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RESUMO
(Geral)

SANTOS, Carla Regina Gomes Rodrigues. Quantificacdo de DNA proé-viral do virus
da Leucemia Felina e avaliagdo clinica de gatos domésticos mantidos em abrigo.
2023. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

A Leucemia viral (FeLV) e a Imunodeficiéncia felina (FIV) sdo doencas
infectocontagiosas de grande prevaléncia no Brasil. Como outras doengas infecciosas, as
grandes populacdes s@o mais expostas. O objetivo geral deste estudo foi avaliar a
prevaléncia destas retroviroses em um abrigo exclusivo de gatos, quantificar a carga de
DNA proé-viral do virus da Leucemia e, adicionalmente, descrever os achados clinicos e
laboratoriais associados. Um total de 115 gatos foram incluidos no estudo. Cinquenta
gatos (43,48%) foram positivos para anticorpos contra o virus da FIV. Todos os gatos
estes gatos eram castrados, sendo que (54%) eram fémeas e 46% machos. Setenta
porcento tinham entre 1 e 6 anos de idade e 46% estavam na faixa de peso ideal. Todos
os 115 gatos inclusos no estudo apresentavam algum sinal de doenca infecciosa do trato
respiratdrio. Ja os gatos com infeccdo pelo FIV apresentaram afeccGes da cavidade oral,
dermatoldgicas e gastrointestinal. Houve uma associagdo significativa com o estado
reprodutivo castrado (p=0,002) e a infec¢do pelo FIV, além de, significativamente mais
velhos (p<0,001), e associacao com afeccdes da cavidade oral (p<0,001). Os gatosde 1 a
6 anos apresentam aproximadamente 15 vezes (p<0,001) mais chance de ter a infeccdo
pelo FIV que os gatos mais jovens. O resultado do hemograma dos gatos FIV positivo
revelou o valor de hematimetria (p= 0.049) e do hematécrito (p= 0.047)
significativamente menor que os dos gatos negativos. Vinte e um gatos (18,26%) foram
positivos para o FeLV e 10 (8,7%) positivos para 0 FeLV e o FIV. Ndo foi encontrada
associacdo significativa entre sexo, estado reprodutivo e a antigenemia do FeLV. Mais da
metade dos gatos FeLV positivos tinham entre 1 e 6 anos de idade. Na pesquisa para DNA
pré-viral dos 115 gatos, 91 (79.13%) foram ndo detectaveis e 24 (20.87%) detectaveis. O
valor minimo de detecc&o foi de 346 copias/10° células e o valor maximo de 46666734.93
cOpias/10° células. A analise do resultado pesquisa de DNA pro-viral e o teste de triagem
para o FeLV identificou 19 (16,52%) com infeccdo progressiva, 5 (4,35%) dos gatos com
infeccdo regressiva e dois gatos tiveram os resultados discordantes. A quantificacdo de
copias de DNA pro-viral foi significativamente maior em gatos com infecgéo progressiva
(p=0,009). Os gatos FeLV positivos apresentaram valores significativamente menor no
valor de hematimetria (p=<0.001), hemoglobina (p=0.001) e hematocrito (p=<0.001).

Palavras-chave: gatos, retroviroses, DNA proé-viral.



ABSTRACT

SANTOS, Carla Regina Gomes Rodrigues. Feline leukemia virus DNA proviral
quantification and clinical evaluation of sheltered domestic cats. 2022. Thesis
(Doctorate in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Veterinary Institute, Department
of Veterinary Medicine and Surgery, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

Leukemia (FeLV) and Feline Immunodeficiency (FIV) are highly prevalent
infectious diseases in Brazil. Like other infectious diseases, large populations are more
exposed. The general objective of this study was to evaluate the prevalence of these
retroviruses in an exclusive shelter for cats, to quantify the load of leukemia virus proviral
DNA and, additionally, to describe the associated clinical and laboratory findings. A total
of 115 cats were included in the study. Fifty cats (43.48%) were positive for antibodies
against the FIV virus. All cats these cats were neutered, and (54%) were females and 46%
males. Seventy percent were between 1 and 6 years of age and 46% were in the ideal
weight range. All 115 cats included in the study had some sign of infectious respiratory
tract disease. Cats with FIV infection, on the other hand, presented oral cavity,
dermatological and gastrointestinal disorders. There was a significant association with
castrated reproductive status (p=0.002) and FIV infection, in addition to being
significantly older (p<0.001), and association with oral cavity disorders (p<0.001). Cats
aged 1 to 6 years are approximately 15 times (p<0.001) more likely to have FIV infection
than younger cats. The result of the blood count of the FIV positive cats revealed the
value of hematimetry (p=0.049) and hematocrit (p= 0.047) significantly lower than those
of the negative cats. Twenty-one cats (18.26%) were FeLV positive and 10 (8.7%) were
FeLV and FIV positive. No significant association was found between gender,
reproductive status and FeLV antigenemia. More than half of the FeLV positive cats were
between 1 and 6 years old. In screening for proviral DNA of the 115 cats, 91 (79.13%)
were undetectable and 24 (20.87%) detectable. The minimum detection value was 346
copies/106 cells and the maximum value was 46666734.93 copies/106 cells. The analysis
of the results of the proviral DNA test and the FeLV screening test identified 19 (16.52%)
with progressive infection, 5 (4.35%) of the cats with regressive infection and two cats
had discordant results. The quantification of proviral DNA copies was significantly
higher in cats with progressive infection (p=0.009). FeLV-positive cats had significantly
lower values for blood count (p=<0.001), hemoglobin (p=0.001) and hematocrit
(p=<0.001).

Keywords: cats, retroviruses, proviral DNA.
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1. INTRODUCAO

A infeccéo pelos retrovirus da leucemia e da imunodeficiéncia felina sdo de extrema
importancia clinica na Medicina Veterinaria. Mesmo em paises com baixa prevaléncia, a
movimentacao é constante para manter a taxa de infeccéo reduzida. Isto ocorre porque, apesar
de cada retrovirus apresentar um mecanismo de patogenia especifico, ambos podem levar ao
desenvolvimento de graves alteracfes clinicas com um prognostico desfavoravel. O Brasil é
um pais com alta prevaléncia destas retroviroses. A dificuldade no controle populacional de
gatos errantes, 0 nimero reduzido de animais submetidos ao teste de triagem e a taxa reduzida
da vacinacdo dos gatos contra o virus da leucemia felina sdo fatores colaboram com a alta

prevaléncia.

A Medicina de Abrigo € uma &rea que se integra a salde Unica com o objetivo do bem-
estar animal e pela saide humana. No pais, apesar do estimulo para seu desenvolvimento, falta
politica publica e até mesmo privada para a realizacéo de ampla atividade. Em 2022, foi lancada
uma literatura nacional sobre Medicina de Abrigo com os principios e diretrizes. Assim, na

pratica o conceito de abrigo no Brasil difere da literatura internacional publicada.

O presente estudo teve como objetivo geral realizar o diagnostico descrever a
prevaléncia da infeccdo pelo FeLV e FIV em um abrigo no Rio de Janeiro. Além de, descrever
sinais clinicos, alteracdes hematoldgicas e fatores de risco associados a infeccdo pelos
retrovirus. E adicionalmente, classificar a infecgdo pelo FeLV e quantificar o nimero de copias

de DNA pro-viral e possiveis associacdes clinicas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Virus da Imunodeficiéncia felina

O Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) é um lentivirus e foi descrito pela primeira
vez em 1987, quando identificou-se o agente como causador do adoecimento sequencial de
varios gatos em um gatil na Califérnia (EUA) (PEDERSEN et al., 1987). Desde entdo, relatos
em todas as regiGes do mundo ja foram publicados e muito j& se desvendou a respeito deste
virus, o que, pelo menos parcialmente, se justifica pelo fato de compartilhar muitas semelhancas
com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), sendo utilizado como modelo de estudo da
patogenia deste (MILLER, 2018) e para o desenvolvimento de antivirais e vacinas
(YAMAMOTO, 2007).

2.1.1 Prevaléncia

O FIV é classificado em seis subtipos (A, B, C, D, E e F) com base nas diferencas de
sequéncia dos genes do envelope viral (env) e do antigeno especifico do grupo (gag). Esses
subtipos tendem a variar em patogenicidade e antigenicidade e gatos infectados de forma
natural podem abrigar varios subgrupos de FIV. No Brasil, o subtipo B é o mais descrito, no
entanto ha poucos estudos sobre a real prevaléncia dos subtipos do FIV. Atualmente, € possivel
encontrar estudos de prevaléncia em todas as macrorregioes, exceto na regido Norte (Quadro
1). Embora diferencas metodoldgicas entre os estudos dificultem comparac6es diretas entre
eles, aparentemente, o Nordeste é a regido brasileira em que o0 virus mais se destaca na
populacéo felina, com prevaléncia de até 24% (BARROS et al., 2017). Por outro lado, regides

como o Sul e 0 Sudeste parecem contar com menores prevaléncias.



Quadro 1- Prevaléncia de animais com diagnostico positivo para o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

de acordo com as regibes do Brasil.

Autores Populacdo Método diagnéstico Prevaléncia
Regiéo Sul
Da Rosa et al.(2011) 33 gatos Elisa 3%
Da Costa et al. (2017) 493 gatos Elisa 10,1%
Biezus et al. (2019) 274 gatos Elisa 5,84%

Regido Sudeste

Marcondes et al. (2018) 90 gatos Elisa 5,5%
Teixeira et al. (2007) 145 gatos PCR 4,14%
Lara et al. (2008) 454 gatos PCR 14,7%
Sobrinho et al. (2011) 302 gatos Elisa 5,63%

Regido Centro-Oeste

Poffo et al. (2015) 88 gatos Elisa+ PCR 12,5%
Elisa 11,58%

Silva (2016) 164 gatos
PCR 9,75%

Regido Nordeste

Teixeira et al. (2019) 148 gatos Elisa + PCR 6,1%
200 gatos (domiciliados) 6%
Lacerda et al., (2017) Imunocromatografia + PCR
30 gatos (errantes) 6,6%

Rocha et al. (2019) 138 gatos Elisa 12,32%




Barros et al. (2017) 159 gatos Elisa ou imunocromatografia 24%

2.1.2 Patogenia

Assim como o HIV, o FIV é um retrovirus de genoma RNA e envelopado, muito 14bil
no ambiente, sendo a principal via de transmisséo a inoculagéo parenteral (ocorrendo sobretudo
no contexto de brigas, quando a saliva de um gato infectado contendo particulas virais ou ainda
sangue € inoculado em outro por meio de mordidas) (HARTMANN e SELLON, 2012). A
morfologia bésica do FIV é constituida por um genoma de RNA, uma glicoproteina
transmembrana gp 40, uma proteina da matriz p15, uma proteina do capsideo p24 e as enzimas
transcriptase reversa e integrase. Essas proteinas representam o alvo para os anticorpos
neutralizantes produzidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro. A maioria dos testes
diagndsticos detecta anticorpos contra essas proteinas. A transmissdo venérea, embora relatada
experimentalmente, parece ser uma forma incomum de infecc¢do natural (LITTLE et al., 2020).
Ja a transmissdo vertical da gata infectada para os filhotes parece depender do momento em que
se encontra a infeccdo materna: gatas prenhes infectadas de forma aguda, apresentando altas
taxas de replicacdo viral, parecem transmitir a infeccdo para a maior parte dos filhotes (LITTLE
e KENNEDY, 2015). O mesmo ocorre quando fémeas cronicamente infectadas possuem baixas
contagens de linfocitos T CD4+. No entanto, fémeas cronicamente infectadas saudaveis tém
menor probabilidade de infectar verticalmente os filhotes. Os fatores de risco para infec¢do
compreendem gatos machos, adultos, inteiros, com estilo de vida semidomiciliado (O’NEIL et
al., 1996)

Apos estabelecida a infeccgdo celular, o virus inicia o processo de transcri¢do de uma fita
DNA complementar ao seu genoma RNA (tambem chamado DNA pro-viral), através da enzima
transcriptase reversa. O DNA pro-viral recém-sintetizado € entdo integrado ao DNA da célula
hospedeira, por meio da enzima integrase. Essa integracao € irreversivel, e uma vez ocorrendo,
a infeccdo torna-se vitalicia (KENNEDY e LITTLE, 2015). A cinética viral e a patogenia sdo
influenciadas por diversos fatores como: a idade em gue o animal foi infectado (animais jovens
desenvolvem doencas relacionadas a imunossupressdo mais cedo), a carga viral a que foi
exposto e a via de transmissao. Infecgdes experimentais demonstraram que apds a inoculagéo,
celulas do sistema monocitico-macrofagico removem as particulas virais da circulacéo e , apos
isso, passam a replicar nas células alvo em 6rgaos linfoides (HARTMANN e SELLON, 2012).

O tropismo celular do FIV é amplo, e além da infeccdo de mondcitos/macrofagos e,



preferencialmente, linfocitos T CD4+, é capaz ainda de infectar linfécitos T CD8+
(citotoxicos), linfocitos B, astrocitos e células gliais (YAMAMOTO et al. 2007).

Nos primeiros momentos apos a infeccdo, 0 RNA viral pode ser detectado em grande
quantidade na circulagdo periférica. No entanto, conforme a resposta imunoldgica € montada,
anticorpos anti-FIV comecam a ser produzidos contra diversos antigenos virais e a resposta
imune celular especifica é ativada, suprimindo assim a replicacdo viral. A partir disso, uma fase
assintomatica de duracao variavel e caracterizada pela supressdo continua da contagem de
linfocitos T CD4+, se inicia (LITTLE et al., 2020). De fato, a redugdo na contagem de linfécitos
T CD4+ e a inversdo da razdo CD4:CD8 sdo caracteristicas da infeccdo pelo agente e delas
decorrem disfungdes tanto nas respostas imunoldgicas mediadas por linfocitos B como T
(YAMAMOTO et al., 2007). Outra populacédo de células infectadas durante as fases iniciais da
doenca sdo os linfocitos T reguladores (Treg), um subtipo de linfocitos T CD4+ com funcéo
imunossupressora. Acredita-se que o virus é capaz de induzir um aumento na atividade dos
linfécitos Treg em suprimir a resposta imunolégica frente a si mesmo, aumentando 0 sucesso
no estabelecimento da infeccdo e também frente a outros agentes infecciosos, o que
potencialmente contribui para a imunossupressao gerada pelo FIV durante o curso da infec¢éo
(HARTMANN, 2011).

