldgico foram utilizados
em conjunto para 46,1% (6/13), a CAAF e 0 exame anatopatol6gico para 30,8% (4/13), a
analise de efusdo pleural e a CAAF para 7,7% (1/13) e os trés métodos para 15,4% (2/13) dos
casos.

Dos casos leucemia, no grupo FeLV*P 89,0% (16/18) foram diagnosticados em gatos
SRD e 5,5% (1/18) em Siamés e 5,5% (1/18) em Persa. Eram machos 55,6% dos gatos e fémeas
44,4%. A idade mediana destes animais ao obito foi de 48 meses (variacdo: 24 a 63 meses). Os
sinais clinicos apresentados por estes felinos podem ser observados na Tabela 12.

Para 55,6% (10/18) dos casos de leucemia no grupo FeLV*P foi realizada analise
anatomopatologica, permitindo classificar como leucemia mieloide aguda [40,0% (4/10)],
leucemia mieloide cronica [30,0% (3/10)] e leucemia linfoide aguda [30,0% (3/10)]. Estes
felinos apresentaram infiltracdo neopléasica em outros 6rgaos, principalmente figado (80,0%) e
baco (50,0%), além de pulmdes, encéfalo e linfonodos (30,0%), intestinos e rins (20,0%),
coragdo e estbmago (10,0%). Para os demais casos [44,4% (8/18)], o diagndstico ocorreu por
meio da avaliacdo hematoldgica e a exclusdo de qualquer evidéncia de linfoma ao exame fisico.

Os animais com leucemia (2) no grupo FeLV*R eram SRD e machos. Ao 6bito tinham
84 meses e 192 meses de idade. Foram submetidos a avaliacdo anatomopatoldgica com
diagndstico de leucemia mieloide crénica e linfoide aguda. Ambas as leucemias causaram
infiltracdo neoplésica em figado [100,0% (2/2)] e somente a mieloide cronica [50,0% (1/2)] em
coragdo, baco, pulmdes, encéfalo e rins. As alteragdes hematoldgicas nos gatos com leucemia
podem ser visualizadas na Tabela 13.

Os gatos que apresentaram alteracdes hematologicas, mas que a fisiopatologia néo foi
determinada, foram classificados com alteragdo hematologica de causa indeterminada (AHCI).
No grupo FeLV*P todos eram SRD, 76,9% (10/13) machos e 23,1% (3/13) fémeas. A idade
mediana ao Obito foi de 18 meses (variagdo: 12,5 a 51,5 meses). Somente um felino estava

saudavel no momento do diagnostico de FeLV, mas tinha coinfeccdo pelo FIV e desenvolveu
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0 quadro de AHCI apds 9 meses de acompanhamento clinico. Ainda um felino apresentou
recuperacdo do quadro e foi diagnosticado com CGEF com 22 meses de acompanhamento.

No grupo FeLV'R os felinos acometidos eram uma fémea SRD e um macho Siamés,
ambos foram diagnosticados com a alteragdo no momento da inclusédo no estudo. A primeira
veio a Obito devido a alteracdo com 22 meses de vida e o segundo foi diagnosticado aos 36
meses, recuperou-se, aos 28 meses de acompanhamento contraiu FIV, mas permaneceu
saudavel até o final do estudo. Todos os gatos apresentaram palidez de mucosa em decorréncia
da anemia (Figura 3A) e somente 15,4% apresentaram petéquias em decorréncia da

trombocitopenia (Figura 3B), os demais sinais clinicos podem ser visualizados na Tabela 12.
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Tabela 12 — indice de condigio corporal e sinais clinicos observadas no exame fisico dos

gatos com infeccdo progressiva e regressiva por FeLV que desenvolveram alteracédo

hematoldgica de causa indeterminada (AHCI), linfoma ou leucemia.

Sistema acometido

Sinais clinicos

AHCI

>
1
fuky
(¢, ]

Linfoma
n=30

Leucemia
n=20

Indice de condic&o corporal

Alteracéo comportamental
Cardiovascular

Gastrointestinal

Geniturinério
Linfoadenomegalia

Musculoesquelético

Neurolégico

Pele e mucosas

Respiratério

Temperatura corporal
Outros

Caquético

Magro

Regular

Sobrepeso

Apatia

Isolamento
Desidratacdo

Sopro

Anorexia/ hiporexia
Constipacéo

Diarreia

Disfagia

Emese

Regurgitacdo

Sialorreia

Atonia de bexiga
Mandibular

Popliteo

Pré-escapular
Claudicacéo

Anisocoria

Convulséo

Estupor

Paresia de membros pélvicos
Mucosas ciandticas
Mucosas hiperémicas
Mucosas ictéricas
Mucosas pélidas

Massa ou nddulo em pele
Petéquias

Aumento e assimetria nasal
Dispneia

Epistaxe

Estertor

Taquipneia

Hipotermia
Abaulamento abdominal

o
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3
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2
15
0
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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A anemia ndo foi a Unica alteragdo hematoldgica observada nos felinos diagnosticados
com AHCI nos dois grupos. No grupo FeLV*P, em 92,3% (12/13) dos casos as citopenias foram
observadas em duas ou mais linhagens de celulas, sendo a linhagem eritrocitaria (100%) e
plaquetaria as mais afetadas (66,7%). Em somente um caso foi observada alteracéo eritrocitaria
Unica. No grupo FeLV*'R, em todos os casos foi observada citopenia em duas linhagens
celulares, foram: anemia arregenerativa normocitica e normocrémica (VG: 8%; contagem de
reticuldcitos: 0/pL), acompanhada por neutropenia (neutrofilos segmentados: 751/pL), no gato
que veio a Obito; anemia arregenerativa macrocitica e normocrémica (VG: 10%; contagem de
reticuldcitos:  46860/uL), acompanhada de trombocitopenia (contagem de plaquetas:
65x103%/uL), no gato que sobreviveu. As alteracbes hematoldgicas nos animais com AHCI

podem ser observadas na Tabela 13.
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Tabela 13 — Hemograma dos gatos com infecgé@o progressiva e regressiva por FeLV
diagnosticados com leucemia e alteracdo hematoldgica de causa indeterminada (AHCI).

Variavel Leucemia A.H.C.I. Intervalo Alteracdes Leucemia A.H.C. 1.
hematoldgica Md (25-75%) Md (25-75%) referéncial Hematolégicas n=20 n=15
Eritrocitos (x10%uL) 1,8 (1,4-24) 1,42 (1,1-19)  50-10,0 Anemia AN.N 9 5
R?:(I]?(L)!?:S)OS 0,5 (0-4,0) 0(0-9,7) >65,00 Anemia AN.H 0 1
Hemoglobina (g/dL) 3,4 (2,3-4,1) 2,6 (2-3,8) 8,0-15,0 Anemia AM.N 10
VG (%) 10 (7-145)  8(6-10,75) 24-45 Anemia R.M.H 0
VGM (fL) 56,3 (51,5-61) 56,6 (47,5-72)  39,0-55,0
CHCM (g/dL) 34,2 (32-36,6) 35(32-36,6)  30,0-36,0 Anemia R.M.N. 0 1
Plaquetas (x10%/uL) 147 (87-228) 152 (75-281) 300-800 Trombocitose 0
Trombocitopenia 16 10
Leucocitos (x10%/uL) 28,1 (12-451) 88(32-11)  6,0-17,0 Leucocitose 12 1
Leucopenia 2 4
N. Miel. (x10°/uL) 0 (0-0) 0 (0-0) * Neutrofilia D. E. R. 4 0
N. Metam. (x103/uL) 0 (0-0,43) 0 (0-0) * Neutrofilia D. E. D 1 0
N. Bast. (x10%/uL) 0,24 (0-0,78) 0(0-0,2) 0-0,3 Neutrofilia madura 0 1
N. Seg. (x10%/uL) 39(2,4-134) 2,9(0,7-46) 2,50-12,50 Neutropenia 3 6
Linfécitos (x103/uL) 11 (2,4-36,2) 2,3(1,6-5,1) 1,50-7,00 Linfocitose 14 1
Linfopenia 1 2
Eosindfilos (x103/uL) 0(0-0,2) 0 (0-0,01) 0-1,50 Eosinofilia 0 1
Basofilos (x10%/uL) 0(0-0) 0(0-0) * Basofilia 2 1
Mondcitos (x10%/uL) 0(0-0,2) 0,03 (0-0,1) 0-0,85 Monocitose 1 0
C. de Howell-Jolly - - - - 4 7
Eritrocitos nucleados - - - - 10 8
Macroplaquetas - - - - 16 12
Plaquetas ativadas - - - - 2 2
Linf. pleomdrficos - - - - 11 2
Linf. ativados - - - - 9 6
Neutrdéfilos tdxicos - - - - 1 1
Corpusculos de Déhle - - - - 7 2
Mondcitos ativados - - - - 1 0

Plasma ictérico 6 7
PTP (g/dl_) 6,7 (6,3-7,4) 6,8 (6'7) 5,5-8,1 Hipoproteinemia 2 1
Hiperproteinemia 3 1

A. H. C. |.: alteracdo hematoldgica de causa indeterminada; VG: volume globular; VGM: volume globular
médio; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; N.: neutrofilos; Miel.: mielécitos; Metam:
metamieldcitos; Bast.: bastonetes; Seg.: segmentados; E.: Eritrdcitos; PTP: proteina total plasmatica; ! intervalo
de referéncia: (Weiss; Wardrop, 2010); * células incomuns na circulacdo sanguinea; Anemia A.N.N: anemia
arregenerativa normocitica e normocrémica; Anemia A.N.H: anemia arregenerativa normocitica e hipocrémica;
Anemia A.M.N: anemia arregenerativa macrocitica e normocrémica; Anemia R.M.H: anemia regenerativa
macrocitica e hipocrémica; D.E.R.: desvio a esquerda regenerativo; D.E.D.: desvio a esquerda degenerativo; C.:
corpusculo. Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Todos os diagndsticos de PIF foram obtidos por avaliacdo anatomopatoldgica.
Desenvolveram PIF efusiva 80,0% (4/5) dos gatos do grupo FeLV*P (Figuras 3 C e D) e a
forma ndo efusiva 20,0% (1/5). Todos eram SRD, 80% (4/5) machos e 20% (1/5) fémeas. Ao
obito tinham mediana de 25 meses de idade (variacdo: 11 a 44,2 meses). Os sinais clinicos
apresentados foram: anorexia [100% (5/5)]; caquexia, apatia e abaulamento abdominal [80%
(4/5)]; desidratacéo e emese [60% (3/5)]; diarreia [40% (2/5)]; anisocoria e ataxia [20% (1/5)].
Uma gata, SRD, com 10 meses, com anorexia, apatia, caquexia e diarreia foi diagnosticada no

grupo FeLV*R, com a forma efusiva.

Figura 3 — A: gato, SRD, macho, com infec¢do progressiva por FeLV, apresentando
palidez em plano nasal devido a anemia arregenerativa e (B) petéquias em regido ventral de
pescoco devido a trombocitopenia; C: Efusdo abdominal coletada de uma gata, SRD, com
infeccdo progressiva por FeLV, apresentando (D) aumento de volume abdominal em
decorréncia de Peritonite Infecciosa Felina (PIF).

Quanto as outras neoplasias nos grupos FeLV*'P (n=4) e FeLV*'R (n=1), todas foram

diagnosticadas por exame anatomopatolégico. Foram diagnosticadas no grupo FeLV*P um caso
de tumor maligno de bainha de nervo, caracterizado por dois nddulos ulcerados em pele, o
maior medindo aproximadamente 10x8cm e o menor 2x3cm, abrangendo regido ventral de
pescoco. O diagnostico, foi no momento da inclusdo no estudo e o gato acometido era um
macho, SRD e ébito com 37 meses de idade. Também foi diagnosticado um histiocitoma fibroso

maligno. O felino, j& com a neoplasia no momento da inclusdo no estudo, era macho, SRD e
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6bito com 19 meses de idade. O histiocitoma estava infiltrado em rins, pulmao, pancreas e globo
ocular esquerdo. Ainda, um fibroma em laringe, em um gato SRD, macho que faleceu com 108
meses de idade por complicacdes pOs-operatdrias apos a excisdo da neoplasia. Por dltimo, um
fibrosarcoma em laringe, em um felino SRD, macho, que veio a ébito com 43 meses de idade
devido a PIF. No grupo FeLV*R foi diagnosticado um carcinoma de células escamosas (CCE)
em pavilhdo auricular de uma gata, SRD, que apresentou metastase em meninge resultando no
seu Obito aos 96 meses de idade. O animal também era FIV positivo.

Os animais que vieram a 6bito no grupo controle eram todos SRD, 60% (3/5) fémeas e
40% (2/5) machos. Ao 6bito tinham a idade mediana de 132 meses (variacdo: 93 a 144 meses),
60% (3/5) tinham o escore corporal regular e 40% (2/5) tinham baixo escore corporal, sendo
um magro e outro caquético. A infeccdo flngica relatada no grupo € uma criptococose
diagnosticada por CAAF dos linfonodos mandibulares. Para os felinos que permaneceram
vivos, aqueles com micoplasmose e hepatopatia apresentaram recuperagdo do quadro e 0s

demais permaneceram com as alteragdes até o final do estudo.

