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RESUMO

O virus da leucemia felina (FeLV) é o retrovirus mais patogénico para o gato doméstico e
estarelacionado ao desenvolvimentode anormalidades genéticasneoplasias e imunossupressao.
Apbs a infeccdo, os pacientes podem evoluir para as formas abortiva, focal, regressiva ou
progressiva da doenca. Os gatos na forma progressiva apresentam antigenemia persistente e estao
mais suscetiveis ao desenvolvimento de alteragdes clinicas relacionadas ao FeLV. Atualmente,
apesar da maior compreensao da patogenia do FeLV, ainda existem davidas sobre as alteracdes
laboratoriais provocadas pelo virus em pacientes com infecgbes progressiva ou regressiva. O
presente estudo tevecomo objetivo avaliar as alteracdes clinicas e laboratoriais em gatos com
diferentes status de infeccdo pelo FeLV, obtido com os testes antigénico e PCR. Na populacdo
avaliada, a prevaléncia do FeLV foi de 20,4% (10/49), sendo 40% (4/10) na forma regressiva e
60% (6/10) na forma progressiva da doenga. Nao foi observada diferenca estatisticaentre as
variaveis do leucograma, plaquetograma e mielograma dos animais positivos e negativos,
enguanto no eritrograma foi observada maior mediana no VCM (35,6 vs. 31,8; Mann-Whitney, p
= 0,0046) e menor média no CHCM (33,3 vs. 36,0; “t” de student, p = 0,00192) dos animias
positivos. A mediana da relacdo de linfécitos CD4+/CD8+ foi de 2,10para animais negativos para
a infeccdo, e 2,04 para os positivos (2,24para regressores e 1,87 para progressores), com p =
0,7438 (Kruskall-Wallis ad-hoc Dunns). A partir da citometria de fluxo observou-se maior
concentracdo de mondcitos no sangue nos gatos com antigenemia persistente para o FeLV
(2,48%) em comparacao aqueles na forma regressiva da doenca (0,69%) ou negativos (0,73%),
com p = 0,0204 (ANOVA ad-hoc Tukey). Nado houve diferenca na relacdo de linfdcitos
CD4+/CD8+ conforme o status FeLV.

Palavras-chave: Retrovirus, medula 6ssea, hematologia, citologia, citometria de fluxo.
ABSTRACT

The feline leukemia virus (FeLV) is the most pathogenic retrovirus for the domestic cat, related
to the development of genetic abnormalities, neoplasms and immunosuppression. After infection,
patients can evolve to the abortive, atypical, regressive or progressive form of the disease. Cats
in the progressive form have persistent antigenaemia and are more susceptible to the development
of clinical changes related to FeLV. Despite the better understanding of the pathogenesis of FeLV,
there are still concerns about the laboratory abnormalities induced by the virus in patients with
progressive or regressive infection. The present study aims to evaluate clinical and laboratory
abnormalities in cats according to the FeLV status, determined by antigenic the test and PCR. The
prevalence of FeLV in the population was 20.4% (10/49), with 40% (4/10) in the regressive form
and 60% (6/10) in the progressive form of the disease. Animals considered positive for FeLV
(regressive and progressive infection) had a lower mean and higher median than FeLV-negative
cats for CHCM (33.29 vs. 35.96; student “t”, p = 0.00192) and MCV (35.60 vs. 31.81; Mann-
Whitney, p = 0.0046), respectively. There was no difference in the concentration of lymphocytes
in the bone marrow of cats according to the infection status. However, there was a reduction in
the myeloid:erythroid ratio and an increase in the blast count, with a moderate correlation between
the increase in rubriblasts and myeloblasts, in relation to the current literature, even in healthy
cats, negative for FeLV. The CD4+/CD8+ lymphocyte ratio median was 2.096 for animals
negative for the infection, and 2.044 for positive ones (2.237 for regressors and 1.871 for
progressives), with p = 0.7438 (Kruskall-Wallis ad-hoc Dunns). From the flow cytometry, a
higher concentration of monocytes in the blood was observed in cats with persistent antigeneamia
for FeLV (2.48%) compared to those in the regressive form of the disease (0.69%) or negative
(0.73% ), with p = 0.0204 (Ad-hoc Tukey ANOVA). There was no difference in CD4+/CD8+
ratio according to FeLV status.

Key-words: Retrovirus, bone marrow, haematology, cytology, flow cytometry.
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1. INTRODUCAO

O virus da leucemia felina (FeLV) se destaca dentre os retrovirus que acometem o gato
doméstico. E considerado o mais patogénico, estando intimamente relacionado ao
desenvolvimento de anormalidades genéticas, neoplasias ¢ imunossupressao (O’Connor

etal. 1991; Levy et al., 2006; Hartmann, 2012a).

O FeLV apresenta distribuicdo mundial, mas as prevaléncias sdo altamente variaveis nas
diferentes regides geogréaficas. Nos Estados Unidos e Europa, observou-se reducdo da
prevaléncia, a partir da década de 1970, pela instituicdo de programas de diagnostico,
manejo, segregacdo e eutanasia de animais positivos, mas também com o advento da
vacinagéo (Levy et al., 2008). No Brasil, a ocorréncia do diagnostico da FeLV permanece
alta, variando de acordo com a metodologia utilizada para o diagnostico e a populacéo e
regido estudadas (Teixeira et al., 2007; Almeida, 2009; Coelho, 2011; Figueiredo e
Aragjo, 2011). Em gatos atendidos em servigos veterinarios na cidade de S&o Paulo, e
submetidos ao teste imunoenzimético (Dya System), observou-seuma prevaléncia de
12,7% de infeccdo pelo FeLV (Reche Jr. et al.,1997). No Rio de Janeiro, em gatos de
abrigos, domicilios e atendimentos veterinarios; 11,5% foram reagentes no teste de
imunofluorescéncia indireta (Almeida, 2009). J& emBelo Horizonte, foi observada
positividade no PCR de 32,5% em gatos de abrigo (Teixeira et al., 2007) e de 47,5% em
gatos atendidos em servicos veterinarios (Coelho et al., 2011).

A transmissdo do FeLV ocorre por via horizontal principalmente através da saliva e,
apesar de ndo sobreviver por mais de duas horas no ambiente, 0 contato com animais
virémicos, mesmo sem sintomatologia clinica da doenca, € um grande risco para a
infeccdo (Rojko e Olsen, 1994). O contato intimo entre os animais, compartilnamento de
vasilhas para alimentacéo e 4gua, brigas e lambeduras s&o formas efetivas de transmisséo
horizontal. O contato com urina e fezes de animais infectados, apesar de apresentarem
menor concentracdo de particulas virais, também é uma forma de transmissao (Hartmann,
2012). O virus da FeLV pode ser transmitido, ainda, de forma vertical e por via
iatrogénica por isso todos os animais devem ser testados, e imunizados, inclusive aqueles
gue ndo tem contato com outros animais € nem acesso a rua (Cotter, 1998). Dentre os

fatores de risco estdo a idade, sendo os filhotes mais propensos a desenvolver a doenca,
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densidade populacional, acesso a rua e deficiéncia na higiene do local onde o felino é
mantido (Levy et al., 2008).

Apbs a infeccdo pelo FeLV, os gatos podem evoluir para quatros formas distintas:
abortiva, regressiva, progressiva e focal (Figueiredo e Aradjo Jr., 2011). A
determinacéo da forma em que o animal ira lidar com a apresentacdo viral ird depender
do seu estado imunoldgico, presenca de condi¢des de risco e evolugdo da doenca
(Hartmann, 2012; Figueiredo e Araudjo Jr., 2011; Hartmann e Hoffmann-Lehmann,
2020).

A forma mais comum € a regressiva, que ocorre em 60% dos casos. Nesta forma, o
antigeno viral ndo pode ser identificado no sangue ou medula 6ssea, mas 0 virus esta
presente como DNA proviral nas células progenitoras da medula 6ssea, podendo haver
reversdo para a forma progressiva em casos de imunossupressdo (Levy et al., 2008;
Hartmann, 2012).A forma progressiva, que ocorre em 30 a 40% dos casos, €
caracterizada por viremia ou antigenemia persistente, com infecgéo ativa, sendo mais
provavel o desenvolvimento de quadros clinicos associados a infeccdo, bem como a

transmissdo (Levy et al., 2008; Hartmann, 2012).

Ja na infeccdo focal ou atipica, que representa aproximadamente 10% dos casos de
FeLV, o virus permanece confinado em um determinado 6rgdo, como bexiga, baco e
figado (Hartmann, 2015). Por ultimo, a forma abortiva, em que o virus é

completamente eliminado, infelizmente € rara (Levy et al., 2008; Hartmann, 2012).

O diagnostico do FeLV geralmente é obtido utilizando-se testes rapidos ELISA, que
detectam a proteina p27 do antigeno presente no capsideo do virus. Neste teste, 0
resultado positivo € encontrado apenas em animais em viremia, e ocorre através do uso
de sangue total, soro, plasma e secrecOes salivares de animais na fase progressiva ou
inicial da doenca (Willet e Hosie, 2013). Como forma de diferenciar viremias persistentes
de transitorias (que podem se tornar regressivas) ou infecgdes recentes que cursaram para
infeccOes abortivas ou persistentes, o teste pode ser repetido de quatro a oito semanas

apos a positividade do primeiro teste (Mehl, 2001).
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Em animais no estdgio regressivo da doenga, os testes que detectam a proteina p27
apresentam resultados negativos, sendo necessario realizar o diagndstico através de
técnicas de PCR da medula dssea e/ou sangue, detectando o DNA do provirusincorporado
nas células tronco da medula éssea do animal ou em leucdcitos (Hartman et al., 2001,
Hoffman-Lehmann, et al., 2006).

Frequentemente sdo encontradas alteracfes hematoldgicas em gatos infectados pelo
FeLV, principalmente nas infeccbes progressivas, devido tanto aos distarbios
hematopoiéticos, genéticos e imunoldgicos causados pelo virus, quanto por alteracbes
que doencgas concomitantes e oportunistas podem causar (Hartman, 2012a). A maior parte
das alteracfes hematoldgicas relacionadas ao FeLV sdo as citopenias, como anemia,
neutropenia, linfopenia, trombocitopenia e, em alguns casos, panleucopenia (Hagiwara et
al., 1997; Gleich e Hartmann, 2009), que podem estar associadas a distirbios medulares
graves, que incluem as desordens mieloproliferativas, como as leucemias e

mielodisplasias (Gleich e Hartmann, 2009).

A patogenia do FeLV na medula 6ssea geralmente ocorre em felinos com infeccdes
progressivas, onde ha viremia com replicacdo constante do virus. Entretanto, animais com
infecgdo regressiva, com a presenga do DNA proviral em células da medula 6ssea, podem
apresentar alteracGes no ambiente medular, com a inativacdo de genes e alteracdo na sua
expressdo, além das possiveis alteracdes nas fungdes das células que contém o provirus
em seu DNA (Stutzer et al., 2011). Também podem ocorrer alteracGes nas apresentacdes
de antigenos das células desencadeando destruicdo imunomediada dos componentes da

medula 6ssea (Hartmann, 2012).

Apesar da melhor compreensdo da infeccdo pelo FeLV e das formas distintas que ocorrem
nos pacientes, dependendo da carga viral infectante e sistema imune, as alteragcdes da
medula 6ssea, e imunofenotipagem associadas ao FeLV, encontram-se pobremente
caracterizadas, o que resulta em dificuldades na interpretacdo dos achados clinicos e de

patologia clinica, e adequada conduta do paciente.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 FeLV
2.1.1 Aspectos de microbiologia

O FeLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia oncovirinae e género
Gammaretrovirus. E um virus envelopado, constituido de RNA de fita simples e
através da polimerase viral transciptase reversa é formado o provirus quese incorpora
ao DNA celular, o que caracteriza a persisténcia da infeccdo (Jarrett, 1999). A
replicacdo do FeLV ocorre em diversos tecidos, como medula 0ssea, glandulas

salivares e epitélio respiratorio (Hartmann, 2012).

A maioria dos gatos domésticos possuem em seu genoma um retrovirus de FeLV
enddgeno, o enFeLV. Ha teorias de que 0 enFeLV possa ter se originado da predacao
de ratos, milhares de anos atras que possuiam o virus da leucemia murina (MuLV),
que se incorporou nas células dos felinos e foi passado de geracdo para geragdo (Polani
et al., 2010). O enFeLV ndo apresenta patogenicidade, mas pode, através de
recombinac6es, influenciar na expressao do FeLV e na formacdo dos seus subtipos, o
que determina a sua patogénese (Roy-burman, 1995). A carga do enFelLV pode estar
relacionado com a capacidade de resposta do organismo ao FelLV transmissivel.
Entretanto, os resultados sdo contraditorios, ja que estudos apontam que uma carga
maior do enFeLV pode resultar em infecgdes mais brandas ou mais graves (Tandom
et al., 2008; Kawasaki et al., 2018; Powers et al., 2018).

Foram determinados até o0 momento seis subtipos de FeLV: A, B, C, D, T e TG35; que
sdo formados a partir de mutacdes e recombinacdes, sendo que os subtipos A, Be C
0s mais prevalentes. Os subtipos se diferenciam por meio das sequéncias de
nucleotideos da regido N-terminal da glicoproteina de superficie e por sua patogenia
(Miyazawa, 2002; Anai et al., 2012; Willett e Hosie, 2013; Mikaye et al., 2016). O
FeLV-A, onipresente, é o unico transmitido horizontalmente entre os animais. A partir
dele ocorrem as reagOes necessarias para a formacao dos outros subtipos, sendo ele o

mais distante geneticamente do enFeLV (Chiu et al., 2018; Miyzawa, 2002).
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A recombinagdo genética do FeLV-A com a regido env do enFelLV, ou seja, com
sequencias retrovirais endogenas, origina o FeLV-B. Aformacéo do FeLV-C ocorre
qguando ha mutacdes no gene env do FeLV-A. Essas mutacGes ocorrem no sitio de
ligacdo do receptor codificando proteina diferente no envoltério do FeLV-C, alterando
assim receptores e proteinas transportadoras (Rigby et al., 1992; Verbrat et al., 1983;
Quingley et al., 2000). O FeLV-T é formado quando ocorrem alteracdes especificas
em aminoacidos e uma insercdo na proteina do envelope do FeLV-A (Cheng et al.,
2007). Mais dois subgrupos foram descobertos, mas ainda nao existem estudos
especificos sobre as diferencas nas patogenicidades, eles sdo o FeLV-D e o FelLV-
TG35. O FeLV-D ¢ formado a partir de um retrovirus endogeno, ndo enFelLV, o
retrovirus endégeno do gato doméstico ERV-DC (do inglés, endogenous retrovirus-
domestic cat) (Ito et al., 2013). No Japao foi identificado o FeLV-TG35 em um animal,
sendo formado a partir de substituicGes e insercbes de aminoacidos no gene env do
FeLV-A (Mikaye, 2016).

Os subgrupos do FelLV sdo receptores-especificos e apresentam geralmente
patogenicidades distintas, mas apresentam uma resposta imunoldgica similar no
organismo, por isso anticorpos produzidos contra o FeLV-A também agem nos outros
subtipos (Hartmann, 2012a). O subtipo FeLV-A, o Unico transmissivel de animal
para animal, € o menospatogénico quando encontrado isoladamente (Hartmann,
2012). Quando o subtipo A esta combinado com os subtipos B ou C ha um aumentoda
patogenicidade e gravidade da doenca (Rojko e Hardy, 1994). Um fator importante
para a determinacdo da maior patogenicidade desses subtipos é a alteragdo nas
proteinas do envelope viral, mas esse mecanismo ainda néo é bem definido (Moser et
al., 1998).

2.1.2 Patogenia

Existem altas cargas virais na saliva de animais infectados pelo FeLV e com viremia
ativa, com os microrganismos também sendo encontradosnas fezes, urina e leite, sendo
possivel ainda a transmissdo vertical. O virus sobrevive pouco tempo no ambiente,

iniciando sua replicacédo a partir do contato com a mucosa (Cattori et al., 2009).
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A partir do contato com o animal, o virus se replica em células mononucleares do
tecido linféide da regido orofaringea para, posteriormente, atingir 6rgdos linfoides,
onde os monacitos e linfdcitos infectados dao inicio a primeira viremia (Cattori et al.,
2008). O provirus contém regides de repeticGes génicas que regulam a atividade e
controlam a expressdo génica, dentre elas os genes gag, env e pol, que atuam
diretamente no tropismo do virus e na sua patogenicidade. O gene env codifica as
proteinas gp70 e p15E, sendo a primeira a responsavel pela adsor¢édo do virion a célula
hospedeira e o alvo da producdo de anticorpos pelo animal acometido. O curso da
doenca varia de acordo com a capacidade imunolégica do hospedeiro, podendo evoluir
para infeccdo abortiva, regressiva, progressiva ou focal.

A rara infeccdo abortiva ocorre em animais imunocompetentes que, apesar de permitir a

replicacdo inicial do virus na traquéia e tecidos linfoides, conseguem desenvolver uma
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resposta imune competente eficaz que permite a completa eliminagdo do virus (Baar,

1998; Couto, 1994). Portanto, em animais imunocompetentes o virus pode ser debelado

sem replicacdo em outros locais e, assim, a infeccdo permanece indetectavel,

caracterizando uma infeccdo abortiva (Hartmann, 2012a). Além da imunocompeténcia,

alguns estudos indicam que a infec¢cdo abortiva é mais provavel em animais expostos a

uma carga viral reduzida (Major et. al, 2010; Hartmann, 2012; Figueiredo e Araujo Jr.,

2011).Nestes animais, o antigeno e DNA proviral ndo sdo detectados nas amostras

de

sangue/medula Gssea/saliva, mas pode-se verificar altos niveis de anticorpos (Hartmann,

2012a).