2.1.3 Sinais Clinicos

Clinicamente, o curso da doenga se d& em fases distintas: uma fase inicial (aguda), uma
fase latente (assintomatica), uma fase com manifestacGes relacionadas a imunossupressao
(complexo relacionado a AIDS- CRA) e a fase terminal, também referida como fase da AIDS
felina (HARTMANN e SELLON, 2012). A fase aguda é de baixa mortalidade e pode cursar
com sinais como linfadenopatia, febre e linfopenia, embora essas manifestacfes tenham sido
relatadas apenas em infeccOes experimentais (HARTMANN, 1998). Em seguida, uma fase
assintomaética de duracdo variavel se inicia, ao longo da qual uma disfuncdo imunolégica
cronicamente progressiva ocorre. Muitos animais sequer progridem além dessa fase, podendo
atingir a expectativa de vida de um gato ndo-infectado (HARTMANN, 2012). A fase de CRA
é caracterizada pela ocorréncia de infec¢Bes oportunistas recorrentes e doencas imunomediadas,
sendo comum sinais como diarreia, perda de peso, anorexia, linfadenopatia e estomatite cronica.
Por fim, a fase da AIDS felina é de alta mortalidade, quando ocorrem manifestacdes terminais,
como quadros neuroldgicos, neoplasias e infecgdes oportunistas graves e multiplas (Figura 1.)
(HARTMANN, 2011).



O virus da imunodeficiéncia felina tem uma estreita relagio com o virus da
imunodeficiéncia humana no que diz respeito a patogenia, com alteracbes progressivas e
devastadoras no sistema imunoldgico. E interessante notar, por motivos ainda n&o totalmente
elucidados, que estas alteracdes raramente sdo relacionadas a sinais clinicos em gatos. Essa
situacdo tem sido atribuida a limitada exposicdo a patdgenos secundarios e oportunistas, as
caracteristicas genéticas do hospedeiro ou subtipo viral. J& em pacientes humanos sem
tratamento, a progressdo clinica € bem marcante e a evolugdo clinica da fase inicial até a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ocorre em um tempo ja determinado. O
estadiamento e o prognostico da doenca em humanos, inclui consideracdes sobre a contagem
de linfocitos T CD4+ e a avaliacdo da carga viral (avaliagdo quantitativa de RNA viral). A
citometria de fluxo, o exame para avaliar a contagem de linfocitos T CD4+ e CD8+, ainda é um
exame dispendioso e de pouco acesso na rotina clinica da Medicina Veterinaria. Assim, uma

avaliacdo completa da infeccdo de gatos FIV ainda € limitada.

A linfopenia, hiperproteinemia e anemia sdo as alteracdes laboratoriais mais
encontradas em gatos com infeccdo pelo FIV. A inflamacdo da cavidade oral é uma
manifestacdo clinica comum e estd associada a infec¢do pelo FIV em qualquer estagio da
doenca. A estomatite e a gengivite cronica estdo presentes em aproximadamente 50% dos gatos
infectados. Outras manifestacfes também sdo descritas como: a uveite, a enterite, a anemia
imunomediada, as doencas infecciosas e parasitarias da pele e, menos comum, lesbes em
sistema nervoso central. O linfoma, as doencas mieloproliferativas e alguns sarcomas e
carcinomas sdo as neoplasias mais usualmente correlacionadas as infeccGes pelo FIV. Gatos
infectados pelo FIV apresentam 5 vezes mais chances de desenvolverem neoplasia do que gatos
ndo infectados (HARTMANN, 2011).
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Figura 1. Curso da infec¢do, resultados laboratoriais e apresentacéo clinica de gatos com o FIV.
Adaptado e traduzido de LITTLE, S. et al. J Fel Med Surg, V.22, n 1 p. 5 - 30, 2020.

2.1.4 Diagndstico

Devido ao fato do FIV produzir uma infeccdo persistente da qual o gato jamais se
recupera, a deteccdo de anticorpos é considerada sinbnimo de infeccdo e, por essa razdo, o
diagndstico se baseia em testes soroldgicos para o virus (LITTLE et al., 2020). Anticorpos
especificos sdo produzidos em grandes quantidades nos gatos infectados com FIV e passam a
ser detectaveis na maioria dos casos a partir de 2 meses de infeccdo (HARTMANN e SELLON,
2012). Os testes soroldgicos empregados com maior frequéncia na rotina clinica incluem testes
do tipo réapido que utilizam tecnologia imunoenzimatica (ELISA) ou ainda
imunocromatogréafica. Estudos comparativos apontaram que a maioria dos testes rapidos
comercialmente disponiveis apresentam uma boa sensibilidade e especificidade. O diagnostico
da infeccdo pelo FIV é feito principalmente com base na deteccéo de anticorpos especificos em
sangue total, no plasma ou no soro. Os gatos infectados apresentam uma alta e continua

producdo de anticorpos, o que faz da sua deteccdo o exame de escolha para o diagndstico.

Apesar de todos os testes detectarem anticorpos da classe IgG anti-FIV, os anticorpos
séo direcionados as proteinas especificas como a p15 e a p24 e gp40 do FIV. Assim, os testes
diferem na capacidade de detectar anticorpos de acordo com as proteinas virais. Em situacdes
pontuais, a diferenga quanto a essas proteinas nestes testes € uma importante ferramenta no

diagnostico de gatos infectados naturalmente pelo FIV.



O emprego da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na deteccdo DNA pro-viral e RNA
viral € um exame auxiliar na confirmacgéo do diagnostico da infeccéo pelo FIV. O uso da PCR
como unico exame de diagnostico pode ser falho, visto que no curso da infeccdo pelo FIV, gatos
em fase assintomatica tem baixa replicacdo viral e podem testar falso negativo para PCR de
DNA pro-viral. Além disso, a variabilidade genética do FIV e a técnica molecular aplicada
podem levar a um resultado falso negativo.Por outro lado, o uso do rt-PCR para RNA viral é
capaz de avaliar a carga viral do paciente, e assim torna-se interessante no monitoramento
clinico. O resultado positivo deve levar em consideracédo a idade, a procedéncia e o historico
do gato. Recentes recomendacdes implicam em uma avaliagéo do status do gato em duas etapas,
triagem e testes confirmatorios (LITTLE et al., 2020).

A deteccdo da infeccdo pelo FIV por meio de testes moleculares, especificamente por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction- PCR), pode ser uma
alternativa para os casos em que o resultado da sorologia se mostra um fator de confusdo
(HOHDATSU et al., 1992). Entretanto, diferencas entre os primers utilizados para delimitar o
segmento a ser amplificado e a sequéncia de bases onde os primers deveriam se ligar, causadas
por variacdes entre os diferentes segmentos virais isolados, podem causar sua ndo-detecgéo e,
portanto, gerar um falso-negativo (CRAWFORD et al., 2005). Além disso, ja foi identificado
que tanto PCR convencional (qualitativo) quanto o gPCR (gquantitativo) podem gerar falsos-
positivos em animais vacinados (CRAWFORD et al., 2005; AMMERSBACH et al, 2013).

A razdo para isso segue desconhecida até o momento. Por outro lado, o qPCR
(quantitativo) possui especificidade de 100% para distinguir animais positivos e negativos ndo
vacinados, embora a sensibilidade baixa (79,3%) limite a utilizacdo deste teste como primeira
linha de diagndstico, devendo ser reservado para a confirmacao do resultado de um primeiro
teste realizado pela sorologia (AMMERSBACH et al, 2013).

Todavia, em algumas situacdes, a sorologia pode ser equivoca: em filhotes de gatas
FIV-positivas com até 6 meses de idade (em que anticorpos transferidos de forma passiva ainda
poderdo ser detectados por esta metodologia) (KENNEDY e LITTLE, 2015); quando houver
transcorrido tempo insuficiente entre infeccdo e testagem (como ja mencionado, é preciso cerca
de 60 dias para que 0s anticorpos tornem-se detectaveis, com alguns gatos levando muito mais
tempo do que isso) (MORTOLA et al., 2004; KENNEDY e LITTLE, 2015); quando houver
histdrico de vacinacéo contra o FIV (ANDERSEN e TYRRELL, 2004); e menos comumente,
em animais que estdo cursando a fase terminal da doencga, na qual o sequestro dos anticorpos

em complexos antigeno-anticorpo leva a uma reducdo dos titulos para niveis indetectaveis



(embora especule-se que essa situacdo é bastante rara em infecgdes naturais) (HARTMANN e
SELLON, 2012). Outros métodos indiretos, como a imunofluorescéncia indireta (IFA) e o
Western Blot (WB), compartilham destas limitacbes, além de apresentarem menor
disponibilidade e maior laboriosidade em comparacdo aos testes rapidos, podendo ser uteis
como testes confirmatdrios quando diante de um resultado positivo (figura 2) (LITTLE et al.,
2020).

TESTE DE TRIAGEM PARA FIV
(Pesquisa de anticorpos)

Gato nao infectado ou

anticor pos com teste _—
exposicao recente

Repetira besquisa de
diferente

Gato infectado Realizar teste de PCR Retestar em 60 dias de

com FIV (DNA pré-viral) acordo com o historico

“Status” de
infeccdo
inconclusivo

Gato infectado com
FIV

acompanhar
periodicamente

Retestare 1

Figura 2. Algoritmo para auxiliar no diagndstico da infecgédo pelo FIV. Adaptado e traduzido
de Westman M. E. et al. Aust Vet J, v. 97, n. 3, p. 47-55, 2019.

2.2 O Virus da leucemia Felina — FeLV

O FeLV é um retrovirus membro da subfamilia Oncornavirus, constituido de uma fita
simples de RNA e protegido por um envelope. O DNA viral, ap6s a¢éo da transcriptase reserva
41(TR), ¢ integrado ao genoma do hospedeiro de maneira aleatoria € denominado “pro-virus”.
O FeLV ¢é dividido em varios subgrupos de acordo com seu mapa genético, sendo mais
relevantes o FeLV-A, o FeLV-B, e o FeLV-C. Apenas o FeLV-A é contagioso e transmitido
horizontalmente de gato para gato na natureza. Os outros subgrupos desenvolvem-se em um
gato infectado por FeLV-A pela mutacdo e recombinagéo entre este subgrupo e as sequencias
retrovirais celulares ou enddgenas contidas no DNA felino. Os retrovirus enddgenos nao sdo

patogénicos, sdo herdados geneticamente e estdo normalmente no genoma da populagéo de
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gatos. Como principal exemplo temos o enFeLV. Essas fracfes endogenas de DNA pro-viral
sdo incapazes de produzir particulas virais infeciosas. A principal importancia dessas fracGes
de DNA reside no fato de que elas podem se recombinar potencialmente com o DNA do FeL V-
A e aumentar sua patogenicidade. O subgrupo B origina-se na recombinacao do FeLV-A com
0 enFelLV, ja o subgrupo C é menos comum e é resultado de mutacGes no gene env
(HARTMANN, 2015).

A repeticdo terminal longa (LTR — Long Terminal Repeats) sdo grandes sequéncias
repetitivas de nucleotideos encontrados nas extremidades do DNA viral, que desempenham
uma fungdo reguladora e controlam a expressao dos outros genes virais. Da extremidade 5’ até
a extremidade 3°, a sequéncia de genes ¢ LTR-gag-pol-env-LTR. O gene gag (antigeno
associado ao grupo) codifica as proteinas estruturais internas, incluindo p15c, p12, p27 e p10.
A proteina do gag, p27, rotineiramente usada para diagnosticar a infeccdo pelo FelLV, é
produzida em células infectadas pelo virus em quantidades que ultrapassam a necessaria para a
montagem de novas particulas virais. A proteina p27 é encontrada em quantidades abundantes
no citoplasma de células infetadas e no sangue de gatos infectados, razao pelo qual os testes de
diagndstico sdo planejados para detectar essa proteina no sangue ou dentro das células. O gene
pol (polimerase) especifica a enzima viral trancripitase reversa (TR), responsavel pela sintese
de DNA a partir do molde de RNA. O gene env (envelope) codifica os componentes dos
envelopes gp70e pl5e. A proteina gp70 define o subgrupo viral e parece ser importante na
inducdo da imunidade. Os anticorpos antigp70 sdo especificos do subgrupo e resultam de
neutralizacdo do virus e imunidade a reinfeccdo. Por seguinte, a proteina gp70 é importante na

resisténcia natural e, assim, atua como alvo para a producao de vacina (HARTMANN, 2015).

2.2.1 Prevaléncia

A infeccdo pelo FeLV acomete gatos em todo mundo e a prevaléncia é dependente da
regido estudada. Nos Estados Unidos e Canada, onde a taxa de infeccdo pelo virus esta
estacionada, a prevaléncia do FeLV tem como base um grande nimero amostral de gatos e a
pesquisa de antigeno viral. Os resultados revelam uma prevaléncia de 2,3% a 3,4% em uma
populacéo testada em torno de 80.000 gatos para o FeLV (LEVY et al., 2006; LITTLE et al.,
2009; BURLING et al., 2017). A Australia € outro pais com baixa prevaléncia, com
soroprevaléncia de 4% para infeccdo progressiva (WESTMAN et al., 2016). O Brasil é um pais
com alta e crescente prevaléncia de infecgdo pelo FeLV. Os valores descritos podem variar
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consideravelmente de acordo com a regido estudada e com a técnica de diagndstico empregada

(Tabela 1).

Tabela 1. Valores da prevaléncia de infeccdo pelo FeLV em diversos estudos regionais,

amostragem e técnica de diagnostico utilizada no Brasil.

Regido Referéncia Amostragem Técnica de diagnostico FeLV +
Sudeste Hagiwara et al., 1997 298 Pesquisa de antigeno 12,5%
Barbosa et al., 2001 135 Pesquisa de antigeno 12,6%

Souza et al., 2002 126 Pesquisa de antigeno 17,5%

Hagiwara et al., 2007 1952 IFA 6,0%

Teixeira et al., 2007 40 Pesquisa de antigeno 32,5%

Coelho et al., 2011 1072 PCR 47,5%

Almeida et al., 2012 1094 IFA 11,5%

Marcondes et al., 2018 90 Pesquisa de antigeno 1,10%

Mendes-de-Almeida et al.,

2021 556 Pesquisa de antigeno 11,9%

Nordeste Martins et al., 2015 120 Pesquisa de antigeno 0,80%
Barros et al., 2017 159 Pesquisa de antigeno 6,00%

Lacerda et al, 2017 200 PCR+ Pesquisa de antigeno  3,00%

Rocha et al., 2019 138 Pesquisa de antigeno 5,10%

Teixeiraetal., 2019 148 Pesquisa de antigeno 0,00%

Centro-Oeste Aquino et al., 2012 42 PCR 38,0%
138 PCR 26,80%

Poffo et al., 2017 88 Pesquisa de antigeno 4,50%
Sul Silva et al., 2007 65 Pesquisa de antigeno 10,80%
Meinerz et al., 2010 120 IFA 38,30%
Da Costa et al., 2017 493 Pesquisa de antigeno 31,00%
Biezus et al., 2019 274 Pesquisa de antigeno 22,30%

2.2.2 Patogenia

Gatos virémicos eliminam constantemente milhdes de particulas virais pela saliva, o que

faz dela a principal fonte de infeccdo. O virus pode ser eliminado em outros fluidos corporais

como secrecdo nasal, leite, urina e fezes, no entanto o valor a taxa de infeccdo € menos

representativa. O FeLV ¢ transmitido horizontalmente entre gatos “amigos” ao se higienizarem,

e entre gatos com comportamento agressivo através de mordedura. O compartilhamento de



12

comedouro e bebedouro, mesmo que com um potencial menor, também sdo fontes de
contaminagdo. A transmissdo vertical ocorre por via transplacentéria, por meio de higienizago

que a mée faz diariamente nos filhotes ou durante a amamentacdo (HARTMANN, 2015).