5.5.4 Controle do desfecho da infeccéo

Foram submetidos @ um novo teste de ELISA e nested-PCR, 10,3% (12/116) dos
animais do grupo FeLV'P e 46,7% (14/30) do grupo FeLV*R. Estes animais, tinham entre 14
e 56 meses de acompanhamento. Para o grupo FeLV*P, todos 0s animais permaneceram
positivos em ambos os métodos diagndsticos. Para o grupo FeLV*R, 42,9% (6/14) se
mantiveram positivos somente no nested-PCR e 57,1% (8/14) foram negativos em ambos 0s

testes. Os resultados obtidos para cada individuo testado podem ser visualizados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Gatos com infeccédo progressiva pelo FeLV (FeLV™P) e regressiva (FeLV'R)

submetidos ao ELISA e nested-PCR para controle de positividade: resultados obtidos, de

acordo com o0 método diagndstico, no momento da inclusdo do felino no estudo versus final

do acompanhamento clinico.

Momento do diagnéstico de FeLV Vs. Final do acompanhamento clinico
Felino Doenga ELISA  Nested- Tempo ELISA  Nested- Doenga Obito
PCR (meses) PCR
F87 AHCI + + 30 + + AHCI Sim
F149 Saudavel + + 24 + + Saudavel *
F161 CGEF + + 51 + + CGEF/IRC Nao
F241 Ulcera de cérnea + + 22 + + Linfoma Sim
F260 Gastroenterite + + 48 + + Saudavel Nao
F268 DTUIF + + 15 + + Leucemia Sim
G32 AHCI + + 22 + + CGEF/FIV Nao
G46 Gastroenterite + + 19 + + CGEF Nao
G52 Saudavel + + 15 + + Saudavel Nao
G81 Saudavel + + 15 + + Saudavel Nao
G96 Saudavel + + 15 + + Saudavel Nao
G97 Saudavel + + 16 + + Saudavel Nao
F39 Saudavel - + 56 - - Saudavel Nao
F55 Trauma/FIV - + 26 - - FIV *
F63 Saudavel - + 40 - - Saudavel *
F67 Saudavel - + 54 - + Saudavel Nao
F147 Saudavel - + 51 - - Saudavel Nao
F158 Inf. bacteriana - + 51 - - Saudavel Nao
F201 FIV - + 51 - - FIV Nao
F236 Saudavel - + 27 - - Saudavel *
F245 Saudavel - + 36 - - Saudavel Nao
G12 AHCI - + 28 - + FIv Nao
G33 Linfoma - + 19 - + Linfoma Nao
GAa7 Saudavel - + 14 - + Saudavel Nao
G50 CGEF - + 14 - + CGEF Nao
G55 Saudavel - + 17 - + Saudavel Nao

Vs.: versus; Tempo: tempo em meses entre 0 momento do diagnéstico de FeLV e o controle ao final do
acompanhamento clinico; *: perda de contato com o paciente apés o ultimo retorno; AHCI: alteracdo

hematoldgica de causa indeterminada; CGEF: complexo gengivite estomatite felino; IRC: insuficiéncia renal

cronica; DTUIF: doenga do trato urinario inferior dos felinos. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

5.6 DISCUSSAO

Este estudo permitiu determinar o impacto, a longo prazo, dos desfechos progressivo

(FeLV*P) e regressivo (FeLV*R) da infeccdo natural por FeLV em uma populacédo de gatos.

Poucos estudos realizaram essa abordagem e aqueles que avaliaram o tempo de sobrevivéncia,

geralmente, se concentram apenas no desfecho progressivo (ADDIE et al., 2000; STUTZER et
al., 2010; STUTZER et al., 2011; ENGLERT et al., 2012; HELFER-HUNGERBUEHLER et

al., 2015; SPADA et al., 2018).

O grande numero de Obitos observado neste estudo ocorreu, pois, a amostra se originou

de uma populacgéo hospitalar, aonde a maioria dos felinos séo levados ao hospital a procura de

atendimento apresentando alguma alteragdo clinica. Além disso, grande parte dos gatos foram
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diagnosticados com infecgdo progressiva, que € responsavel por aumentar a mortalidade na
populagéo de felinos em consequéncia do desenvolvimento de doengas como o linfoma, a
leucemia e a anemia arregenerativa (GLEICH et al., 2009; HARTMMAN, 2012; SPADA et al.,
2018).

O baixo valor observado para o tempo mediano de sobrevivéncia no grupo FeLV*P
resulta de caracteristicas especificas da populagdo avaliada. Em paises desenvolvidos o
diagnostico de FeLV é realizado com o intuito de triagem em animais saudaveis (GLEICH et
al., 2009; LITTLE et al., 2009; ENGLERT et al., 2012) e na populacdo em questdo, os felinos
muitas vezes eram submetidos ao teste apos a sindrome clinica relacionada ao FeLV ja estar
presente. Em estudos realizados na Alemanha e Itélia, referentes a infec¢do natural por FeLV,
o tempo mediano de sobrevivéncia para os felinos com infeccdo progressiva foram 10,4 a 23,8
vezes maior que o observado no presente estudo (GLEICH et al., 2009; SPADA et al., 2018).

Como 50% ou mais dos felinos dos grupos FeLV'R e controle permaneceram Vvivos
dentro do periodo do estudo, os valores de mediana para as correspondentes curvas de
sobrevivéncia ndo foram alcancados. Aparentemente, os felinos com infeccdo regressiva
apresentam uma expectativa de vida comparada aos felinos negativos, apesar do valor de
sobrevivéncia acumulativa ser inferior no grupo FeLV*'R quando em comparagdo ao grupo
controle. N&o foram encontrados, na literatura cientifica consultada, estudos que avaliassem o
efeito da infeccdo regressiva na expectativa de vida dos gatos infectados de forma natural. Em
um estudo experimental, os gatos com infeccdo regressiva viveram mais que aqueles com
infeccdo progressiva, em alguns casos sendo acompanhados por até 12 anos sem desenvolver
doenca associada ao FeLV (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015).

O estado de salde e o status positivo da infeccdo progressiva por FeLV foram as
covariaveis que influenciaram na expectativa de vida dos felinos neste estudo. Estes fatores
atuaram aumentando a razdo de risco de 6bito. E necessério ressaltar que ndo foi realizada
segregacao entre felinos doentes e saudaveis dentro dos grupos deste estudo e diversas doengas
possuem cura quando tratadas de maneira adequada. Porém, quando a infec¢do progressiva por
FeLV entra na equacdo, invariavelmente, a expectativa de vida reduz e poucos felinos
permanecem vivos por longos periodos em consequéncia do desenvolvimento de doencas fatais
(HOFMANN-LEHMANN et al., 1997; ADDIE et al., 2000; SPADA et al., 2018). Apesar disso,
dois felinos com infecgéo progressiva permaneceram vivos apos mais de 4 anos de observagao
e na literatura consultada, existe o relato de um felino que permaneceu vivo por mais de 8 anos
apos o diagnostico (SPADA et al., 2018).
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Apesar da infeccdo regressiva nédo interferir na expectativa de vida dos felinos deste
estudo, ndo se exclui a possibilidade do desfecho interferir diretamente na salide destes animais.
Na avaliacdo individual dos grupos, o estado de satde aumentou 0 HR tanto dos animais como
infeccdo progressiva quanto regressiva. Corroborando com estes resultados, estudos
demonstram que felinos com infeccdo regressiva podem desenvolver doencas fatais que séo
comumente associacdo ao FelLV, entre elas as citopenias arregenerativas e o linfoma
(JACKSON etal., 1993; GABOR et al., 2001; SUNTZ et al., 2010). Estas doencas sao relatadas
em associacao ao desfecho regressivo com ocorréncias variaveis, com alguns estudos indicando
a falta de associagdo (STUTZER et al., 2010; BEATTY et al., 2011; STUTZER et al., 2011;
WESTMAN et al., 2019). E necessario ressaltar que estes estudos datam de uma era pos-FeLV
para 0s paises em questdo, que conseguiram por meio de medidas de controle e prevencéao
reduzir a prevaléncia para FeLV o que consequentemente reduz a transmissdo e o numero de
animais com infecgdo regressiva (LOUWERENS et al., 2005; GLEICH et al., 2009;
MEICHNER et al., 2012).

A coinfeccdo por FIV ndo teve influéncia significativa sobre o HR dos felinos do grupo
FeLV*P, ao contrario do que foi observado em outro estudo, onde felinos FIV e FeLV
progressivamente infectados tiveram 7,4 vezes mais risco de virem a 6bito (SPADA et al.,
2018). Uma diferenca importante é que mesmo os gatos FIV e FeLV positivos, no estudo acima
citado, tinham um tempo mediano de sobrevivéncia 13,2 vezes maior em comparagéo ao obtido
para os FeLV progressivos do presente estudo. E provéavel que a coinfeccdo por FIV néo tenha
influenciado pois, o delineamento experimental utilizado e as caracteristicas da populacédo
analisada selecionaram muitos animais que ja apresentavam doencas relacionadas aos
retrovirus.

A coinfeccdo por FIV néo influenciou no HR dos felinos do grupo FeLV*R, o que pode
ser explicado pois a infeccdo por FIV ndo influencia, na maioria das vezes, no tempo de
sobrevivéncia (ADDIE et al., 2000; GLEICH et al., 2009; RAVI et al., 2010). Além disso, como
0 desfecho regressivo também ndo influenciou no HR, em conjunto as duas condi¢gdes nao
tiveram efeito potencializador. Porém, nesse estudo houve um pequeno nimero de animais com
infeccdo regressiva por FeLV e concomitantemente infectados por FIV, o que pode ter
interferido nas andlises. Além disso, o periodo de acompanhamento pode ter influenciado neste
resultado, uma vez que a infeccéo por FIV € de evolugéo cronica e desfecho regressivo de FeLV
parece ser mais prejudicial a saude do felino a longo prazo (JACKSON et al., 1993; GABOR
etal., 2001; RAVI et al., 2010; BEATTY et al., 2011).
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Apesar de felinos mais jovens serem mais susceptiveis a infeccdo persistente pelo FeLV
(HOOVER et al.,, 1976), o presente estudo ndo encontrou correlagdo entre a idade ao
diagnostico de FeLV e o tempo de sobrevivéncia. A maioria dos felinos, ndo importando a
idade, ja apresentava alguma doenca correlacionada ao FeLV, o que pode ter contribuido para
esse resultado. Em um estudo experimental, os gatos viveram em média 3,1 anos antes de
desenvolverem doenca associada ao FeLV e serem submetidos a eutanasia (HELFER-
HUNGERBUEHLER et al., 2015). Isso demonstra que o risco de ocorréncia de Obito em
animais com infeccao progressiva por FeLV é acumulativo e depende do tempo que o individuo
alberga o virus. No estudo citado, 0 momento exato da infec¢éo é estabelecido, mas quando se
trata de infecgdo natural, como no presente estudo, isso pode ter ocorrido meses ou anos antes
do momento do diagndstico. Este fato, dificulta a analise temporal entre causa e efeito.

Nos casos em que a manifestacdo clinica responsavel pelo 6bito foi obtida, € possivel
observar diferenca na distribuicao da idade ao 6bito dos felinos dentro de cada grupo. Enquanto
os felinos FeLV*P faleceram entre 0s 7 meses a 6 anos de idade, os felinos controles eram mais
velhos (7 anos a 12 anos). Outro estudo obteve resultados similares, onde 80% dos felinos FeLV
positivos vieram a ébito até os 3,5 anos, enquanto somente 10% dos negativos o faziam
(GLEICH et al., 2009).

Para o grupo FeLV'R, os felinos desenvolvem doencas neoplésicas tardiamente, sendo
diagnosticadas na maioria das vezes em gatos acima de 7 anos de idade, enquanto felinos com
infeccdo progressiva o fazem ainda jovens (JACKSON et al., 1993; GABOR et al., 2001;
BEATTY et al., 2011). Este fato pode ser observado no presente estudo, exceto para o felino
que desenvolveu linfoma. Os animais com leucemia no grupo FeLV*R foram classificados na
faixa etéria adulto ou geriatra. O mesmo ocorreu para o felino com CCE, que é uma neoplasia
diagnosticada comumente em felinos entre 9 e 10 anos (FOX, 1995). Poucos dados relacionados
a faixa etaria dos animais com anemia e infeccdo regressiva por FeLV sdo encontrados na
literatura, em todos 0s casos 0s animais tinham mais de 6 anos de idade (STUTZER et al., 2010;
BEATTY et al., 2011). Outro felino também pertencia a faixa etéria jovem, porém este foi
diagnosticado com PIF, doenca que comumente acomete felinos até 2 anos ou com mais de 7
anos de idade (RIEMER et a., 2015; TASKER, 2018).

Muitos animais no estudo apresentaram doengas concomitantes e uma das mais
observadas foi CGEF, que é a doenga mais comum da cavidade oral de gatos (ROLIN et al.,
2016; THOMAS et al., 2017). No entanto, a frequéncia desta doenca foi maior entre os felinos
com infeccdo progressiva (FeLV*P). O FeLV, entre outros virus e bactérias, ja foi estudado

como possivel desencadeador do CGEF, mas os pesquisadores vém encontrando dificuldade
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em determinar uma relacdo causal consistente (QUIMBY et al., 2008; ROLIN et al., 2016;
THOMAS et al., 2017). Os estudos demonstram resultados variaveis, desde auséncia de gatos
FeLV positivos no ELISA entre aqueles com CGEF, até 30,8% de FeLV positivos visualizados
mediante imuno-histoquimica das lesées (QUIMBY et al., 2008; ROLIN et al., 2016). Néo foi
encontrado na literatura consultada o CGEF associado a infec¢do regressiva por FeLV
(SUNTZ, 2010; BEATTY et al., 2011; HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015). Mesmo
que o FeLV ndo se encontre diretamente relacionado ao desenvolvimento de CGEF, esta é uma
condicdo clinica que pode atuar como disseminadora do virus. A inoculacao parenteral do FeLV
por meio de mordidas parece ser uma forma eficaz de transmissao, ndo somente pela presenca
do virus na saliva, mas também pela possibilidade de transferéncia de pequenas quantidades de
sangue, especialmente se o0 gato agressor tiver doenca periodontal significativa (GOLDKAMP
et al. 2008; WESTMAN et al., 2017).