A infeccéo regressiva, que ocorre em até 60% dos casos, caracteriza-se pela replicacéo
viral nas células mononucleares da medula 0ssea e outros 6rgdos, mas que €
interrompida de trés a seis semanas ap0s o contato (Hartman, 2012; Hartmann e
Hoffmann-Lehmann, 2020).A replicacdo viral na medula 6ssea ocorre através da
transcrigdo reversa do RNA viral,originando o DNA proviral que se integra ao DNA
da célula infectada, isto ¢, o DNA proviral é integrado ao genoma de células
hematopoiéticas. O provirus permanece nas células tronco mesmo apos a interrupgédo
da viremia, mas ndo ha a presenca do antigeno nas outras células do animal, nem a
transmissdo para outros animais, embora o animal possa apresentar altos niveis de
anticorpos (Jarrett, 1999; Westman et al., 2019).



A correlagéo entre a infeccéo regressiva do FeLV e o desenvolvimento de doengas e
comorbidades relacionadas ao virus ndo esta totalmente esclarecida, apesar de haver
indicios de maior propensao ao desenvolvimento de linfoma nestes animais (Jackson
et al., 1993; Gabor et al., 2001). Adicionalmente, em situa¢es de imunossupressao
pode ocorrer a reativacdo do virus, a partir da expressdo de RNAs mensageiros que
sintetizam as proteinas do virion e RNA genémico, levando a formagcéo, replicacao e
liberacdo de particulas virais com consequente infec¢do de novas células, podendo o
animal que estava no estado regressor do FeLV evoluir para a forma progressiva da
doenca (Figueiredo e Araujo Jr., 2011; Willett e Hosie, 2013; Hartmann e Hoffmann-
Lehmann, 2020).

Na infeccdo regressiva, a viremia inicial pode causar prostracdo, febre e
linfadenomegalia (Hartman, 2012; Hartmann e Hoffmann-Lehmann, 2020) e o
diagndstico pode ser obtido por meio da detecgdo do DNA proviral no exame de PCR
da medula 6ssea ou sangue (Figueiredo e Aradjo Jr., 2011; Hartman, 2012).

A infeccdo progressiva, que representa 30 a 40% dos casos de FelLV, e acomete
principalmente gatos jovens, é caracterizada por viremia persistente em animais que
ndo apresentaram resposta imune adequada. Consequentemente, esses animais
possuem uma maior probabilidade de desenvolver alteracbes hematopoiéticas e
comorbidades relacionadas ao FeLV, o que reduz a sua sobrevida (Hardy et al., 1973;
Sparkes, 1997; Hartmann, 2012; Westman et al., 2019). As principais alteracdes
hematopoiéticas relacionadas com essa fase sdo ascitopenias, imunossupressao e o
linfoma. O progndstico para esses animais geralmente é desfavoravel, com mediana de
sobrevida de 2,4 anos e Obito de 80% em trés anos, embora alguns pacientes possam
sobreviver por varios anos sem apresentar doengas relacionadas ao FeLV (Lutz et al.,
2009; Almeida et al., 2021).

Na infecgédo focal ou atipica a replicacéo viral ocorre em quantidade reduzida, e em
apenas um local especifico, como as glandulas mamarias, bexiga ou olhos. N&o se sabe
ao certo a frequéncia desse tipo de infec¢do a campo, mas em infecgBes experimentais
corresponde a 10% dos casos (Levy et al., 2008). Esses animais podem apresentar

resultado fraco positivo no teste antigénico ou resultados conflitantes durante a
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tentativa de diagndstico, devido a variacdo na presenga ou nao de antigeno (Levy et
al., 2008; Hartmann, 2012; Figueiredo e Aradjo Jr., 2011; Hartmann e Hoffmann-
Lehmann, 2020).

2.1.3 Apresentacdes e sintomatologia clinica

A apresentacdo clinica do FeLV é variavel, e geralmente estd associada a
imunossupressao, anemia e/ou linfoma provocados pelo virus (Lutz et al., 2009). Apo6s
um periodo assintomatico os animais podem desenvolver diversos sintomas e sindromes,
dentre elas a anemia, tumores, alteracGes associadas a imunossupressao, doencas
concomitantes, desordens hematopoiéticas, doenc¢as imunomediadas e outrassindromes,
como neuropatias e desordens reprodutivas (Hartmann, 2012a; Hartmann e Hoffmann-
Lehmann, 2020).

O desenvolvimento de doencas relacionadas ao FeLV, a apresentacéo clinica, presenca
de sindromes associadas e prognostico de felinos infectados, sdo determinados por
diversos fatores, dentre eles o subtipo infectante, a imunocompeténcia do hospedeiro,
idade, ambiente e populacdo em que vive, vacinagdo e doencas associadas (Hartmann,
2012a). Neonatos infectados podem apresentar atrofia timica desenvolvendo

imunossupressao grave com consequente fraqueza e 6bito (Levy, 2000).

A sintomatologia clinica dos animais infectados pelo FeLV pode ser muito variavel e
inespecifica e esta relacionada tanto a patogenicidade do préprio virus quanto de
doencas concomitantes. Os sinais variam desde mucosas palidas, dispnéia, febre,
anorexia, emagrecimento progressivo, uveite, rinite, conjuntivite, desidratacdo e
abscessos, até o aumento de 6rgdos examinados a palpacéo, como linfonodos, figado

e baco (Sousa e Teixeira, 2003; Ettinger e Feldman, 2005).

Entre os acometimentos mais comuns causados pela FeLV esta a supressdo da medula
Ossea, provocando anemia, trombocitopenia, neutropenia e, eventualmente,
pancitopenia. 1sso pode ser causado pela replicacdo ativa do virus na fase de viremia
persistente, mas também pela presenca do provirus integrado ao genoma, provocando
alteracbes em genes adjacentes e podendo induzir antigenos de superficie com
destruicdo imunomediada das celulas (Stutzer, 2010; Hartmann, 2011).



Em relacdo ao subtipo, o FeLV-A esté associado a infecgdo assintomatica prolongada,
podendo posteriormente causar linfoma de células T no timo/mediastino (Ahmad e
Levy, 2010). O subtipo FeLV-B esta associado a malignidade e neoplasias
hematopoiéticas (Hartmann, 2012). A presenca do FeLV-B foi observada em 50% dos
linfomas timicos de células T e em 25% dos linfomas multicéntricos, ndo sendo
associado as doencas mieloproliferativas ou mastociticas. O FeLV-B geralmente é
encontrado em tecidos que apresentam linfoma, gatos assintomaticos ou associados a

outras doencas (Bolin e Levy, 2011).

O subtipo C, por sua vez, estd associado a anemias arregenerativas (Hartmann, 2012).
As proteinas de superficie do FeLV-C interferem a expresséo e funcdo da FLVCR que
¢ uma proteina transportadora de heme que se apresenta em células que fazem sintese
e transporte de heme. O transportador atua na diferenciacdo e divisdo de precursores
eritréides podendo causar a diminuigdo e perda dessas células (Quigley, 2004). Essas
alteracOes irdo causar anemia grave, diminuicdo de reticuldcitos e auséncia de

precursores eritréides na avaliacdo da medula 6ssea (Weiss e Wardrop, 2011).

O subtipo T é citolitico aos linfocitos T, estando associado a imunossupressdo e
doengas concomitantes (Donahue et al., 1991). O subtipo FeLV-T apresenta em seu
envelope um receptor de membrana e uma segunda proteina receptora (FeLIX) para
infectar linfécitos T (Hartmann, 2012).

Existe uma alta incidéncia de citopenias associadas ao FeLV, refletindo em diminuicao
na contagem dos eritrocitos, neutrofilos e plaquetas decorrente principalmente do
acometimento medular provocado pelo virus (Gleich e Hartmann, 2009). A anemia ¢
a segunda principal alteracdo causada pelo FeLV, apos a ocorréncia de neoplasias, e,
associada com alteragdes imunossupressoras, € o principal motivo dos animais
infectados serem levados ao veterinario (Hartmann, 2012a). As anemias relacionadas
ao FelLV sdo geralmente arregenerativas, e relacionadas a hipoplasia eritroide,
destruicdo medular (mielofibrose ou mielofitise) e anemia da doenga crdnica / doenca

renal crénica (Hartmann, 2012a).

O FeLV-C interfere em receptores de membrana impedindo a formagdo de células

precursoras eritroides provocando hipoplasia medular eritréide com anemia grave
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(Weiss e Wardrop, 2011). Southard et al. (2016), observaram auséncia de precursores
eritrdides em medula 6ssea em um felino domestico com FeLV e anemia grave
associado com mielofibrose moderada. Entretanto, as anemias relacionadas ao FeLV
podem, ainda, ser regenerativas em até 10% dos casos, devido a hemolise (anemia

hemolitica imunomediada) ou hemorragia (Shelton e Linenberger, 1995).

A anemia hemolitica imunomediada pode ser desencadeada pelo FeLV, com
destruicdo das hemacias, podendo acometer, ainda, as plaquetas, sendo relatado, ainda,
o envolvimento de agentes infecciosos como o Mycoplasma haemofelis na destruicédo
imunomediada das hemécias (Kociba, 1986; Hartmann, 2011). Hemorragias podem
surgir em decorréncia de trombocitopenias causadas pelo virus, pela trombocitopenia
imunomediada ou supressdo/destruicdo medular (Hartmann, 2011). Em um estudo
realizado por Costa e colaboradores (2017) 30,7% dos 153 felinos positivos para FeLV
apresentaram anemia, sendo que, considerando a contagem de reticuldcitos agregados,
56% foram regenerativas, um resultado similar ao encontrado por Gleich e Hartamann

(2009) gue observaram anemia em 42% dos animais positivos para FeLV.

O FeLV pode resultar, ainda, em imunossupressdao, que pode favorecer o
desenvolvimento de neoplasias, mas também a ocorréncia de infec¢des secundarias. O
mecanismo da imunossupressao causada pelo virus deve ser mais estudado,
considerando a diferenca nos graus de imunossupressdo nos animais infectados.
Sugere-se que o0s animais podem desenvolver atrofia timica, e deplecdo da zona
paracortical de linfonodos apos a infeccdo. Os neutrofilos de animais virémicos podem
diminuir sua atividade quimiotatica e fagocitica, e a neutropenia e linfopenia sdo
comuns (Quakenbush et al., 1990; Hoffmann-Fezer et al., 1996; Gleich e Hartmann,
2009; Figueiredo et al., 2017). Além disso, pode ocorrer uma diminui¢do da producéo
de imunoglobulinas, interleucinas e TNF-alfa (Diehl e Hoover, 1992; Hartmann, 2012;

Hartmann e Hoffmann-Lehmann, 2020).

No estudo realizado por Meichner et al. (2012), foi observada uma alteracdo na
comparacao do perfil de animais que apresentaram linfoma na década de 1980 e inicio
dos anos 1990 para os animais que apresentaram a doenca do final da década de 1990

até o final da déecada de 2000, na América do Norte. No primeiro periodo, os gatos
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com linfoma usualmente apresentavam viremia persistente pelo FeLV, com maior
incidéncia de linfomas mediastinais e multicéntricos, enquanto nas décadas seguintes
observou-se uma reducdo consideravel da infeccéo progressiva pelo FeLV, relacionada
a medidas de controle que incluiram segregacdo, exterminio e vacina¢do, mas ainda
com alta incidéncia de linfomas, predominando, entretanto, a apresentagéo

gastrointestinal.

O FeLV esta associado a formacao de neoplasias, aumentando o risco em 62,1 vezes,
principalmente de linfomas e leucemias (Shelton et al., 1990). Isso ocorre através de
mutacBes insercionais ou recombinacfes causadas pela integracdo do provirus ao
genoma celular proximo a um oncogene, causando ativagdo e superexpressao desse
gene com consequente proliferacdo descontrolada dessas células (Bolin e Levy, 2011;
Hartmann 2012a; Figueiredo e Araujo Jr., 2011).Esse evento ocorre com a expressao
de genes retrovirais que é dirigida pelas repeti¢des terminais longas (LTRs) geradas no
fim do genoma prdviral pela transcricdo reversa, ativando os (proto)-oncogenes
adjacentes do hospedeiro, gerando mutacgdes e inser¢des com transformacdes celulares

e consequente formacdo das neoplasias (Bolin e Levy, 2011).

O principal agente relacionado a formacdo de neoplasias associadas ao FeLV é o
subgrupo B. Alguns estudos sugerem que gatos infectados com FeLV que
desenvolveram leucemia miel6ide aguda e sindromes mielodisplasicas podem
apresentar alteracdes nas LTRs (repeticGes de uma sequéncia especifica — clone33) que
difere dos animais infectados que ndo desenvolveram as alteracbes medulares
(Hartmann 2012a).Em leucemias mieldides agudas foram identificadas regides de
repeticdes de acentuadores, conferindo aumento da expressdao de genes em celulas
mieldides, o que sugere a associacao dessas repeticdes com a formacao dessa leucemia
(Nishigaki et. al, 1997).

Outro mecanismo relacionado ao desenvolvimento de neoplasias em gatos infectados
pelo FeLV é a presenca do antigeno do oncornavirus felino associado & membrana
celular (FOCMA, “felineoncornavirus-associatedcellmembraneantigen”), ele é
expresso na superficie da célula infectada. Quando ocorre sua expressdo aumenta a

probabilidade do gato infectado apresentar neoplasias, mas quando ocorre a producao
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de anticorpos contra 0 FOCMA o animal apresenta resisténcia para a formagéo de
tumores relacionados a esse mecanismo (Hardy, 1987; Lappin, 1998).

Os principais tipos de linfoma associados ao FeLV sdo o linfoma mediastinal,
geralmente em gatos com idade inferior a trés anos, e o linfoma multicéntrico (Weiss,
2010; Cristo et al., 2020). A maior parte das leucemias relacionadas com o FeLV sdo
linfides, mas pode ocorrer com outras linhagens celulares. Em gatos com leucemias
agudas, 70% apresentam antigenemia persistente pelo FeLV (Horta et al., 2021).
Sindromes mielodisplasicas, caracterizadas por citopenias e mudancas displasicas na
medula sdo usualmente observadas em gatos, como um pré-estagio da leucemia
mieldide aguda (Hartmann, 2012a). Na leucemia aguda, as células blasticas ocupam a
medula 6ssea massivamente impedindo a divisdo e maturacdo normal das celulas
(Hisasue et al., 2001; Horta et al., 2021).

Os sinais clinicos da leucemia aguda incluem a letargia (devido a anemia), sepse
(neutropenia), hemorragia (trombocitopenia), hepatomegalia e esplenomegalia. O
diagnostico das leucemias agudas € realizado através das contagens células no sangue
total, podendo-se observar a presenca de blastos na circulacdo, e na avaliacdo
citolégica da medula Ossea, podendo-se observar aumento da celularidade,
principalmente células blasticas, mielofibrose e diminuicdo das outras células e
estruturas presentes normalmente na medula dssea (Shelton e Linenberger, 1995). O
tipo celular envolvido nas leucemias agudas, principalmente nas nao linfoides, é de
dificil definicdo ja que na maioria dos casos a transformacdo ocorre no nivel muito

proximo das celulas-progenitoras, em células pouco diferenciadas (Hartmann, 2012).

A leucemia mielomonocitica aguda e a leucemia monoblastica aguda foram
diagnosticadas emanimais infectados pelo virus da leucemia felina (Prihirunkit e
Narkkong, 2008).0 diagndstico precoce da leucemia em gatos infectados permite a
implantacdo de medidas para prevencdo da disseminagdo do virus, com medidas de
segregacdo e vacinagdo, além de permitir a otimizacdo dos cuidados com a saude de
gatos infectados, podendo prevenir infec¢do e diagnosticar doencgas relacionadas ao

virus de forma precoce (Crawford, 2011). Esses gatos devem ser monitorados com a
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realizacdo de exame fisico, hemograma completo, perfil bioquimico, urindlise e

radiografias toracicas a cada seis a 12 meses, e devem ser castrados (Lutz et al., 2009).

2.2 Diagnostico do FeL.V

O diagnostico do FeLV pode ser realizado através de testes soroldgicos e moleculares.
Deve-se realizd-los levando em consideracdo as diferencas na sensibilidade e
especificidade, eficiéncia na producdo de anticorpos e o tempo de exposi¢éo, podendo
haver a necessidade de repeticdo para confirmacédo de resultados negativos em gatos
expostos ao virus. A escolha do teste é de extrema importancia para avalia¢éo do tipo

de infeccdo e prognostico dos animais (Hofmann-Lehmann e Hartmann, 2020).

A realizagdo do diagnostico do FeLV é de extrema importancia, pois a segregacao de
gatos infectados é a medida de controle mais eficaz para impedir a transmissdo do
virus. O acompanhamento dos gatos positivos evita a transmissdo da doenca,
possibilita um acompanhamento efetivo desses animais e das alteragdes provocadas
pelo virus, podendo aumentar a sobrevida e qualidade de vida desses animais
(Hartmann, 2012).