Apo6s exposicdo ao virus, pela via oronasal, ocorre a replicagéo viral no tecido linfoide
orofaringeo. O curso da infecgdo ird depender da resposta imunoldgica do hospedeiro. Gatos
com resposta imune eficaz conseguem conter a replicacdo viral e eliminar o virus do organismo
antes da viremia. Ja nos gatos com resposta imunologica ineficaz, apos a replicacao viral local,
hé disseminacdo do virus em linfocitos e mondcitos circulantes (primeira viremia). Dentro de
aproximadamente trés semanas, ocorre a infeccdo da medula dssea, onde as células precursoras
hematopoiéticas acometidas produzem granulécitos e plaquetas infectadas que circulam por
todo organismo do hospedeiro (segunda viremia). Aléem da medula 6ssea, ha replicacéo viral
em tecidos linfoides distantes, tecido epitelial e mucosas (Figura). A partir da primeira viremia
0s gatos tornam-se infectantes (HARTMANN e HOFMANN-LEHMANN, 2020).

Recentemente, a classificagdo quanto a infec¢do pelo Virus da leucemia felina foi
redefina com base em métodos moleculares. Apds exposicao ao FeLV ha possibilidade de trés
resultados: infeccdo abortiva (antigo gato regressor), infeccdo regressiva (antiga infeccao
latente com ou sem viremia transitéria) ou infeccdo progressiva (antiga viremia persistente). Ha
um consenso de que o curso da infeccdo apds a exposicdo ao virus é resultante e depende da
intensidade de pressdo da infeccdo, presenca ou ndao de comorbidades, estado imunoldgico e
ambiente estressante ou ndo (LITTLE et al 2020; WESTMAN et al, 2019).

Experimentalmente, em gatos expostos ao FeLV, em ambiente laboratorial controlado,
a taxa estimada de infeccao abortiva é de 20-30%, de infeccéo progressiva é de 30-40% e de
infeccdo regressiva é de 30-40%. No entanto, isso pode néo representar a realidade de gatos
expostos naturalmente ao virus, levando em consideragdo a co-infeccdo com outros patégenos
e Vérias outras situacOes de estresse. No entanto, a razdo pela qual cada gato ird desenvolver
um tipo de infeccdo apds exposicao ao virus ndo € completamente conhecida. (HARTMANN,
2012; LITTLE et al, 2020)

A infecgéo progressiva € a condigdo de viremia persistente apds exposi¢édo ao FeLV. Os
gatos com infecgcdo progressiva sao aqueles com resposta imune ineficaz. Eles apresentam
intensa replicacdo viral inicialmente nos tecidos linfoides, e a seguir na medula 0ssea e nos
tecidos epiteliais mucosos e glandulares. Na maioria dos casos, a persisténcia da viremia por

mais de 16 semanas leva ao estado infeccioso pelo resto da vida do animal. A infecgéo da
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mucosa e a infeccdo glandular estd associada a excre¢do de virus. Gatos com infeccédo
progressiva desenvolvem doencas associada ao FeLV, e a maioria morre até 3 anos. O risco de
desenvolvimento de infeccdo progressiva fatal depende principalmente do estado imunologico,
da idade e da pressdo da infec¢do. Esses animais apresentam baixos niveis de anticorpos
neutralizantes detectaveis e resultado positivo para qualquer teste diagnéstico (HARTMANN,
2012; HARTMANN, 2015; HARTMANN e HOFMANN-LEHMANN, 2020).

A infeccdo regressiva ocorre quando o sistema imune consegue frear a viremia,
replicacdo viral, antes ou pouco ap6s a infeccdo da medula 6ssea. Na infeccdo regressiva, a
viremia termina em semanas ou meses. Na maioria dos gatos, a viremia dura apenas 3 a 6
semanas, podendo persistir por até 16 semanas. Porém, em aproximadamente trés semanas
havera a infeccédo das células da medula 6ssea. Durante todo o periodo de viremia o gato elimina
0 virus e é fonte de infeccdo. Apds contida a replicacdo viral, ndo ocorre mais a eliminagéo do
virus e o0 gato deixa de transmitir o virus para outros animais. Esses gatos apresentam baixo
risco de desenvolver doencas associadas ao FeLV, embora haja integracdo do virus ao seu
genoma. O virus pode permanecer integrado em um pequeno numero de células por um longo
periodo, enquanto esta sendo mantido sob controle pela resposta imune parcial. Os genes virais
podem ser eliminados em 90% dos gatos apds 30 meses de infeccdo regressiva. Esses animais
apresentam o teste de triagem para pesquisa de antigeno negativo e PCR para DNA pré-viral
positivo (HARTMANN, 2012; HARTMAN, 2015; HARTMANN, 2017, HOFMANN-
LEHMANN, 2020).

Experimentalmente, a infeccdo abortiva é possivel em gatos que sofrem exposicdo a
uma baixa carga do FeLV. Na atualidade, ndo se sabe a frequéncia com que essa situa¢ao ocorre
de fato na natureza. A infeccdo abortiva esta relacionada a uma resposta imune celular e
humoral eficaz. Apds exposicdo pela via oronasal, a replicagéo viral no tecido linféide local é
interrompida e animal ndo desenvolve viremia. Esses animais apresentam niveis elevados de
anticorpos neutralizantes e resultado negativo para qualquer outro teste diagndstico
(HARTMANN, 2012; HARTMAN, 2015, HOFMANN-LEHMANN, 2020).

A infeccdo focal ou atipica é descrita em torno de 10% dos gatos infectados
experimentalmente, mas apesar de rara, também ocorre em gatos com infeccdo natural. E
caracterizada pela persisténcia de replicacdo viral local atipica como em glandula mamaria,
bexiga, olhos, baco, linfonodos ou intestino. A mée com infec¢éo atipica na cadeia mamaria
pode transmitir para seus filhotes durante a amamentacéo através do leite, mesmo com teste

para antigeno negativo. Essa replicacdo pode levar a baixa ou intermitente producdo de
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antigeno. Esses animais podem apresentar resultados discordantes (tabela 3) (HARTMAN,
2015; HOFMANN-LEHMANN, 2020; LITTLE et al., 2020).

Tabela 2. Classificacao da infeccdo pelo FeLV e seus achados clinicos e laboratoriais. (Adaptado de Hartamann,
2017 e Beall et al., 2021)

Classificagdo  Antigeno  Cultura RNA Quantidade Anticorpos Disseminagdo  Doenca Ne
da infeccéo p27no  doViral Viral no de DNA anti-FeLV viral associada de copias
pelo FeLV sangue do sangue pro-viral ao FeLV
sangue no sangue
Progressiva Positivo ~ Positiva  Positivo Alta Negativo Sim Frequente >4 x10°
Regressiva Negativo Negativa Negativo Baixa Baixo Néao Possivel < ou =4x10°
Abortiva Negativo Negativa Negativo Negativa Alto Néao Néo

2.2.3 Aspectos Clinicos

Os sinais clinicos associados a infeccdo pelo FeLV sdo inimeros. Eles estdo associados
a linfomas e leucemias, imunossupressao, alteracdes hematoldgicas, doengas imunomediadas,
neuropatias e alteracdes reprodutivas. Sao varios 0s mecanismos que levam a imunossupressao
na infecgdo pelo Virus da leucemia felina. Dentre eles sdo citados: a atrofia timica e deplecdo
da zona paracortical dos linfonodos; linfopenia e neutropenia; decréscimo da funcéo
quimiotatica e fagocitica de neutroéfilos infectados; reducdo de células T CD4*; inversdo da
proporcdo CD47/CD8"; reducdo na producdo de imunoglobulinas; e excesso de citocinas
inflamatdrias (HARTMANN, 2011).

Gatos infectados com o FeLV tem 62 vezes mais chance de desenvolverem linfoma ou
leucemia do que gatos néo infectados. Essa relagcdo ocorre pela insercdo do genoma viral no
genoma celular préximo a um oncogene celular (myc), resultando na ativacao e super expressao
desse gene. Esse é 0 mecanismo mais importante no qual o FeLV causa neoplasia malignas
(HARTMANN, 2012).

As doencas imunomediadas ocorrem em resposta a atividade excessiva e desregulada
do sistema imunoldgico ao virus. A formagdo do complexo antigeno anticorpo nao é gerado
somente pelo virus, mas também pelas proteinas livres gp70, p27 ou pl5E. A anemia
hemolitica, glomerulonefrite, uveite e a poliartrite imunomediada sdo descritas em gatos
positivos para o FeLV (HARTMANN, 2011).
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A anemia regenerativa ou arregenerativa, neutropenia ciclica, trombocitopenia,
anormalidade de funcdo de plaquetas, aplasia medular e panleucopenia sdo alteragoes
hematoldgicas que podem ocorrer em gatos positivos para o Virus da leucemia felina. A
supressdo da medula 6ssea ocorre principalmente pela replicacéo viral. No entanto, alguns gatos
com supressao de medula 6ssea apresentam infeccdo regressiva pelo FeLV. A anemia ndo
regenerativa foi encontrada em 5% dos gatos negativos para o antigeno p27 e positivos para o
PCR de DNA pro-viral de medula 6ssea (STUTZER, B. et al 2010).

2.2.4 Diagndstico

O diagnostico da infeccdo pelo FeLV é baseado na deteccdo do antigeno p27 livre no
soro, plasma ou sangue total, por meio de teste rapido de triagem (POC). A maior parte dos
animais testam positivo dentro de 30 dias ap6s exposi¢do ao virus, embora a antigenemia possa
ocorrer mais tardiamente em alguns animais. Devido a grave consequéncias que um teste
positivo imprime no futuro do animal, um teste adicional é recomendado especialmente em
gatos de baixo risco ou assintomaticos (LITTLE et al., 2020). O teste SNAP® Combo FeLV
Ag/FIV Ab Test IDEXX (ELISA) e o ALERE/BIONOTE FIV Ac/FeLV Ag Test Kit
(imunocromatografia de fluxo lateral unidirecional), sdo utilizados na rotina clinica e
apresentam seus resultados publicados (MEDEIROS et al., 2019). Ambos os kits detectam o
antigeno p27 do FeLV e anticorpos da classe 1gG anti-FIV, porém, no teste SNAP®, 0s
anticorpos sao direcionados para 0s antigenos p15 e p24, e no teste ALERE para os antigenos
p24 e gp40 do FIV. A sensibilidade e a especificidade do teste SNAP® para o FeLV € de 98,6%
e 93,5%, respectivamente. ja o teste ALERE possui sensibilidade e especificidade de 100% para
o FeLV (MEDEIROS et al., 2019).

Os gatos com infeccdo progressiva sao facilmente identificados com os testes de triagem
pela presenca de antigeno p27 livre no sangue. Esse resultado € indicativo de antigenemia, que
equivale a viremia. Gatos positivos para antigeno que negativam o teste ap6s 16 semanas
evoluem para infeccdo regressiva, onde ha baixo ou indetectavel nivel de antigeno livre
(HARTMANN, 2015; LITTLE et al., 2020).

A Imunofluorescéncia direta (IFA) realizada com amostra de sangue ou medula 0ssea é
mais uma ferramenta no diagnostico da infeccdo pelo FeLV. O resultado positivo indica que
ocorreu a segunda viremia e que houve infeccdo da medula 6ssea pelo virus. No entanto, ndo
constitui um bom teste de triagem e pode apresentar resultados discordantes. Resultados falso
negativo pode ocorrer em gatos com leucopenia e infeccdo regressiva (LITTLE et al., 2020).
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O emprego de técnicas moleculares no diagnostico da infeccdo pelo FeLV é de grande
importancia para compreender o comportamento do virus no organismo de seu hospedeiro. O
uso da técnica molecular de analise da PCR e qPCR (Reacdo em cadeia da Polimerase e Reacédo
em cadeia da Polimerase em tempo real) especifica para regido U3 do FeLV-A, permite nao s
aumentar a sensibilidade no diagndéstico, mas também classificar a infeccdo pelo FeLV. Desde
2001, com o aprimoramento da técnica de PCR para pesquisa de DNA-pro-viral, é possivel
determinar a estreita relacdo entre a carga de DNA-pro-viral e o desfecho da infeccdo pelo
FeLV. Em uma populacdo exposta naturalmente ao virus, 10% dos gatos apresentaram teste
negativo para pesquisa de antigeno viral, mas positivo para DNA pré-viral. O DNA-pro-viral
foi encontrado em gatos experimentalmente infectados a partir de 1 a 2 semanas ap6s a infeccao
experimental, além disso gatos persistentemente infectados apresentaram maior carga de DNA
pro-viral (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001).

Em 2005, a classificagdo da infeccédo pelo FeLV foi definida com base na presenca ou
auséncia de antiginemia e na carga de DNA pro-viral obtida pela técnica de gPCR em sangue
periférico de gatos infectados experimentalmente. De acordo com o resultado obtido, a infeccao
foi classificada em regressiva, progressiva, latente e abortiva (TORRES et al, 2005). A pesquisa
de DNA pro-viral pode ser positiva no plasma a partir de sete dias de infeccdo pelo FeLV, no
entanto a carga viral atinge o pico em 3 semanas. Nao s6 a carga de DNA pré-viral mas também
a de RNA viral estdo envolvidas na patogenia da infeccdo pelo FeLV. O RNA viral pode ser
detectado em uma semana apds a infeccdo experimental. Uma forte correlacdo foi encontrada
entre a carga de RNA viral no plasma e a quantificacao de antigeno p27, inclusive maior do que
a de DNA pro-viral, além de existir uma estreita relacdo entre as cargas de DNA pré-viral e
RNA viral em gatos experimentalmente infectados. Exames com resultado positivo para
antigenemia e DNA pro-viral e negativo para RNA viral podem ser atribuidos a diferenga do
limite de deteccédo da técnica. Desta maneira, é recomendado para o diagnostico da infec¢do
pelo FeLV e caracterizacdo da infeccdo a combinacéo de no minimo dois testes distintos, PCR
e RT-PCR ou PCR e pesquisa de antigeno (TANDON et al., 2005).