No que se refere as caracteristicas individuais dos gatos com CGEF e infeccdo
progressiva por FeLV, a faixa etaria mais acometida pela doenca (1-4 anos) difere dos dados
obtidos na literatura, sendo o CGEF uma doenga que ocorre mais em gatos acima de 6 anos
(QUIMBY et al., 2008; ROLIN et al., 2016; THOMAS et al., 2017). E provavel que esta
diferenca resulte no fato do CGEF ter sido um achado durante o exame clinico de gatos que
apresentavam outras doencas relacionadas ao FeLV, como o linfoma e a leucemia, comuns
nesta faixa etaria (CRISTO et al., 2019 a,b).

Muitos animais apresentaram coinfeccdes por outros virus e bactérias, sendo estas
comuns em felinos com FeLV (HARTMANN, 2012). A infeccdo por FeLV facilita infec¢bes
oportunistas mediante mecanismos imunodepressores, causando linfopenia, resultante da
replicacdo do virus dentro dos linfdcitos e atrofia timica, e neutropenia com comprometimento
na funcdo quimiotatica e fagocitica (REINACHER, 1989; LINENBERGER; ABKOWITZ,
1995; LUTZ et al., 2009; HARTMANN, 2012). Estes fatores fazem com que as doencas
infecciosas secundarias estejam entre as principais responsaveis das manifestacdes clinicas
apresentadas pelos felinos FeLV positivos (HOFMANN-LEHMANN et al., 1997; ADDIE et
al., 2000; HARTMANN, 2012; BIEZUS et al., 2019b), como observado no presente estudo
devido ao numero expressivo de animais que apresentaram pneumonia bacteriana e parasitéria,
outras infecgdes bacterianas, PIF e FIV.

Existem poucos estudos que permitem determinar uma relagdo causal entre infeccdes
regressivas por FeLV e outras infec¢des secundarias. Um estudo obteve associacao significativa
para infeccBes bacterianas, entre outras doencas, em animais negativos para os antigenos gp70,

p27 e positivos para a regido U3 do FeLV exogeno em amostras de medula 6ssea (SUNTZ et
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al., 2010). Estes resultados véo de encontro aos obtidos no presente estudo, onde infeccoes
bacterianas, nos animais FeLV regressivos, ocorreram com frequéncias similares as de outras
doencas associadas ao FeLV.

A pneumonia e a PIF foram as principais doencas infecciosas do estudo. A primeira, é
considerada uma doenga incomum em gatos (BARAL, 2012). Porém, um estudo que avaliou
as causas de 6bito e eutandsia em gatos na mesma regido que o presente estudo, relatou um
numero expressivo de animais com esta afeccédo [5,83% (69/1184)], principalmente causada
por bactérias [42,03% (29/69)] ou por parasitas [21,17% (15/69)] (WITHOEFT et al., 2019). A
regido em questdo apresenta grande nimero de gatos com acesso a rua, que o0s expde a agentes
infecciosos, e alta prevaléncia de infec¢des por virus imunodepressores como o FeLV (BIEZUS
etal., 2019a).

A PIF foi uma doenca com alta ocorréncia no estudo, mais felinos foram diagnosticados
com PIF do que com infec¢do concomitante por FIV. A correlagdo entre o coronavirus felino
(FeCoV) e 0 FeLV vem sendo cada vez mais estudada na ultima década (POWERS et al., 2018;
HAKAN; SERKAN, 2019). O FeCoV é um virus comum entre os felinos, causando infec¢édo
crbnica que se apresenta predominantemente de forma entérica e muitas vezes ndo patogénica,
porém mutacdes o transformam em um virus altamente patogénico resultando na PIF (SOMA;
ISHII, 2003; TASKER, 2018). Como alguns fatores associados a infec¢do progressiva por
FeLV sdo similares a PIF é esperada que ambas possam ser diagnosticadas simultaneamente,
como demonstram por este e outros estudos (SOMA; ISHII, 2003; POWERS et al., 2018). Os
fatores associados a ambas as infec¢fes sdo 0 género masculino e a idade com ambos 0s virus
sendo comuns em animais com na faixa etaria de 2 anos de idade, que vivem expostos a
ambientes estressores e em habitacGes com varios gatos (GLEICH et al., 2009; RIEMER et a.,
2015; TASKER, 2018; BIEZUS et al., 2019a). No que se refere ao FeLV, o principal
guestionamento é se este predispde ao desenvolvimento de PIF em felinos infectados por
(FeCoV) e até 0 momento ndo existem evidéncias que comprovem esta hipdtese, mesmo no
que diz respeito a infeccdes regressivas (SUNTZ et al., 2010; POWERS et al., 2018).

A coinfeccdo com Mycoplasma spp. foi umas das infecgdes bacterianas do grupo
FeLV'R. Esta bactéria, ndo tem o nivel de interagdo com o FeLV bem estabelecido e ndo foram
encontrados, na literatura consultada, estudos que avaliassem o seu efeito especificamente em
gatos com infeccdo regressiva por FeLV (TASKER et al., 2018). Porém, um estudo que avaliou
a interacdo entre infeccdo progressiva por FeLV e M. haemofelis demonstrou que felinos
concomitantemente infectados desenvolviam anemias mais graves, mas em todos 0s casos

apresentava-se regenerativa com recuperacdo do paciente frente a administracdo de tratamento
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adequado (GEORGE, 2002). O estudo também demonstrou que a maioria dos gatos vinham a
Obito por doencas relacionadas ao retrovirus, principalmente de disturbios mieloproliferativos,
como observado no presente estudo.

As neoplasias foram as doencas mais observadas neste estudo, principalmente o
linfoma. Linfomas mediastinal e multicéntrico apresentam maior ocorréncia em animais com
FeLV, linfomas alimentares e extranodais também sdo relatados (CRISTO et al., 2019b;
LEITE-FILHO et al., 2019). O 6bito ocasionado pelo linfoma associado ao FeLV é mais
comum nas faixas etéarias jovem e adulto jovem (CRISTO et al., 2019b). A maioria dos felinos
deste estudo podem ser classificados nestas faixas etarias (VOGT et al., 2010).

As localizagOes dos linfomas extranodais se destacaram, principalmente o relato de dois
casos de linfoma subcutaneo. Enquanto os linfomas nasais e de sistema nervoso central sao
comuns, o linfoma subcutaneo é raramente observado em gatos (TAYLOR et al., 2009). As
duas primeiras apresentacdes anatbmicas, também observadas neste estudo, sdo responsaveis
por 46,3% e 10,1% dos casos de linfoma extranodais, estando associadas ao FeLV em 54% e
56,5% dos casos, respectivamente (MARIONI-HENRY et al., 2008; TAYLOR et al., 2009;
SANTAGOSTINO et al., 2015). J& o linfoma subcutaneo é responsavel por 4,5% dos linfomas
extranodais no pais e 3,4% no Reino Unido e a sua correlagdo com FeLV varia de 6,5% até
58,8% (TAYLOR et al., 2009; MEICHNER; BOMHARD, 2014; ROCCABIANCA et al., 2016
LEITE-FILHO et al., 2019).

A leucemia, segunda doenca neoplasica de maior ocorréncia, tem a associacdo com a
infeccdo progressiva pelo FeLV bem consolidada (FRANCIS et al., 1979; ESSEX, 1982;
TOTH et al., 1986). Um estudo, realizado na mesma regido geografica, demonstrou que as
leucemias sdo mais comuns em gatos nas faixas etarias jovens e adultos jovem (CRISTO et al.,
2019a), como aqui observado. A ocorréncia de leucemias mieloides associadas ao FeLV foi
menor que as linfoides, de 71,4% para 87,5%, respectivamente (CRISTO et al., 2019a), ao
contrério do observado no presente estudo onde as leucemias mieloides tiveram maior
ocorréncia.

De maneira geral o linfoma e a leucemia tiveram baixa ocorréncia nos felinos com
infeccdo regressiva. Nestes casos, o potencial oncogénico do FeLV estd associado a persisténcia
de sequéncias de DNA proviral incorporados ao genoma do hospedeiro, associado a diminuicdo
da vigilancia imunologica das células com o envelhecimento (GABOR et al., 2001). Este fato,
associado a pouca idade dos felinos do grupo FeLV'R e ao curto periodo de acompanhamento
deste estudo, explica o resultado. Apesar disso, o felino FeLV*R diagnosticado com linfoma

tinha pouca idade. Neste caso, além do FelLV, fatores genéticos podem estar envolvidos,
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principalmente por ser um felino da raca Siamés (LOUWERENS et al., 2005; FABRIZIO et
al., 2013). Ainda, para os animais deste grupo a leucemia ocorreu mais vezes que o linfoma.
Um estudo demonstrou o inverso, que 18,6% dos linfomas de gatos negativos para o antigeno
p27 apresentaram positividade para o DNA proviral, enquanto somente 3,5% dos casos de
leucemia foram associados (GABOR et al., 2001).

Outras neoplasias também foram observadas nos animais com infec¢do progressiva,
como o fibroma e o fibrossarcoma de cavidade oral. Esta € uma neoplasia comum em gatos,
principalmente o fibrossarcoma dérmico, porém na cavidade oral de felinos é raro (FOX, 1995;
MIKIEWICZ et al., 2019). A associacdo do fibrossarcoma com o FeLV ja foi reportada, séo
geralmente tumores multicéntricos que acometem felinos jovens, no qual o FeLV deu origem
a um virus recombinante denominado virus do sarcoma felino (FeSV) (BESMER et al., 1996).
Ja sua apresentacdo solitaria, que pode ser observada na cavidade oral de gatos, ocorre
tipicamente em animais mais velhos, € pouco metastatico e raramente ocorre em gatos FeLV
ou FeSV positivos (FOX, 1995; MIKIEWICZ et al., 2019).

As demais neoplasias observadas neste estudo ndo apresentam associagdo comprovada
com o FeLV. O tumor maligno de bainha de nervo e o histiocitoma maligno sdo neoplasias
incomuns em gatos e com poucas informagdes publicadas (TROST et al., 2008; SCHULMAN
etal., 2009; CECCO et al., 2018), apesar disso existe o relato de um animal positivo para FeLV
no ELISA que foi diagnosticado com neoplasia histiocitica (KRAJE et al., 2001). O CCE é
considerado a neoplasia de pele com maior ocorréncia entre os felinos (FOX, 1995) mas, ndo
ha evidéncias que o FeLV ou o FIV possam estar envolvidos na sua patogénese (CHU et al.,
2019).

Assim como no presente estudo, outros demonstram que a anemia esti entre as
principais causas de Obito nos felinos com infeccdo progressiva por FeLV (REINACHER,
1989; SHELTON et al., 1990; SPADA et al., 2018). Existem mecanismos nao neoplasicos
envolvidos no aparecimento das anemias associadas ao FeLV, podendo ser citada a infecgéo
primaria das células tronco hematopoiéticas e das células do estroma que leva ao
desenvolvimento de anemia arregenerativa (ABKOWITZ et al., 1987; WEISS, 2006;
HARTMANN, 2012).

A anemia arregenerativa em associacdo ao FeLV geralmente é observada em casos de
anemia aplasica, aplasia eritrocitaria pura e sindrome mielodisplasica (MDS) (STUTZER et al.,
2010). A anemia aplasica ou aplasia de medula, como diagnosticada no presente estudo, é
descrita em associa¢do ao subgrupo FeLV-C, assim como a aplasia eritrocitaria pura (RIEDEL

etal., 1986; HISASUE, 2000). A anemia apléasica € caracterizada pela deficiéncia na producgéo
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das linhagens eritroide, mieloide e plaquetarias na medula Gssea, que por esse motivo se
apresenta hipocelular e com seu tecido normal substituido por gordura (WEISS, 2006). Devido
as alteracdes diretas na medula 6ssea, € observada clinicamente na forma de pancitopenias no
sangue periférico, mas citopenias em somente duas linhagens celulares podem ser observadas
(WEISS, 2006; OLSON e HOHENHAUS, 2019).

Para a aplasia eritrocitaria pura, que neste estudo parece ter acometido somente um
felino, a seletividade do subgrupo FeLV-C ao transportador heme FLVCR1 que € amplamente
expresso em tecidos hematopoiéticos, causa anemia arregenerativa sem que outras citopenias
estejam presentes (LINENBERGER; ABKOWITZ, 1995). O diagndstico é obtido pela
evidenciagdo da perda seletiva das unidades formadoras de colonias eritroides na medula dssea
(OLSON; HOHENHAUS, 2019).