Gatos ndo infectados por retrovirus devem ser vacinados e observados em relacdo a
exposicao a felinos infectados, sendo importante atentar aos periodos nos quais 0
antigeno ou anticorpos nao sao detectados pelos testes (Little et al., 2020). Vacinas
comercialmente distribuidas, inativadas, previnem a infeccdo pelo virus e doencas
relacionadas ao FeLV (Grosenbaugh et al., 2004; Hoffmann-Lehmann et al., 2007). A
vacinacdo ndo interfere nos testes diagndsticos disponiveis, mas recomenda-se a

testagem dos gatos antes da vacinacao (Little et al., 2020).

2.2.1 Métodos de detecgao do antigeno viral

A proteina p27, altamente conservada no FeLV € a mais abundante em animais
infectados pelo FeLV em fase de viremia (persistente em gatos na forma progressiva
da infeccdo). Diversos testes rapidos que detectam a presenca dessa proteina estdo
disponiveis no mercado. Esses testes apresentam variagdes na especificidade e

sensibilidade, devendo-se ter cuidado na utilizacdo e interpretacdo (Parry, 2018).
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Os testes que detectam a p27 devem ser realizados na prética clinica nas seguintes
condigGes: animais suspeitos de terem a infecgédo, animais doentes, antes de vacinagao,
gatos com histérico desconhecido relacionado ao FelLV, deteccdo de animais
infectados em abrigos e na introducdo de um gato em um novo ambiente (Hoffmann-

Lehmann e Hartmann, 2020).

O teste para deteccdo do antigeno p27 ELISA - point-of-care (POC) —€ um teste de
triagem que pode ser realizado com plasma, soro ou sangue total. Esse teste pode
apresentar resultado falso-positivo quando se utiliza sangue total, por ser um teste
imunocromatografico, e falso-negativo em casos de infec¢Bes recentes ou regressivas
(Hartmann, 2012; Little et al. 2020; Mostl et al., 2013; Westman et al., 2019).

O uso de lagrimas ou saliva para os testes que detectam a p27 apresentou baixa
sensibilidade em alguns estudos, com o uso de saliva apresentando deteccdo do

antigeno em apenas 54% dos casos positivos (Westman et al., 2017).

O resultado positivo no teste ELISA SNAP apresenta resultados consistentes em
animais com altas cargas virais no plasma e com antigenemia ativa apresentando altas

concentracdes da proteina p27 (Powers et al., 2018).

A imunocromatografia direta (IFA) detecta a presenca da p27 dentro de neutrofilos e
plaquetas a partir da ligacdo de anticorpos ao antigeno, entretanto a detec¢do ocorre
apenas na fase mais avangada da infeccdo, a partir de trés semanas da viremia, em
gatos progressivos, sendo negativo nos gatos regressores. Representa uma boa escolha
na determinacdo do tipo de infeccdo. Dentre as limitagdes desse teste estdo a
possibilidade do animal infectado apresentar resultado falso-negativo em casos de
infeccbes recentes e menor sensibilidade em animais leucopénicos e
trombocitopénicos. Resultados falso-negativos podem ocorrer ainda em esfregagos
muito finos e/ou realizados com sangue anticoagulado ao invés de sangue fresco. Além
disso, necessita de anticorpos, equipamentos especiais para leitura e pessoal treinado

para a realizacdo (Hartmann, 2012)

Todos os animais positivos no primeiro teste (ELISA ou IFA) devem ser testados

novamente ap0s seis semanas para que, no caso de uma infeccdo recente, seja
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esclarecido se o animal progrediu para uma infeccdo regressiva com auséncia de
atigenemia ou se continuou a producao de antigeno permanecendo com infeccéo ativa,
que caracteriza a forma progressiva da doenca (Hofmann-Lehmann e Hartmann,
2020).

Animais com resultados questionaveis como fraco positivo ou se a marca de positivo
aparecer apos o tempo sugerido no teste, devem ser retestados imediatamente,
principalmente se a suspeita ou frequéncia de infeccdes na regido for baixa. Para
confirmacdo pode-se realizar PCR em tempo real para RNA ou DNA

proviral(Hofmann-Lehmann e Hartmann, 2020; Little et al., 2020).
2.2.2 Métodos de deteccgao viral

O PCR € um teste mais sensivel que outras técnicas utilizadas, além de fornecer dados
para estudos da patogenia da doenca (Hofmann-Lehmann et al., 2008). Hofmann-
Lehmann et al. (2001) observaram que 10% das amostras negativas para o ELISA
apresentaram resultado positivo no gPCR(PCR em tempo real), mostrando uma maior
sensibilidade principalmente em infecgcdes recentes, quando o ELISA ainda nédo é

sensivel o suficiente para demonstrar resultados positivos.

O gPCR quantifica a presenca do prévirus nas células do sangue ou medula 6ssea do
felino infectado, sendo que animais com maiores concentracGes de prévirus apds a
exposicdo tendem a ter progressédo da doenca. O qPCR detecta a presenca de DNA
proviral ap6s uma semana de infeccdo enquanto os métodos de diagndsticos
envolvendo a p27 demandam um tempo maior para o diagnéstico, mas nessa fase ndo
¢ possivel ainda indicar o tipo de infeccdo que o animal ird desenvolver (Hofmann-
Lehmann et al., 2001; Figueiredo e Aradjo, 2011).

O gPCR para deteccdo de DNA prdviral apresenta vantagens sobre as outras técnicas
moleculares pois determina a quantidade de DNA proviral, podendo-se assim
estabelecer um prognostico e definir a classificagdo da doenca, sendo que, animais com
infeccdo regressiva apresentam menor carga de DNA proviral. Pode também ser
utilizado como marcador de progressdo clinica, acompanhando os animais com

infeccBes progressivas ou regressivas (Goto et al., 2002). Dos testes disponiveis para

28



avaliacdo da presenca do FeLV, o qPCR é o mais confiavel em casos de animais
negativos (Azevedo, 2008).

O PCR para deteccdo do DNA proviral, ja incorporado no DNA do hospedeiro, deve
ser realizado nas seguintes condicbes: como teste confirmatdrio para exames
questionaveis que detectam a p27, na pesquisa de animais infectados regressivamente
pelo FelLV, deteccdo anterior aos testes relacionados a deteccdo da p27, confirmar
auséncia de animais infectados em abrigos, em casos nos quais existe a suspeita de
infeccdo mas ndo apresenta resultados positivos em outros testes e na testagem de
doadores sanguineos (Hofmann-Lehmann et al., 2008; Hofmann-Lehmann e
Hartmann, 2020).

Em casos positivos para a presenca de DNA proviral em sangue ou medula dssea, deve
diferencia-los atraves de testes que detectam a proteina p27 ou através do PCR para o
RNA viral (Hofmann-Lehmann e Hartmann, 2020). A infeccdo progressiva é
diferenciada da regressiva a partir de repeticdes de testes de antigenos no sangue
periférico, sendo que, os gatos que apresentaram infeccbes regressivas se tornardo
negativos para o teste de antigeno dentro de 16 semanas ap0s a exposic¢ao, enquanto
animas acometidos pela forma progressiva continuardo com resultados positivos para
antigeno. Os animais acometidos por ambos tipos de infeccdo irdo apresentar DNA
proviral no sangue periférico, oriundos do envolvimento na medula dssea que libera
neutrofilos e plaquetas infectados na circulagcdo, entretanto, animais regressivos
apresentam baixa carga proviral, enquanto 0s animais progressivos apresentam altas
argas de DNA proviral, diferenca detectada pelo aspecto quantitativo do gPCR (Torres
et al, 2005; Pepin et al., 2007).

Podem também ser utilizados swabs orais, conjuntivais e retais para a realizacdo de
PCR para deteccdo do DNA proviral, mas essas amostras apresentam resultados
inferiores as amostras de sangue e medula 6ssea, embora sejam validos para coleta

menos invasivo e tecnicamente mais simples (Victor et al., 2020).

Beall et al. (2021) realizaram testes quantitativos (QPCR real time e ELISA na placa)
em animais positivos no teste rapido ELISA, acompanhando esses gatos por varios

anos. Os animais que apresentaram baixas concentracdes do antigeno p27 ao longo do
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experimento apresentaram maior tempo de sobrevida e menor nimero de mortes. A
taxa de sobrevivéncia do grupo com altas cargas virais foi de 24,4%, enquanto no grupo
com baixas cargas e no grupo controle foram encontradas as taxas de 93,1% (27/29) e
87,5% (7/8), respectivamente, relacionando-se assim a carga viral com a sobrevida dos
animais infectados. Esse dado foi corroborado por Duda et al. (2020) que associaram
aumento de alteragBes hematoldgicas e clinicas em medula 6ssea em animais que
apresentaram maior carga de DNA proviral que foram representados pelos grupos de
animais progressivos sintomaticos e assintomaticos quando comparados a grupos de

animais com infecgao regressiva ou saudaveis.

O RNA viral, por sua vez, pode ser encontrado em quantidades reduzidas, no sangue
periférico de gatos com infeccéo regressiva, podendo haver maior risco de reativacao
viral em relacdo aos gatos regressivos que ndo apresentam RNA viral detectavel. Esses
animais, geralmente mantém resultado negativo em testes para o antigeno viral no

sangue periférico ou plasma (Torres, et al., 2005; Hofmann-Lehmann et al., 2007).

A pesquisa do RNA viral (RT-PCR) néo é realizada com frequéncia na rotina clinica.
A presenca de RNA viral na saliva indica infeccdo ativa (forma progressiva) e é
indicado como teste confirmatdrio para exames questionaveis realizados anteriormente
e em abrigos, onde a coleta de sangue de muitos animais pode ser extremamente
dificultada e pode-se realizar os testes com um “pool” de amostras, sendo uma forma
eficaz e barata para dar um parametro de infeccdo desses abrigos. Além disso, a
deteccdo do RNA viral através dessa técnica fornece resultado positivo até duas
semanas antes dos testes de antigeno, sendo realizada até uma semana apds a exposi¢édo
(Levy et al., 2004; Hofmann-Lehmann e Hartmann, 2020). Foi sugerido por Tandom
et al. (2005) que a realizacdo da detecgdo do RNA viral também é uma ferramenta que
pode ser utilizada para o diagndstico recente das infeccBes, alem disso utiliza-se a
deteccdo do virus através do RNA para auxiliar no diagnostico de infecgdes atipicas
com baixa concentracdo da p27 no sangue e DNA proviral ndo detectavel, impedindo

a utilizagdo de outras metodologias.

Em um estudo, Hoffmann-Lehmann et al. (2008) encontraram baixas concentrac6es

de RNA viral em alguns animais que ndo apresentavam resultados positivos nos testes
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que detectam a p27 e moderadas concentracdes de DNA proviral, sugeriu-se entdo que
esses animais apresentavam infeccdo regressiva podendo o RNA viral estar presente
ou nao para essa classificacdo, enquanto animais com infeccéo progressiva apresentam
altas concentracGes de RNA viral e DNA proviral, além de resultados positivios nos

testes para a p27.

Uma das desvantagens das técnicas moleculares sdo a necessidade de um laboratério
bem equipado e uma equipe experiente para que ndo haja contaminacdes e erros de
técnicas. Também podem ocorrer falsos negativos devido a sensibilidade do virus a
mutacdes no genoma, que mesmo sendo pequenas ja podem provocar a ndo ligacao ao
primer ndo ocorrendo sua amplificagdo com consequente resultado ndo confiavel. A
analise gendmica do virus da FeLV deve ser constantemente realizada para que essas

mutagdes ndo impecam um resultado confiavel (Levy et al., 2008; Aquino, 2012)

O isolamento viral ndo é realizado rotineiramente devido a complexidade da técnica,
como tempo necessario para o cultivo viral que se ndo for respeitado pode apresentar

resultado falso-negativo, preco e necessidade de laboratérios especificos (Barr, 1996).
2.2.3 Métodos de deteccdo de anticorpos

A avaliacdo de anticorpos contra o FeLV ndo é frequente na pratica clinica pois nao
difere o tipo de infeccdo do animal, animais que entraram em contato com o virus e o

eliminaram (infeccdo abortiva) e nem mesmo aqueles vacinados (Hartmann, 2012).
2.2.4 Interferéncia dos tipos de infec¢éo pelo FeLV no diagnostico

Os diferentes tipos de infec¢do pelo FeLV podem causar erros na interpretacdo e/ou
validag&o dos testes realizados. Para isso € necessario ter em mente o significado de

cada teste e qual a metodologia utilizada, o que esta explicado no quadro 1.
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Quadro 1 - Avaliagdo dos resultados para testes diagndsticos do FeLV relacionando
com as fases da infec¢ao.

Tipo de Antigeno DNA Viremia Transmissao Doencas
Infeccdo POC IFA Proviral Associadas
no sangue
Abortiva Negativo Negativo | Negativo Negativa Negativo Negativo
Negativo ou | Negativo Negativa ou
Regressiva Positivo Positivo Positiva Negativo Improvavel
Transitorio Transitoria
Progressiva Positivo Positivo Positivo Positiva Positivo Possivel

2.2.5 Utilizag&o dos testes na rotina clinica

A interpretacdo dos resultados de testes para detectar o FeLV ndo é simples e demanda
do Médico Veterinario conhecimento sobre a patogenia e comportamento da doenca,
além do conhecimento sobre os testes realizados.A partir do entendimento da
patogenia do FeLV, o clinico pode definir os melhores testes a se fazer naquele
momento e, se for necessario confirmar apds algum periodo dependendo do teste usado
(Parry, 2018).Saber determinar quando e qual teste deve ser realizado é de extrema
importancia na préatica clinica para que se tenha confianca nos resultados, para que ndo
existam gastos e nem coleta de amostras de forma desnecesséria (Hartmann e
Hofmann-Lehmann, 2020).

N&o existe um protocolo definido de testagem, pois deve-se levar em consideracao
situacOes individuais. Para a testagem, deve-se levar em consideracdo a exposi¢éo do
animale convivéncia com outros felinos, idade, género e vacinagdo. Gatos néo
vacinados, machos, jovens, com acesso extradomiciliar, apresentam maior risco de
infeccdo e, quando houver exposicdo recente, recomenda-se a repeticdo ou
complementacdo dos testes para confirmacdo do resultado, principalmente quando
negativo (Hoover e Mullins, 1991; Gleich e Hartmann, 2009). Gatos expostos a
situacOes de risco devem ser testados, independente da presenca de sintomatologia
clinica. A infeccdo pelo FeLV, mesmo na forma progressiva, pode permanecer
assintomatica por longos periodos (Little et al., 2020). Em regides endémicas, todos 0s
gatos atendidos em servigos veterindrios devem ser testados caso ndo haja testes
prévios (Parry, 2018). E importante também que o0s gatos sejam testados antes antes da
vacinacdo. Doadores de sangue devem ser testados através do PCR, que € o teste que



detecta até as menores cargas de DNA prdviral, além de detectar a infeccdo mais
precocemente, com tempo inferior a duas semanas. Animais positivos ndo devem ser
doadores, mesmo o sangue total ndo sendo o método mais comum de infeccdo (Parry,
2018).

As diferentes formas de infeccdo podem gerar confuséo na interpretacéo e/ou validagéo
dos exames. Muitas vezes, 0 Médico Veterinario deve realizar mais de um teste com
metodologias variadas e em periodos diferentes para se obter um diagnostico fidedigno
a situacdo do animal e classificacdo da sua infec¢do. Resultados negativos para
infeccdo progressiva (teste imunoenzimatico com identificacdo do antigeno) séo
confidveis, mas em situa¢fes nas quais o animal foi exposto, deve-se realizar novo
teste em 30 dias, pois ha a possibilidade do resultado estar relacionado ao periodo pré-
antigenemia (Little et al., 2020).Felinos possivelmente expostos ao virus em um prazo
anterior de até 30 dias devem ser retestados pelo teste imunoenzimatico entre quatro e
oitosemanas para avaliagdo da presenca de antigenemia (Sykes e Hartmann, 2013).

Figueiredo e Aradjo (2011) sugerem que sdo necessarios dois tipos de testes para
determinar o status de um felino em relacdo ao FeLV, primeiramente um PCR para
avaliar a presenca de DNA proviral seguido de um teste de antigeno. Para se obter o
correto status da infeccdo pelo FeLV, além do teste rapido, deve-se realizar testes
adicionais como o pcr e/ou IFA e em alguns casos repetir o teste ap6s 30 dias em casos
de suspeita de infeccBes recentes. Isso deve ser realizado devido a patogenia da doenca,
que pode evoluir de varias formas, a exemplo dos casos de infecgbes regressivas,
exposicao recente ou reacgdes atipicas. Por esses motivos, ndo € possivel recomendar

um unico protocolo para todos os gatos (Little et al., 2020).
2.3 Medula dssea em gatos infectados peloFelL.V
2.3.1 Aspectos gerais da acao do FeLV na medula éssea

Os animais acometidos pelo FeLV podem apresentar diversas alteracfes
hematopoiéeticas, predisposicdo a formacao de neoplasias como linfoma e leucemias,

mielossupressao e maior vulnerabilidade a outras infec¢fes (Hartmann, 2012).
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O FeLV infecta linhagens hematopoiéticas, mas também células acessorias no
microambiente medular, como os fibroblastos. As células da medula 6ssea tornam-se
infectadas de duas a seis semanas apés a exposicdo, sendo detectadas particulas virais
nesse periodo também em leucoOcitos do sangue periférico através do teste de

imunocromatografia direta (Linenberger e Abkowitz, 1995).