Ao contrario dos gatos com infeccdo progressiva, que mantém persistentemente a
viremia e esta relacionada com a infecgdo da medula 6ssea, em gatos com infecgdo regressiva,
onde ndo ha viremia, ocorre uma infeccdo ndo produtiva sustentada apenas em um baixo
numero de linfécitos. A gPCR e RT-qPCR sdo mais sensiveis para o diagnostico desse status
de infeccdo do que os demais testes (CATTORI et al., 2008). Mesmo na auséncia da

antigenemia, é possivel detectar RNA viral ativo pela técnica de RNA gPCR. Ainda ndo ha
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como definir qual a implicancia clinica desses resultados, mas ajuda a esclarecer a relagdo virus
hospedeiro. Os valores das anélises de RNA e DNA gPCR sdo altamente correlacionados e
sensiveis no diagnostico da infeccdo pelo FeLV (TORRES et al., 2008). Resultados falso
positivo e falso negativo podem ocorrer com o teste da PCR para a infeccdo pelo FelLV.
Resultados falso positivo estéo relacionados a contaminacao no uso da técnica e falso negativo
a mutacOes na regido segmentada do virus tornando possivel a deteccdo do material genético
do virus (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; GOMES-KELLER et a.,1 2006; PINCHES et
al 2007; BEATTY etal., 2011; ENGLERT et al., 2012).

O diagndstico de gatos positivos com infeccdo regressiva assume total importancia
devido a possibilidade de reativacdo viral e pela possibilidade de transmissdo através de
transfusdo de sangue (HELFER-HUNGERBUEHLER et al., 2015; NESINA et al., 2015). Em
um recente estudo, gatos infectados experimentalmente e acompanhados por um longo periodo,
revelou a possibilidade de reativagdo viral e presenca de sintomas associados ao FeLV. A
reativacdo viral ocorreu em até 8 anos apds infec¢do inicial, o que enfatiza a necessidade de um
acompanhamento clinico e laboratorial de gatos com infeccdo regressiva (HELFER-
HUNGERBUEHLER et al., 2015). Altas cargas virais podem ser encontradas em gatos com
viremia, independente do seu status de doenga. Em um total de 31 gatos com sinais clinicos
associados a infeccdo pelo FeLV, a analise de RT-gPCR foi positiva em todos os animais. No
entanto, apenas 24 dos 31 gatos foram positivos para pesquisa de antigeno, o que fundamenta
a sensibilidade do teste molecular. De maneira comparativa, o nimero de carga de RNA viral
presente no tecido esplénico foi maior do que no sangue e na medula déssea (HELFER-
HUNGERBUEHLER et al., 2015; ABDOLLAHI-PIRBAZARI et al., 2019).

Recentemente, uma correlagéo significativa entre o numero de copias de DNA pro-viral
e a concentracdo de antigeno p27 em gatos com infeccdo pelo FeLV foi estabelecida e
padronizada. Gatos positivos com infeccdo progressiva apresentam o nimero minimo de copia
de DNA pro-viral de 1 x 10°%. Ao contrario, gatos com infecgdo regressiva apresentam um
numero inferior a esse de copias de DNA pro-viral. Esses resultados parecem ser um caminho
para entender a relagcdo virus hospedeiro, bem como realizar o acompanhamento clinico do
paciente felino (BEALL, 2019).

2.2.5 Prevencao

As medidas de prevencéo contra infec¢do pelo FeLV séo a identificacdo e a segregacgao

dos gatos positivos e a vacinagdo contra o virus dos animais negativos. O uso combinado do
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teste e 0 programa de vacinacao é eficaz na reducédo da prevaléncia do FeL V. Essa foi a principal
razdo para o decréscimo da prevaléncia do FeLV na Europa e na América do Norte. A vacinagao
pode ndo impedir a integracdo do DNA pré-viral ap6s a exposicdo ao FeLV, em contrapartida
protege contra a infeccdo progressiva. A duracdo da imunidade contra o virus em animais
vacinados pode variar de 12 a 24 meses. A vacinacao prévia ndo interfere no resultado do teste
de triagem, se o0 animal precisar ser re-testado. 1sso se deve ao fato do teste de triagem pesquisar
antigeno viral e ndo a presenca de anticorpos. Desde 2013, a diretriz de vacinacdo da AAFP,
recomenda a vacinacdo contra o FeLV para todos os gatos menores de um ano de idade, por
serem mais suscetiveis a infeccdo. Os filhotes podem ser vacinados a partir de 8 semanas de
vida e devem receber duas doses da vacina com intervalo de 3 a 4 semanas. A primeira
revacinacao deve ser feita um ano apos o protocolo vacinal inicial. As demais revacinacgdes irdo
depender do estilo de vida e do risco de exposi¢do. Gatos com alto risco de exposi¢do ao FeLV
devem ser revacinados anualmente. Aqueles que apresentam baixo risco, podem ser
revacinados a cada 2 anos. A vacinagdo ndo reduz a importancia do teste de triagem para
identificar e isolar gatos com infecgdo progressiva. Se um gato € vacinado sem conhecimento
do seu status de infeccdo e em determinado momento apresentar infeccdo progressiva pelo
FeLV, a eficacia vacinal sera questionada. Ndo ha valor terapéutico em vacinar em gatos
infectados e caso a vacinacdo ocorra, ha risco potencial de reacdes adversas (LITTLE et al
2020; STONE et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Os procedimentos realizados no estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
protocolada sob a CEUA n° 9632171120 (Anexo I). O tutor responsavel pelos animas do abrigo
foi informado sobre os procedimentos realizados por meio do Termo de consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo I1).
3.2 Periodo de realizacdo

O estudo foi executado no periodo de abril de 2021 a abril de 2022, totalizando 18 meses

de estudo.
3.3 Localizacao do estudo

Todo procedimento clinico foi realizado em um abrigo de gatos localizado no bairro das

Laranjeiras, no municio do Rio de Janeiro (ANEXO III).
3.4 Selecdo dos animais

No abrigo residiam 115 gatos. O critério de exclusdo adotado foi vacinagao prévia contra

0 virus da leucemia felina e gatos menores de 3 meses de idade
3.5 Delineamento experimental
3.5.1 Identificacdo dos animais

Os animais foram numerados e identificados por meio de registro fotografico. Dados
guanto ao sexo, estado reprodutivo, raca e faixa etaria foram armazenados como variaveis para
andlise final dos resultados. Os animais foram divididos em faixa etaria de acordo com a diretriz
de estagio de vida do gato publicada recentemente (QUIMBY et al., 2021). Desta maneira
divididos em grupo de gatos de 0 até 1 ano de vida, entre 1 e 6 anos de vida, entre 7 a 10 anos
de vida e acima de 11 anos de vida.

3.5.2 Coleta da amostra de sangue total

N&o foi utilizado farmaco tranquilizante ou anestésico para contencdo dos animais. A
contencgdo fisica com o emprego de técnica Cat Friendly Practice® (TAYLOR et al., 2022;
RODAN et al., 2022) foram utilizadas para minimizar o estresse durante a manipulacéo dos

animais. Os animais ndo foram submetidos a jejum prévio para coleta de sangue. Em uma Unica
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coleta por puncdo da veia cefélica ou femoral medial foi obtido o volume total de 5 mL de
sangue e distribuidos trés tubos contendo eltilenodiamino tetra-acido (EDTA).

3.5.3 Processamento e armazenamento das amostras
3.5.4 Hemograma

A amostra destinada para realizacdo de hemograma foi encaminha para o laboratorio
veterinario no mesmo dia da coleta. A técnica de contagem celular global foi realizada pelo
analisador hematolégico CELL-DYN 3700, com a avaliacdo citoldgica pela microscopia

Optica. Todos os resultados foram armazenados em planilhas para posterior analise estatistica.
3.5.5 Diagnostico de triagem para infeccdo pelo FIV e o0 FeLV

O teste de triagem comercial ALERE FIV Ac/FeLV Ag Test Kit (imunocromatografia
de fluxo lateral unidirecional) foi utilizado em todos os animais para pesquisa do antigeno p27
do FeLV e concomitantemente anticorpos para o FIV. A amostra utilizada para realizagdo do

teste foi de sangue total, seguiu as instrucdes do fabricante e realizado no mesmo dia da coleta.

3.5.6 Analise quantitativa por reacdo em cadeia da polimerase de DNA pro-viral do FeL.V
(gPCR)

As amostras direcionadas a gPCR de DNA pré-viral do FeLV foram processadas para
0 armazenamento no Laboratério de Diversidades e Doencas Virais (LDDV) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) no mesmo dia da coleta. A amostras foram armazenadas com
0 objetivo de analise posterior para concentrar os resultados e seguiram uma ordem sistematica
desenvolvida no LDDV/UFRJ.

3.5.6.1 Clonagem de Plasmideo

Para a realizacdo da curva padrao da reacdo de PCR quantitativo (QPCR), um plasmideo
foi sintetizado pela empresa FASTBIO (Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Foi utilizado o vetor pUC57
com insercdo de sequéncias dos seguintes alvos da gPCR: regido LTR de FeLV e o gene do
receptor C-C de quimiocina 5 felinos (fCCR5). Esse plasmideo foi clonado através de choque
térmico em bactérias Escherichia coli da cepa dh5 alfa. Foi utilizado o QIAGEN Plasmid Midi
Kit (QIAGEN Inc, Valencia, CA, USA) para realizar a extracdo do DNA plasmidial, que foi
quantificado utilizando um fluorémetro Qubit 2.0 (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA).
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3.5.6.2 Quantificacéo por gPCR

A andlise de gPCR foi realizada no Laboratorio de Diversidades e Doencas Virais
(LDDV) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Aproximadamente 2 mL de sangue
foram processados por meio de centrifugacdo por 15 minutos a 10.000 Xg para fracionamento
em plasma, camada leucoplaquetéria e sangue total. O DNA gendmico (DNAQ) foi extraido da
camada leucoplaquetaria com o Pure Link® Genomic DNA Kit (INVITROGEN, Carlsbad, CA,
USA). A integridade das amostras de DNA foi verificada por meio de reacdes de PCR
convencional que tinham como alvo o gene mitocondrial citocromo B, com iniciadores e
condicdes descritas por Naidu et al. (2012). A quantificacdo de DNAg foi realizada pelo
Nanodrop NanoVuePlus™ (GE HEALTHCARE). Iniciadores e sondas descritos por Powers et
al. (2018) foram utillizados na quantificacdo da sequéncia LTR de FeLV e do gene fCCR5. A
quantificacdo absoluta do numero de copias de LTR e CCR5 foi mensurada em uma maquina
7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA)
utilizando como curva padrao dilui¢@es seriadas do plasmideo (103 - 10'° cépias). O niimero de
células foi calculado através da quantificacdo absoluta do nimero de cépias do gene CCR5 que
possui duas cOpias por genoma felino. A carga pré-viral foi calculada através da razdo entre o
namero de cdpias de LTR e nimero de células.

3.5.7 Classificacdo do curso da infeccéo pelo FeLV

A classificacdo quanto ao curso de infecgdo pelo FeLV teve como base na Gltima diretriz
publicada (LITTLE et al., 2020). Os gatos classificados com infeccdo progressiva foram
aqueles com resultado do teste de triagem positivo para antigeno p27 e gPCR para DNA pro6-
viral detectavel. E os animais com resultado do teste de triagem negativo com gPCR para DNA

pro-viral indetectavel foram classificados com infecgéo regressiva.
3.5.8 Parametros clinicos

O escore corporal e a presenca de sintomatologia clinica de doenca foram os dados
clinicos analisados e arquivados para posterior analise e correlacdo com o status das duas
retroviroses. A avaliacdo do escore corporal seguiu as diretrizes do World Small Animal
Veterinary Association. (WSAVA, 2011). Os sinais clinicos foram descritos em uma ficha
clinica (ANEXO 1V).
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3.5.9 Registro de 0bito e necropsia

Foi realizado o registro dos gatos que morreram durante o estudo e os animais foram
encaminhados para a necropsia. As lesdes microscéopicas encontradas no exame histopatologico

destes animais foram registradas para anélise posterior
4. Estatistica

Foi adotado neste trabalho a significancia de 5%. P-valores menores que 5% seréo
considerados significantes e destacados com um * (significante a 5%). Dois asteriscos (**)
indicam significancia a 1% e trés (***) indicam significancia a 0,1%. A andlise descritiva foi
realizada com célculos de frequéncia relativa para as variaveis categoricas e calculo de medidas
de centralidade e dispersdo das variaveis numéricas (minimo, méaximo, média, mediana, desvio
padrdo e quartis). Os testes estatisticos paramétricos e ndo paramétricos foram utilizados de
acordo com o teste de a normalidade das variaveis como o Teste de Shapiro-Wilk; Teste t;
Mann-Whitney; Anova one-way; Teste HSD de Tukey; Kruskall-Wallis; Teste de Dunn; Teste
Chi-Quadrado; Teste Exato de Fisher; Teste Z para igualdade de proporgdes. Foi calculada a
razdo de chance, bem como o intervalo de confianca para entender os fatores de risco,
acompanhada pelo p-valor correspondente. As presentes andlises foram feitas através do
software livre R (R version 4.1.1 (2021-08-10)). R Core Team (2021). R: A language and
environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria.
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5. CAPITULOS

Os resultados desta tese serdo apresentados no formato de dois artigos cientificos. Cada
capitulo corresponde a um dos artigos. O capitulo I e Il foi redigido no formato da revista
Comparative immunology, Microbiology & infectious diseases, ISSN: 0147-9571, 2021: 2.729
© Clarivate Analytics Journal Citation Reports 2022. Instrucdo ao autor no ANEXO V.

5.1 Capitulo I. Epidemiological study of and risk factors for feline immunodeficiency virus

(FIV) infection in a shelter in Southeast Brazil

Carla Regina Gomes Rodrigues Santos?, Grazielle Morais de Rezende®, Julia Possebon? Santi,
Renata Beranger®, Ricardo Mouta Borges de Medeiros?, Liliane Tavares de Faria Cavalcante?,

André Felipe Andrade dos Santos® Heloisa Justen Moreira de Souza®

®Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro, Seropédica, RJ, Brazil
b\/eterinarian — Rio de Janeiro, Brazil
‘Infectologist, Rio de Janeiro, Brazil

dL_aboratorio de Diversidade e Doencas Virais (LDDV), Universidade Federal do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil
Abstract

One hundred fifteen cats were included in this study and 50 of them (43,48%) were found
to be positive for anti-FIV antibodies and 21 (18,26%) were positive for FeLV p27 antigen.
8,7% (10/115) were positive for both. All cats included in the study had shown infectious
respiratory disease. The positive status for FIV had a significative association with being
neutered (p=0,002). Those cats were also more likely to be older (P <0,001), and to have oral
diseases (p <0,001). Sex, neuter status, body condition score, and the presence clinical sings of
gastrointestinal, oral cavity, or dermatological diseases did not appear as risk factors to FIV
infection in this study. No significant hematological changes were found in FIV positive cats.
The FIV-positive status (p=0,008; OR 6.45; 1C95% 1.66-25.01) and lower BCS (p=0,002; OR
1.798; IC 95% 1.241-2,603) were significantly associated with death.