A MDS, caracterizada pela combinacao de citopenias no sangue periférico, geralmente
acomete duas ou mais linhagens celulares e € uma condicdo que precede a leucemia mieloide
aguda (HISASUE et al., 2009). A maioria dos gatos com AHCI, aqui relatados, apresentavam
citopenias em duas ou mais linhagens celulares. Estudos que avaliaram o perfil hematoldgico
de gatos com MDS, observaram que a anemia estava presente em 84,6% a 94%, a
trombocitopenia em 69,2% a 82% e a neutropenia em 31% a 76,9% (SHIMODA et al., 2000;
HISASUE et al., 2001), resultados similares aos aqui obtidos. Além disso, alteracfes displasicas
na morfologia das células também séo observadas, entre elas o grande nimero de eritrocitos
com Corpusculo de Howell-Jolly, macroplaquetas e leucécitos pleomérficos (SHIMODA et al.,
2000). A macrotrombocitose foi a alteracdo displasica mais observada e quando em conjunto
com a trombocitopenia torna-se uma alteracdo frequente em felinos infectados pelo FelLV,
principalmente aqueles que desenvolvem leucemia (BOYCE et al., 1986).

Dois casos de AHCI foram observados entre os FeLV*R, no entanto ha poucos relatos
de citopenias arregenerativas e a infeccdo regressiva por FeLV (STUTZER et al., 2010). Nos
casos relatados € comum a ocorréncia de anemias arregenerativas com auséncia total de
reticulécitos (STUTZER et al., 2010; BEATTY et al., 2011), o que ndo foi observado em um
dos casos do presente estudo, em que o paciente apresentava uma leve regeneragdo. Além disso,
em nenhum dos casos foi observado bi-citopenia (STUTZER et al., 2010; BEATTY et al.,
2011), como o presente estudo.

Apesar da presenca de plasma ictérico em diversos animais do estudo, em somente um
caso foi observada anemia regenerativa. A coinfec¢do por Mycoplasma spp., que apesar de néo
evidenciado no esfregaco sanguineo, ndo pode ser descartada (TASKER, 2010). Além disso, a

presenca de anemia, seja ela regenerativa ou nao, pode ser explicada pela anemia hemolitica
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imunomediada causada pelo FeLV, que se desenvolve devido a expressdo de antigenos
estranhos na superficie das heméacias levando-as a destruicdo (KOHN et a., 2006). Nos casos
em que a regeneracao ndo esta presente pode existir incapacidade da medula 6ssea em realizar
eritropoiese devido a acao direta do virus sobre as células tronco hematopoéticas (ABKOWITZ
et al., 1987; WEISS, 2006; HARTMANN, 2012). Outra possibilidade que explicaria a
existéncia de ictericia € o desenvolvimento de lipidose hepéatica secundaria ao quadro de
anorexia, gerada pela anemia (VALTOLINA; FAVIER, 2017).

Gatos que inicialmente testam positivo, tanto para o antigeno p27 quanto para préovirus
de FeLV, podem fazer a transicéo para a infeccao regressiva geralmente até 16 semanas apés a
infeccdo (LITTLE et al., 2020). Neste estudo, nenhum gato com infeccdo progressiva
apresentou o desfecho regressivo com o passar do tempo. Outro estudo, que avaliou infeccédo
natural por FeLV, demonstrou resultados semelhantes (WESTMAN et al., 2019). A hipoétese é
que nestes animais, a infeccao por FeLV tenha sido detectada em uma fase mais avancgada, onde
0 hospedeiro ja tivesse desenvolvido uma resposta imune ineficaz culminando na infecgéo
persistente (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007).

Em muitos gatos com infecgdo regressiva o DNA proviral ndo pdde mais ser detectado,
isso ocorreu principalmente nos gatos submetidos aos controles apds periodos mais longos de
acompanhamento. O mesmo ndo foi observado em um estudo experimental, onde os gatos
regressivos mantidos em ambiente controlado e sem exposi¢cao a animais virémicos por mais
de 6 anos, ainda tinham o FelLV detectavel na maioria de seus tecidos (HELFER-
HUNGERBUEHLER et al., 2015). Existem trés possiveis explicacbes para os resultados aqui
observados. A primeira hipdtese é que com o passar do tempo alguns animais conseguem
eliminar ou manter a populagdo de células infectadas inativas e passam a assemelhar-se com
gatos com infeccdo abortiva (TORRES et al., 2005). A segunda hipétese é que estes animais,
se submetidos a novas colheitas em momentos diferentes, possam eventualmente apresentar
resultados positivos (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007; HELFER-HUNGERBUEHLER et
al., 2010). Por Gltimo, ndo pode ser descartada a hipotese de que o nested-PCR néo foi sensivel
o suficiente para detectar niveis de DNA proviral extraordinariamente baixos. Problema similar
ja foi relatado, onde multiplos ensaios de PCR tiveram que ser executados a partir da mesma
amostra para obter resultado positivo, indicando que as cargas provirais estavam no limite de
deteccdo do ensaio (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007). No presente estudo, as amostras
correspondentes foram submetidas a contraprova e 0s mesmos resultados foram obtidos.

Apesar de ndo observada, a reativagdo da infeccdo para os animais com o desfecho
regressivo ainda deve ser considerada (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007). Este risco seria
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maior nos gatos acompanhados por um curto periodo, uma vez que o risco de reativacdo tende
adiminuir com o passar dos anos apds a infec¢do (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015).
Porém, existe o relato de um felino que apresentou reativacdo ap6s 8,5 anos da infecgcdo por
FeLV associada ao FIV (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2010). Trés felinos deste estudo

se encontram em condicdes similares, porém com 2 a 4 anos sem sinal de reativacéo.

5.7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou o impacto devastador da infecgdo progressiva por FeLV e
forneceu evidéncias do real impacto da infecgéo regressiva em uma populacdo com elevadas
prevaléncias para FeLV, onde ndo sdo estabelecidas, de maneira efetiva, medidas de controle e
prevencao.

Por meio da analise de sobrevivéncia € possivel concluir que a infecgdo progressiva por
FeLV reduz a expectativa de vida dos felinos, enquanto a infeccdo regressiva ndo apresenta
efeito direto sobre a curva de sobrevivéncia. A avaliacao clinica permitiu demonstrar que apesar
das alteracdes clinicas como linfoma, leucemia e anemia arregenerativa serem mais comuns em

felinos com o desfecho progressivo, também sdo frequentes naqueles com infecgéo regressiva.
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6 ARTIGO 3

6.1 OCORRENCIA E IDENTIFICACAO FILOGENETICA DOS SUBGRUPOS A E B
DO Feline leukemia virus (FeLV) EM GATOS COM INFECCAO PROGRESSIVA E
DIFERENTES TIPOS DE LINFOMA OU LEUCEMIA

6.2 RESUMO

Feline leukemia virus (FeLV) é classificado em trés subgrupos principais: FeLV-A, B e C,
sendo A e B comuns em gatos com linfoma e leucemia, as principais doengas desenvolvidas
por felinos infectados por FeLV. Este estudo tem como objetivo identificar os subgrupos de
FeLV A e B nos gatos com linfoma ou leucemia e a relacdo filogenética das sequéncias do gene
env obtidas. Foram selecionados 26 gatos, 16 com linfoma e 10 com leucemia. A positividade
para o FeLV foi determinada por meio dos métodos de ELISA, que detecta o antigeno p27 do
FeLV, e nested-PCR para a deteccdo de DNA proviral da regido U3-LTR e gene gag. Os
animais positivos em ambos os testes, foram classificados com infec¢do progressiva e suas
amostras de sangue foram submetidas a nested-PCR para amplificacdo do gene env e
determinacdo dos subgrupos A e B. Primers internos foram sintetizados e seis amostras de
FeLV-A e cinco de FeLVV-B foram sequenciadas e os resultados foram utilizados para obtencéo
da arvore filogenética e estimativa de divergéncia evolutiva. Entre os gatos com linfoma 68,8%
eram FeLV-A e FeLV-B positivos (FeLV-AB) e 31,2% (5/16) FeLV-A. Para 0s gatos com
leucemia 70% (7/10) eram FeLV-AB e 30% (3/10) FeLV-A. Com relacdo a idade 50% dos
gatos eram jovens, 30,8% jovem adulto e 19,2% adultos. Ndo tinham raca definida (SRD)
88,5% e 11,5% eram de racas puras, eram machos 42,3% e fémeas 57,7%. Para os linfomas,
62,5% eram mediastinal, 31,3% multicéntrico e 6,3% extranodal. Quanto a classificacao
histoldgica, os linfomas linfoblasticos e de células pequenas ndo clivadas foram os mais
observados. Para as leucemias, 30% foram do tipo linfoide aguda, 30% mieloide cronica e 40%
mieloide aguda. A analise filogenética demonstrou que as sequéncias FeLV-A SC possui
relacdo proxima com variante Arena, 36TTenv-16, Glasgow-1 e FeLV-81TTenv-1. As
sequéncias FeLV-B SC sédo divergentes entre si e sdo similares ao env de FELV enddgeno
(enFELV). Conclui-se que FeLV-AB é prevalente nos gatos com linfoma e leucemia, e

demonstra a diversidade genética envolvida na patogénese dessas neoplasias.

Palavras-chaves: medicina felina, retrovirus, FeLV-A, FeLV-B, neoplasias.
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6.3 INTRODUCAO

O linfoma e a leucemia estdo entre as principais doencas neoplasicas que afetam os gatos
e no Brasil estdo fortemente associadas a infeccédo pelo Feline leukemia virus (FeLV) (CRISTO
etal., 2019a, b; LEITE-FILHO et al., 2019). O FeLV pertence ao género Gammaretrovirus da
familia Retroviridae (JARRETT, 1964). E composto por um RNA de fita simples que, na célula
hospedeira, é transformado em DNA proviral e incorporado ao seu material genético
(HOOVER e MULLINS, 1991). Por meio de ensaios de interferéncia viral e determinacdo das
diferentes sequéncias do gene env, foram descritos cinco subgrupos para o FeLV, que sdo o
FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C, FeLV-D e FeLV-T (SARMA; LOG, 1971; JARRETT; RUSSELL,
1978; SUGAI et al., 2001; LAURING et al., 2002; MENDONZA et al., 2006; YUKARI ANAI
et al., 2012; CHIU et al., 2018). Estes subgrupos surgem quando um gato é infectado
previamente pelo FeLV-A que sofre mutacdo ou recombinagdo com sequéncias retrovirais
enddgenas (BENVENISTE et al., 1975; STEWART, 1986; CHIU et al., 2018).

Os subgrupos de FeLV possuem a capacidade de interagir com a célula hospedeira por
meio de diferentes receptores, selecionando assim o seu potencial patogénico (LAURING et
al., 2002; YUKARI ANAI et al., 2012; WILLETT; HOSIE, 2013; CHIU et al., 2018). Os trés
principais subgrupos séo o FeLV-A, FeLV-B e FeLV-C (WILLETT; HOSIE, 2013). O FeLV-
A é classificado como menos patogénico, uma vez que é identificado sozinho na maioria dos
animais assintomaticos, porém em alguns casos pode estar associado ao desenvolvimento de
linfoma (SHEETS et al., 1993; COELHO et al., 2008). O FeLV-B ocorre principalmente em
gatos diagnosticados com linfoma e leucemia (SHEETS et al., 1993; AHMAD; LEVY, 2010).
A infeccdo pelo FeLV-C estd associada a existéncia de anemia arregenerativa grave
(LINENBERGER e SHELTON, 1995).

Os tipos mais comuns de linfoma associados a infec¢édo pelo FeLV sdo o mediastinal, o
multicéntrico e os extranodais, tendo origem em células T e em menor frequéncia em células B
(LOUWERENS, 2005; CRISTO et al., 2019a, b; LEITE-FILHO et al., 2019). A leucemia
associada ao FeLV pode acometer tanto células mieloides quanto linfoides e esta associada a
um progndstico desfavoravel, mesmo quando comparada ao linfoma (HARTMANN, 2012).

Existem muitos estudos sobre influéncia dos subgrupos no desenvolvimento das
doencas associadas ao FeLV, mas a maioria possui carater experimental (JARRET; RUSSELL,
1978; PHIPPS et al., 2000a, b). Poucos estudos examinaram o impacto dos subgrupos na
apresentacgdo clinica desenvolvida em uma populagdo de gatos com infecgdo natural (JARRET

et al., 1978; SHEETS et al., 1993). No Brasil, somente um estudo investigou 0s subgrupos



92

prevalentes na populacdo de gatos domesticos (COELHO et al., 2008). Este estudo, realizado
no estado de Minas Gerais, encontrou somente o FeLV-B em associagéo ao FeLV-A.

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia dos subgrupos FeLV-A e FeLV-B
em gatos com infeccdo progressiva que desenvolveram linfoma ou leucemia e a relagédo

filogenética das sequéncias do gene env obtidas.

6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Selecdo da amostra

Foram selecionados 26 gatos que vieram a oObito, entre novembro de 2015 e dezembro
de 2019, devido a infeccdo progressiva por FeLV e consequente desenvolvimento de linfoma
ou leucemia. Os animais eram provenientes da rotina de atendimentos do Hospital de Clinicas
Veterinarias (HCV) do CAV-UDESC e tinham a infeccdo progressiva confirmada por meio do
método ELISA, com o kit SNAP FIV/FeLV Combo Test® (IDEXX Laboratories, Westbrook,
Maine, Estados Unidos) e da técnica de nested-PCR para deteccdo de DNA proviral
(MIYAZAWA e JARRET, 1997). Foram considerados somente os que tiveram diagnostico
definitivo de linfoma ou leucemia, comprovado por meio de exame histopatolégico realizado
no Laboratério de Patologia Animal (LAPA) do CAV-UDESC. Gatos que apresentaram

infeccdo concomitante por FIV foram excluidos da analise.