A patogenia do FeLV na medula dssea geralmente ocorre em felinos com infec¢oes
progressivas, onde ha viremia persistente, associada a replicacdo constante do virus.
Entretanto, os animais com infeccao regressiva, com a presenca do DNA proviral em
células da medula déssea, podem apresentar alteracdes no ambiente medular, com
alteracdo da expressdo génica (principalmente silenciamento), além das possiveis
alteracdes nas funcdes das células que contém o provirus em seu DNA (Stutzer et al,
2010). Também podem ocorrer alteracdes na apresentacdo antigénica pelas células
dentriticas desencadeando destruicdo imunomediada dos componentes da medula
0ssea (Hartmann, 2012a).

A associacdo entre o FeLV e outras doencas podem agravar as alteracbes medulares,
sendo importante o diagnostico para acompanhamento e para que medidas de controle
possam ser implementadas (Hartmann, 2012). As alteragcdes provocadas pelo FeLV na
medula Gssea sdo extremamente variaveis. No inicio da viremia pode ocorrer
anemiaacompanhada de pancitopenia e hipocelularidade medular (Pedersen et al.,
1977).

Gatos infectados pelo FeLV-C podem dsenvolver aplasia de células precursoras
eritroides (Shelton et al., 1995). Ainda, podem ocorrer sindromes mielodisplésicas,
caracterizadas por hipercelularidade, anormalidades na maturacéo celular, aumento
nas células imaturas (blasticas) e mielofibrose (Blue, 1988a; Maggio et al., 1978).
Linfomas e leucemias relacionadas ao FeLV podem resultar ainda em mieloftise com
medula 0ssea repleta de células blasticas e deplecdo das demais linhagens celulares
(Modiano, 2010).

A acdo do virus na medula 6ssea pode ter como consequéncia diversas alteracées no
sangue periférico, como anemia, neutropenia, leucopenia, trombocitopenia,

linfocitose, pancitopenia (Gleich e Hartamnn, 2009; Hartmann, 2012a; Duda et al.,
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2020). A replicacdo viral em células precursoras da medula dssea causa mutagdes que
podem desencadear alteracbes no ambiente medular, proliferagdo de células
neoplasicas com consequentes citopenias em sangue periférico e alteracbes
mieodisplasicas na medula dssea (Hartmann, 2012a). Os felinos sdo mais predispostos
a alteracdes mieloproliferativas que outras espécies, devido a existéncia do FeLV
(Costa et al., 2017).

A supressdo da medula dssea € a sindrome clinica mais comum em gatos infectados
pelo FeLV sendo relatado anemia, neutropenia, anormalidades plaquetarias,
pancitopenia e alteracdes neoplasicas (Levy e Crowford, 2008; Ferreira et al., 2017).
A maior parte das alteracdes supressoras da medula 6ssea ocorrem em animais com
infeccBes progressivas, mas também podem estar associadas a infeccdes regressivas
(Stutzer et al., 2010). Essa supressdo medular pode ocorrer por diversos mecanismos,
dentre eles o resultado da infeccdo de células-tronco hematopoiéticas e células do
estroma no ambiente medular, e a destruicdo imunomediada das células mediada pela
inducdo da expressdo de antigenos de superficie pelo provirus (Gleich e Hartmann,
2009).

Outras formas de supressdo medular sdo a invaséo de populacgdes celulares na medula
6ssea, como em leucemias e hiperplasia de neutrofilos que ocupam o espaco medular
em detrimento da multiplicacdo de células hematopoiéticas. Situacbes em que ocorre
mielofibrose e mieloftise com a multiplicacdo e aumento anormal de células
ecomponentes do estroma medular com estimulacdo cronica da medula dssea
(Shimoda et al., 2000; Hartmann, 2012a).

A hipoplasia medular é caracterizada por mais de 75% da medula 6ssea composta por
tecido adiposo, podendo ocorrer ainda, de forma generalizada (e associada a
pancitopenia), ou seletiva, acometendo a linhagem eritroide e, por vezes,
megacariocitica ou granulocitica (Harvey, 1984). A infeccdo por FelV,
particularmente do FeLV-C, pode provocar algum nivel de hipoplasia medular, mas a
aplasia completa ndo € um achado comum (Cotter, 1979; Weiss, 1976). A aplasia da

medula dssea em felinos foi associada, ainda, com infeccao por parvovirus e reacdes a
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farmacos (azatioprina, albendazol, griseofulvina, ribavirina, chlorambucil e melfalano)
(Weiss e Wardrop, 2010)

A infeccdo pelo FeLV pode resultar também em casos de infeccdo pelo FeLV
(Shimoda et al., 2020). Shimoda et al. (2000) realizaram o diagndstico através da
avaliacdo de um animal infectado que apresentava pancitopenia e, quando a medula
foi avaliada apresentou tecido em necrose o que foi correlacionado & mielossupressao

decorrente do virus.

2.3.2 Avaliacao da medula dssea

A puncdo de medula 6ssea em gatos com suspeita ou infeccdo pelo virus da leucemia
felina deve ser realizada em casos de alteragfes observadas no hemograma como
citopenias, alteracGes morfoldgicas e de maturacdo das células, presenca de blastos na
corrente sanguinea entre outras suspeitas (Costa et al., 2017). A medula dssea deve ser
observada juntamente com o hemograma atual do animal para permitir a associacéo e

inferéncias adequadas (Jain, 1993a).

A avaliacdo citoldgica da medula 6ssea deve-se iniciar pela avaliacdo da presenca ou
ndo de particulas (espiculas). A presenca de particulas é essencial para certificar a
correta coleta de material, além de ser necessaria para contagem de megacariocitos e
observacdo da celularidade. Citologicamente uma medula 6ssea normal deve-se
apresentar heterogénea, uma vez que um aspecto homogéneo denota alteragdes em

algumas linhagens celulares (Harvey, 2012).

A celularidade é dada como a porcentagem de celularidade presente na particula, em
contrapartida com a parte de gordura. A celularidade normal do animal adulto pode ser
representada por 50% de células e 50% de gordura nas particulas, mas pode variar
deacordo com a espécie, o local de coleta e a idade do animal, sendo que a celularidade

diminui com o aumento da idade (Harvey, 1984; Weiss e Wardrop, 2010).

A contagem de megacariocitos e realizada por particula, considerando a média entre
as particulas, com avaliacdo, ainda, da maturacdo e morfologia (Harvey, 2012). A

interpretacdo do nimero de megacariocitos deve ser sempre realizada em associacao
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com a contagem de plaquetas no sangue periférico. Em animais com aumento do
consumo ou da destruicdo das plaquetas a contagem de megacariécitos deve estar
aumentada para maior producdo desse componente sanguineo (Stockham e Scoot,
2008).

A contagem celular para avaliacdo da distribuicdo, diferenciacdo e relagéo
mieloide:eritroide é realizada em 500 células (Harvey, 2012). Neste contexto, o termo
mieloide, refere-se as células da linhagem granulocitica (mielocitica). A diferenciacéo
das células mieldides e eritrdides é mais facilmente realizada em amostras que foram
coletadas por puncdo comparando-se as amostras de bidpsia (Harvey, 2012). Deve-se
realizar a contagem em campos nos quais as células estdo identificaveis, néo
sobrepostas e nem estouradas, e em campos diferentes, pois alguns campos podem ter
maior concentracdo de determinadas linhagens. A relacdo mieldide:eritréide (M:E)
depende da espécie e varia entre 0,5 a 3,1 (Thrall, 2007). Em gatos a relacdo M:E pode
variar entre 1 e 3. Deve-se realizar a interpretacdo dessa relacdo comparando com o

hemograma recente para a correta interpretacdo (Harvey, 2012).

Em gatos a reserva de ferro ndo € observada em estados normais, sua auséncia nao
pode ser utilizada como diagndstico para deficiéncia de ferro. A presenca de ferro
disponivel na medula 6ssea de gatos pode ocorrer apos a transfusdo sanguinea ou
indicar desordens mieloproliferativas ou anemia hemolitica (Franks et al., 1986;
March, 2005; Harvey, 2012).

Segundo Costa et al. (2017), a coleta de medula 6ssea em felinos deve ser realizada
com o animal sedado conjuntamente com a aplicacédo de lidocaina 2% no local a ser
puncionado, geralmente na porcéo proximal do Umero, fossa trocantérica do fémur e
na crista iliaca. O local deve ser preparado com tricotomia e antissepsia. A agulha deve
ser inserida no 0sso até avancar alguns milimetros apds a perfuracdo, deve-se entéo
acoplarseringa realizando vacuo com pressdo. Apos o inicio da saida de material da
medula dssea ndo se deve estender muito a coleta pela possibilidade de contaminacao
com sangue periférico alterando e prejudicando a analise posterior. O material retirado
deve ser colocado em placa de petri com anticoagulante e as particulas serem coletadas

através de um tubo de microhematdcrito ou pipeta. Deve ser realizado um “squash” do
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material na ldmina. ApGs a secagem a amostra deve ser corada de acordo com a
preferéncia do laboratorio, podendo-se utilizar o corante rapido ou outro corante

Romanovski (Giemsa, MGG, Wright) para a avaliacao.
2.3.3 Desordens mieloproliferativas

Desordens mieloproliferativas incluem as leucemias e as sindromes mielodisplésicas
(SMD, ou mielodisplasias), com estas Ultimas sendo consideradas um estado pré-
leucémico (Raskin e Meyer, 2016). Cerca de 90% das leucemias miel6ides agudas e
70% das leucemias linfoides agudas detectadas em felinos domésticos ocorrem devido
a presenca de infeccdo pelo FeLV, assim como 75% das SMD (Cotter e Holzworth,
1987; Jain, 1993; Linenberger e Abkowitz, 1995; Ogilvie e Moore, 2001).

A presenca do virus nos precursores hematopoiéticos na medula éssea pode resultar
em recombinacdo ou rearranjo genético nas sequéncias relacionadas a proliferacao,
crescimento e maturagdo celular (Thrall, 2007). A replicacdo viral em células
precursoras causa mutacdes que podem desencadear transformacdes neoplésicas na
medula Ossea (Hartmann, 2012a; Meichner et al., 2012). A reducdo da
vigilanciaimunolodgica causada pela imunossupressdo consequente da acdo viral
também aumenta as chances do animal infectado desenvolver neopalasias (Ogilvie, et
al., 1988).

A leucemia, a proliferagdo maligna de células da medula dssea, é classificada de acordo
com a linhagem celular mieloide ou linfoide envolvida. Deve ser ainda sub-classificada
como aguda, quando envolve alguma linhagem de células precursoras, e cronica,
quando envolve algum tipo de células maduras (Dobson et al., 2006; Arber et al, 2016)
O risco de desenvolver linfoma e leucemias € 62 vezes maior em animais infectados
devido a inser¢do do DNA préviral no material genético, usualmente proximo a proto-
oncogenes, aumentando sua transcricdo o que favorece a transformacgdo neoplésica
(Shelton et al., 1990; Reche Junior et al., 1997; Reinacher, 1989; Hartmann 2012a).

Nas leucemias agudas a medula Ossea esta repleta de blastos com consequente
supressdao da producdo celular, sendo associada a reduzida expectativa de vida
(Hisasue et al, 2001). O tipo de leucemia mais comum em animais portadores do virus
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da leucemia felina na forma progressiva é a leucemia linféide aguda que acomete
linfoblastos e pro-linfécitos (Essex, 1982). Gatos que apresentam leucemia
linfoblastica (aguda) de células T sdo geralmente jovens com infecgdo progressiva pelo
FeLV (Levy et al., 2006; Lutz et al, 2009).

Em um estudo realizado por Almeida et al. (2021); 26,6% (34/128) dos animais
infectados pelo FeLV apresentaram neoplasia, sendo 27 linfomas e quatro leucemias
linféides agudas. Trés animais FeLV positivos desenvolveram ainda carcinoma
tubularmamario, mastocitoma esplénico e tumor retrobulbar nédo especificado. A taxa
de leucemia nos animais com FeLV progressivo, detectado pelo teste SNAP, variou de
3,0 a 6,9% em estudos realizados em Santa Catarina (Biezus et al., 2019; Almeida et
al., 2020).

A leucemia pode ter origem primaria na medula éssea, mas pode ser secundaria ao
linfoma (estagio V ou fase leucémica). Ambas sdo as formas mais comuns de
neoplasias associadas ao FeLV, e geralmente as leucemias decorrentes de linfomas se
diferenciam por uma distribuicdo tecidual predominante e envolvimento tardio do

sangue periférico (Stockham e Scoot, 2008)

O diagnéstico de leucemia aguda se baseia na identificacdo de mais de 30% de blastos
na medula éssea ou sangue periférico, entretanto, esse valor foi recentemente reduzido
em caes e seres humanos para 20%, ndo havendo um consenso para os gatos (Arber et
al., 2016). A citometria de fluxo também deve ser realizada para diferenciacéo do tipo
celular envolvido, sendo o padréo ouro de confirmacéo do diagnostico (Dobson et al.,
2006). A trombocitopenia e a anemia geralmente ocorrem associadas as leucemias
devido ao acometimento da medula Ossea que se apresenta repleta de células

neoplasicas, ndo produzindo as outras células normalmente (Tomiyasu et al, 2018).

As mielodisplasias sdo distdrbios que se originam nas células-tronco e alteram o
processo natural de divisdo e maturacdo celular, atingindo um grupo heterogéneo de
células (Lorand-Metze, 2006). Nas SMD ocorre uma producéo insuficiente das células
do sangue pela medula devido a diversas alteracbes no ambiente medular (Lorand-
Metze, 2009; Mattos et al., 2016).
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A SMD caracteriza-se por citopenias no sangue periférico e alteracdes displasicas em
linhagens especificas na medula 6ssea (com celularidade normal ou aumentada),
correspondendo a um pré-estagio de leucemia mieloide aguda (Hartmann, 2012a).
Podem ser classificadas, de acordo com o componente predominante, em SMD
eritréide, com M:E<1 (>50% de células precursoras eritrdides na medula éssea) e até
30% de blastos, e SMD mieldide com M:E >1 (<50% de células precursoras eritroides
na medula 6ssea) associada a contagem restrita de blastos (<5%) ou excesso de blastos
(5-29%) (Harvey, 1984). Apesar da tendéncia em se considerar o diagndstico de
leucemias agudas na presenca de mais de 20% de blastos (Arber et al., 2016), ndo
existem diretrizes estabelecidas em gatos.

Animais infectados pelo FeLV podem desenvolver alteracfes mieloproliferativas
como leucemias e SMD, mas também mieloftise e mielofibrose de forma isolada ou
associada (Gleich e Hartmann, 2009; Costa et al., 2017). Gatos com mielodisplasia
quase sempre séo infectados pelo FeLV, geralmente jovens ou de meia-idade (Gleich
e Hartamnn, 2009; Hartmann, 2012a).

Em um estudo realizado no Japéo, dos 16 animais que apresentavam mielodisplasias,
15 (93,8%) apresentaram resultado positivo no teste imunocromatografico para FeLV
(Hisasue et al., 2001). Os sinais clinicos incluem letargia, anorexia e perda de peso, a
sobrevida desses animais € curta, podendo morrer ap6s semanas do diagnostico
(Thrall, 2007). A progressao dos felinos que apresentam aSMD para leucemia pode
ocorrer apds semanas a meses do inicio das citopenias persistentes (Ogilvie e Moore,
2001).

A mielodisplasia surge concomitantemente com anemia ndo regenerativa, que € a
alteracdo mais comum (Hisasue et al., 2001; Tomek et al., 2006), alteragcbes no
processo de maturacao celular, podendo ocorrer mielofibrose em 56% dos casos (Blue,
1998; Ogilvie e Moore, 2001), reducdo de granuldcitos e trombocitopenia (Lutz et al.,
2009; Carmichael et al., 2002).

As alteracbes medulares causadas pelo FeLV como mielodisplasias e leucemia
mieldide aguda, podem causar desgranulopoieses, uma alteracdo na producdo e

maturacdo de granuldcitos. Hiperplasia neutrofilica ineficaz ocorre em desordens
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mieloproliferativas e leucemias mieldides agudas, muito comum em gatos
neutropénicos com FeLV ou FIV (Shimoda et al.,, 2000a; Tasca et al., 2009).
Neutropenia persistente grave com hiperplasia granulocitica e alteracfes displasicas
pode ser caracterizado como mielodisplasia e pode ocorrer em animais infectados pelo
FeLV (Weiss e Wardrop, 2010).

2.3.4 Anemia

A principal consequéncia da mielossupressdo em gatos acometidos com FelLV € a
anemia (Hartmann, 2012a).A infeccdo por FeLV é a causa mais comum de anemia em
gatos, sendo a maioria arregenerativas e associadas ao tropismo do virus pelas células
progenitoras eritroides causando hipoplasia eritroide (ou aplasia medular), ou
destruicdio medular associada a mielofibrose e mielofitise (que ocorrem
concomitantemente as mielodisplasias e leucemias), podendo ocorrer ainda pela
indisponibilizacdo do ferro para eritropoiese caracterizando uma anemia da doenga
inflamatoria (Linenberger e Abkowitz, 1995; Shimoda et al., 2000; Hisasue et al.,
2001). Foi excluido como causa da anemia a deficiéncia de eritropoietina em animais
infectados (Kociba et al., 1983). O envolvimento da medula 6ssea em neoplasias
linféides com mieloftise e mielofibrose, desordens mielodisplasicas e deficiéncias
nutricionais fazem um importante papel nodesenvolvimento de anemia ndo-
regenerativa ou trombocitopenia em gatos com FeLVprogressor (Shimoda et al., 2000;
Hisasue et al., 2001).