Keywords: Retrovirose, cat, prevalence, infectious disease, lentivirus
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1. Introduction

The cat population in Brazil has increased considerably in the last years. This species has
earned its space among Brazilian households but, at the same time, the stray cat population has
been growing disorderly, as a result of lacking public policies for the prevention of
abandonment and population control [1]. At the same time, shelter medicine is a specialty on
the rise, though still incipient in the country. The concept of shelter as an institution where
animals are brought in for screening, recovery, socialization, and reintroduction into society by
adoption, is not a reality as it is in developed countries [1,2]. Rather, individual independent
rescuers are a majority, frequently using their own houses as shelter facilities. This strategy
fails most of the time, resulting in the hoarding of animals in poor sanitary and structural
conditions [3]. Commonly, these places become a life-long residence for many of those animals,
who are forced to live in overcrowded situations, favoring the spread of many infectious

diseases, such as feline retroviruses.

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is the agent for a high-impact infectious
disease in cats [4]. The FIV infection may lead to immunosuppression, immune-mediated
diseases, neoplasias, and neurologic disorders, hence substantially affecting their quality of life.
The FIV is an RNA-genome enveloped lentivirus extremely labile in the environment, and its
main transmission route is via parenteral virus-rich saliva inoculation, especially through bites
[5]. Intact, older than 3 years old male cats that have indoor access, cats with upper respiratory
infections and shelter cats are at a bigger epidemiological risk to acquire the infection [6,7,8,9].

The virus was first identified and described in California, USA, more than three decades
ago, as the responsible agent for the outbreak of illness in cats from a shelter [4]. Since then,
numerous reports from many regions of the globe were published and consensus guidelines
were issued to help clinicians address and manage the disease [10]. Currently, in Brazil, there
are prevalence studies from the South, South-East, North-East, and Middle-East macroregions
[9,11,12,13]. Nonetheless, the prevalence of FIV infection in shelter facilities has not been
described extensively. The objectives of the present study were to determine the prevalence of
FIV infections in a population of rescued cats living in a shelter; to determine the clinical signs
and hematological findings associated with FIV seropositivity in cats; to assess the mortality
rate in the studied Shelter.

2. Materials and methods

2.1 Ethics approval
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All procedures herein described were approved by the Ethics Committee on the Use of
Animals of the Veterinary Institute of the Federal Rural University of Rio de Janeiro (protocol
n®9632171120).

2.2 Animals and data collection

This study was carried out from April 2021 to April 2022. All clinical procedures were
done in an animal shelter in Rio de Janeiro, Brazil. At the beginning of the study, 115 cats lived
in the shelter. The exclusion criteria were: cats aged less than three months old, those with a
history of vaccination against the Feline Leukemia Virus, and those who did not tolerate
physical restraint for sample collection. Collected data included reproductive status, sex, breed,
age, body condition score (BCS) according to the World Small Animal Veterinary Association
(2020), and the presence of clinical signs. At the end of the observational period, a comparative
assessment considering retroviral status and survival was carried out. All the cats that died
during the study were submitted to a necroscopic examination. The macro- and microscopic

lesions found at histopathology were noted for subsequent analysis.
2.3 Haematoloy and FIV testing

Blood sampling was conducted under gentle physical restraint and a total of 5 mL was
drawn from either the cephalic or medial saphena vein of each cat. The total volume was then
divided between two EDTA-treated tubes, receiving 1 mL each. One tube was then sent to
hematologic analysis and the other to retroviral diagnosis. Haematology was performed
utilizing the hematology analyzer auto-analyzer Celldyn 3700. The retroviral testing was
obtained through a point-of-care immunochromatographic test (ALERE FIV Ac/FeLV Ag Test
Kit ®) for FeLV p27 antigen and anti-FIV antibodies. All tests were run using total blood and

according to the manufacturer's instructions.
2.4 Statistical analysis

It was adopted adopt in this work the significance of 5%. P-values lower than 5% will
be considered significant and highlighted with an * (significant at 5%). Two asterisks (**)
indicate significance at 1% and three (***) indicate significance at 0.1%. Descriptive analysis
was performed with relative frequency calculations for categorical variables and calculation of
measures of centrality and dispersion of numerical variables (minimum, maximum, mean,
median, standard deviation and quartiles). Parametric and non-parametric statistical tests were

used according to the normality test of variables such as the Shapiro-Wilk test; t test; Mann-
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Whitney; Chi-Square Test; e Fisher's Exact Test. The odds ratio was calculated, as well as the
confidence interval to understand the risk factors, accompanied by the corresponding p-value.
The present analyzes were performed using the free software R (R version 4.1.1 (2021-08-10)).
R Core Team (2021).

3. Results

Total of 56,52% (65/115) were female and 43,48% (50/115) were male cats. Of these
87,83% (101/115) were neutered and 12,17% (14/115) were intact. Total of 29,57% (34/115)
were between 0 and 1 years old, 51,3% (59/115) were between 1 and 6 years old, 16,52%
(19/115) were between 7 and 10 years old, and 2,61% (3/115) were older than 11. Regarding
body condition score, 46,08% (53/115) of the cats were considered to be in their ideal weight
(BCS 4-5), 6,96% (8/115) were underweight, and 46,97% (54/115) were overweight. 67% of
the cats had a score between 6 and 9.

Fifty cats (43,48%) were found to be positive for anti-FIV antibodies and 21 (18,26%)
were positive for FeLV p27 antigen. 8,7% (10/115) were positive for both anti-FIV antibodies
and FeLV p27 antigen. All FIVV-positive cats were neutered, and 54% (27 cats) were females
while 46% (23/50) were males. 6% (3/50) of the cats were between 0 and 1 year old, 70%
(35/50) were between 1 and 6 years old, 22% (11/50) were between 7 and 10 years old and 2%
(1/50) were older than 11 years old. 46% (28/50) had an ideal body condition score.

All cats (115) included in the study had shown infectious disease clinical signs such as
sneezing, cough, conjunctivitis, and nasal and/or ocular secretion. 22% of the FIV-infected cats
had evidence of oral cavity disease, namely periodontitis, and gingivostomatitis. 18% had
dermatological signs such as pruritus, alopecia, eosinophilic plaques, and otitis. 6% had signs

of gastrointestinal diseases, like diarrhea, vomiting, or inappropriate elimination.

The positive status for FIV had a significative association with being neutered
(p=0,002). Those cats were also more likely to be older (P <0,001), and to have oral diseases
(p <0,001). Cats aged from 1 to 6 years were 14,7 x more likely to be FIVV-infected than younger
cats (p <0,001), and cats aged 7 to 10 years were 13,2 x more likely to be FIV-infected than
those aged from 1 to 6 years old. Other features such as sex, neuter status, body condition score,
and the presence of gastrointestinal, oral, cavity, or dermatological diseases' clinical signs did
not appear as risk factors in this study (Table 1).
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The abnormal laboratory findings in the CBC of FIV-positive cats were anemia,
thrombocytopenia, eosinopenia, and lymphopenia. When comparing the blood count results of
FIV-positive cats with the results of negative cats, the erythrocytes count (RBC) and hematocrit
(HCT) were significantly lower for positive cats (p=0.049 and p=0.047, respectively). Despite
this result, all mean CBC parameters of the 40 cats positive only for FIV were within the
reference ranges (Table 2). 29/115 cats (25,22%) died during the observational period. Among
these cats, 11 were only positive for FIV. The FIV-positive status (p=0,008; OR 6.45; 1C95%
1.66-25.01) and lower BCS (p=0,002; OR 1.798; IC 95% 1.241-2,603) were significantly
associated with death, whereas FIVV-negative status and higher BCSs were not.

4. Discussion

This study showed the prevalence of FIV infections in a shelter exclusive for cats in the
southeast region of Brazil. In this country, animal shelters differ from developed countries,
especially regarding regulation, resources, and funding. Structural issues and a lack of resources
for basic sanitary measures, such as massive retroviral testing, are among the stumbling blocks
faced by shelter keepers [1]. The specialty of Shelter Medicine, albeit in ascension, is still
underdeveloped. The scarcity of public policies and funding for these establishments often
makes the rehabilitation and resocialization of unowned animals unfeasible [2]. Therefore,
private shelters in precarious conditions where the spreading of infectious diseases is
commonplace account for the majority of such institutions [3]. The present study reflects this
reality and underscores the necessity for regulation of public policies targeting the current

shelter situation.

The prevalence of FIV infection in this study show high rate with 43.48% of positive cats.
In Brazil, Only one previous study describes such a prevalence of FIV infection. In 2002, 2003
and 2004, the prevalence value for FIV infection was respectively 55.3%, 57.4% and 75.8% in
RIOZOO (Mendes-de-Almeida et al., 2007).Studies from North America, Australia, and the
United Kingdom report significantly lower prevalence rates, of 2.6%, 6%, and 11.4%
respectively [6,7,8].

This disparity is most likely attributable to the socioeconomic difference between
underdeveloped and developed countries, as previously compared. A lower-income economy
as in this study's scenario is related to a higher percentage of feral cats and unowned cat
colonies, where this virus is known to circulate efficiently, and lower investments in animal

welfare and population control programs [14].
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Prevalence studies on FIV infection exist in all of Brazil's macro-regions, except for the
North region. In the Midwest, the prevalence of FIV-positive cats treated at a University
Hospital was 12.5% [12]. In the South region, a cross-sectional study and a retrospective study
revealed a prevalence of 5.84% and 10% respectively for FIV infection [9,15]. In the Southeast
region, a study with a total of 145 cats from two shelters presented a prevalence of only 4.14%
after PCR analysis [16]. The molecular technique is not the preferential screening test for the
diagnosis of FIV infection, since the viral load may be undetectable according to the stage of
the disease [10]. In the Northeast region, where studies on the prevalence of FIV infection are
concentrated, values from 6% to 24% have been described [13,17,18,19,20].

Neutered cats had a significant association with a positive FIV status. This may have been
due to the fact that the vast majority of cats in this shelter were neutered. Surprisingly, there
was no significant association between FIV infection and sex or race. However, historically,
studies have shown that male, non-purebred cats that have access to the outdoors are most likely
to be infected with FIV since they are prone to exhibit agonist behaviors (i.e.: fights over
territory, females, and resources) [6,9,21]. Notwithstanding, no research was carried out
regarding the manifestation of aggressive behavior in this shelter. Fighting episodes were
observed, mainly associated with environmental management errors and not aggressiveness

itself, and animals did not have free access to the external areas.

Cats aged between 1 and 6 years, in addition to having a significant association with FIV
infection, represented a risk factor for the disease. The study by Liem and colleagues (2017)
demonstrated that the risk of being FIV-infected was greater for cats over 5 years old than for
cats 5 years old or younger. Other studies have also reported age as a risk factor for FIV
infection, possibly due to the cumulative risk that comes with prolonged exposition [8,22,23].
Other variables such as gender and reproductive status did not represent a risk factor in this
study. However, in non-shelter-based studies, intact male cats are overrepresented, most likely
because of their frequent manifestation of agonist behavior, as previously discussed [7,22,24].
The body score in this study did not appear to represent a risk factor for FIV infection, as well
as in a study carried out in shelters in the United Kingdom [8]. Nonetheless, the FIV positivity
in this study showed to be significantly associated with oral cavity disease, a finding that has
consistently been described by other authors [5,25,26,27]. At this moment it is still unknown
why these cats are overrepresented in oral cavity disease studies, but it is likely that the immune
dysregulation that occurs in this infection course plays a role [5,28]. The number of cats

cohabiting is also a known risk factor for gingivostomatitis, which may have further increased
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the study’s cats susceptibility to the disease, considering the overcrowding they were found to

be living at [29].

All cats included in the study had some sign of respiratory tract disease. This finding is
not surprising, considering these animals were not fully vaccinated against feline herpesvirus-
1, calicivirus, and chlamydiosis, and the shelter overcrowding conditions facilitate the
spreading of these infectious agents. The European Advisory Board on Cat Diseases published
a guideline for the prevention of infectious diseases in shelter cats that emphasizes an
individualized vaccination schedule [30]. Nonetheless, because of the resource constraints
already discussed, it is hardly put into practice in Brazil's shelter facilities. In a large study
where data from client-owned and shelter cats were analyzed, of a total of 4835 cats with signs
of respiratory disease, only 6.4% were positive for FIV [7]. In fact, despite the immunologic
impairment caused by the FIV, predisposing the host to opportunistic infections, respiratory
diseases do not appear to be as commonly related directly to the infection as other diseases
(renal, neurologic, oral, and oncologic) [5]. Therefore, the authors considered this finding to be
more related to the shelter's intrinsic conditions (overcrowding, low vaccine coverage, stressful

environment) rather than the retrovirus status itself.

Dermatological and gastrointestinal signs were found in the present study in 18% and 6%
of the FIV-positive cats reported here, respectively. Affections of these systems are often
associated with infection by this retrovirus [8,21]. Nonetheless, the presence of clinical signs
of gastrointestinal, dermatological, and oral cavity disease did not represent a risk factor for

infection in this study.

In the present study, the value of hematological parameters, RBC, and HCT was
significantly lower in the group of positive cats. Hematological abnormalities are frequently
reported among FIV-positive cats [5,31]. Notwithstanding, the study by Liem and colleagues
(2013) did not find a difference in the frequency of hematological abnormalities between FIV-
positive and negative cats. In the same study, the lifespan was also not significantly different
[21]. Similar findings have been described by others [33,34]. In the present study, despite the
increased prevalence of abnormalities in the FIV-infected cat’s blood count, all hematological
parameters of FIVV-positive cats remained within the reference ranges. The mortality rate was
not compared between FIV-infected and non-infected cats, however, the FIV-positive status
was a significant risk factor for death, as were cats with lower body scores. Possibly, this finding
can be at least partially explained by the differences in housing conditions between the cats
herein described and the ones from these studies. As previous demonstrated, FIV-infected cats
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housed in overcrowded facilities had a much more guarded prognosis than their counterparts
living in households where <2 cats cohabited, with 63% of the observed cat dying during the

observational period, mostly from malignancies as lymphoma [34].