6.4.2 Classificagao dos linfomas e leucemias

Apds o obito, os felinos encaminhados ao LAPA (CAV/UDESC) foram submetidos a
exame anatomopatoldgico. Os linfomas foram inicialmente classificados de acordo com a sua
localizagdo anatdmica em alimentar, mediastinal, multicéntrico e extranodal (VALLI et al.,
2000). As amostras colhidas durante a necropsia foram submetidas a clivagem, acondicionadas
em cassetes e posterior processamento histologico de rotina. A partir dos blocos de parafina
provenientes das amostras, foram confeccionadas Iaminas histoldgicas para coloracdo padréo
de Hematoxilina e Eosina Para a classificagcdo histologica foram seguidos os parametros
instituidos pelo National Cancer Institute Working Formulation (NCIWF) adaptado de Robb-
Smith (1982). Os linfomas foram entdo classificados em células pequenas e células grandes,
em comparacdo ao didmetro dos eritrocitos, e o nimero de figuras mitoticas foram contados em

10 campos no maior aumento (x400) e convertidos em valores unitarios por campo (/ 10).
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A classificagdo histoldgica em leucemia mieloide aguda (LMA) ou leucemia linfoide
aguda (LLC) seguiu os critérios citomorfoldgicos definidos pela Frenche-Americane-British
Cooperative Group (BENNETT et al., 1985). A classificacdo em leucemia linfoide crénica
(LLC) e mieloide cronica (LMC) foi realizada de acordo com a literatura atual (VALLI et al.,
2017).

6.4.3 Colheita dos dados epidemiologicos

O prontuario clinico de cada felino foi analisado para a obtencdo dos dados. Foram
consideradas as seguintes varidveis: idade, raca e género. Quanto a idade especificamente os
gatos foram classificados por estagio de vida como: filhotes (0 a 6 meses), jovem (7 meses a 2
anos), jovem adulto (3 a 6 anos), adultos (7 a 10 anos), sénior (11 a 14 anos) e geriatricos (> 15
anos), de acordo com as Diretrizes de Estagios de Vida estabelecidas pela American Association
of Feline Practitioners e American Animal Hospital Association Feline Life Stage Guidelines
(VOGT et al., 2010). Quanto a raca, os felinos foram classificados como sem raca definida

(SRD) ou racas puras.

6.4.4 Obtencéo e processamento das amostras

Foram utilizadas amostras de DNA, previamente acondicionadas a -20°C, extraidas a
partir de sangue total por meio de kit comercial GeneElute™ Blood Genomic DNA (SIGMA-
ALDRICH®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). As amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente, homogeneizadas e a concentracdo de cada amostra de DNA foi
mensurada por meio de espectrofotdbmetro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific®, Wilmington,

Delaware, Estados Unidos) e diluidas para manter-se a concentracdo de 20ng/pL a 100ng/puL.

6.4.5 Determinacéo dos subgrupos de FeLV

As amostras de DNA foram submetidas a nested-PCR para a deteccdo do subgrupo viral.
A nested-PCR foi realizada conforme a técnica adaptada de Hang Chen e colaboradores (1998).
Para a primeira reacdo foi utilizado um par de primers externos que reconhecem a sequéncia de
junc&o entre os genes pol/env (start codon) e sequéncia na regido U3-LTR que sdo conservadas
na maioria dos FeLV ex0genos. Para a determinacdo dos subgrupos FeLV-A e FeLV-B, 1uL

do produto do primeiro PCR foi utilizado em cada nova reacdo. Para FeLV-A foram utilizados
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como primers internos RB59 e RB17 que originam um produto de amplificagdo de 1072 bp
(DONAHUE et al., 1988; SHEETS et al., 1993; HANG CHEN et al., 1998; COELHO et al.,
2008). Para FeLVV-B foram utilizados como primers internos RB53 e RB17 que originam um
produto de amplificacdo de 866 bp (KUMAR et al., 1989; SHEETS et al. ,1993; MATHES et
al., 1994; PAN et al., 2005; COELHO et al., 2008).

Para a primeira reacdo de PCR foram utilizados 1L do DNA extraido [20-100ng/pL],
2uL do primer forward [10uM], 2uL do primer reverse, 1uL do mix dNTP [10mM] (dNTP
Set, 100mM PCR Grade; Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento, Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil) 28,75uL de &gua livre de nucleases e os reagentes do Kit GoTaqg® G2 Hot Start
Polymerase (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, Estados Unidos). O software Tm for
Oligos Calculator (Promega Corporation), foi utilizado para nortear a temperatura de
anelamento dos primers. As condicGes utilizadas para a reacdo em termociclador LifePro
Thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd., Hangzhou, provincia de Zhejiang,
China) foram: desnaturagéo a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de anelamento a 94°C por 1 minuto,
64°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e 30 segundos; extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Para a identificacdo do subgrupo A, 1 uL do produto da primeira reacdo foi submetido
as mesmas condi¢cdes de reagentes, tempo e temperatura, a excecdo do anelamento e da
extensdo. A temperatura utilizada no anelamento foi de 44°C e o tempo de extens&o foi de 1
minuto e 10 segundos. Para a identificacdo do subgrupo B, 1pL do produto da primeira reacao
foi submetido também as mesmas condic¢Ges de reagentes, tempo e temperatura, a exce¢do do
anelamento e da extensdo. A temperatura utilizada no anelamento foi de 50°C e o tempo de
extensdo foi de 55 segundos. Para todos os ensaios foram utilizados controles positivos e
negativos (agua ultrapura, livre de DNAse) a cada reacao.

A eletroforese dos produtos de amplificacdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 1,5%, com a adicdo de GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Inc., Fremont,
California, Estados Unidos) ao produto da PCR. Um padrdo de massa molecular de DNA de
2,5Kb (DNA Ladder, Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento, Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, Brasil) foi utilizado para confirmar da amplificacdo dos segmentos de interesse.

6.4.6 Obtencéo dos controles positivos e dos oligonucleotideos para sequenciamento do
FeLV-A

Para obtencdo dos controles positivos e para confirmar a especificidade da técnica de

nested-PCR foram selecionadas uma amostra FeLV-A SC e uma FeLV-B SC para o
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sequenciamento do gene env. Foram enviados 15 a 20pL de produto de PCR correspondente as
reacOes para identificagdo dos subgrupos, juntamente com 2-3uL a 4,5pmol/uL de cada primer,
para a empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS), onde foi realizada a purificacdo e o sequenciamento do DNA obtido.

Foi utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer equipado com
capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems, Thermo Scientific®, Wilmington,
Delaware, Estados Unidos). Os DNA-moldes foram purificados com o reagente EXoSAP-/7™
PCR Product Cleanup (Applied Biosystems, Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware,
Estados Unidos) e quantificados no equipamento Nanodrop 2000 c¢ (Thermo Scientific®,
Wilmington, Delaware, Estados Unidos). Apds foram marcados utilizando-se 2,5 pmol de
primer especifico e 0,5 uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados Unidos) em um volume final
de 10 pL. As reagdes de marcagdo foram realizadas em termociclador LGC XP Cycler (Bioer,
Tokyo, Japdo), com uma etapa de desnaturacgéo inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos
de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Uma vez marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10 uL de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems Thermo
Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados Unidos), desnaturados a 95 °C por 5 min,
resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de
sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection 3 (Applied
Biosystems, Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados Unidos) com os parametros
Dye Set “Z”; Mobility File “KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS Project
“3500 Projectl”; Run Module 1 “FastSeq50 POP7 50cm cfv_100”; e Analysis Module 1
“BC-3500SR_Seq FASTA.saz”. Os arquivos resultantes do Data Collection (.abl;
eletroferogramas) foram convertidos em arquivos FASTA (.seq; texto) pelo Sequence Analysis
Software v. 6 (Applied Biosystems) sob parametros padroes.

Especificamente para FeLV-A, devido ao tamanho do fragmento amplificado, primers
internos foram acrescentados. VVolumes de 2 a 3uL a 4,5pmol/pL foram enviados, juntamente
com os primers correspondentes ao subgrupo, para garantir a qualidade do sequenciamento.

Para a escolha dos primers, foram comparadas sequencias gendmicas de FeLV-A
Glasgow-1 (KP728112.1) e FeLV-B (JF957361.2) obtidas no GenBank. Foram determinadas
regides pouco conservadas entre FeLV-A e FeLV-B por meio do alinhamento das sequéncias

genbmicas dos genes env utilizando software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
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Analysis) versdo X, que permitiu a escolha dos oligonucleotideos e a divisdo do gene env em
dois fragmentos.

Foram sintetizados dois primers, reverse PDR e forward SDF. Para o primeiro
fragmento do gene env, foi utilizado o primer forward RB59 (DONAHUE et al., 1988; SHEETS
et al., 1993; HANG CHEN et al., 1998; COELHO et al., 2008) o primer reverse PDR para
delimitar uma regido de 276pb do gene. Para o segundo fragmento, o primer forward SDF,
iniciando 84 pb dentro da regido anterior e como primer reverse foi utilizado o RB17 (KUMAR
et al., 1989; SHEETS et al., 1993; MATHES et al., 1994; PAN et al., 2005; COELHO et al.,
2008). Os primers foram sintetizados pela IDT-Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa,
Estados Unidos). Todos os primers utilizados neste estudo estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2—Descricdo dos primers utilizados e tamanho dos amplicons gerados para
identificacdo dos subtipos FeLV-A e FeLV-B.

Nome sequéncia 5°-3’ Produto Referéncia
exFeLV pro virus U3-LTR; gag
U3-F (1) ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC 770pb MIYAZAWA e JARRET,
G-R(1) GACCAGTGATCAAGGGTGAG 1997
U3-F (2) GCTCCCCAGTTGACCAGACT 600ph
G-R(2) GCTTCGGTACCAAACCGAAA

exFeLV pré virus pol/env; LTR
pol/env-F6A-F ACATATCGTCCTCCTGACCAC 2372pb (FeLV-A) HANG CHEN et al., 1998

LTR-F6A-R GAAGGTCGAACTCTGGTCAACT  2432pb (FeLV-B)
FeLV-A
RB59-F CAATGTAAAACACGGGGC 1072pb DONAHUE et al., 1988
RB17-R TAGTGATATTGGTTCTCTTCG MATHES et al. 1994
FeLV-B
RB53-F CTCGATAACGGGAGCTAG 862pb. KUMAR et al., 1989
RB17-R TAGTGATATTGGTTCTCTTCG MATHES et al. 1994
Primers para sequenciar FeLV-A
RB59-F CAATGTAAAACACGGGGC 276pb DONAHUE et al., 1988
PDR CATTTTCCCTCACAGCTATTGTC Posicéo: 6519-6541*
SDF GAGAAGCTTGGTGGAAG 884phb Posicéo: 6454-6470**
RB17-R TAGTGATATTGGTTCTCTTCG MATHES et al. 1994
* Sequéncia do Genbank: KP728112.1; ** Sequéncia do Genbank: KP728112.1. Fonte: Elaborada pela autora
(2021).

6.4.7 Analise filogenética

Foram selecionadas seis amostras FeLV-A SC e cinco amostras FeLV-B SC para o
sequenciamento do gene env. Foram enviados 15 a 20uL de produto de PCR correspondente as
reacOes para identificacdo dos subgrupos, juntamente com 2-3uL a 4,5pmol/uL de cada primer,
para a empresa ACTGene Anélises Moleculares Ltda. (Alvorada, RS, Brasil) onde foi realizada
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a purificacdo e o sequenciamento do DNA obtido por meio do método de Sanger (SANGER et
al., 1977). Os primers utilizados para amostras FeLV-A SC foram RB59 e PDR, SDF e RB17.
Para as amostras FeLV-B SC os primers foram RB53 e RB17.

Os resultados dos sequenciamentos foram editados por meio do software BioEdit
Sequence Alignment Editor. Todas as sequéncias obtidas foram comparadas, por meio da
ferramenta Nucleotide BLAST ™ (basic local alignment search tool), com outras sequencias do
gene env do FeLV disponiveis no GenBank e usadas para a analise filogenética. As sequencias
correspondentes ao FelLV-B também foram comparadas com sequencias Al-enFelLV
(AY364318.1) e A2-enFeLV (AY364319.1) do FeLV enddgeno (enFeLV) e uma sequéncia do
gene env de um retrovirus murino (Z11128) foi utilizado como grupo externo na construcéo da
arvore filogenética.

As relacdes filogenéticas, baseadas no alinhamento de nucleotideos de sequéncias
parciais de env, foram deduzidas usando o método baseado em distancia (alogaritmo Neighbor-
Joining) e 0 método de méxima verossimilhanca (maximum-likelihood, MLE) implementados
no software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versao X. O modelo adequado
de substituicdo de nucleotideos foi identificado no MEGA-X e no software jModelTest 2
(DARRIBA et al., 2012; KUMAR et al., 2018). A construgao da arvore foi realizada utilizando
0 método MLE com o modelo Tamura-Nei + G (TAMURA e NEI, 1993), com bootstrap de
1000 repeticoes.

Para estimar a divergéncia evolutiva entre sequéncias de aminoacidos do gene env de
FeLV-A e FeLV-B obtidos neste estudo foi utilizado o modelo distancia par-a-par (pairwise
distance) + p-distance implementados no software MEGA-X, para p<0,1 considera-se forte
correlagéo e p> 0,25 auséncia de correlagdo (KUMAR et al., 2018).