O mielograma de felinos infectados com FeLVVC demonstrou a diminuicdo intensa de
precursores das células eritréides com impedimento de diferenciacdo dessas celulas
nesses animais com linhagens mieloides e megacariociticas normais e aumento da
relacdo mieloide:eritroide, levando anemia intensa e podendo apresentar macrocitose
(anemia macrocitica) e diminuicdo de reticuldcitos (Kociba, 1986; Quigley et al.,
2000).

Displasias eritroides (deseritropoiese) como macrocitose ou megalocitose, com
presenca de células megaloblasticas podem ser encontrados em animais infectados
pelo FeLV (Grindem et al, 2014) A presenca de macrocitose em sangue periférico na

auséncia de reticulocitose foi observada em animais anémicos infectados pelo FeLV,
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sendo uma das alteragcbes mais comuns, caracterizando-se como SMD e revela o
aspecto da eritropoiese ineficiente provocada pela agdo do virus na medula (Duda et
al., 2020).

As anemias regenerativas podem ocorrer em até 10% dos casos de FeLV devido a
hemdlise (anemia hemolitica imunomediada), que pode resultar também em
acometimento da linhagemmegacariocitica, com risco de hemorragia (Shelton e
Linenberger, 1995). Os animais infectados pelo FeLV estdo predispostos a infeccéo
clinica por Mycoplasma haemofelis, e ambos o0s agentes aumentam o risco de anemia
hemolitica imunomediada aguda (Weiss e Wardrop, 2010). A anemia hemolitica
imunomediada pode ser observada em gatos com FeLV, sendo regenerativa em casos

de infeccdo pelos subtipos A e B.

Em um estudo realizado por Costa et al. (2017) 31,0% dos 153 felinos com
antigenemia persistente para FeLV apresentaram anemia, sendo 56% regenerativas
considerando a contagem de reticuldcitos agregados, resultado muito similar ao
encontrado por Gleich e Hartamann (2009) que observaram anemia em 42% dos

animais persistentemente virémicos.

O FeLV dos subtipos A e C infectam as trés linhagens celulares na medula éssea, mas
apenas o subtipo C destroi os precursores eritroides. A aplasia da linhagem de células
vermelhas na medula éssea pode ocorrer com a infecgdo pelo subtipo C do FelLV,
tendocomo causa mais provavel a inibicao dos eritrocitos progenitores e ndo por outras
causas como situacdes de destruicdo imunomediada, que ocorrem menos comumente
(Weiss e Wardrop, 2010). A associagédo entre o FeLV A e C aumentam as chances dos
animais apresentarem anemia (Jarret et al., 1984). Um relato de caso publicado nos
Estados Unidos demonstrou aplasia de células precursoras eritroides e mielofibrose em
grau moderado, através de avaliacdo histopatologica em um felino infectdo por FeLV,
nenhuma célula precursora foi encontrada e o animal apresentava anemia intensa
(Southard et al., 2016).

Dentre as diferentes cepas do virus da FeLV, a Kawakami-Theilen com os subtipos A,
B e C causam anemia intensa com hipoplasia eritréide apenas em gatos recém-nascidos

(Rojko e Olsen, 1984), mas em outro estudo que utilizou outra cepa a hipoplasia
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eritréide foi observada associada com anemia arregenerativa na presenca dos subtipos
A e C em filhotes e animais adultos (Jarret et al., 1984).

2.3.5 Alteracgdes em plaquetas

O virus da leucemia felina pode ter acdo direta na diminuicdo da contagem de
megacariocitos na medula 6ssea e plaquetas por serem alvos para a replicacéo viral.
Também pode ocorrer trombocitopenia imunomediada associada a anemia em animais

geralmente assintomaticos (Brown e Rogers, 2001).

A supressdo da medula 6ssea induzida pelo FeLV e a infiltracdo de células neoplasicas
nos casos de leucemia podem diminuir a quantidade de megacariocitos com

consequente trombocitopenia (Hartmann, 2012).

Podem ocorrer disfuncBes plaquetarias em consequéncia da infeccdo devido a
reproducdo do FeLV nessas estruturas, produzindo plaquetas afuncionais ou gigantes
(Shelton e Linenberger, 1995).

2.3.6 Alteragdes em leucocitos

A replicacdo viral em células precursoras mieldides pode desencadear diversas
alteracdes, dentre elas neutropenia € a principal, mas também podem ocorrer alteracdes
na maturacdo das células com aprisionamento de meta-mieldcitos e miel6citos em
algumas fases. Foi considerada causa imunomediada por resposta ao tratamento em

casos de neutropenia em gatos infectados pelo FeLV (Hartmann, 2012a).

A leucopenia pode ser encontrada em 50% dos animais que apresentam doengas
relacionadas ao FeLV, sendo neutropenia sem altera¢cGes na medula Ossea, a forma
mais comum (Weiis e Wardrop, 2010). Um ciclo de hipoplasia seguida de hiperplasia
neutrofilica pode ser encontrado em gatos infectados (Swenson et al., 1987). A
neutropenia associada a linfopenia predispde infec¢cdes secundarias aumentando o

risco de comorbidades associadas ao FeLV (Duda et al., 2020).

A linfopenia é comumente associada a animais infectados pelo FeLV com deplecéo
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produtores de linfocitos, principalmente linfécitos-T (Quakenbush et al, 1990). Essa
linfopenia independe da carga viral presente no animal (Duda et al., 2020).

3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

Gatos com o FeLV apresentam alteracBes clinicas, hematoldgicas, bioquimicas e
imunofenotipicas varidveis de acordo com o status da infeccdo (regressiva ou

progressiva).

3.2 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar as alteracdes clinicas e laboratoriais em

gatos conforme o status de infeccdo pelo FeLV, determinado pelo teste antigénico e PCR.

3.3 Objetivos especificos
e Avaliar as alterac@es clinicas, hematologicas, bioguimicas, de medula déssea e
linfonodos em gatos infectados pelo FeLV.
e Correlacionar as alterac@es laboratoriais com as alteracdes clinicas apresentadas
pelos pacientes examinados.
e Comparar as alteragc6es laboratoriais com o status de infeccéo pelo FeLV.
e Avaliar imunofenotipagem de sangue e linfonodo de gatos que apresentam

diferentes formas da infeccéo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo dos animais

Participaram desse estudo49gatos de racas e idades variadas, sem sintomas clinicos
relacionados ao FeLV, incluidos no programa de esterilizacdo cirdrgica da Organizagao

Ndo Governamental Bichos Gerais, localizada em Belo Horizonte, MG.
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) com
protocolo n° 122/2020 (Anexo 1). Para participacdo no estudo os responsaveis pelos
animais assinaram um “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Anexo 2)

atestando ciéncia dos termos do estudo e autorizando a participacao.

Todos os procedimentos, incluindo exame clinico, coleta de amostras bioldgicas e

esterilizacdo cirargica foram realizados no mesmo dia.
4.2 Exame clinico

Todos os gatos foram submetidos a um exame clinico completo, envolvendo identificacdo
do paciente (raca, idade, sexo, status reprodutivo), anamnese e historico detalhados.
Foram registradas as informac6es referentes a infestacao por pulgas e carrapatos, e ainda
a existéncia de qualquer queixa relacionada a satide e comportamento do animal, doencas

e tratamentos anteriores, bem como qualidade das fezes e urina.
O exame fisico foi conduzido conforme a seguinte sequéncia semioldgica:

e Inspecdo a distancia: avaliacdo da condicdo fisica, condicdo corporal, alteracfes
anatbmicas, postura, nivel de consciéncia (alerta, depressivo, obinubilado,
comatoso) e comportamento (ddcil, agressivo, medroso).

e Auvaliacdo dos pardmetros gerais: temperatura corporal, tempo de preenchimento
capilar, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria.

e Avaliacdo das mucosas e linfonodos.

e Palpacao abdominal.

e Auscultacdo toracica e cardiaca.

4.3 Sedacdao e anestesia

Apos exame fisico realizou-se a sedacdo dos animais com a administragdo, pela via
intramuscular, de xilazina 2% (0,25 mg/kg), cetamina 10% (8 mg/kg) e midazolan 0,5%
5mg/ml (0,25mg/kg). Apds 10 minutos realizou-se a tricotomia dos machos na regiéo
escrotal e das fémeas, na regido paracostal direita. Realizou-se 0 esvaziamento da bexiga

por expressdo manual e a colocacdo do acesso venoso na veia cefalica. A inducgdo
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anestésica foi realizada, pela via intravenosa, utilizando propofol 1% (3mg/kg) e fentanil
50 mcg/mL (1 mcg/kg). As fémeas foram submetidas a intubacdo orotraqueal para
fornecimento de oxigénio no transcirdrgico. Realizou-se a antissepsia com iodopovidona
1% e alcool 70% para a realizacdo da ovariohisterectomia via paracostal, utilizando lacre,
ou orquiectomia escrotal, pela técnica fechada com ligadura utilizando o proprio pediculo

testicular.
4.4 Coleta

Ap6bs a cirurgia, aproximadamente 3,0ml de sangue, foram obtidos a partir de puncédo da
veia jugular ou cefalica, e armazenados, sob refrigeracdo, por no méximol12 horas, em
microtubos estéreis contendo EDTA e tubos estéreis contendo ativador de coagulagéo.
Apdbs as analises hematoldgicas e bioquimicas as amostras de sangue total foram

congeladas para realizacdo do diagndstico molecular.

A puncdo de medula Ossea,foi realizada no Umero, apés antissepsia com
clorexidinedegermante 2% e alcool 70%, utilizando agulha 40x12cm e cateter 20, como
mandril, e seringa de 10mL, contendo EDTA, para aspiracdo. O material obtido foi
depositado em placa de petri para coleta das espiculas com tubo capilar e colocadas em
lamina de vidro, para a realizacdo do “squash”. Apds a secagem do material, foi utilizada

a coloracdo de Romanowski(Panético!) com posterior avaliagdo em microscopia Optica.

Linfonodo popliteo foi puncionado com agulha fina. O material obtido foi depositado em
l&mina de vidro, para a realizacdo do “squash”. Apds a secagem do material, foi utilizada

a coloracdo de Romanowski (pandtico) com posterior avaliagdo em microscopia optica.
4.5 Processamento das amostras
4.5.1 Diagnostico do status da infeccéo pelo FeLV

O teste SNAP FIV/FeLV Combo (Idexx)? foi utilizado para o diagnostico da viremia pelo

FeLV (antigeno p27) e detecgdo de anticorpos relacionados ao FIV, a partir de amostras

!Pandtico Rapido LB®, Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil.
2 SNAP FIV/FeLV Combo, Idexx, Westbrook, Maine USA
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de soro, obtidas ap6s centrifugacao do sangue total. Gatos reagentes no teste rapido foram

automaticamente considerados como animais infectados, na forma progressiva.

A técnica da PCR foiaplicada para o diagnostico molecular do FeLV, nas amostras de
sangue e medula dssea de todos os animais, independente do resultado no teste rapido.
Foram considerados animais infectados, na forma regressiva, aqueles que apresentarem
resultado negativo no teste rapido, mas positivo na PCR. Animais ndo infectados ou
abortivos foram aqueles negativos para o FeLV, nos dois métodos diagnosticos utilizados
(Hartmann, 2012).

O DNA das amostras de sangue e medula 6ssea congeladas foi extraido através do
reagente para purificacdo de DNA (Genelute Kit para Preparacdo de DNA Genomico de
Mamiferos) conforme maual do fabricante. Como controle da extracdo de DNA, foi
realizado o PCR do fragmento de gene GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase), presente em todos os mamiferos. Os primers utilizados foram 5°-
GGTGATGCTGGTGCTGAGTA-3’ (forward) e 3’-CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT-
5’ (reverse). O volume final de cada reagdo consistiu em 25ul, sendo 5 uL de 5xGreen
GoTagFlexi Buffer (PROMEGA, USA), 1,5u1 de MgCI2, 1,0uL de cada
primer(10pmol/uL, Invitrogen, USA), o,5uLde dNTP (10mM, PROMEGA, USA), 0,2
pL de GoTAQPlimerase (500U, PROMEGA, USA) e 13,8 uL de 4gua ultrapura, livre de
RNAse e DNAse. A essa mistura adicionou-se 2,0ul. do DNA. O produto final foi
submetido ao ciclo de replicagdo com desnaturacdo a 95°C, durante 3 minutos, seguida
de 35 ciclos contendo 30 segundos a 95°C (desnaturacdo), 30 segundos a 54°C
(anelamento) e, por 40 segundos a 72°C (extensdo) em cada ciclo. Para a amplificacéo
final o ciclo é complementado por sete minutos a 72°C. Apds a replicacdo o produto é
aplicado ao gel de agarose 1,5% com brometo de etideo e visualizado na luz ultravioleta.
O tamanho do produto amplificado é de 709 pb, sendo que todos 0s animais e amostras

necessariamente demonstram resultados positivos para a realizagdo do PCR para FeLV.

O diagndstico molecular para identificacdo do FeLV foi realizado atraves da nestedPCR
padronizado porBande e colaboradores (2014). As duas reagdes sd&o compostas dos
mesmos volumes de reagente sendo 5,1uL. de 5xGreen GoTaqFlexi Buffer (Promega,

USA), 1,5uL de MgCI2, 1,5uL de cada primer (10pmol/uL, Invitrogen, USA), 0,5uL de
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dNTP (10mM, PROMEGA, USA), 0,25uL. de GoTaq Polimerase (500U, PROMEGA,
USA) e 9,65uL de agua ultrapuralivre de RNAse e DNase. A esse produto adiciona-se
2ul de DNA para a primeira reagdo e do material amplificado na segunda reacdo. Os

primers utilizados em conjunto amplificam parte do gene gag com o segmento FeL V-

U3LTR e sao 5’-ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC-3’ e
5’GACCAGTGATCAAGGGTGAG-3> e para a segunda reacdo  5°-
GCTCCCCAGTTGACCAGAGT-3) e reverse (5°-

GCTTCGGTACCAAACCGAAA-3’. A mistura contendo os iniciadores para FeLV foi
submetida ao seguinte ciclo no termociclador: 94°C por doisminutos (desnaturagéo
inicial), 35 ciclos de 94°C por 45 segundos (desnaturagéo), 60°C por 30 segundos
(anelamento) e 72°C por um minuto (extensdo), e, finalmente, 72°C por dez minutos

(amplificacdo).

A eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando 10uL de cada solugdo apds segunda
amplificacdo, resulta na identificacdo de produto de 601pb para o FeLV. Controles

positivos e negativos foram utilizados em todas as reacdes realizadas.
4.5.2 Hemograma

O hemograma foi realizado, a partir do sangue armazenado em tubos contendo EDTA,
em analisador hematoldgico veterinario. Oaparelho nos fornece diversos valores como o
total de leucdcitos, volume globular, concentracdo de hemécias por ul de sangue,
hemoglobina, VCM, CHCM, HCM, RDW e concentracdo de plaquetas. Foi realizado
também o volume globular para comparacdo através do método utilizando o micro-
hematocrito com o sangue do animal colocado em uma centrifuga por 5 minutos a 10000
rpm. A contagem total de leucocitos e plaquetas foi conferida em Iamina, durante a
realizacdo da contagem diferencial de leucdcitos e andlise morfologica das células,
realizada em microscopia Optica, em aumentos de 200 e 1000x, utilizando esfregacos

sanguineos corados em pandtico.
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4.5.3 Perfil bioquimico

O perfil bioquimico foi realizado, a partir do sangue armazenado em tubos contendo
ativador de coagulagio, em analisador bioquimico Cobas Mira®. As analises bioquimicas
incluiram proteinas totais, albumina, globulinas, alanina aminotransferase (ALT),

aspartatoaminotrasnferase (AST), fosfatase alcalina (FA), uréia, creatininae amilase.
4.5.4 Avaliacao citoldgica da medula 6ssea (mielograma)

As laminas de medula 6ssea foram submetidas a secagem ao ar e posteriormente coradas
com pandtico para avaliagdo em microscopia éptica, em aumentos de 200 e 1000x.0
exame citoldgico (mielograma) iniciou-se com a identificacdo macroscépica de espiculas
ou particulas na lamina, que em quantidade inadequada indicam hipocelularidade, coleta
malsucedida ou dificuldade na realizacdo da lamina. Amostras adequadas foramavaliadas
quanto a celularidade (relacdo células/gordura), concentracdo de megacariocitos e
reservas de ferro. A contagem diferencial dos tipos celulares foi realizada em 500 células
eincluiu a avaliacdo detalhada da morfologia celular e presenca de microrganismos. Em

seguida foi calculada a relacdo mieldide:eritrdide.
4.5.5 Avaliacao citoldgica dos linfonodos

As laminas de linfonodo foram submetidas a secagem ao ar e posteriormente coradas com
panético para avaliagdo em microscopia éptica em aumentos de 200 e 1000x. A
interpretacdocitolégica baseou na proporcdo e nas caracteristicas morfoldgicas dos
diferentes tipos celulares em relagdo aos padrOes de normalidade estabelecidos para a

espécie felina.
4.5.6 Avaliacao do perfil fenotipico do linfonodo e sangue

Para o processamento de imunofenotipagem dos linfonodos, os mesmos foram coletados
e armazenados por até 12 horas no proprio “canhdo” da agulha utilizada e foram
transferidos com o auxilio de 200uL de PBS para um tubo eppendorf. Essa amostra, por

se tratar de um tecido coletado foi filtrada em um “CellStream” para retirar qualquer

3 Analisador Bioguimico Cobas Mira, Roche, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
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tecido integro ou componente que pudesse prejudicar a analise. O material filtrado foi

utilizado no processamento para imunofenotipagem.