This study has several limitations. First, the reason for the high prevalence of FIV-
infected animals in this study remains to be determined. A research that aimed to evaluate
evidence of FIV transmission in shelter cats where negative cats and experimentally infected
cats cohabited showed that the prevalence remained unchanged despite up to 8 years of
coexistence [36]. In the present study, almost half of the cats that cohabited the place were
positive in the test performed. The constraints of the limited observation period for data
collection did not allow the evaluation of the transmission rate. However, the authors
hypothesized that this result may be related to the high rate of transmission inside the shelter
premises due to elevated population density and constant competition for resources.
Alternatively, these animals may have been rescued already infected and the fact remained

unnoticed due to the absence of laboratory control on admission.
Conclusion

The prevalence of FIV infection in the shelter studied is the second highest published to
date in Brazil. The actual moment of infection of these animals cannot be described but reflects
the lack of financial and structural resources to maintain the screening of animals rescued and

kept in the shelter.
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Table 1. Risk analysis of gender, age group, body score and clinical signs of FIV-positive cats.

Feature

Sex

1to 6 years
710 10 years

> 11 years

BCS
Gl signs

Dermatologic signs

Oral cavity disease

Variables
Male

Female

Yes
No
Yes
No
Yes
No

OR
1.084

14.733
13.238
7.191

0.778
1.337

2.038

3.979

1C95%
(0.432, 2.719)

(3.677, 59.032)
(2.72, 64.425)

(0.463,
111.563)

(0.534, 1.132)
(0.144, 12.374)

(0.534, 7.777)

(0.902, 17.559)

p-value

0.864

<0.001***
0.001**
0.158

0.189
0.798

0.297

0.068

35



Table 2. Statistical analysis of the blood count of 40 only only FIV-positive cats

36

Variable

RBC (x106/uL)
HGB(g/dL)

HCT (H%)
PLT

WBC (x 103/L)

Band neutrophils

Segmented
neutrophils

Eosinophils

Lymphocytes

Monocytes

Reference
range

5a10
8al5

24 - 45

200000
800000

5500 - 19500

0-300
2500 - 13000

110 - 1500
1100 - 9000

55-780

Min-Max

4.83-9.79
7.25-13.9

23-43.7

23000-
486000

6250-
101000

0-370
3240-43146

0-3825
938-9306

62-2691

Q1-Q2

6.1-8.58
8.94-12.03

28.15-36.88

227000-
281325

10825-20700

0-0

6996.5-
12679.25

312-909.75

2060.25-
4079.75

244.5-746.25

Median

7.53
10.55

32.7
255100

14450

9216

557.5
2687

451.5

Mean (DP)

7.42 (1.37)
10,51 (1.73)

32.48 (5.56)

257702.5
(62177.79)

183515
(15391.78)

24.9 (72.08)

11225.08
(6996.43)

771.48 (746.15)
3441.9 (2201.75)

616.38 (560.16)
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5.2 Capitulo Il - Classificacdo da infeccdo pelo virus da leucemia felina, quantificacdo do
DNA pro-viral e alteragdes hematol6gicas em gatos de um abrigo no Rio de Janeiro,

Brasil.

Carla Regina Gomes Rodrigues Santos?, Grazielle Morais de Rezende®, Julia Possebon? Santi,
Renata Beranger®, Ricardo Mouta Borges de Medeiros®, Liliane Tavares de Faria Cavalcante?,

André Felipe Andrade dos Santos® Heloisa Justen Moreira de Souza®

®Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
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dL_aboratério de Diversidade e Doencas Virais (LDDV), Universidade Federal do Rio de
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Resumo: A infecgdo pelo virus da Leucemia viral Felina (FeLV) apresenta alta prevaléncia no
Brasil. De um total de 115 gatos, 94 (81,74%) foram negativos e 21 (18,26%) positivos para o
FeLV na pesquisa de antigeno no teste de triagem. Dos 21 gatos FeLV positivos, 8/21(38,1%)
eram fémeas, 13/21(61,9%) eram machos e 20/21 (95,23%) eram castrados. Os gatos FeLV
positivos foram significativamente mais velhos que os gatos negativos para o virus (p=0.003),
assim como, apresentaram menor escore corporal (p=0.009). Na pesquisa para DNA pro-viral
do FeLV foi detectavel em 24 (20.87%) dos 115 gatos. O valor minimo de deteccdo foi de 346
cOpias/10° células e o valor maximo de 46666734.93 copias/10° células. A andlise do resultado
pesquisa de DNA pro-viral e o teste de triagem para o FeLV identificou 19 (16,52%) gatos com
infeccé@o progressiva, 5 (4,35%) gatos com infeccéo regressiva e dois gatos com os resultados
discordantes. O grupo de gatos positivo no teste de triagem para o FeLV apresentaram 169.1
vezes mais chance do desfecho detectavel que o grupo negativo parao FeLV (OR 169.1; IC95%
26.34,1737.42). A quantificacdo de copias de DNA proé-viral foi significativamente maior em
gatos com infeccdo progressiva (p=0,009) do que dos gatos com infeccéo regressiva. Os gatos
positivos para o FeLV apresentaram os valores de RBC, HGB, HT significativamente menor
com valores, respectivamente, de p < 0.001, p = 0.001 e p < 0.001, que o grupo de gatos FeLV
negativo.

Palavras-chaves: retroviroses, anemia, felino, gammaretrovirus.

Abstract: Feline viral leukemia virus (FeLV) infection is highly prevalent in Brazil. Of a total
of 115 cats, 94 (81.74%) were negative and 21 (18.26%) positive for FeLV in the antigen search
in the screening test. Of the 21 FeLV positive cats, 8/21(38.1%) were females, 13/21(61.9%)
were males and 20/21 (95.23%) were neutered. FeL\V-positive cats were significantly older than
FeLV-negative cats (p=0.003), as well as having a lower body score (p=0.009). On screening
for FeLV proviral DNA it was detectable in 24 (20.87%) of 115 cats. The minimum detection
value was 346 copies/106 cells and the maximum value was 46666734.93 copies/106 cells.
Analysis of the results of the proviral DNA test and the FeLV screening test identified 19
(16.52%) cats with progressive infection, 5 (4.35%) cats with regressive infection, and two cats
with discordant results. The group of cats positive in the FeLV screening test were 169.1 times
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more likely to have a detectable outcome than the FeLV negative group (OR 169.1; 95%CI
26.34,1737.42). The quantification of proviral DNA copies was significantly higher in cats with
progressive infection (p=0.009) than in cats with regressive infection. FeLV-positive cats had
significantly lower RBC, HGB, HT values, with values of p < 0.001, p = 0.001 and p < 0.001,
respectively, than the group of FeLV-negative cats.

Keywords: retroviruses, anemia, feline, gammaretrovirus.

1. Introducéo

O FeLV é o retrovirus de maior impacto na clinica na medicina felina. Gatos em viremia
eliminam constantemente milhdes de particulas virais na saliva, o que faz dela a principal fonte
de infeccdo e de facil disseminacdo. O Brasil € um pais de alta e crescente prevaléncia de
infeccdo pelo FeLV. As prevaléncias descritas podem variar consideravelmente de acordo com
a regido estudada, e com a técnica de diagndstico utilizada. Assim, ha estudos publicados com
22,3%, 31% e até 47,5% de prevaléncia em regides distintas [1,2,3].

Recentemente, a classificacdo quanto a infeccdo pelo Virus da leucemia felina foi
redefina em infecgdo abortiva, regressiva e progressiva. H4 um consenso apds a exposi¢do ao
virus, a curso da infeccdo depende da intensidade de pressdo da viral, comorbidades, estado

imunoldgico do gato e de um ambiente estressante [4,5,6].

A infeccdo progressiva é a condicdo de viremia persistente ap0s exposi¢cdo ao FelL.V.
Esses animais apresentam baixos niveis de anticorpos neutralizantes detectaveis e resultado
positivo para qualquer teste diagndstico realizado [4,7,8]. A infeccéo regressiva ocorre quando
0 sistema imune consegue frear a replicacdo viral, antes ou apos a infecgdo da medula dssea.
Durante todo o periodo de viremia o gato elimina o virus e é fonte de infeccdo. Apos contida a
replicagéo viral, o gato deixa de ser infeccioso para outros animais e apresenta baixo risco de
desenvolver doengas associadas ao FeLV. Esses animais ndo apresentam antigenemia, mas séo

positivos para DNA proé-viral e ou RNA viral [4,7,8,9].

Os sinais clinicos associados a infec¢do pelo FeLV sdo inimeros como linfomas e
leucemias, imunossupresséo, doengas imunomediadas, neuropatias e desordens reprodutivas
[7]. Além disso, sdo descritas algumas desordens hematoldgicas como a anemia regenerativa
ou arregenerativa, neutropenia ciclica, trombocitopenia, anormalidade na funcdo de plaquetas,

aplasia medular e panleucopenia [10].

A gPCR e RT-qPCR séo mais sensiveis para o diagnostico desse status de infeccao do
que os demais testes laboratoriais disponiveis [11,12]. Atualmente, ha esforcos para encontrar

uma correlagdo entre o nimero de copias de DNA proé-viral do FeLV e o status de infeccao.
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Estes resultados podem auxiliar no manejo clinico e no progndstico do paciente positivo para o
virus. O objetivo deste estudo foi diagnosticar e classificar a infeccdo pelo FeLV em uma
populacdo potencialmente exposta, quantificar o DNA pro-viral, descrever os achados

hematoldgicos associados a infeccao.

2. Material e métodos
2.1 Estudo populacional

O estudo foi realizado com gatos de um abrigo localizado no municipio do Rio de
Janeiro, Brasil. Os procedimentos realizados no estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
protocolada sob a CEUA n° 9632171120. Um total de 115 gatos sem raca definida,
independente de sexo, estado reprodutivo foram incluidos no estudo. Os gatos com menos de 3
meses de vida e vacinados contra leucemia foram excluidos do estudo. Os dados de
identificacdo dos animais como o sexo, 0 estado reprodutivo, faixa etaria [13] e escore corporal

foram registrados para posterior analise estatistica.
2.2 Coleta das amostras

Os animais ndo foram submetidos a jejum prévio para coleta de sangue. A contengdo
fisica para coleta da amostra foi com o emprego da técnica Cat Friendly Practice® (Taylor
2022). A coleta de sangue foi realizada pela puncdo da veia cefalica ou femoral medial. O
volume total de 5 mL de sangue foi distribuido em trés tubos contendo eltilenodiamino tetra-

acido (EDTA). Cada tubo foi direcionado para uma analise laboratorial distinta.
2.3 Teste de triagem para o FIV e FeL. V.

O teste de triagem comercial ALERE FIV Ac/FeLV Ag Test Kit (imunocromatografia
de fluxo lateral unidirecional) foi utilizado em todos os animais para pesquisa do antigeno p27
e anticorpos para o FIV. A amostra utilizada para realizacdo do teste foi de sangue total e seguiu

as instrucOes do fabricante.
2.4 Analise hematologica

O hemograma foi realizado no mesmo dia da coleta. A técnica de contagem celular
global foi realizada pelo analisador hematologico CELL-DYN 3700, com a avaliacao citoldgica

pela microscopia optica.
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2.5 Andlise quantitativa por reacdo em cadeia da polimerase de DNA prdé-viral do FeLV
(gPCR)

As amostras direcionadas a gPCR de DNA pro-viral do FeLV foram processadas e
armazenadas a—80°C. Para a realizag&o da curva padrao da reacdo de PCR quantitativo (qPCR),
um plasmideo foi sintetizado pela empresa FASTBIO (Ribeir&o Preto, SP, Brasil). Foi utilizado
0 vetor pUC57 com insercdo de sequéncias dos seguintes alvos da gPCR: regido LTR de FeLV
e 0 gene do receptor C-C de quimiocina 5 felino (FCCR5). Esse plasmideo foi clonado através
de choque térmico em bactérias Escherichia coli da cepa dh5 alfa. Foi utilizado o QIAGEN
Plasmid Midi Kit (QIAGEN Inc, Valencia, CA, USA) para realizar a extracdo do DNA
plasmidial, que foi quantificado utilizando um fluorémetro Qubit 2.0 (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, USA).

A andlise de gPCR foi realizada no Laboratorio de Diversidades e Doengas Virais
(LDDV) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Aproximadamente 2 mL de sangue
foram processados através de centrifugacdo por 15 minutos a 10.000 Xg para fracionamento
em plasma, camada leucoplaquetéria e sangue total. O DNA gendmico (DNAQ) foi extraido da
camada leucoplaquetéria com o Pure Link® Genomic DNA Kit (INVITROGEN, Carlsbad, CA,
USA). A integridade das amostras de DNA foi verificada por através de reacbes de PCR
convencional que tinham como alvo o gene mitocondrial citocromo B, com iniciadores e
condicdes descritas por Naidu et al. (2012) [14]. A quantificacdo de DNAg foi realizada pelo
Nanodrop NanoVuePlus™ (GE HEALTHCARE). Iniciadores e sondas descritos por Powers et
al. (2018) foram utillizados na quantificacdo da sequéncia LTR de FeLV e do gene fCCR5. A
quantificacdo absoluta do numero de copias de LTR e CCR5 foi mensurada em uma maquina
7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA)
utilizando como curva padrao dilui¢Ges seriadas do plasmideo (103 - 10'° copias). O numero de
celulas foi calculado através da quantificacdo absoluta do nimero de copias do gene CCR5 que
possui duas copias por genoma felino. A carga pré-viral foi calculada através da razéo entre o

numero de copias de LTR e numero de células.
3. Analise estatistica

Foi adotado neste trabalho a significancia de 5%. P-valores menores que 5% seréo
considerados significantes e destacados com um * (significante a 5%). Dois asteriscos (**)
indicam significancia a 1% e trés (***) indicam significancia a 0,1%. A anélise descritiva foi

realizada com célculos de frequéncia relativa para as variaveis categdricas e calculo de medidas
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de centralidade e dispersdo das variaveis numéricas (minimo, méaximo, média, mediana, desvio
padrdo e quartis). Os testes estatisticos paramétricos e ndo paramétricos foram utilizados de
acordo com o teste de a normalidade das variaveis como o Teste de Shapiro-Wilk; Teste t;
Mann-Whitney; Anova one-way; Teste HSD de Tukey; Kruskall-Wallis; Teste de Dunn; Teste
Chi-Quadrado; e Teste Exato de Fisher. Foi calculada a razéo de chance, bem como o intervalo
de confianca para entender os fatores de risco, acompanhada pelo p-valor correspondente. As
presentes analises foram feitas atraves do software livre R (R version 4.1.1 (2021-08-10)). R
Core Team (2021). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria. URL HTTPS://WWW.R-PROJECT.ORG/.