6.4.8 Comissdo de Etica no Uso de Animais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
5806100918).

6.5 RESULTADOS
Os resultados do nested-PCR do gene env indicou que 68,8% (11/16) dos gatos com

linfoma eram FeLVV-A e FeLV-B positivos (FeLV-AB) e 31,2% (5/16) eram somente FeLV-A.
Para os gatos com leucemia 70% (7/10) eram FeLV-AB e 30% (3/10) somente FeLV-A. Os
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dados de acordo com as variaveis epidemioldgicas, diagnostico e os subgrupos de FeLV podem
ser visualizados na Tabela 15.

Tabela 15 — Analise descritiva da amostra (n=26) de gatos com linfoma ou leucemia, de

acordo com os subgrupos A e B de FeLV.

Variaveis Linfoma % Leucemia % Total %
FeLV-AB (11) FeLV-A(5) FeLV-AB(7) FeLV-A(3) (n=26)
Idade Filhote 0 0 0 0 0
Jovem 63,64 (7) 20,0 (1) 57,14 (4) 33,33 (1) 50,0 (13)
Jovemadulto 27,27 (3) 40,0 (2) 28,57 (2) 33,33 (1) 30,77 (8)
Adulto 9,09 (1) 40,0 (2) 14,29 (1) 33,33 (1) 19,23 (5)
Sénior 0 0 0 0 0
Geriatra 0 0 0 0 0
Raca Racas puras 9,09 (1) 20,0 (1) 14,29 (1) 0 11,54 (3)
SRD 90,91 (10) 80,0 (4) 85,71 (6) 100,0 (3) 88,46 (23)
Género Macho 36,36 (4) 0 71,43 (5) 66,67 (2) 42,31 (11)
Fémea 63,64 (7) 100,0 (5) 28,57 (2) 33,33 (1) 57,69 (15)

SRD: sem raca definida. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Entre os linfomas observados, 62,5% (10/16) eram mediastinal, 31,2% (5/16)
multicéntrico e 6,2% (1/16) extranodal, sendo este localizado na medula espinhal. A
classificacdo histologica e anatdmica dos linfomas, de acordo com o subgrupo de FeLV pode

ser observada na Tabela 16.

Tabela 16 — Distribuicdo dos linfomas em gatos de acordo com a forma anatdémica, grau de

malignidade, classificacdo histoldgica e os subgrupos A e B de FeLV.

Classificagao histologica Classificacdo anatdmica dos linfomas e subgrupos de FeLV Total %
Mediastinal Multicéntrico Extranodal
FeLV-AB FeLV-A FelLV-AB FelLV-A FelLV-AB FelLV-A
Grau intermediario
Linfoma misto de células 6,25 - 12,50 - - - 18,75 (3)
pequenas e grandes
Alto grau
Linfoma de células pequenas 31,25 - - - - - 31,25 (5)
néo clivadas
Linfoma imunoblastico - 6,25 - 6,25 - - 12,50 (2)
Linfoma linfoblastico 12,50 6,25 6,25 6,25 - 6,25 37,50 (6)
Total; % (n) 50,0 (8) 125(2) 18,75(3) 125(2) - 6,25 (1) 100 (16)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para os casos de leucemia, 40% (4/10) foram do tipo mieloide aguda, 30% (3/10)
mieloide cronica e 30% (3/10) linfoide aguda. A classificacdo histologica de acordo com 0s

subgrupos de FeLV podem ser visualizados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Distribuicdo das leucemias em gatos com infecgédo progressiva por FeLV de
acordo com a classificagdo histolégica e os subgrupos A e B de FeLV.

Classificagéo histologica Subgrupos de FeLV Total; % (n)
FeLV-AB FeLV-A

Leucemia linfoide
Aguda 20,0 10,0 30,0 (3)

Leucemia mieloide
Aguda 30,0 10,0 40,0 (4)
Crdnica 20,0 10,0 30,0 (3)

Total; % (n) 70,0 (7) 30,0 (3) 100,0 (10)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os resultados das anélises por meio da ferramenta Nucleotide BLAST™ demonstraram
que as sequéncias F21A-SC, F66A-SC e F175A-SC apresentam alta identidade (95-97%) com
a variante de FeLV Arena (EU293175), F18A-SC com a variante 36T Tenv-16 (FLU03162.1)
(97%), G21A-SC com a variante Glasgow-1 (KP728112.1) (97%) e G70A-SC com a variante
FeLV-81TTenv-1 (U03222.1) (95%). Ainda, as sequencias G11B-SC, G60B-SC e G86B-SC
demonstraram alta identidade (98-99%) com a variante GA-FeLV-B (K01209.1), a sequéncia
G92B-SC com a variante US-FeLV-B (MF681671.1) (94%) e a sequéncia G102B-SC com a
variante 918B-MG (EU629220) (99%).

As sequencias G11B-SC, G60B-SC, G86B-SC e G92B-SC apresentaram baixa
identidade (90-92%) com as sequéncias de enFeLV Al-enFeLV e A2-enFelLV, enquanto a
sequéncia G102B-SC apresentou alta identidade (99% e 98%, respectivamente).

Por meio da anélise filogenética foi possivel observar que as sequéncias parciais de
nucleotideos correspondente ao gene env de F18A-SC, F21A-SC, F66A-SC, F175A-SC,
G21A-SC apresentaram relacdo proxima entre si e com a variante Arena, indicando a existéncia
de um ancestral comum. Ao mesmo tempo que, de maneira regressa, fazem parte de um grupo
monofilético com as variantes 36 TTenv-16, Glasgow-1 e FeLV-81TTenv-1 e por este motivo
foram incluidas no subgrupo FeLV-A.

A sequéncia parcial de nucleotideos correspondente ao gene env de G11B-SC apresenta
relacdo proxima com a variante GA-FeLV-B, enquanto as demais sequéncias (G60B-SC,
G86B-SC, G102B-SC e G92B-SC) estdo filogeneticamente mais distantes dos grupos
estudados, indicando um alto nivel de divergéncia das sequencias. Estas sequéncias sdo
agrupadas em um grupo monofilético entre elas e com as variantes US-FeLV-B, ST-FeLV-B e
918B-MG e por isso foram incluidas no subgrupo B. A arvore filogenética obtida e os

subgrupos correspondentes podem ser visualizados na Figura 4.
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Figura 4 — Arvore filogenética obtida a partir de sequéncias parciais do gene env do FeLV de

gatos diagnosticados com linfoma e leucemia. Somente valores de bootstrap > 70 séo
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Ao comparar as sequencias de aminoacidos obtidas a partir das sequéncias parciais do

gene env de FeLV-A, FeLV-B e enFeLV foi possivel observar que a sequéncia de FeLV-B

G102B-SC é mais similar as variantes ST-FeLV-B e 918B-MG que as demais. As sequéncias
G11B-SC, G60B-SC e G86B-SC divergem pouco entre si e a variante GA-FeLV-B. Ainda, a

sequéncia G92B-SC foi a que apresentou maior divergéncia na sequéncia de aminoacidos em

comparagao as demais. Todas as sequencias FeLV-B SC tiveram menor indice de divergéncias

evolutivas em relacdo ao enFeLV que as FeLV-A SC. Ainda, é possivel observar que as

sequéncias FeLV-A SC sdo bastante similares entre si e entre as outras variantes de FeLV-A.

Os resultados da analise para a distancia entre pares podem ser observados na Tabela 18

(APENDICE C).
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As sequéncias F66A-SC e G21A-SC eram de felinos diagnosticados no nested-PCR
também com a presenca de FeLV-B. Esses animais tinham linfoma multicéntrico misto de
células pequenas e grandes (F66A-SC) e leucemia linfoide aguda (G21A-SC). As sequéncias
F18A-SC, F21A-SC, F175A-SC e G70A-SC eram de felinos diagnosticados somente com
FeLV-A no nested-PCR. Esses animais tinham linfoma linfoblastico extranodal (F18A-SC),
leucemia linfoide aguda (F21A-SC), linfoma imunoblastico de células grandes no mediastino
(F175A-SC) e linfoma multicéntrico linfoblastico de alto grau (G70A-SC). A sequéncia G11B-
SC foi obtida de um gato com leucemia linfoide aguda e as sequéncias G60B-SC, G86B-SC,
G92B-SC e G102B-SC de quatro gatos com linfoma de células pequenas ndo clivadas no

mediastino.

6.6 DISCUSSAO

A deteccdo de FeLVV-A em todas as amostras, esta de acordo com os resultados obtidos
em outros estudos, de que o FeLV-A é o subgrupo comumente transmitido em infeccdes
naturais e um pré-requisito para a instalacdo da infeccdo (JARRET e RUSSEL 1978; JARRET
et al., 1978; DONAHUE et al., 1988; HANG CHEN et al., 1998; PHIPPS et al., 2000g;
COELHO et al., 2008; ORTEGA et al., 2020). A observacao de que FeLV-B ocorreu somente
em conjunto com FeLV-A, reforca a hipdtese de que a transmissdao horizontal de FeLV-B
isoladamente é um evento incomum, embora ja tenha sido relatada (COELHO et al., 2008;
STEWART et al., 2013; ERBECK et al., 2021).

O FeLV-B, em associacdo ao FeLV-A, apresentou maior ocorréncia por se tratar de
gatos diagnosticados com linfoma e leucemia, ja que em felinos com estas doencas o FeLV-B
é super-representado (JARRET et al., 1978; NEIL et al., 1991; AHMAD e LEVY, 2010).
Estudos apontam que a ocorréncia de FeLV-B pode apresentar uma grande variacdo (de 7% a
69%) (COELHO et al., 2008; SHINYA WATANABE et al., 2018; ORTEGA et al., 2020;
ERBECK et al., 2021). Apesar de os gatos somente com FeLV-A ndo estarem livres de
desenvolver neoplasias, a sua ocorréncia é maior em felinos sadios (COELHO et al., 2008;
ORTEGA et al., 2020), enquanto felinos com sinais clinicos da infec¢do sdo diagnosticados
comumente com FeLV-B (AHMAD e LEVY, 2010; COELHO et al., 2008).

Diversos estudos demonstram que felinos de até 4 anos apresentam maior chance de
estarem infectados com o FeLV (GLEICH e HARTMANN, 2009; CHHETRI et al., 2015;
COSTA et al., 2017; BIEZUS et al., 2019a). Além disso, gatos que desenvolvem a infeccdo

progressiva apresentam menos tempo de sobrevida, dificilmente chegando a idade adulta,
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devido ao desenvolvimento de doencas relacionadas a infecgdo, principalmente o linfoma
(ADDIE et al., 2000; HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015). Estes dados explicam por
que felinos jovens e adultos jovens foram a maioria neste estudo.

O fato de FeLV-B ter sido detectado principalmente em felinos jovens, provavelmente,
é resultado da maior mortalidade que estd associada ao subgrupo, uma vez que este é
diagnosticado em associacdo a doencas fatais como o linfoma (JARRET et al., 1978). Um
estudo que avaliou a ocorréncia de FeLV-A e FeLV-B em felinos no pais observou que FeL V-
B era predominante entre os gatos com sinais clinicos da infec¢do, enquanto os felinos FeL V-
A eram saudaveis (COELHO et al., 2008). Além disso, animais que vem a 6bito por linfoma
mediastinal, o principal tipo de linfoma associado ao FeLV-B (SHEETS et al., 1993; ROHN et
al., 1994; TSATSANIS et al., 1994; AHMAD e LEVY, 2010) e 0 mais observado no presente
estudo, sdo mais novos que para os demais tipos de linfoma (CRISTO et al., 2019b; LEITE-
FILHO et al., 2019).

A maior ocorréncia de gatos SRD neste estudo, esté relacionada as caracteristicas da
populacdo que a amostra se originou, que é composta principalmente por gatos SRD (BIEZUS
et al., 2019a), o que pode estar influenciando na maior frequéncia destas doencas na raca. Além
disso, outro estudo realizado no Brasil obteve que o risco de infeccdo progressiva por FeLV é
maior em gatos SRD (COSTA et al., 2017) e mais um estudo relatou que estas mesmas doengas,
guando em associacdo ao FeLV, apresentam maior incidéncia em animais SRD (CRISTO et
al., 2019a, b).

A maioria dos gatos SRD deste estudo também foram FeLV-B positivos, mas se existe
correlacdo com a raca, ainda ndo estd bem definida. Um estudo que avaliou 0s niveis de
transcritos de enFeLV néo encontrou diferenca na expressédo entre gatos SRD e ragas puras, no
entanto, os niveis foram maiores nas racas Maine Coon e no Gato Selvagem Europeu (Felis
silvestris silvestres) (TANDON et al., 2007). O nivel de transcritos enFeLV expressos poderia
atuar aumentando a probabilidade do surgimento do subgrupo B in vivo uma vez que é por
meio de eventos de recombinacdo entre enFeLV e FeLV exdgeno que emergem o FeLV do
subgrupo B (WILLETT e HOSIE, 2013). Em adicéo, a avaliacdo de uma colénia de reproducao
de hibridos de gato doméstico e gato-leopardo (Felis bengalensis) obteve uma incidéncia de
FeLV-B superior a obtida na maioria dos estudos (COELHO et al.,, 2008; SHINYA
WATANABE et al., 2018; ORTEGA et al., 2020; ERBECK et al., 2021), podendo sugerir
efeito direto da raca.