Os anticorpos utilizados foram testados para utilizacdo em felinos e, de acordo com
resultados satisfatorios os mesmos foram determinados para uso no experimento. Para
incubagdo dos anticorpos detalhados no quadro 2 foi adicionado 50 puLram a 50uL da
solucdo contendo material de linfonodo ou 50uL de sangue, em um tubo de poliestireno
5mL (BD Falcon Round-Botton Tube Polystyrene). O tubo que apresentava as marcacoes
CD3/4/8 passou por um processo de permeabilizacéo celular no qual foi adicionado 3 mL
de PBS-P (solugéo de saponina), com incubacdo por 10 minutos, seguido de centrifugagéo
por 7 minutos 1800rpm e 18°C para recuperacdo do sobrenadante, permitindo que a
amostra fosse processada da mesma forma que os outros tubos. Por serem flourocromos
diferentes foi possivel realizar as marcacdes em trés tubos agrupando da seguinte forma:
CD3, CD4 e CD8; CD14 e CD21. Sempre que possivel era adicionada amostra em um
tubo de célula sem marcacdo de anticorpos como forma de controle negativo para as
reacOes. A solucdo de amostra com anticorpo foi homogeneizada em vortex e incubada a

temperatura ambiente, protegida da luz por 30 minutos.

Quadro 2: Anticorpos utilizados e a respectiva célula marcada na reacao.

Anticorpo Célula Marcada
Mouse anti-Cat CD8 Alpha/Beta Clone vpg9 (PE) Células T citotdxicas
RAT ANTI-HUMAN CD3 Clone CD3-12 (APC) Células T
Mouse anti-Cat CD4: FITC Clone vpg 34 (FITC) Células T auxiliares
Mouse anti-Human CD14 Clone TUK4 (APC) Mondcitos
Mouse anti-Canine CD21 Clone ca2.1d6 (PE) Células B

Apobs a incubacdo, 2 mL de solucdo de lise Billingdog (Facslysesolution — Becton
Dickinson, San Jose, EUA) foram adicionados seguidos de homogeinizacéo e incubacao
por 10 minutos, sempre ao abrigo da luz. Foi adicionado 1 mL de PBS-Wash (pH 7,2,
0,015 M de PBS 1X, 0,5% albumina sérica bovina — BSA e 0,1 % de azida sddica) para
interromper a reacao de lise e a solucdo era centrifugada (600 G por 7 minutos a 18°C).
Apbs a centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e a solugédo foi ressuspendida com 2
mL de PBS-Wash, realizou outra centrifugacéo e descarte do sobrenadante seguido de

ressuspenssdo do pellet com 200uL de solugdo fixadora MacsFacsFix (10,0 g/L
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paraformaldeido, 10,2 g/L cacodilato de sddio e 6,65 g/L cloreto de s6dio) para se realizar
a leitura no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, EUA).

Para aquisicdo dos dados em graficos foram obtidos 30000 eventos por amostras e a
imunofenotipagem celular foi analisada, utilizando o software FlowJo 10.4 (Tree Star,
Ashland, OR, EUA)

4.5.7 Delineamento experimental e anélise estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizadoem que cada animal representou

uma unidade experimental ou repeticao.

A prevaléncia do FeLV, nos dois métodos diagndsticos e, as alteracdes clinicas e de
patologia clinica foram descritas em planilha de Excel. Realizou-se a descricdo com
mediana, média e desvio-padrdo para cada analito conforme o resultado para FeLV nos
dois métodos diagnosticos, sendo FeLV negativo, FeLV regressor (positivo apenas no

PCR) e FeLVprogressor (positivo no PCR e teste antigénico)

Para a estatistica inferencial o teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar a
normalidade das variaveis paramétricas. O teste de Spearmann foi utilizado para avaliar
a correlacdo entre o status FeLV (negativo ou positivo) e os parametros analisados. Os
gatos foram divididos em apenas dois grupos, sendo ndo-infectado/atipico/abortivo
(FeLV ndo detectado - negativo), e progressor/regressor (FeLV detectado pelo teste
antigénico e/ou PCR - positivo) para comparacdo da média (dados paramétricos com
distribuicdo normal) ou mediana (dados ndo paramétricos ou com distribuicdo nédo
normal) pelo teste t de student e Mann-Whitney, respectivamente. O nimero de animais,
em cada grupo, foi baseado no estudo de Jain (1993), com estabelecimento dos

parametros de referéncia na medula 0ssea de gatos (n = 7).

Para maiores analises, grupo de animais positivos foi estratificado em progressores e
regressores, sendo o teste t de student substituido pela ANOVA ad-hoc Dunns e o de

Mann-Whitney por Kruskal-Wallis ad-hocDunns.
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5. RESULTADOS

Dos 49 gatos incluidos neste estudo, o FeLV ndo foi encontrado em 39 espécimes
(79,6%), caracterizados como ndo-infectado/atipico/abortivo (negativo). Nos demais
animais, seis (12,2%) foram diagnosticados como positivos para FeLV do subtipo
progressor, a partir da identificacdo do antigeno viral em amostras de soroe do DNA
proviralemamostras de medula dssea, sendo que apenas emum o DNA proviral
foidetectado apenas no sangue. Os quatro animais restantes (8,2%) foram diagnosticados
como positivos para FeLV do subtipo regressor, a partir da presenca do DNA proviral em
sangue e medula 6ssea de dois deles, apenas no sangue em um e apenas na medula 6ssea

no outro animal regressor.

Dessa forma, a prevaléncia de FeLV na populacdo foi de 20,4% (10/49), sendo 40,0%

(4/10) na forma regressiva e 60,0% (6/10) na forma progressiva.

Dos 49 gatos, todos foram considerados misturas de ragas. Em 27 animais foi estimada a
idade, que variou de quatro a 24 meses (8,6+5,9 meses). Em relacéo ao género, foram 14
machos e 35 fémeas, todos inteiros, a serem submetidos a esterilizacdo cirdrgica
(orquiectomia escrotal fechada e ovariohisterectomia por acesso paracostal,
respectivamente). Ndo houve diferenca na idade e proporcdo de machos e fémeas de
acordo com o status FeLV. A mediana do escore corporal foi 4 e ndo diferiu entre os
grupos. Em relagdo ao exame fisico todos os gatos apresentaram a temperatura corporal,
frequéncia cardiaca e respiratdria dentro do intervalo de referéncia e ndo houve diferenca
entre 0s grupos. Apenas um gato, do grupo FeLV-negativo, apresentou alteracdo na
coloracdo da mucosa, que estava discretamente hipercorada. Linfadenomegalia periférica
(variando de discreta a moderada) foi identificada em 30,6% (15/49) dos gatos e
ectoparasitas da espécie Ctenocephalidesfelis foram identificados em 16,3% (8/49) dos

animais.

Os resultados da bioguimica sérica, hemograma e imunofenotipagem que
apresentaramsignificancia estatistica entre 0s grupos negativos e positivos (considerando
animais regressores e progressores somados) estdo expostos na tabela 1 e discutidos ao

longo de cada item no texto.
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5.1 Perfil bioquimico

Nas anélises bioquimicas ocorreu maior concentracdo média de proteina total (p =
0,0105) nos animais positivos para a infeccdo por FeLV (regressores e progressores)

quando comparados ao grupo negativo (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise estatistica significativa comparando gatos dos grupos negativo e positivo
(regressores somados aos progressores) em relacdo a infeccéo por FeLV.

FeLV- FeLV+ Spearmann tde Mann-
— - — - Student Whitney
Média | Mediana | D.P.* | Média | Mediana | D.P. p rs (P)** (P)**
Creatinina(mg/dL) 0,9 0,8 (a) 0,4 0,6 0,5 (b) 0,3 | 0,025 | 0,322 - 0,0259
ProteinasTotais 6,7 (a) 6,7 0,6 7,2 (b) 73 06 | 0,016 | 0,344 0,0105 -
(g/dL)
VCM(fL) 41,0 42,1 (a) 5,2 46,5 47,7 (b) 4,8 | 0,004 | 0,404 - 0,0046
CHCM(g/dL) 36,0 35,6 2,9 333 318 3,7 | 0,009 | 0372 0,0192
@ (b)
CD14* (sangue) 0,7 0,6 (a) 0,7 1,9 1,5 (b) 15 | 0,017 | 0,474 - 0,0204

*DP: Desvio padrao
**Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenga com p <0,05.

A mediana, média e desvio padrao dos resultados dos testes de bioquimica sérica dos trés

grupos estudados estdo expostos na tabela 2.

Valores acima da referéncia para ALT foram observados em 12% dos gatos negativos
(5/39) e 33,3% dos infectados de forma progressiva (2/6), nenhum animal infectado de
forma regressiva apresentou aumento na atividade desta enzima. A média nos animais
negativos foi de 83,2 U/L. A média observada nos animais positivos para FeLVesteve
dentro do intervalo de referéncia para espéciee com baixo desvio padrdo. Entretanto, os
dados ndo apresentaram distribuicdo normal e para efeito de comparagéoutilizou-sea
mediana, sendo 54,4 U/L para o grupo FeLV-negativo, 43,6 U/L no grupo regressor e
66,9 U/L no grupo progressor (Kruskal-Wallisad-hoc Dunns, p = 0,1729).

Nos animais positivos paraFeLV, 30% (3/10) apresentaram valores abaixoda referéncia
para a especiee 0 mesmo percentual para valores acima da referéncia, sendo que no grupo
FeLV-negativo, houve valores acima e abaixo da referéncia em 15,4% (6/39) e 17,9%

(7/39), respectivamente.
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Em 30% dos gatos FeLV-positivos (regressores e progressores) foram observadosvalores
discretamente acima da referéncia para uréia, com media de 55,42 mg/dL nos animais
progressivos e 57,45 mg/dLnos regressivos e 49,68 mg/dL nos gatos FeLV-negativos
(ANOVA ad-hocTukey, p = 0,1699). Nos gatosnegativos paraFeLV, 17,9% (7/39)
apresentaram aumento desse analito e 12% (5/39) diminuig&o em relagdoaos valores de
referéncia. Nenhum animal apresentou valores acima da referéncia de

formaexpressivapara esseanalito.

Os gatos FeLV-positivos apresentaram menor média para os valores de creatinina (0,64
mg/dL; sendo 0,58 no grupo regressor e 0,69 mg/dL no grupo progressor) que 0s animais
negativos (0,87 mg/dL) (Mann-Whitney, p = 0,0259) mas ndo houve diferenga quando os
gatos regressores foram separados dos progressores (ANOVA ad-hocTukey, p=0,1676).
A creatinina estava diminuida em 46,1% (18/39) dos animais pertencentes ao grupo
negativo para FeLV, enquanto 66,6% (4/6) dos animais progressores e 75% (3/4) dos

animais regressores apresentaram a mesma alteragdo nesse analito.
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Tabela 2: Média, mediana e desvio padrao dos resultados do perfil bioquimico de gatos negativos,
regressores e progressores para FeL V.

FelL V- FeLV Regressor FeLVProgressor
(n=39) (n=4) (n=6)
Variavel Valor de Estatistica**
Mediana Média | Mediana Meédia Mediana Meédia referénci
+ + + a*
D.P D.P D.P
Proteinas 6,7 74 71 ANOVA + Tukey (p =
Totais 6,7 +0,56 7,7 +0,79 71 +0,39 5,4-7,8 0,1699)
(g/dL)
Albumina 32 33 33 ANOVA + Tukey (p =
32 +0,32 3,3 +0,19 33 +0,29 2,1-3,3 0,5077)
(g/dL)
Globulinas 35 41 3,8 Kruskal-Wallis +
(g/dL) 35 +0,54 4.4 +0,97 39 +0,42 2,6-5,1 Dunns (p = 0,1234)
Relagéo 0,92 0,87 0,88 ANOVA + Tukey (p =
albumina / 0,91 +0,17 0,75 +0,31 0,84 +0,17 0,8033)
globulina
Glicose 1454 140,7 168,3 Kruskal-Wallis +
(/dL) 1159 +73,9 131,0 +534 169,2 +41.4 73-134 Dunns (p = 0,4498)
83,2 48,7 75,2 Kruskal-Wallis +
ALT (UI) 54,4 +147,3 43,6 +20,6 66,9 +26,6 6-83 Dunns (p = 0,1729)
37,8 31,6 37,0 Kruskal-Wallis +
AST (UI) 30,5 +27,2 29,5 +9,9 37,9 +24,7 23-43 Dunns (p = 0,8944)
Fosfatase 83,4 40,7 95,7 ANOVA + Tukey (p =
Alcalina 80,51 +58,5 40,7 +29,7 93,5 +63,4 25-93 0,6042)
(un
276,2 264,0 411,0 ANOVA + Tukey (p =
LDH (Ul) 240,4 +1275 235,3 +153,2 333,8 +166,6 63-273 0,1140)
Amilase 1561,8 1466,9 1585,8 Kruskal-Wallis +
uly 1234,6 +706,8 1291,3 +766,7 1446,4 +421,9 500-1800 Dunns (p = 0,5776)
Uréia(mg/d 497 57,5 55,4 ANOVA + Tukey (p =
L) g 48,37 +10,1 56,6 +9,74 55,2 +6,4 40-60 0,4341)
Creatinina 0,9 0,58 0,68 ANOVA + Tukey (p =
(mg/dL) 0,82 10,34 0,52 +0,15 0,57 +0,33 0,8-1,8 0,1676)

ALT — alanina transaminase, AST — aspartato transaminase, LDH — lactato desidrogenase.

*Valores de referéncia utilizados no laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG.
**Né&o foi observada diferenga significativa entre os grupos (p >0,05) em todas as variaveis.

D.P = Desvio-padrédo

5.2 Hemograma

Os resultados de mediana, média e desvio-padréo das variaveis do eritrograma dos grupos
estdo expostos na tabela 3. Nos indices eritrocitarios (contagem de hemacias,
concentracdo de hemoglobina e hematocrito), ndo foi observada diferenga significativa
entre 0s grupos, sendo que apenas 2,0% (3/49) dosgatos, todos do grupos FeLV negativo,
apresentaram anemia discreta, normocitica normocrémica,todos sem aumento na
contagem de reticulécitos agregados em nenhum dos pacientes avaliados.Nos

indiceseritrocitarios (VCM, CHCM e RDW), apesar de ndo ter sido verificada diferenca
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entre os trés grupos, animais considerados positivos para FeLV (infecgéo regressiva e
progressiva) apresentarammédia menor e mediana maior do que os gatos FeLV-
negativos, para CHCM (33,29 vs. 35,96; “t” de student, p = 0,00192) e VCM(35,60 vs.
31,81; Mann-Whitney, p = 0,0046), respectivamente.

Tabela 3: Valores de mediana, média e desvio padrdo do eritrograma de gatos negativos e
infectados de forma regressiva e progressiva para FeLV.

FeLV negativo FeLV Regressor FeLVProgressor Valor de Estatistica
(n=4) (n=6) referéncia
(n=39)
Mediana | Média Mediana | Média Mediana | Média
+ + +
D.P D.P D.P
24-45 ANOVA +
Hematécrito@6) | 305 | S0M@ | g5 [323@ | 5 | 3120) Tukey (p =
+45 +3,3 +6,21
0,6146)
Eritrocitos x| . | 72@ | 5 | 70@ | o | 67@ | > ¢L:\lk2;/8 *
6 ~é ) ) , =
108 céls/uL) 10,8 10,73 +1,39 0,5076)
Hemoglobina | 0o | 108@ | 1,5 | 106@ | 04 | 204@ | P ¢L'j\‘kSV(A *
(g/dL) ' +1,2 : +1,59 ’ +1,7 0 7%’35’)
150 12,5-17,5 Kruskal-
' 15,0 15,6 Wallis +
HCM (g/dL) 14,7 (a) 018 15,3 (a) 0,81 15,6 (a) +1.16 Dunns (p =
, 0,4794)
410 39-55 Kruskal-
' 46,2 46,7 Wallis +
VCM (fL) 421 (a) 512 45,7 (a) +321 47,7 (a) +5 86 Dunns (p =
' 0,0202)**
30-36 ANOVA +
36,0 (a) 32,7 (a) 33,7(a) _
CHCM (g/dL) 35,6 331 31,8 Tukey (p =
+2.9 +3,01 +4,36 0.0501)**
12-17 ANOVA +
14,6 (a) 15,1 (a) 15,5(a) _
RDW (%0) 14,6 10,9 15,3 1122 15,3 +0.88 Tlékggs(z% =

HCM — hemoglobina corpuscular média; VCM — volume corpuscular médio, CHCM - concentragdo de
hemoglobina corpuscular média, RDW — “redcelldistributionwidth”

*Valores de referéncia utilizados no laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Escola de Veterinaria da
UFMG.