4. Resultados

De um total de 115 gatos, 94 (81,74%) foram negativos e 21 (18,26%) positivos para o
FeLV na pesquisa de antigeno no teste de triagem. Os gatos negativos para o FIV e o FeLV
foram 54(46.96%), positivos apenas para o FIV foram 40 (34.78%) e 11(9,6%) eram co-

infectados.

Dos 21 gatos FeLV positivos, 8/21(38,1%) eram fémeas, 13/21(61,9%) eram machos e
20/21 (95,23%) eram castrados. Ndo foi encontrada associacao significativa entre sexo, estado
reprodutivo e o status positivo para o FeLV. Mais da metade dos gatos FeLV positivos tinham
entre 1 e 6 anos de idade, e tiveram gatos FeLV positivo em todos os estagios de vida. Os gatos
FeLV positivos foram significativamente mais velhos que os gatos negativos para 0 virus
(p=0.003), assim como, apresentaram menor escore corporal (p=0.009) (Tabela 1). Ainda, a
analise de regresséo logistica identificou que a cada um ponto no aumento do escore corporal
reduz a chance em 52,8% do gato ser FeLV positivo (OR 0.472; 1C95% 0.29, 0.768); p=0,003).
E que os gatos entre 1 a 6 anos de idade tiveram 11 vezes mais chance de ser FeLV positivo
(OR 11.432; 1C95% (1.704, 76.691); p=0,012) comparado com gatos mais jovens.

A pesquisa para DNA pro-viral do FeLV foi detectavel em 24 (20.87%) dos 115 gatos.
O valor minimo de deteccdo foi de 346 copias/10° células e o valor maximo de 46666734.93
cOpias/10° células. A analise do resultado pesquisa de DNA pro-viral e o teste de triagem para
0 FeLV identificou 19 (16,52%) gatos com infecgdo progressiva, 5 (4,35%) gatos com infeccao
regressiva e dois gatos com os resultados discordantes. Oitenta e nove animais foram negativos
em ambos os testes de diagnostico. Dos 21 gatos positivos no exame de triagem, 19(90.48%)

gatos tiveram o DNA pro-viral detectado no exame da PCR. Houve uma associacdo
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significativa entre o resultado positivo no teste de triagem e DNA pro-viral detectavel. O grupo
de gatos positivo no teste de triagem para o FeLV apresentaram 169.1 vezes mais chance do
desfecho detectavel que o grupo negativo para o FeLV (OR 169.1; IC95% 26.34,1737.42).

Entre o grupo de gatos com infecgdo progressiva e regressiva as variaveis de sexo,
estado reprodutivo, status de FIV positivo e faixa etaria ndo foi encontrada associacéo
significativa. No entanto, a quantificacdo de cdopias de DNA pro-viral foi significativamente
maior em gatos com infeccdo progressiva (p=0,009) do que dos gatos com infeccao regressiva
(Tabela 2).

A anélise hematologica dos gatos positivos para o FeLV os principais achados foram a
anemia, trombocitopenia, leucopenia e leucocitose, neutrofilia e neutropenia, linfopenia e
linfocitose, monocitose e eosinopenia. Os gatos positivos para o FeLV apresentaram os valores
de RBC, HGB, HT significativamente menor com valores, respectivamente, de p < 0.001, p =
0.001 e p <0.001, que o grupo de gatos FeL V negativo (tabela 3). No entanto, o valor da média
destas varidveis permaneceu dentro do intervalo de referéncia para a espécie. Além disso, 0s
gatos positivos para o FeLV apresentaram a valor de bastdes (p=0.002) e linfocitos (p=0.019).
A regressdo logistica identificou que a cada aumento em 1 unidade da varidvel RCB diminui
82% a chance de o gato ser FeLV positivo (OR IC 95%; IC 95% 0,178 (0.042, 0,761); p=0.020).

Entre os gatos com infeccdo progressiva e regressiva para o FeLV, 0s gatos com
infeccdo progressiva apresentaram o HGB e HCT estatisticamente menor com valor respectivo
de p=0.033 e p=0.027. A monocitose foi um achado estatisticamente significativo em gatos

com infeccdo progressiva (p=0.031).

Um total de 15/19 (78.95%) gatos com infec¢do progressiva morreram durante o estudo.
O desfecho de o6bito foi significativamente associado ao grupo de gatos com infeccéo
progressiva (p=0.003). Nenhum dos cinco gatos com infeccdo regressiva morreu durante o

periodo de observacédo do estudo.
5. Discusséo

A prevaléncia da infeccdo pelo FeLV no abrigo foi de 18,26% para infeccdo pelo FeLV
e 9,6% para ambos os retrovirus utilizado a pesquisa de antigeno p27 em sangue total para o
diagnostico. Este resultado vai de encontro com estudos recentes de prevaléncia no pais, onde
foi descrita a prevaléncia de 28.41% em uma populacdo potencialmente exposta, e a prevaléncia

de 47.7% de em gatos com sinais clinicos suspeitos a infec¢do [2,3]. O resultado encontrado
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aqui destoa da prevaléncia de paises conseguiram controlar a taxa de infeccdo como o Canada
e Estados Unidos com a prevaléncia de torno de [15]. Um recente estudo realizado em um
centro médico de referéncia na Florida (EUA), de 2002 gatos testados com sinais clinicos

suspeitos da infeccdo pelo FeLV apenas 2% dos animais foram positivos [16,17]

Apesar da utilizacdo de técnicas diferentes para o diagndstico, um estudo anterior com
1094 gatos, na mesma regido do presente estudo, encontrou 11.52% de gatos positivos para a
infeccdo pelo FeLV [17]. A utilizacdo de gatos de um abrigo, de uma amostra potencialmente
exposta ao virus, ndo minimiza a gravidade do resultado encontrado. Um estudo realizado em
dois abrigos distintos para identificar a prevaléncia e fatores de risco para infecgdo para o FeLV
no Reino Unido identificou a prevaléncia de 3% (4/473) e 2 gatos coinfectados, e 0 segundo
0/135 [18]. Além disso, a infeccdo pelo virus esta associada a doencas graves e fatais como
neoplasias e desordens hematoldgicas e infecgGes oportunistas [7,10. Gatos infectados com o
FeLV tem 62x mais chance de desenvolverem linfoma ou leucemia do que gatos néo infectados

[6].

Os gatos machos, ndo castrados, com acesso a area externa foram descritos como fator
de risco para infeccdo pelo FeLV [2,17]. Diferentemente, neste estudo ndo foi encontrada
associacdo significativa entre sexo, estado reprodutivo e o status positivo para o FeLV. Os gatos
FeLV positivo mais velhos foram significativamente mais velhos os gatos negativos. Os gatos
entre 1 a 6 anos de idade apresentaram 11 vezes mais chance de ser FeLV. Gatos mais velhos,
com idade entre 1 e 5 anos e a coabitacdo com numerosos animais representaram fator de risco
anteriormente [17]. O escore corporal € uma variavel ja analisada e associada a infeccdo pelo
FeLV em estudo outro clinico realizado com gatos de abrigo. E o resultado foi semelhante ao
encontrado, com o baixo escore corporal representou um fator de risco para a infecgédo pelo
FeLV, e cada um ponto no aumento do escore corporal reduziu a chance em 52,8% do gato ser
FeLV positivo [18].

O método de diagndstico para a infecgédo pelo FeLV modifica a prevaléncia do virus na
populacéo estudada [1]. Os testes gPCR e RT-gPCR sdo mais sensiveis para o diagnostico desse
status de infeccdo do que os demais testes [11,12]. Isso ocorre porque com 0 uso da técnica
molecular é possivel identificar gatos com infecgdo progressiva e regressiva. O diagndéstico de
gatos positivos com infeccdo regressiva assume total importancia devido a possibilidade de
reativacdo viral [19,20]. O uso da técnica molecular aumenta o diagndéstico da infec¢do. Na
pesquisa para DNA pro-viral do FeLV foi detectavel em 24 (20.87%) dos 115 gatos, maior a
prevaléncia do diagndstico com base no teste de triagem.
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A andlise do resultado pesquisa de DNA pro-viral e o teste de triagem para o FeLV
identificou 19 (16,52%) gatos com infecgdo progressiva, 5 (4,35%) gatos com infeccdo
regressiva. Experimentalmente, em ambiente laboratorial controlado, a taxa estimada de
infeccdo abortiva é de 20-30%, de infeccdo progressiva é de 30-40% e de infecgdo regressiva é
de 30-40%. No entanto, isso pode néo representar a realidade de gatos expostos naturalmente
ao virus. E a razdo pela qual cada gato ira desenvolver um tipo de infecgdo ap6s exposi¢do ao

virus ndo é completamente conhecida [4,5].

Um estudo que incluiu 115 gatos, expostos naturalmente ao FeLV, foi examinada a
resposta imune humoral com novo teste ELISA. Este teste mede os anticorpos que reconhecem
da unidade da glicoproteina de superficie FeLV (SU) em amostras de plasma. Uma correlacao
foi demonstrada entre a forca da resposta imune humoral a proteina SU e o resultado da
exposicdo. Gatos com infeccdo regressiva demonstraram maiores respostas de anticorpos a
proteina SU. Esse resultado demonstra que este teste pode complementar mplementa o uso de
testes de diagnostico viral para definir o resultado da exposicdo para FeLV. Juntos, esses testes
podem permitir a identificacdo rapida de gatos com infeccdo regressiva que sao improvaveis de

desenvolver doenca relacionada ao FeLV [21].

Os gatos do presente estudo com o antigenemia positivo tiveram 169 vezes mais chances
de apresentar o teste de gPCR para o0 DNA proé-viral positivo. O uso do teste de qPCR para
deteccdo de DNA pré-viral em associacdo ao ELISA para pesquisa de antigeno p27 apresentam
100% de sensibilidade para o diagndstico da infeccdo [11,22,23]. A relacdo linear entre o0s
exames para pesquisa de qPCR RNA viral e DNA ¢ significativamente forte [12]. Ja a
associacdo do resultado do teste ELISA para deteccao do antigeno p27 € maior com o resultado
do exame da gPCR DNA proé-viral que para a gPCR RNA viral [22]. No entanto, dois gatos
tiveram o resultado discordante, foram positivos apenas para antigenemia. Resultado
semelhante ocorreu em uma pesquisa onde de 41 gatos tiveram antigenemia positiva e em 3

destes 0 RNA viral ndo foi detectavel [22].

Entre o grupo de gatos com infeccdo progressiva e regressiva as variaveis de sexo,
estado reprodutivo, status de FIV positivo e faixa etaria ndo foi encontrada associacéo
significativa. Na literatura ndo ha dados com os mesmos efeitos comparativos entre 0s dois

estagios de infeccéo.

A infeccdo regressiva ocorre quando o sistema imune consegue frear a viremia,

replicacdo viral, antes ou pouco apos a infec¢do da medula 6ssea. Durante todo o periodo de
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viremia o gato elimina o virus e é fonte de infec¢do. Apds contida a replicacéo viral, ndo ocorre
mais a eliminacdo do virus e o gato deixa de ser infeccioso para outros animais. Esses gatos
apresentam baixo risco de desenvolver doencas associadas ao FeLV, embora haja integracao
do virus ao seu genoma. Esses animais apresentam o teste de triagem para pesquisa de antigeno
negativo e PCR para DNA pro-viral positivo [5,7,9,24]. No presente estudo cinco gatos foram
identificados com infecgdo regressiva. Durante o periodo de realiza¢do do estudo 78.95% gatos
com infeccdo progressiva morreram. Este resultado foi estatisticamente significativo em
comparacdo ao desfecho do grupo de gatos regressivos. Uma anélise de 20 gatos infectados
experimentalmente com infeccdo progressiva revelou uma tempo médio de sobrevida de 3,1
anos (variando de 0,6 a 6,5 anos) [19]. No presente estudo, ndo houve 6bito no grupo de gatos
com infeccdo regressiva, mas a reativacdo viral ja foi descrita 8 anos apos a infeccao inicial
[19].

Em um estudo experimental que acompanhou durante anos a evolugéo da infegéo pelo
FeLV notou que cargas maiores foram encontradas em gatos virémicos, independentemente de
seu estado de saude. E notavelmente, gatos com infeccdo regressiva mostraram provirus
detectavel e cargas de RNA viral em varios tecidos, mesmo ap6s 12 anos apds a exposicao ao
virus. A reativacdo foi observada em vérios animais, assim, conclui-se que o retrovirus
integrado como provirus no genoma do hospedeiro, ndo pode ser completamente eliminado.

Isto demonstra o potencial de replicacéo e reativacao viral do FeLV [19].

O valor minimo de detecco foi de 3,4 102 copias/10° células e o valor maximo de 4,6
x 10° copias/10° células. A quantificacdo de copias de DNA pro-viral foi significativamente
maior em gatos com infeccdo progressiva assim como estudos anteriores [19,26,27,28]. A carga
viral de RNA e a carga de pro-viral DNA sdo importantes parametros de avaliacdo de
progressdo da infeccdo. Em gatos naturalmente infectados com antigenemia, a presenca de
DNA pré-viral sempre pode ser confirmada, enquanto alguns gatos sdo negativos para RNA
plasmaético. Os resultados negativos podem ser atribuidos “diferenga no limite de detecgéo entre
0s dois ensaios. Uma segunda possivel explicacdo para os resultados verdadeiros negativos do
plasma de RNA viral na presenca do pro-virus FeLV nas mesmas amostras pode ser encontrada
na biologia da infeccdo por FeLV. Gatos com infeccdo regressiva; eles superam a viremia aguda
e apenas o prvirus pode ser encontrado, mas ndo virus ou antigeno. Um importante estudo
sobre o curso da infeccdo pelo FeLV identificou na gPCR DNA pro-viral o valor minimo e

maximo, respectivamente, de 65 copias e 4.7 x 10% copias/10° células [22].
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Hé a hipotese de que os diferentes resultados da infeccdo pode estar causalmente ligado
ao RNA viral e cargas de provirus dentro do hospedeiro. Atualmente, o uso da quantificacdo de
DNA pro-viral para o FeLV tem sido utilizado na rotina clinica para auxiliar na terapia
antirretroviral e no progndstico do paciente [26,29,30]. Em 2019, foi publicado o primeiro
estudo que através da titulacdo do antigeno p27 e a quantificacdo de DNA pro-viral objetivou-
se classificar o curso da infecgdo pelo FeLV. Dos 353 gatos, gatos com quantificacdo de DNA
pré-viral maior ou igual a 1x 10° e mais de 30ng/mL de concentracio de p27 teriam
supostamente a infecgdo progressiva. E os gatos com a o valor menor que 1x 108 cépias de
DNA pro-viral por mL e titulagdo de antigeno p27 menor que < 10ng/mL a infecgdo regressiva
[27]. No entanto, houve limitacdo do estudo devido a auséncia e possivel correlacdo com os de

dados clinicos.