Apesar do género masculino ser considerado um grupo de risco para a infecgdo por
FeLV (GLEICH etal., 2009; AKHTARDANESH et al., 2010; BIEZUS et al., 2019a), as fémeas
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superam 0s machos em numero total de ocorréncias e entre 0os gatos com linfoma. Outros
estudos encontraram resultado semelhante, sendo que o linfoma mediastinal e multicéntrico
foram mais comuns no género feminino (VALLI et al., 2000; CRISTO et al., 2019b). Em
comparacdo, em outro estudo realizado no Brasil, observou-se maior numero de machos
afetados (LEITE-FILHO et al., 2019). Para casos de leucemia, os machos foram maioria neste
e em outro estudo realizado no pais (CRISTO et al., 2019a). E importante ressaltar que os
estudos que obtiveram resultados semelhantes no Brasil, foram realizados na mesma regido
geografica, ou seja, os gatos foram submetidos a prevaléncias para a infeccdo e fatores
associados similares (BIEZUS et al., 2019a, CRISTO et al., 2019a) e possivelmente a variantes
do virus semelhantes.

No que se refere ao subgrupo de FelLV, era esperado que a proporcdo de fémeas
positivas para FeLV-B fosse maior e ndo similar a propor¢do de machos. O nivel de transcritos
de enFeLV expressos em gatos machos € significativamente maior que nas fémeas (ROCA et
al., 2005; TANDON et al., 2007) e cargas mais elevadas de enFeLV pode ter efeito protetor,
evitando o desenvolvimento de infeccBes progressivas em machos (POWERS et al., 2018). O
mesmao estudo também observou que a presenca de FeLV-B foi mais provavel em gatas e estava
correlacionada a cargas provirais e virémicas mais altas.

Os linfomas mediastinal e multicéntrico, com maior frequéncia neste estudo, estdo
altamente correlacionados a infec¢do por FeLV (CRISTO et al., 2019b; LEITE-FILHO et al.,
2019). Além disso, a frequéncia de FeLVV-B foi maior entre os casos de linfoma mediastinal.
Os primeiros estudos realizados com a patogenia dos subgrupos FeLV-A e FeLV-B ndo
demonstram correlacdo com tipos especificos de linfoma, sendo que os subgrupos foram
observados tanto em linfoma timico, quanto linfoma multicéntrico e alimentar (JARRET et al.,
1978). Conforme outros estudos foram realizados, foi possivel observar que FeLV-B é mais
prevalente em linfomas timicos, do que no linfoma multicéntrico (SHEETS et al., 1993,
TSATSANIS et al., 1994; ROHN et al., 1994; AHMAD e LEVY, 2010). Muitos destes estudos
foram realizados em gatos neonatos, inoculados com variantes de FeLV-A e por este motivo 0s
dados obtidos referem-se a linfoma timico e ndo linfoma mediastinal (ROHN et al., 1994;
AHMAD e LEVY, 2010). Este 6rgao é bem desenvolvido no gato recém-nascido, mas apos a
maturidade sexual sofre involucdo (HAYES et al., 2000). Além disso, é possivel que o termo
linfoma timico seja um sinénimo ao termo linfoma de mediastino em alguns artigos (JARRET
etal., 1978; SHEETS et al., 1993; TSATSANIS et al., 1994).

Entre os linfomas de mediastino, a alta frequéncia de linfoma de células pequenas nao

clivadas foi observada neste e em estudos anteriores (VALLI et al., 2000; CRISTO et al.,
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2019b). Sugerindo inclusive, que a alta frequéncia deste tipo de linfoma seja devido a uma
possivel origem timica (VALLI et al., 2000). Para todos os gatos diagnosticados no presente
estudo com este tipo de linfoma, o FELV-B foi detectado o que corrobora com os dados
discutidos até 0 momento.

Linfomas de alto grau de malignidade como o linfoma de células pequenas néo clivadas,
imunobléastico e linfoblastico, que aqui foram os de maior representatividade, ja foram
associados em estudo anterior a infeccdo por FeLV (VALLI et al., 2000). Em contrapartida, um
estudo realizado no pais relatou maior ocorréncia de linfoma de grau intermediario associado
ao FeLV, sendo o linfoma misto de células pequenas e grandes o mais relatado (CRISTO et al.,
2019b). No presente estudo, este foi o Unico tipo de linfoma de grau intermediério observado.

No presente estudo a maioria dos casos de leucemia foram diagnosticadas em felinos
FeLV-AB, principalmente as leucemias mieloides. A maior ocorréncia de leucemia mieloide
também foi observada em outro estudo no pais, que demonstrou alta associagdo com a
positividade para FeLV (CRISTO et al., 2019a). Estudos anteriores demostraram que até 90%
das leucemias mieloides eram correlacionadas ao FeLV, enquanto para as leucemias linfoides
a prevaléncia era de até 68% (FRANCIS et al., 1979; ESSEX, 1982; TOMIYASU et al., 2018).
Ainda, um estudo que inoculou a variante FeLV-AB/GM-1 em felinos recém-nascidos
observou que 50% desenvolveram leucemia mieloide, enquanto 16,7% desenvolveram aplasia
e 33,3% permaneceram saudaveis até o final do estudo (TOTH et al., 1986).

A variante de FeLV Arena, que apresentou maior relacdo com as sequéncias FeLV-A
SC, foi obtida em um lince-ibérico (Iberian lynx) de vida livre que morreu por atropelamento
no Sul da Espanha (MELI et al., 2009). A sequéncia de nucleotideos referida tinha 97,4% de
identidade com a variante FeLVV-A Rickard (AF052723), que é uma variante patogénica e
guando inoculada em gatos recém-nascidos foi responsavel pelo desenvolvimento de linfoma
timico de linfocitos T em 38,5% (5/13), anemia arregenerativa em 15,4% (2/13) e linfoma
multicéntrico de linfdcitos B em 7,7% (1/13) dos felinos (HANG CHEN et al., 1998; PHIPPS
et al., 2000Db).

As variantes 36T Tenv-16, 81TTenv-1, das quais as sequéncias F18A-SC e G70A-SC
tiveram maior identidade, foram identificadas apos a infeccdo experimental de felinos de oito
semanas de idade com clones de FeLV-A 61E, que por sua vez teve origem da infecgéo
experimental de gatos com FeLV-FAIDS (OVERBAUGH et al., 1992; ROHN et al., 1994). O
FeLV-FAIDS é uma variante imunogénica do FeLV-A, que apresenta in vitro efeito citopatico
em linfdcitos-T e in vivo compromete acentuadamente a resposta imune do hospedeiro
(QUACKENBUSH et al., 1996). Ambos 0s animais que apresentaram as variantes 36T Tenv-
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16, 81TTenv-1 desenvolveram linfoma timico (ROHN et al., 1994), diferente do presente
estudo em que desenvolveram linfoma multicéntrico e linfoma extranodal.

A sequéncia G21A-SC apresentou alta identidade com a variante Glasgow-1, que por
sua vez, possui patogenia variavel (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015). Esta variante
vem sendo extensamente estudada (LEHMANN et al., 1991; HOFMANN-LEHMANN et al.,
2006, 2007; TANDON et al., 2008) e apresenta diversos resultados para a infec¢do progressiva,
desde gatos que desenvolveram linfoma (70%), principalmente linfoma timico, leucemia
(15%), entre elas a leucemia linfoide aguda, como no presente estudo, e anemia arregenerativa
(15%) (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015).

O baixo indice de divergéncias evolutivas entre as sequencias de aminoacidos das
amostras FeLV-A SC e as demais sequencias FeLV-A comparadas, confirma a relacédo
filogenética obtida. Estudos realizados recentemente demonstraram resultados similares, onde
as sequencias FeLV-A foram altamente semelhantes (ORTEGA et al., 2020; ERBECK et al.,
2021). No Brasil, um estudo realizado no estado de Minas Gerais, demostrou que o alinhamento
das sequencias de aminoacidos de FeLV-A apresentou alta identidade com FeLV-A Rickard,
FeLV-FAIDS e Glasgow-1 (COELHO et al., 2008). Ainda na América do Sul, outro estudo
demonstrou sequéncia similar a FeLV-FAIDS (ORTEGA et al., 2020). As variantes das quais
os referidos estudos tiveram sequéncias similares, parecem estar associadas ao processo
evolutivo das sequencias aqui relatadas.

Em comparacdo a FeLV-A, as sequéncias de FeLV-B apresentaram maior indice de
divergéncias evolutivas entre si e a formacéo de varios clados na arvore filogenética. Resultados
também obtidos por um estudo que detectou grande nimero de eventos de recombinacao entre
FeLV-A e enFeLV no processo de surgimento de variantes FeLV-B (ERBECK et al., 2021).
Segundo o autor acima citado, este fato contribui para a diversidade genética de FeLV-B e
resulta em isolados que estdo mais relacionados a FeLV-A, a enFeLV, ou intermediarios entre
as duas identidades. No presente estudo, as sequéncias G11B-SC, G60B-SC e G86B-SC podem
ser consideradas intermediarias, enquanto a sequéncia G92B-SC e G102-SC pode ser
considerada mais similar ao enFeLV.

O FeLV-B evolui in vivo a partir de FeLV-A, que sofre recombina¢do com sequencias
de env e U3 de enFeLV (STEWART et al.,1986; HANG CHEN et al., 1998). Isso explica o
menor indice de divergéncias evolutivas entre as sequéncias FeLV-B SC e enFeLV, em
comparacao a FeLV-A e enFeLV. O percentual de identidade entre as sequéncias FELV-B SC
e enFeLV foi similar ao observado em outro estudo no pais que encontrou de 89 a 90% de
identidade entre as sequéncias de nucleotideos (COELHO et al., 2008), exceto para G102B-SC
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que apresentou alta identidade (98-99%), levantando a suspeita de que o enFeLV possa ter sido
detectado e ndo o FeLV-B. Porém, a sequéncia G102B-SC apresentou relagdo filogenética
préxima também com as sequéncias 918B-MG e ST-FeLV-B, sequéncias estas que a exemplo
de G102B-SC, demonstraram baixos indices de divergéncia evolutiva em comparacdo ao
enFeLV. A variante ST-FeLV-B ja foi comparada, juntamente com a variante GA-FeLV-B,
com clones env enFeLV e foi observado que ST-FeLV-B apresentava maior homologia com
enFeLV, chegando a 97% em algumas regides (KUMAR et al., 1989). Em adicdo, um estudo
que avaliou a filogenia e a diversidade estrutural de env de FeLV exdgeno em felinos no Japéo
e detectou sequéncias de FeLV-B que foram quase inteiramente derivadas de env de enFeLV
(SHINYA WATANABE et al., 2013). No estudo citado, a recombinacdo com FeLV exdgeno

so foi confirmada ap6s a analise parcial das sequencias pol e U3-LTR.

6.7 CONCLUSAO

Este estudo demonstra que o subgrupo FeLV-B em associacdo ao FeLV-A € prevalente
em gatos com linfoma e leucemia secundario a infeccao por FeLV, principalmente aqueles com
linfoma mediastinal e leucemia mieloide. Apesar de FeLV-A ser considerado menos
patogénico, pode ser encontrado isoladamente ao FeLV-B em felinos com linfoma e leucemia.
Além disso, elenca os linfomas de alto grau de malignidade como os principais tipos de
linfomas associados ao FeLV.

Com a analise filogenética das amostras foi possivel concluir que, mesmo em um pais
com dimensfes continentais como o Brasil, as sequencias de FeLV obtidas até o momento
parecem ter origem em trés variantes especificas, a FeLV-A Rickard, FeLVV-FAIDS e Glasgow-
1.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Devido ao uso em conjunto de métodos diagnosticos voltados para a deteccdo de
antigeno e a deteccdo de DNA proviral, este estudo permitiu determinar que a populagédo de
gatos do estado de Santa Catarina apresenta elevada prevaléncia e alto risco para a infecgéo por
FeLV e é superior a encontrada em estudos que se baseiam somente na deteccdo da infeccdo
progressiva. Desta maneira, demonstrando a importancia da utilizacdo do nested-PCR em
adicdo ao ELISA para a triagem da infeccdo em animais com resultados discordantes ou em
situacOes de risco como é o caso do Brasil, sendo um pais com elevadas prevaléncias para
FELV.

Foi possivel definir os fatores associados aos desfechos da infec¢do por FeLV. Estes
resultados, até entdo inéditos na literatura nacional e pouco descritos internacionalmente,
fornecem embasamento cientifico para a caracterizacao de estratégias de controle e prevencao
do FeLV em populacbes com elevada prevaléncia.

Por meio da avaliagdo hematoldgica de grande numero de animais com infeccédo
progressiva e regressiva por FeLV, foi possivel determinar o impacto desses desfechos sobre
0s parametros hematoldgicos na espécie. Dessa maneira, fornecendo dados que sdo escassos,
principalmente relacionados a infeccéo regressiva.

Por meio do acompanhamento clinico prolongado determinou-se o tempo de sobrevida
e as alteracOes clinicas apresentadas em gatos apds o diagnéstico de infeccdo progressiva e
regressiva por FeLV, sendo este o primeiro estudo de analise de sobrevivéncia da infeccdo por
FeLV no Brasil. Os resultados obtidos oferecem importantes resultados sobre o impacto dos
desfechos progressivo e regressivo da infeccdo por FeLV na salde dos gatos, principalmente
sobre desfecho regressivo do qual as informac@es na literatura séo escassas.

Além disso, este é o primeiro estudo do pais que atrelou os subgrupos de FeLV em
animais com linfoma e leucemia e suas diferentes apresentacdes anatdmicas e classificagoes
histoldgicas. Demonstrando que o subgrupo FeLV-B é prevalente em gatos com linfoma
mediastinal e leucemia mieloide e que as sequéncias de FeLV obtidas tem origem em trés
variantes especificas, a FeLV-A Rickard, FeLV-FAIDS e Glasgow-1.