** Diferenca identificada entre negativos e postivos (regressores + progressores).

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenga com p <0,05.

D.P = Desvio-padrao

Os resultados de mediana, média e desvio-padrdo relacionados ao leucograma se
encontram na tabela 4. Foi observado leucocitose em 10,2% (4/39) dos animais negativos
para FeLV e em 50% dos animais com infecgéo regressiva pelo FeLV (2/4). Sendo todos
acompanhados de neutrofilia sem desvio. Linfopenia foi identificada em 17,9% (7/39)

dos gatos negativos para FeLVVmas nenhum dos animais infectados apresentou essa
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alteracdo. Nao ocorreram alteracGes na contagem de leucdcitos totais em animais com

infeccéo progressiva.

Eosinofilia e basofilia foram alteraces encontradas em 14,2% (7/49) e 12,2% (6/49) dos
animais respectivamente. Um dos animais com aumento na concentracdo de eosinofilos
estava no grupo de animais progressores e 2 no grupo dos regressores, enquanto a

basofilia foi observada em 5 animais negativos e 2 regressores.

Nenhum animal apresentou aumento de bastonetes ou outras células precursoras no

sangue periférico.
A frequéncia das altera¢cdes morfoldgicas observada em cada grupo esta na tabela 5.

Tabela 4: Valores de mediana, média e desvio padrdo do leucograma dos grupos de gatos
negativo, regressor e progressor para FeLV.

FeLV- (n=39) FeLV Regressor (n = 4) FeLVProgressor (n = 6) Valor de Estatistica
Mediana Média Mediana Média Mediana Média referéncia*
+ + +
D.P D.P D.P
Leucdcitos 12263,2 5500-19500 ANOVA +
totais 10925 @) 19375 13%62%2 ga) 13500 12333538(6‘) Tukey (p =
(céls/uL) +5571,7 #0200, * 0,0895)
7855,6 2500-12500 ANOVA +
Segmentados( ! 14230,8 7819,8 (a) -
" 65975 @) 13630 82215 Tukey (p =
céls/uL) +5208.4 (a) £6651,3 +1453,7 0,0689)
Monécitos( 16 2570@) | o34 250,4(a) 201 523.7(a) 0-850 m(gv(A *
céls/uL) +270,3 * +178 4 +406,56 0 1395 =
Linfdcitos 3403,67( 26314 (a) 3720,7(a) 1500-7000 ANOVAJ:
(céls/L) 3037,3 a) 2216,5 +13771 34415 +2299 06 Tukey (p =
H +1829,3 =Ll =eesh, 0,6551)
Eosindfilos 529 687422) | 14505 | 139480 260 827,6(a) 0-1500 TAL\'kCe’V(A *
(c8ls/uL) +625,8 ' +531,4 +1104,46 0 1g7(’)’) =
e Raros Kruskal-Wallis
Baé?;’/fl'l'l‘_’)s(c 0@ 8 L1025 @ | B3| 0q 0 +Dunns (p =
+59, 0,0505)
0-300 Kruskal-Wallis
Bas,tonetes 0(a) 10,3 0(a) 0 0 (a) 66,6+118,5 + Dunns (p =
(céls/pL) +45,7 0,0548)

*Valores de referéncia utilizados no laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG.
Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenga com p <0,05.

D.P= Desvio-padrao

Quadro 3: Frequéncia de alteracbes morfologicas em leucdcitos de gatos pertencentes a
cada grupo estudado para infeccéo pelo FeLV.

Alteracéo FeLV- (n = 39) FeLV Regressor (n =4) | FeLVProgressor (n = 6)
Linfdcitos reativos 48,71% 0% 50%
Monécitos ativados 12,82% 25% 33,33%
Neutréfilos téxicos 15,38% 0% 0%

Neutrdfilos hipersegmentados 17,94% 25% 0%
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A trombocitopenia foi observada em 51,2% (25/49) dos animais estudados sendo 84%
desses no grupo dos animais ndo-infectados. Nos animais infectados de forma progressiva
e regressiva, 50% (3/6) e 25% (1/4), respectivamente, apresentaram diminuicdo na

contagem das plaquetas.

A ocorréncia de microagregados e agregados plaquetérios foi elevada, sendo 69,3%
(34/49) e 14,2% (7/49), respectivamente. Nos casos de formacdo de microagregados de
forma moderada ou intensa e agregados a contagemfornecida pelo analisador
hematoldgico era a considerada correspondendo a 61,7% (21%) dos casos em que essas

alteracdes ocorreram.

A imunofenotipagem dos leucdcitos circulates foi realizada em sangue total. As analises
de linfocitos T CD3+CD4+, linfocitos T CD3+CD8+, linfocitos B CD21+ e monocitos
CD14+ foram realizadas para avaliar mudancas nos perfis de subpopula¢des de linfocitos

totais e de mondcitos.

As amostras de sangue nas quais foi realizada a imunofenotipagem foram um total de 26,

sendo 17 de animais negativos, seis progressores e trés regressores.

Foram avaliados dois gates celulares para marcacdo de linfécitos. Os resultados
demonstrados na figura 1correspondem ao gate usual nos quais tamanho e granulosidade

estdo compativeis com linfécitos.

A concentracdo média de linfocitos observada nesse gate foi de 10,7%, 12,7% e 13,8%
nos grupos negativo, regressor e progressor, respectivamente (ANOVA ad-hocTukey, p
=0,7332). A proporcao de linfocitos T auxiliares (CD3/4+) foi maior no grupo regressor,
representando 25,7% dos linfocitos, enquanto 0s gatos progressores apresentaram menor
concentracgéo entre os grupos (17,29%) (ANOVA ad-hoc Tukey, p =0,5402). Esse padrédo
ocorreu também para os linfécitos T citotoxicos (CD3/8+), com concentracdo média de
14,9% e 8,9% dos linfGcitos nosgrupos regressores e progressores respectivamente,
enquanto no grupo negativo observou-se 9,5% desse tipo celular entre os linfocitos
(ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,3862). A mediana da relacéo de linfocitos CD4+/CD8+
foi de 2,096 para animais negativos para a infeccao, e 2,044 para os positivos (2,237 para

regressores e 1,871 para progressores), com p = 0,7438 (Kruskall-Wallis ad-hoc Dunns).
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Os linfécitos B (CD21+) também apresentaram o mesmo padrdo dos linfécitos T em
relacdo a concentracdo meédia dessas células nos grupos regressores e progressores, com
24,3% e 17,9%, respectivamente (ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,8370).

Foi observado aumento significativo na concentragdo de mondcitos no sangue nos gatos
FeLV-positivos (forma progressiva e regressiva) em relacdo aos gatos negativos para a
infeccdo. Na andlise descritiva essa diferenca também foi observada em relacdo aos
monocitos no grupo de animais infectados progressivamente, apresentando aumento em
relacdo aos outros grupos com resultado de média de 2,4% em relacdo aos 30000 eventos
lidos na analise enquanto os grupos de animais regressores e negativos para a infeccao
apresentaram 0,69% e 0,73% respectivamente (ANOVA ad-hocTukey, p=0,0204).0s
resultados de média e desvio-padréo dos grupos estudados estdo expostos na Tabela 5 e

na Figura 1.

Tabela 5: Valores de mediana, média e desvio padrdo de imunofenotipagem em sangue de gatos
dos grupos negativo, regressor e progressor para infec¢éo por FeL V.

FeLV- FeLV Regressor FeLVProgressor Valor de Estatistica
(n=16) (n=3) (n=6) referéncia (ANOVA
Mediana | Média Mediana | Média + Mediana | Média + (%)* ad-hoc
+DP D.P D.P Tukey)
% “Gate” 9 10,74+6,74 14 12,7148 878 | 138122 | 3189 | p=0733%2
Linfécitos
% 19-49 p =0,5402
Linfécitos 20,1 22,85+13,21 21 25,7+11,4 19,25 17,2+8,25
T CD4
% 6-39 p =0,3862
Linfécitos 8,58 9,58+6,23 17,3 14,5+6,2 8,2 8,9+4,8
T CD8
% 6-50 p =0,8370
Linfécitos 26,05 21,58+15,24 31,8 24,37+17,8 16,4 17,97+£18,1
B
% 0,55 0,73£0,71 0,58 0,69+0,5 21 248415 p=0,0204
Mongcitos

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenga com p <0,05.
D.P= Desvio-padrdo
*Valores de referéncia baseados em Tizard (2014).
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Figura 1: Imunofenotipagem de leucdcitos
em sangue representando média e desvio-
padrdo de gatos dos grupos negativo,
regressores e progressores. (A) Média e
desvio-padrdo de cada grupo do total de
linfécitos marcados no “gate”. (B) Média ¢
desvio-padrdo de cada grupo dos linfdcitos
marcados para CD3 e CD4. (C) Média e
desvio-padrdo de cada grupo dos linfdcitos
marcados para CD3 e CD8. (D) Média e
desvio-padrdo de cada grupodos linfocitos
marcados para CD21. (E) Média e desvio-
padrdo de cada grupo dos mondcitos
marcados para CD14.
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Outra populacgéo analisada foi a populagdo que correspondia a uma concentracéo celular
consideravel, com tamanho e granulosidade maiores que linfocitos comuns no sangue e,

foram observadas marcacdes correspondentes a linfocitos nessas células.

Essas células corresponderam a 6,6%, 4,8% e 6,9% dos eventos avaliados nos grupos
negativo, regressor e progressor, respectivamente (ANOVA ad-hocTukey, p = 0,7079).
Dentre esses eventos foram observadas concentracbes medias de 55,0% nos animais
negativos, 69,6% no grupo regressor e 34,2% no grupo progressor para células T
auxiliares (CD3/4+) (ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,7607). Os linfocitos T citotoxicos
(CD3/8+) corresponderam a uma media de 19,6%, 25,1% e 9,0% nos animais negativos
para infeccdo pelo FeLV, regressores e progressores respectivamente (ANOVA ad-hoc
Tukey, p = 0,2050). A concentracao de linfécitos B (CD21+) apresentou-se maior nos
animias negativos apresentando meédia de 15,9%, seguida dos animais progressores
(14,6%) e regressores (9,8%) (ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,8636).

5.3 Mielograma

Os valores de mediana, média e desvio-padrdo dos grupos avaliados relacionados ao
mielograma estdo expostos na tabela 6. Em dois animais (ambos negativos para FeLV)
ndo foi possivel realizar a contagem diferencial na medula déssea e a avaliacdo de
celularidade, enquanto, em quatro animais (trés negativos e um regressor) ndo foi possivel
realizar a contagem de megacaridcitos, sendo assim o numero total de avaliagdes serdo

de 47e 45, respectivamente.

Na avaliacdo da medula 6ssea, 34,0% (16/47) dos animais apresentaram valores
reduzidos na relacdo mieloide/eritroide, sendo 75% (12/16) desses resultados dentre o
grupo dos animais negativos para infeccdo pelo FeLV. Enquanto houve aumento dessa

relacdo em apenas 10.6% (5/47) dos animais.

A contagem de megacariécitos foi reduzida em 24,3% (9/37) dos animais negativos para
FeLV e apenas um (2,7%) animal, também negativo, apresentou aumento nesse tipo
celular na avaliagdo da medula 6ssea. Nao houve alteragdo nessa contagem no grupo

positivo para a infeccao.
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Tabela 6: Valores de média e desvio padréo de parametros observados no mielograma dos animais dosgrupos negativos, regressores e progressores para
infecgdes pelo FeLV.

Parametro FeLV — (n=37) FeLV Regressor (n=4) FeLVProgressor (n=6) Estatistica
Meédia e desvio- Mediana Meédia e desvio- Mediana Meédia e desvio- Mediana
padréo padrao padréo
Celularidade (%) 58,7 + 14,0 60 (a) 57,5+18,5 57,5(a) 53,7 +30,6 60(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,2666)
Megacariocitos 6,2+3,0 6(a) 6+27 5(a) 6,8+1,8 7(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,0733)
Relacdo M:E 1,4+x04 1,3(a) 1,6+09 1,2(a) 1,3+0,8 1,0(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,5792)
Rubriblasto (%0) 16+£10 1,4(a) 1,1+£0,2 1,1(a) 18+13 1,5(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,6657)
Pro-rubricito (%) 14406 13(a) 0.9+02 0,8(2) 348+ 4.4 1,9(a) KrUSKa"W(?gg'?;)D”””S (b=
Rubricito (%) 26,0+5,3(a) 25,7 26,3+5,1(a) 26,9 30,3+9,1(a) 333 ANOVA + Tukey (p = 0,2621)
Metar(z;:)t))rluto 53+24 (a) 5.1 32+21 @) 31 7139 (a) 63 ANOVA + Tukey (p = 0,0827)
Mieloblasto (%) 1,4+0,7 1,2(a) 15+£10 1,4(a) 19+13 1,9(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,7713)
Pro-mielécito (%) 26+12 2,3(a) 1,8+1,0 1,9(a) 36+19 2,95(@)  Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,1621)
Mielécito (%0) 39+15 () 3,6 29+15(a) 3,25 44+£13 () 4,8 ANOVA + Tukey (p = 0,2995)
Metamielécito (%6) 73121 (a) 7,5 72+25(a) 6,6 8,0+3,3(a) 7,1 ANOVA + Tukey (p = 0,7869)
Bastonete (%) 18,3+ 6,0 (a) 19,1 19,5+4,3 (a) 17,55 141+6,4 13,05 ANOVA + Tukey (p = 0,2409)
N. Segmentado (%) 10,7 + 4,6 (a) 10,9 11,9+7,0 (a) 11,75 10,8+ 8,8 (a) 7,85 ANOVA + Tukey (p = 0,9129)
Eosinofilo (%0) 2,2+1,0(a) 2,3 1,7+0/4 (a) 1,8 2,717 (a) 2,1 ANOVA + Tukey (p = 0,3175)
Basdfilo (%) 0,2+0,2 0,3(a) 02+0.2 0,3(a) 0,1+0,2 0,4(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,5894)
Linfdcito (%0) 17,770 18,7(a) 21,1+£83 20,8(a) 13,2+4,8 12,7(a)  Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,1511)
Macrofago (%0) 0,3+04 0,3(a) 0,3£0,3 0,4(a) 0,2+0,2 0,4(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,8297)
Plasmdcito (%6) 05+04 0,6(a) 04+05 0,4(a) 05%£0,3 0,5(a) Kruskal-Wallis + Dunns (p = 0,6022)
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Na avaliacdo de precursores eritrides o aumento de rubriblastos ocorreu em 78,3%
(29/37), 75% (3/4) e 50% (3/6) dos gatos nos grupos negativo, regressor e progressor,
respectivamente. Enquanto a contagem de prorubricitos e rubricitos esteve aumentada em
relacdo aos valoresutilizados como referéncia em Jain (1993), 29,7% (1/37) e 24,3%
(9/37) nos animais ndo infectados respectivamente e 66,6% (4/6) nas duas contagens para
animais progressores. Todos os animais infectados pelo FeLV na forma progressiva
apresentaram aumento na contagem em pelo menos um dos precursores eritroides, sendo
que um deles apresentava aumento em todos os tipos precursores, um em trés deles
(rubriblasto, pro-rubricito e rubricito) e outro em dois (rubriblasto e pré-rubricito) quando
comparados aos valores padronizados por Jain (1993).

Observou-sevalores acima da referéncia considerados por Jain (1993) de mieloblastos em
91,4% (43/47) dos animais avaliados, além de um aumento de 65,9% (31/47) na
contagemde bastonetes na medula dssea, com aumento nesse tipo celularem todos os
animais infectados pela forma regressiva da doenca. Diminuicdo na contagemde
bastonestes também foi um achado frequente, ocorrendo em 19,1% (9/47) dos animais,

sendo dois no grupo dos animais progresores e seteno grupo dos animais negativos.

Ocorreu aumento na concentracdode linfocitos na medula 6ssea em 37,8% (14/37) dos
animais do grupo negativo e 50% (2/4) nos animais regressores para a doenca, enquanto
animais progressores ndo apresentaram essa alteracdo. A diminui¢do na contagem de
linfécitos na medula dsseaocorreu em 29,7% (11/37) dos animais em que ndo foi
detectado o FeLV e 50% (3/6) dos animais progressores, ndo sendo observada nos

animais com infecgéo regressiva pelo FeLV.
5.4 Avaliagdo citoldgica dos linfonodos

Das 49 amostras coletadas em linfonodos a avaliacdo em lamina foi possivel em 23
amostras, uma vez que, nos demais, ndo foram observados material de linfonodo e/ou foi
visualizada apenas adipdcitos e material de gordura ou a amostra nao tinha integridade
suficiente nas células para sua andlise impedindo a contagem diferencial. Desses 23
linfonodos, 13 encontravam-se clinicamente normais, enquanto quatro apresentavam
linfadenomegaliadiscreta, quatro com linfadenomegalia moderada e dois com
linfadenomegalia acentuada. Outros quatro animais com linfadenopatia discreta e outro

com linfadenopatia moderada nao apresentaram material compativel com leitura. Das 23
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amostras analisadas 16 eram do grupo negativo para infeccdo peloFelLV, quatro do

gupocom infeccgdo progressiva e trés com a forma regressiva.

Os resultados de mediana, média e desvio-padrdo da contagem diferencial dos tipos

celulares nos linfonodos de cada grupo se encontram na tabela 7.