Um estudo prospectivo estabeleceu os valores de corte para concentracdo de antigeno
p27 e carga de DNA proviral para distinguir gatos progressivos de regressivos e ainda, de alto
positivo e de baixa positividade. Além disso, estes valores foram correlacionados a sobrevida
dos animais. Gatos altamente positivos tiveram uma sobrevida média de 1,37 anos e 0s com
baixa contagem de DNA pro-viral tiveram 93,1% de sobrevivéncia em 4 anos de estudo. Os
gatos com alta positividade tiveram a titulagdo de p27 > 37,5 ng/mL e a contagem de DNA pro6-
viral maior que 4.0 x 10°/mL de sangue. Esses resultados fornecem um novo suporte para a
implementacdo préatica de diretrizes internacionais e otimizam o manejo de gatos infectados e
néo infectados [26,29].

Como encontrado no presente trabalho, as citopenias sdo alteracfes hematologicas
comuns em gatos FeLV positivos [31-35]. Os principais achados dos gatos FeL'V positivo foram
a anemia, trombocitopenia, leucopenia neutropenia, linfopenia e a eosinopenia. As diferencas
da cepa viral, sua patogenicidade ou estagio clinico da doenga podem explicar alguns achados
discordantes. Além disso, exames conduzidos em animais experimentalmente infectados
podem ndo refletir situacBes da infeccdo natural [33]. O aumento de leucdcitos, neutrdfilos,
linfécitos e mondcitos foi um achado em alguns gatos FeLV positivos. E a contagem de
linfécitos acima do valor de referéncia também foi o achado mais observado em gatos FeL V-

positivo comparado ao grupo controle de gatos negativos [33].

A infeccédo pelo FeLV pode levar ao desenvolvimento da anemia por varios fatores. Os
gatos infectados com o subgrupo C desenvolvem hipoplasia eritréide grave. A infeccdo de
doenca cronica, devido a infecgOes concomitantes ou neoplasia, com consequente

anormalidades no uso de ferro e sobrevivéncia de hemécias € outra mecanismo que causa
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anemia ndo regenerativa em infectados por FeLV gatos. A anemia regenerativa é menos comum
e pode estar relacionada com perda de sangue ou hemolise secundéaria a infeccdo por
hemoplasma ou doenca imunomediada [5,7,9,33]. A anemia foi uma alteracdo significativa no
presente estudo,e 0 aumento em 1 unidade da varidvel RCB diminui 82% a chance do gato ser
FeLV positivo. Os gatos com infeccao progressiva apresentaram o hematdcrito estatisticamente
menor que os gatos com infecgdo regressiva. Em um estudo de 24 de 31 gatos apresentaram no
minimo a anemia como alteracdes hematologicas associadas ao FeLV [35]. Mesmo em uma
regido com apenas 2% de prevaléncia de infeccdo pelo FeLV, a anormalidade mais encontrada

foi a anemia em 71% dos casos [32].

Gatos com citopenias sanguineas periféricas inexplicadas podem ser positivos para
infeccdo pelo FeLV. Mas, dados anteriores descrevem que até 22,5% dos gatos com alguma
citopenia eram negativos para antigenemia. Isto indica que a negatividade para o antigeno FeLV
ndo pode descartar a infecgdo. E ainda, sugere-se que a laténcia de FeLV é rara em gatos com
doenca nao regenerativa citopenias, com apenas 5,4% dos gatos com citopenias tem associacao

ao diagnostico da infeccdo latente pelo FeLV [10].
6.Concluséo

A associacao de técnicas de diagndstico para o FeLV além de aumentar a prevaléncia
na populacdo permite a classificar a infeccdo. A classificagdo da infecgdo, bem como a
quantificacdo do DNA pro6-viral é um importante parametro de acompanhamento clinico.

Alteracdes hematoldgicas na série vermelha apresenta uma forte associagdo com
a infeccéo pelo FeLV.
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Tabela 1. Resultado da analise do resultado do teste de triagem (POC) de 75 gatos divididos em
dois grupos de acordo com o resultado do teste de triagem para antigenemia para o feLV e

exclusdo dos gatos com resultado positivo para anticorpos contra o FIV.

Caracteristica Geral Felv Positivo Felv Negativo p-valor

Sexo (75)

F 43 8 (18.6%) 35 (81.4%) 0.066a (v=0.24)
M 32 13 (40.62%) 19 (59.38%)

Est. Rep (75)

C 61 20 (32.79%) 41 (67.21%) 0.095b

Inteiro 14 1 (7.14%) 13 (92.86%)

Faixa ET (75)

Oalano 33 (44%) 3 (14.29%) 30 (55.56%) 0.003**d (r=-0.34)
1 a6 anos 30 (40%) 13 (61.9%) 17 (31.48%)

7 a 10 anos 9 (12%) 4 (19.05%) 5 (9.26%)

11 anos ou mais 3 (4%) 1 (4.76%) 2 (3.7%)

Escore corporal (75)

1 1 (1.33%) 0 (0%) 1 (1.85%) 0.009**d (r=0.3)
2 2 (2.67%) 2 (9.52%) 0 (0%)

3 2 (2.67%) 1 (4.76%) 1 (1.85%)

4 12 (16%) 7 (33.33%) 5 (9.26%)

5 19 (25.33%) 4 (19.05%) 15 (27.78%)

6 26 (34.67%) 5 (23.81%) 21 (38.89%)

7 13 (17.33%) 2 (9.52%) 11 (20.37%)
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Tabela 2. Resultado da quantificagdo do niimero de cdpias de DNA proé-viral/10° células dos gatos com infecgdo
progressiva e regressiva pelo FeLV.

Identificacdo Classificacéo da infeccdo Valor da PCR
gato 23 Progressiva 5,9 x 10*
gato 26 Progressiva 1,1x 108
gato 27 Progressiva 8,0 x 106
gato 59 Progressiva 6,0 x 108
gato 94 Progressiva 1,4 x 108
gato 99 Progressiva 1,7 x 108
gato 100 Progressiva 2,9 x 108
gato 101 Progressiva 4,6 x 107
gato 102 Progressiva 3,9x10°
gato 107 Progressiva 9,3x10°
gato 12 Progressiva 2,7 x10%
gato 22 Progressiva 4,5x10°
gato 24 Progressiva 3,3 x10°
gato 28 Progressiva 3,6 x 106
gato 29 Progressiva 5,8 x 10%
gato 30 Progressiva 1,0 x 10*
gato 31 Progressiva 4,9 x 10*
gato 32 Progressiva 1,9 x103
gato 44 Progressiva 51x10°
gato 95 Regressiva 3,4 x 102
gato 67 Regressiva 1,1 x108
gato 115 Regressiva 5,4 x 103
gato 49 Regressiva 1,9 x 104

gato 18 Regressiva 6,3 x 10*
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Tabela 3. Resultado dos parametros hematol6gicos de acordo com a andlise do resultado do teste de triagem (POC)
de 75 gatos divididos em dois grupos de acordo com o resultado do teste de triagem para antigenemia para o feLV
e exclusdo dos gatos com resultado positivo para anticorpos contra o FIV.

Caracteristica Felv Positivo Felv Negativo p-valor

RBC (x106/uL) (75)

Min-Max 3.3-8.58 6.26-10.38 <0.001***c (d=-1.22)
Média 6.69 8.02

DP 1.23 0.93

HGB(g/dL) (75)

Min-Max 5.7-13.2 8.79-14.1 0.001**c (d=-0.95)
Média 9.65 111

DP 1.7 1.31

HCT (H%) (75)

Min-Max 17-40 27.5-44.5 <0.001***c (d=-1)
Média 29.84 34.59

DP 5.25 4.14

PLT (75)

Min-Max 31800-735000 200000-644000 0.719d (r=0.04)
Média 289704.76 289951.85

DP 143484.3 96247.38

WBC (x 103/pL) (75)

Min-Max 3180-166600 6720-39200 0.386d (r=0.1)
Média 20603.81 15518.52

DP 34004.31 6283.87

Band neutrophils (75)

Min-Max 0-322 0-194 0.002**d (r=-0.36)
Média 48.86 5.76

DP 90.34 30.57

Neutréfilos segmentados (75)

Min-Max 890-16240 3911-24304 0.773d (r=0.03)
Média 9118 9871.85

DP 4439.74 4584.55

Eosindfilos (75)

Min-Méx 0-2530 0-2910 0.088d (r=0.2)
Média 685.48 869.72
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DP 666.88
Linfécitos (75)

Min-Max 442-14168
Média 2979.62
DP 2749.93

Monécitos (75)

Min-Méx 131-1736
Média 601.81
DP 389.61

559.55

712-14732 0.019*d (r=0.27)
4232.7
2994.65

67-2352 0.313d (r=-0.12)
538.24
451.29

Valores de referéncia: RBC 5 a 10 (x106/uL); HGB 8 a 15 (g/dL); 24 — 45 HCT (H%); Plaqueta: 200000 — 800000;
WBC 5500 — 19500 (x 103/uL); Bastdes 0 -300; Neutrdfilos segmentados 2500 — 13000; Eosinéfilos110 — 1500;

Linfécitos 1100 — 9000; Mondcitos 55 - 780
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6. CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo foi realizado com a populagdo de um Unico abrigo. Inicialmente, este
parece ser um fator de limitacdo do estudo. E a prevaléncia das retroviroses encontrada aqui
pode ndo ser representativa dos demais abrigos da mesma regido. No entanto, é importante
ressaltar que h& poucos estudos desenvolvidos e publicados para efeito comparativo. Assim,
resultado aqui descrito colabora em incentivar o estudo de mais abrigos na regido. E ainda,

estimular o desenvolvimento e crescimentos da medicina de abrigo na regiéo.

Outra consideracao notéavel, é a importancia ndo s6 do diagndstico, mais também da
classificacdo da infeccdo e quantificacdo de DNA pro-viral na rotina clinica da medicina felina.
A classificacdo de gatos com infeccdo progressiva e regressiva com base n quantificacdo de
DNA pro-viral tem um papel importante no acompanhamento clinico, bem como no
progndstico do paciente. Atualmente, o uso de antirretrovirais tem sido empregado com a
tentativa de reduzir a replicacdo viral. E a quantificagdo do DNA pro-viral é o pardmetro

laboratorial de acompanhamento terapéutico.

Durante o desenvolvimento desta tese, os pardmetros clinicos estudos aqui serviram de
incentivo e base técnica para a publicacdo de um artigo cientifico. Este teve como objetivo o
acompanhamento da carga de DNA pro6-viral em dois gatos sob o uso de antirretroviral para o
controle da infeccdo pelo FeLV (ANEXO V).
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Quantificacdo de DNA pro-viral do virus da Leucemia felina e avaliacéo clinica de gatos
domeésticos mantidos em abrigo.

Razdo Social/CEUA: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — CEUA IV
CIAEP: 02.0081.2019

Equipe Executora

Nome Telefone E-mail Funcéo
Heloisa Justen M. 21 99643-9025 heloisajusten@gmail.com Pesquisadora
Sousa Docente -
Responsavel
CarlaRegina G. R. 21964692559 carlavetuff@yahoo.com.br Pesquisadora
Santos Discente -

Telefone CEUA/IV/UFRRJ: (21) 2682-3051

Responsavel pelo animal:

Prezado Sr. (Sra.), O senhor esta convidado (a) a autorizar a participacao de seu animal
em projeto de pesquisa, que tem como finalidade realizar o diagnéstico da infecgdo pelo FeLV
e FIV em gatos expostos potencialmente ao virus através do uso de técnicas moleculares, bem
como compreender os fatores que determinam o curso da infeccdo em gatos expostos
potencialmente ao virus. Para isso serd necessaria uma Unica coleta de sangue através da
venopuncao no membro anterior ou posterior e a realizacdo de um exame fisico do seu animal.
Essas coletas serdo realizadas em residéncia ap0s a triagem. Nao havera risco de vida ao animal.
O desconforto/estresse que o animal sera submetido € minimo e esté relacionado a contengédo
para 0 exame fisico e coleta de sangue. Para minimizar esse desconforto o procedimento sera
realizado sempre pela Médica Veterinaria responsavel pelo estudo com experiéncia em
atendimento a gatos domésticos e emprego de técnicas Cat Friendly Practices® (uma técnica
reconhecida mundialmente para auxiliar na reducdo do estresse no gato pela manipulacéo
veterinaria). O diagndstico positivo ou negativo para a infecgdo pelo FeLV é um importante
fator de prognostico para o animal. Esse resultado ird permitir que o tutor adote medida
preventiva contra a doenca (vacinagdo e segregacao dos animais positivos), além de favorecer
economicamente, visto que a realizacdo destes sdo de custo relativamente alto.
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Todos os procedimentos seguem os principios éticos no uso de animais elaborados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Veterinaria da UFRRJ sob o
CEUA N°9632171120. Sua autorizagdo para a inclusao do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é
voluntéria. Seu(s) animal(is) poderéa(ao) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem
que isso cause qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera
preservada. Os membros da CEUA ou as autoridades regulatdrias poderdo solicitar suas
informacdes, e nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspe¢des regulares.

O Médico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) animal(is) serd a Carla Regina Gomes
Rodrigues Santos, inscrita no CRMV sob o n°® 8987. Além dele, a equipe do Pesquisador
principal Heloisa Justen Moreira de Sousa também se responsabilizara pelo bem estar do(s)
seu(s) animal(is) durante todo o estudo dele.

Quando for necessario, durante ou apds o periodo do estudo, vocé podera entrar em
contato com o pesquisador Principal ou com sua equipe pelos contatos descritos no inicio do
documento.

Declaracdo de consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao(s) animail(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que
posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar esse Termo de
Consentimento, declaro que autorizo a participacao do(s) meu(s) animal (is) identificado(s),
a seguir, neste projeto.

Identificacdo dos animais

Nome ou niUmero  Espécie Raca Idade

Este documento serd assinado em duas vias, sendo que uma via ficard comigo e a outra com o

pesquisador.
, de de
Assinatura do Responsavel Assinatura do pesquisador

8.3 Anexo |11
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8.4 Anexo IV
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8.5 Anexo V

UFRRJ

AVALIACAO DE PARAMETROS CLINICOS DO ESTUDO:
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Quantificacdo de DNA pro-viral do virus da Leucemia felina e avaliacdo clinica
de gatos domésticos mantidos em abrigo.

Identificacdo gato: n°
Raca:

Sexo:

Estado reprodutivo:
Faixa etaria:

Escore corporal:
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Sinais Clinicos/Manifestaces clinicas
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