Como perspectivas futuras, este estudo abre precedentes para maiores investigacées em
relacdo a infeccdo regressiva por FeLV. O acompanhamento prolongado destes felinos

permitiria determinar o impacto deste desfecho na satde dos gatos a longo prazo. Ainda, é
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possivel realizar um estudo epidemioldgico voltado aos diferentes subgrupos de FeLV e
determinar uma relacdo causal entre estes subgrupos e as diversas alteracfes clinicas

apresentadas pelos felinos com infeccao progressiva.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO

L... H.ERE gﬁ LAGES Comissiio de Etica no
00 ESTADD OF CEMTRO DE ﬂEl_'":l.ﬁE U. d;E A . :
@ sapTacarasne | AGROVETERINARIAS 50 nimairs

TERMO DE CONSENTIMENTO

Nome do pesquisador principal: Renata Assis Casagrande

Titulo do projeto: Acompanhamento das afteragdes clinicas & hematoddgicas dos
gatos positives para os Vinus da leucemia (Fel V) e imunodeficiéncia (FIV) felina

Aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da UDESC
(CEUAIUDESC) n® 3806100918,

Objetivos do estudo: Caracterizar as alteragbes cfinicas, hematoldgicas, evolugio
do quadrno infeccioso e o tempo de sobrevida apos diagnostico de infecgao por FelV
e FIV em gatos no Planalto Catannenss.

Procedimentos a serem realizados com os animais:

Os felinos que fardo parte deste estudo serSo acompanhados clinicamente, a

partir do momento da consulta, por um periodo de 24 meses. A frequéncia do
acompanhamento vai vanar de acordo com cada grupo.
Grupo 1: esses serio acompanhados, por meio de exame dinico completo e exames
laboratoriais de controle, com intervalos que podem variar de uma semana ha trés
meses ou mais, dependendo da evolug3o do quadro dinico. Serde acompanhados
semanalmente os felinos gue apresentarem infecgSo progressiva em estigio
avangado de evolugae (anemia, leucemia, linfoma). Serac acompanhados
trimestralmente os felinos que apresentarem infecgSo progressiva sem sinal dinico
ou regressiva. O acompanhamenio destes animais permitta obter dados
relacionados a evelugdo da doenga e expectativa de vida a partir do momento do
diagnostico das enfermidades citadas a cma.

» 0 acompanhamento dinico consiste de avalia fes semestrais, aonde o pato
sera submetido 3 exame clmnico completo e real o de hemograma. Nesse pericdo
os felinos que desenvolverem alieractes hematologicas. linffoma ou leucemia ser3o
novamente testados para a infecgdo pelo FelV e FIV (atrawés do ELISA)L O
acompanhamento destes animais pemitira definir a taxa de infecgdo pelos vinus em
relag3o ao fator de risco associado.

m todes os felinos sera realizade o exame clinico que consiste na inspegdo
externa do feline [E-swe corporal, condigio da pelagem, presenga de ectoparasitos,
lestes de pele), nsp?:au das mucosas. avaliagie do tamanhe e consisténcia dos
linfonodos, cavidade oral (quanto a presenga de tartaros, gengivite &
estomatite], ajsmrta?au cardiopulmonar, temperatura corporal, exame ortopedico e
neurcédgico completo,

Mos casos que for necessario realizar um novo teste para Fel VW e FIV trés gotas
de sangue total sera desfinada a realizagio de um teste rapido através do método de

126




ELISA para a detecgdo do antigeno p27 (FelV) e anticorpe contra p24 (FIV). Esse
teste sera realizado no ambulatorio, logo apos a coleta de sanpue. atraves do kit
SMAP ENJ'FEL‘J Combo Test® (IDEXX Laboratories) de detecgao simultanea para
BSEES ViNUs.

Mo caso de obito duwrante o pericdo do acompanhamento clinico, com o
consentimento dos tutores os fefinos ser3o encaminhados ao Laboratdrio de

Patologia Animal (LAPA-CAV/UDESC) para a realizagdo da necropsia e diagnastico
histopatologico.

Potenciais riscos para os animais: . .
Por tratar-se do acompanhamento clinico de uma enfermidade ja existente no

felino, neste estudo nenhum dos procedimentos realizados acametardo risco de vida
ao paciente, além dos que os j3 impostes por sua condigdo cliniza.

Cronograma:

Cronograma de Execugao do Projeto:

Ano  |Mes Descrigao das fases

2018 (08r2018 a 12/ 2019 | Acompanhamento clinico dos felinos
a
2018

2018 |08f2018 a 12/ 2019 | Coleta de sangue dos felinos
a
2018

2015 |10/2018 a 12/ 2019 |Realizagao dos exames de ELISA para FelV e FIV dos
a felinos

2018

2019 (1,23, 4 Compilagio dos resultados com determinacio das
alteragoes dinicas, hematologicas, evolugao do quadro
infeccioso & tempo de sobrevida apos o diagnastico de
FelW & FIV.

2018 |58 7 Publicagao dos resultados

Beneficios:

Com esse estudo sera permitido caracterizar o quadro clinico e hematologico
dessas enfermidades em gatos no Planalic Catarnense, contribuindo para a
compreensio da pategénese da infecgdo por FelW e FIV. Além disso, estreitando o
vincule entre o medico weterinaric e os tutores, este estudo possibilitara a
disseminagdc do conhecimento sobre os prejuizos que esses wvirus podem causar a
salde dos fefinos, atuando de maneira direta na conscientizac3o para a prevengio
dessas doengas.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participagio do animal neste projeto:

Sua autorizagde para a inclusdo do seu animal neste estudo & woluntaria. Seuis)
animal{is) poderaido) ser retiradols) do estudo, a quakguer momento, sem que isso
cause qualquer prejuizo a elejs). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera
preservada. Os membros da CEUA ou as autoridades requlatdrias poderao solicitar
suas informacgdes e, nesse caso, elas serdo dingidas especficaments para fins de
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inspecbes regulares. Quando for necessano, durante ou apds o periodo do estudo,
voos podera entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos
contatos:

Tel. de emerpéncia: (48) 0¢044-2708 (WhatsApp - Giovana Biezus)
Equipe: Projetn FelV e FIV

Mome: Renata Assis Casagrande
Enderego: Avenida Luiz de Camdes, n® 2080, Conta Direiro, Lages, SC.

Telefone: (48] 3232-0160

Declaragao de Consentimento

Fui devidamente esdarecido{a) sobre todos os procedimentos deste eshudo, seus
riscos & beneficios aos) animaljis) pelofs) qualiis) sou responsavel. Fui também
informado que posso retiar meuis) animaliis) do estwdo a qualguer momento. Ao
assinar este Termo de Consentiments, declaro que autorizo a participacdo dofs)
meus) amimal{is). identficadols) / rebanho a seguir, neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e a
ouira com o pesquisador.

Lages 5C, _ 1 [

Mome do Responsavel / RG Maome do Pesquisador ! RG
Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador
Identificagao dols) animal(is):

Miome: Mimero defidentficagio:

Espece: Raga:
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APENDICE B — QUESTIONARIO

Lol |IDEAC

B0 ESTAGS DE CENTRD OE CIE-SIAS
R e ALRVE | EHINARIPS
INFECCAOQ PELDS VIRUS DA LEUCEMIA (FelLV)
E IMUNODEFICIENCIA FELINA (FIY} EM
FELIN0O:S D OS5 D FLANALTO DE
SANTA CATARINA: PREVALENCIA E
IDENTIFICACA D DO'S FATORES DE RISCO

LAGES

1. [deniificacio de paciente

1.1 N de idend ficagdo (ficha IICVY
1.2 Nome do pacients:

2. Ldentificagio do tutor

2.1 Nome completo:

2.2 Endleren
Hna
Bairro:
23 Telebime para eontdo: ) -
24 Orespondante & o propeietdeio?
{_)Sm
{__) Nio
24.1 Caze nio, qual a sua relagiic com o proprictiric?
{__)Fanlla
¥ Fanendrio
{__) Outre, espacifique
3. Dados do paciente a serem respondidos pelo
tutor
41 Kade:
32 Rogm:
33 Souo: { IMache (i Fémea
34 Ofeling ¢ cstrado.
{__)Sim () Hi [} Hivsei

341 Case sim, com qual idade foi castrndo?
35 Ofelino & vacinadc?

() 3au [ ET [y Ndexci
35,1 3¢ sim responda x5 questdes abaixa:
- Com que frequéneia é vacinado?

__¥yTuddo o ane

() A cadh dois anos

{__) Esporadicamente
= Qual a dawd da oldma vacinado (mesdno)?

1.8 Domiciliado em:

) Apautanmen o

{__¥Casza

) Padie

() 3hiv
1.9 0 feline possni accsso d rra?

{_)3im

a0

390 Outros felingg da rea ou de outras residéneias ten
0 A LIS 00 A0 pltic ende ele resice?

{_)Nso
3100 felino reside com sutres gatos?

() sim

{_) M
1101 Se sim, responda as questdes a baioo:
= Beside pom quantos lelinos?
- (g felinog eompartilham calvag sanitiris: e vasilhos de
alimento?

() 8im {__) Mo
3.102 5S¢ ndo redde com outros gatos, apieserta contao
aravés de visitas a domicilios com oulros gatos, ou ficam
hospedados  em  cllnicas  weerindrias  ou  outro
extakelecmento?,

{__}Sim () Nio
311 Apreseata comportamento agressive oom ocutres
felinos (brigar):

{_}3im

{__}Npo

4 Questfes a serem respondidas pelo médico
wterindrio responsdvel pelo atendimentodo caso
wlim ko

4.1 Hentificagio do Médizo Veterindrio:

4.1 1 Houwe:

4.2 Estador de satide do paciene:
{__ ¥ Sandivel [{__) Check up {__ ) Castragia)
(¥ Doenie

4.2.15e doerte, citar o diapnéstico presuntivo:

Os principals sinals clinkoos encontrados

= A vacing ulilizada apresenta prodecdo contra o FeLY?
{__)5m () Mo ) Micsei
346 Com qual frequéncia o felinn é levado s veteringrin?
{_ ) Eaprimeira vez
{__) Mensalmente
) A cada trimesire
{__) A cadh semestre
{__JTodooam
{__ ¥ Somente quando Bea doents
3.7 Aende o s2u arimal nascen?
(I Maseen em um aisdouro, dinica velerindria
apropecudtia,
{__ ) Mascen em ouiro domicll i
() Mascey namesma cisaaonde vive,
{__} Ero um onimal de rua.

4.3 kscove corpotal do Felino:
) Caquéticno
{__yMagro
{__) Nomal
{__¥ Sobre peo
{__}Obeso

Db igplies:

Identificagiio F uncional

Datada splicagso:__ [/ [



APENDICE C — TABELA 18.

Tabela 18 — Estimativas de divergéncia evolutiva entre sequéncias de aminoacidos do gene env de FeLV-A e FeLVV-B obtidos no estado de

Santa Catarina, Brasil e sequéncias de env FeLV-A, FeLV-B e enFeLV obtidas no Genbank.

Variantes de FeLV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1. ST-FeLV-B

2. US-FelLV-B 0,05

3. G92B-SC 0,17 0,12

4. GA-FeLV-B 0,19 0,14 0,20

5. G11B-SC 0,19 0,15 0,21 0,02

6. G60B-SC 0,19 0,15 0,21 0,02 0,01

7. G86B-SC 0,17 0,13 0,19 0,03 0,02 0,02

8.918B-MG 0,01 0,04 016 0,18 0,18 0,18 0,16

9. G102B-SC 0,02 005 017 0,18 0,18 0,18 0,17 0,01

10. 36T Tenv-16 034 029 034 016 017 016 0,18 0,33 0,33

11. Arena 0,35 0,30 037 017 0,17 017 0,18 0,34 0,34 0,05

12. F18A-SC 035 031 037 018 0,17 016 0,18 0,34 034 0,06 0,04

13. F21A-SC 0,37 033 038 020 0,19 019 0,20 0,36 0,36 0,08 0,06 0,02

14. F66A-SC 037 033 039 019 0,18 0,18 0,19 0,36 036 0,08 0,06 0,03 0,05

15. F175A-SC 0,3 032 038 0,19 0,18 0,17 0,19 0,35 035 0,07 005 0,02 0,03 0,04

16. Glasgow-1 0,34 030 o036 0118 0,18 0,18 0,19 0,33 033 0,06 0,06 0,08 0,09 0,09 0,08

17. G21A-SC 0,36 032 038 0,19 0,18 0,17 0,19 035 0,35 007 0,05 0,02 0,03 0,03 002 0,08

18. 81T Tenv-1 036 031 036 0118 0,19 0,18 0,20 0,35 0,35 0,02 0,08 0,08 010 0,09 0,08 0,09 0,09

19. G70A-SC 0,38 033 039 0,20 0,19 0,19 0,20 0,37 0,37 0,08 0,06 003 004 0,05 004 009 003 0,07

20. Al-enFeLV 0,02 o005 017 0,19 0,19 0419 0,17 001 002 035 036 036 037 037 037 035 036 0737 0,38

21. A2-enFeLV 0,02 005 o017 019 0,19 0,19 0,17 0,01 002 035 0,36 036 037 0,37 037 035 0,36 0,37 0,38 0,00
22. FB29 0,66 064 066 062 061 061 061 065 065 060 061 061 062 062 062 062 062 062 063 0,66 0,66

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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