Ocorreu reducdo na contagem de pequenos linfécitos em 37,5% (6/16) no grupo negativo,
enguanto nos grupos positivos encontrou-se 50% e 66,6% (2/4 e 2/3) nos grupos
progressores e regressores respectivamente. O aumento dos centrocitos foi observado em
37,5% (6/16), 25% (1/4) e 66,6% (2/3) nos grupos de animais negativos, progressores e
regressores respectivamente. Células médias macronucleoladas, que ndo sdo comumente
visualizadas em linfonodosde felinos, foram observadas em 50% (8/16) dos animais néo
diagnosticados com FeLV, 50% (2/4) nos animais progressores e 66,6% (2/3) nos animais

regressores.

Tabela 7: Valores de mediana, média e desvio padrdo de contagem diferencial da citologia de
linfonodo em gatos dos grupos negativo, progressor e regressor para FeLV.

FeLV- FeLV Regressor FeLVProgressor Estatistica
(n=16) (n=3) n=4)
Mediana Média Mediana Média + Mediana Média + D.P
+D.P D.P
Pequenos linfécitos 817 Kruskal-Wallis +
(VR maior ou igual 81 (a) +8‘2 75 (a) 7948,7 78,5 (a) 78,8+7,5 Dunns (p =
a 80%) = 0,7787)
- Kruskal-Wallis +
oo " | es@ e 1@ | 11760 8 (@) 78238 Dunns (p =
- 0,5816)
Kruskal-Wallis +
Ce””";'/j)s“’s - 2 () +2i76 1() 1,3+0,6 2,5 () 35424 Dunns (p =
- 0,1536)
Kruskal-Wallis +
'm““‘g%%sws(l' 05 (3) e 1) 1#1 15 (a) 2422 Dunns (p =
- 0,5838)
Media 11 Kruskal-Wallis +
macronucleada 0,5 (a) +1’ P 1(a) 1,3+1,5 0,5 (a) 1+1,4 Dunns (p =
(ausente) - 0,9068)
Plasmécitos e 06 Kruskal-Wallis +
Flame cell (VR 0 (a) +1’ 1 0 (a) 0,3+0,6 2 (b) 3+2 Dunns (p =
menor ou igual a 2) - 0,0187)
Células Mott 0 -
(menor ou igual a 0 0 0 0 0
1)
Histidcitos 0 0 0 0 0 0 -
. Kruskal-Wallis +
Macrofagos (VR 1) 0,8+0,9 1() 1,340,6 0,5 (a) 0,8+0,9 Dunns (p =
menor ou igual a 2) 0,4739)
- Kruskal-Wallis +
Neutréfilos (VR 1() La 0 0,7+1,2 1() 1,3:05 Dunns (p =
menor ou igual a 5) +1,8 0,6216)
s Kruskal-Wallis +
Eosindfilos (VR 0(a) 0.6 1() 2426 1) 1,5+1,9 Dunns (p =
menor ou igual a 3) +1,0 0,3517)
L Kruskal-Wallis +
Mastécitos (VR 2 (a) 16 1) 120 1() 13405 Dunns (p =
menor ou igual a 3) +1,2 0,7363)
01 Kruskal-Wallis +
Linfoblastos 0 (a) +6 3 0 (a) 0 0 0 Dunns (p =
- 0,8035)
Basofilos 0 0 0 0,3+0,6 0 0 -
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A realizagdo da imunofenotipagem de linfonodos foi determinada pela quantidade de
eventos lidos, impossibilitado pela pouca concentracdo de células nas amostras. Sendo
assim, foi realizada a leitura de linfonodos de quatro animais negativos, dois regressores

e quatro progressores cujos resultados estdo representados na tabela 9 e figura2.

A concentragdo média de linfocitos nas amostras de linfonodo foi de 46,7%, 26,7% e
50,2% nos grupos negativos, regressores e progressores, respectivamente (ANOVA ad-
hoc Tukey, p = 0,0881). Os animais infectados de forma progressiva apresentaram
concentracdes meédias de linfocitos T auxiliares (CD4+) de 23,3%, superior ao observado
nos grupos infectados de forma regressiva (22,1%) e negativos para a infec¢do (20,51)
(ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,9509). Em contrapartida os regressores obtiveram
resultados mais elevados para concentracdo média de células T citotoxicas (CD8+)
(12,2%) quando comparado com 0s outros grupos, mas também ndo houve significancia
(ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,4524). Isso fez com que a relagdo CD4+/CD8+ nos
linfonodos fosse menor nos animais regressores (3,095) eprogressores (3,449) em relagé

aos negativos para FeLV (5,799), mas o valor de p néo foi significativo (p = 0,7575).

O grupo de animais negativos apresentou média na concentracdo de linfocitos B de
70,0%, valor consideravelmente aumentado quando comparado ao grupo de animais
regressores (1,16%) (ANOVA ad-hoc Tukey, p = 0,0306), mas sem diferenca em relacdo

aos progressores (28,6%).

Tabela 8: Valores de mediana, média e desvio padrdo de imunofenotipagem em linfonodo de
gatos de grupos negativo, regressor e progressor para infecgéo por FeLV.

FeLV- FeLV Regressor FeL\Progressor Estatistica
(n=4) (n=2) (n=4) (ANOVA ad-
Mediana | Média Mediana | Média + Mediana | Média + hoc Tukey)
+D.P D.P D.P
%oGate” |73 | 467488 | - | 267475 | 559 |502¢128 | P0.0881
linfécitos
% p = 0,9509
Linfécitos t 17,4 20,5£16,3 - 22,1+0,35 24,2 23,310
CD4
% p = 0,4524
linfocitos T 3,7 3,7£54 - 12,2+11,2 6 6,2+3,6
CD8
% p = 0,0306
Linfécitos 72,8 70,0£18,1 - 1,1+0,02 25,3 28,6+32,6
B

Valores de referéncia inexistentes.
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Figura 2: Imunofenotipagem de linfocitos em linfonodo representando média e desvio-
padrdo de gatos dos grupos negativo, regressores e progressores. (A) Média e desvio-padrédo
de cada grupo do total de linfocitos marcados no “gate”. (B) Média e desvio-padrdo de cada
grupo dos linfocitos marcados para CD3 e CD4. (C) Média e desvio-padrdo de cada grupo
dos linfocitos marcados para CD3 e CD8. (D) Média e desvio-padréo de cada grupodos
linfécitos marcados para CD21.
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6. DISCUSSAO

O FeLV tem ampla distribuicdo mundial e prevaléncia variavel dependendo da regido,
animais estudados e técnica diagnostica utilizada, sendo as regides com maior prevaléncia
conhecida a América Latina, oeste da Africa e o sul da Europa (Buch et al, 2017). O
presente estudo avaliou animais assintomaticos e presumidamente saudaveis como
amostragem e foram realizadas técnicas que avaliam a infec¢do ativa, com viremia e

infeccdo latente com a presenca do DNA proviral.

Considerando positivos como todos 0s animais que apresentaram resultado positivo para
DNA proviral e/ou para a presenca de antigeno (no caso desse estudo todos os animais
com viremia foram positivos para DNA préviral) a prevaléncia foi de 20,4% (10/49), mas
quando consideramos apenas 0s animais virémicos a prevaléncia foi de 12,2% (6/49).

A prevaléncia de FeLV nesse estudo, considerando apenas 0S animais progressores
(avaliacdo antigénica), foi de 12,2%, superior as taxas encontradas no sul do Brasil,
Malasia e Portugal (9,8%, 5,1% e 10%, respectivamente), com metodologia similar,
considerando animais presumidamente saudaveis de abrigos, campanhas de castracéo e
resgatados (Bande et al.,, 2012; Biezus, 2017; Rosado, 2019). Em um estudo
epidemioldgico sobre doencas infecciosas em Portugal foi verificado a antigenemia
utilizando o mesmo teste do presente estudo em animais para castracdo eletiva e a
prevaléncia encontrada foi inferior, de 7,1% (Duarte et al, 2010). Enquanto em Madrid,
Espanha, um estudo avaliou 190 gatos saudaveis e encontrou 15,6% deantigenemia
persistente (Arjona et al., 2000). Em Belo Horizonte, Brasil, a taxa de prevaléncia do
FeLV de viremia em animais de abrigo foi de 32,5%, resultados superiores ao encontrado
nesse estudo (Teixeira et al., 2007). Apesar dos resultados de animais assintomaticos
progressores obtidos nesse estudo serem superiores aos encontrados recentemente em
outro locais, quando comparados a estudo antigos observou-se uma redugdo da
prevaléncia do virus, o que pode ser consequéncia de campanhas de vacinagao, aumento
da testagem com segregacdo de animais positivos e maiores cuidados relacionados aos
animais domiciliados, como foi observado por Gleich et al. (2009) na Alemanha com

reducdo de 6% para 1% em um periodo de 10 anos.

A prevaléncia encontrada em testes de antigeno no Espirito Santo foi de 33,7% e 42,7%

em animais levados para atendimento hospitalar, enquanto o DNA proviral do FeLV foi



68

amplificado em 47,5% das amostras avaliadas também de animais de atendimento clinico,
associando infecgBes progressivas e regressivas, mas sem diferencia-las (Coelho, et al,
2011; Almeida, et al., 2021; Goncalves, et al., 2021). O PCR para DNA proviral detectaa
forma progressiva, mas também regressiva da doenca, exceto em situac@es de infecgdes
recentes ou baixissima carga préviral, o que pode gerar resultados falso-negativos. A
pesquisa do DNA proviral revelou 12,1% (12/164) de positividade, no Mato Grosso
(Silva, 2016), inferior ao encontrado no presente estudo, mesmo sendo amostras advindas

de atendimentos em clinicas e, possivelmente sintmaticos.

A prevaléncia de animais infectados pelo FeLV é maior em animais que apresentam
algum sintoma clinico, considerando que o virus predispde a doencas e alteracdes na
imunidade do animal (Hartman e Hofmann-Lehmann, 2020). Levantamentos com
animais assintomaticos nos Estados Unidos e Europa observam reducdo dréstica na taxa
de infeccdo quando comparados com animais ndo-higidos (Levy et al.,2006; Gleich e
Hartmann, 2009). Um estudo realizado no Rio de Janeiro observou que 32,5% dos
animais progressores sdo assintomaticos, o que dificulta a comparacdo com estudos que
avaliam animais sintoméaticos ou em atendimento veterindrio por procura do tutor,

subestimando a real prevaléncia do virus na populagdo (Almeida et al, 2016).

Fatores de risco podem estar relacionados ao aparecimento de sintomas e doencas
relacionados ao FeLV, dentre eles, idade da contaminacdo, sendo animais mais jovens
mais susceptiveis, auséncia de vacinacdo, falhas na imunidade, viruléncia e muta¢des na

cepa contaminante (Hartmann e Hofmann-Lehmann, 2020).

A prevaléncia de pulgas nos animais (16,3%) foi inferior a outros estudos que obtiveram
valores que variavam de 23,07% a 73,07%, sendo maior a prevaléncia desses
ectoparasitas nos estudos que envolvem animais da zona rural (Moura, 2008; Ferreira, et
al., 2010; Villegas, 2019), os animias desse estudo eram de zona urbana e a maioria era
representada por animais recém resgatados que podem ter recebido a¢6es farmacologicas

para controle de ectoparasitas.
6.1 Perfil bioquimico

O valor encontrado de proteina total diferiu de estudos realizados anteriormente que nao
encontraram aumento significativo de proteinas totais quando compararam animais

negativose positivos para FeLV (Gleich e Hartmann, 2009; Arjona et al., 2020; Duda et
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al., 2020; Gongalves et al., 2021). Houve correlacdo positiva moderada entre animais
infectados e aumento na proteina total (r=034) e globulina com correlacéo fraca (r=0,29),
mas os resultados encontrados estavam dentro dos valores de referéncia. Pode ocorrer
aumento de globulina e albumina associado com maiores cargas virais e aumento da
producéo de 1gG e IgM (Wernicke et al., 1986; Duda et al., 2020). Em contraponto, a
frequéncia dehiperalbuminemia e hiperglobulinemiaé incomum em gatos positivos para
0 virus (Miro et al., 2007; Gleich e Hartmann, 2009), mas pode ocorrer no inicio da
infeccdo com aumento inespecifico na producdo de imunoglobulinas e imunocomplexos
e por desregulacdo da resposta imunoldgica pela perda de atividade das células T
desencadeada pelo efeito do virus (Pedersen, 1988; Hartmann, 2011).

Aumento da ALT ocorreu em 26,7% dos animais infectados progressivamente pelo FeLV
em um estudo realizado no estado do Espirito Santo (Gongalves et al., 2021), achado
similar aos dados desse estudo, o que foi observado também por outros autores podendo
ocorrer por lesdo superficial de hepatdcitos(Gleich e Hartmann, 2009).A média nos
animais negativos foi de 83,2 U/L,mas isso pode ser explicado devido ao aumento
expressivode um dos animais que apresentou resultado de 948 U/L, resultando em
elevado desvio padréo (147,34 U/L).

A concentracdo de creatinina foi significativamente menor no grupo dos animais
negativos, esse resultado também foi encontrado por Gleich e Hartmann (2009) que
determinaram que esse aumento no grupo saudavel se deve a maior idade dos animais, 0
que ndo justifica esse achado no presente tranalho, sendo necessarios mais estudos para
corroborar que essa alteracao possa estar relacionada a alguma fase da patogenia do virus.
Animais com glomerulonefrite infectados peloFeLV apresentam altas cargas antigénicas
circulantes que podem aumentar complexos antigeno-anticorpo e as proprias proteinas
virais causando a lesé@o renal (Day et al., 1980; Tuomari et al., 1984; Tizard, 2014),
podendo explicar maior valor de ureia encontrado nos animais com infecgéo progressiva
no presente estudo. Ao mesmo tempo, resultados ndo significativos para aumento de uréia
e creatinina em animais infectados foram encontrados (Arjona et al., 2000; Gongcalves,
2021).
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6.2 Hemograma

A anemia é a principal alteracdo no hemograma de animais infectados pelo FeLV devido
a replicacdo do virus nas células precursoras eritréides na medula 6ssea, dentre outros
mecanismosimunomediados, inflamatorios e hemoliticos envolvidos (Hartmann, 2011;
Hartmann, 2015; Nesina et al., 2015).

Os valores de média de volume globular foram similares aos de um estudo realizado no
Rio de Janeiro que avaliou animais positivos com antigenemia assintomaticos e
apresentaram média de 33,1% nesse parametro, e animais sintomaticos no mesmo estudo
para esse mesmo paramétro observou-se média de 22,65% (Almeida, 2016). Em outros
estudos 50% e 65,5%dos animais sintomaticos, com antigenemia persistente,
apresentaram anemia, sendo que as médias nos valores de volume globular se
apresentaram significativamente menores em animais sintomaticos em relacdo aos
assintomaticos (Almeida, 2017; Biesuz, 2017). Esses dados corroboram a diferencga nos
valores do eritrograma entre animais positivos assintomaticos e sintomaticos, sendo o

segundo grupo muito mais passivel de alteracGes que o primeiro.

Animais positivos para FeLV (regressores e progressores) apresentam resultados
significativamente maiores para VCM (Hartmann e Hoffmann-Lehmann, 2020),
resultado também encontrado por Biezus (2017) tanto em animais sintomaticos quanto
assintomaticos, no presente estudo o CHCM foi inferior para os animais infectados.
Essasalteraces podem ser explicadas por uma deseritropiese, com alteracbes na
maturacao dessas células em animais positivos por alteracdes causadas pelo prévirus nas
células eritropoiéticas da medula 6ssea, mas isso ndo foi observado nas medulas 6sseas
estudadas.Estudos observaram aumento no volume corpuscular médio em felinos
infectados pelo virus da FeLV sem a presenca de anemia quando comparados a animais
negativos para a infeccdo e sugeriral que poderia estar relacionado a uma fase anterior a

hipo-proliferacdoeritroide causada pelo virus na medula dssea (WeisereKociba, 1983).

O grupo de animais com infec¢do assintomatica progressiva apresentou valor de média
de leucocitos similar ao encontrado por Almeida (2016) que comparou animais
sintomaticos e assintomaticos, com média de 10,5% e 13,5% respectivamente. A maior
média de leucdcitos nos animais regressores, no presente estudo pode ter sido o resultado

da presenca de discreta leucocitose em dois animais do grupo, alterando a média, diante
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de um espaco amostral reduzido nesse grupo. Entretanto, em gatos progressores,
sintométicos, pode ocorrer uma diminui¢do na concentragdo de neutrdfilos circulantes,
com leucopenia em até 32,5% dos casos (Almeida, 2016). A leucopenia é um achado
comum em animais infectados com FeLV, principalmente por neutropenia e linfopenia,
por supressdo da medula 0ssea, e tem como consequéncia imunossupressao que € uma
das responséaveis pela alta frequéncia de infec¢bes secundarias nesses animais (Hardy e
Essex, 1986; Arjona et al., 2000; Lutz, 2009; Hartmann, 2012; Almeida, 2016).

Um estudo realizado em Porto Alegre por Duda et al. (2020) apresentou resultados
discordantes, obtendo maior média de leucdcitos em animais progressores sintomaticos,
seguido pelos regressores e progressores assintomaticos, dado corroborado ainda por um
estudo realizado em Santa Catarina com metodologia semelhante (Biesuz, 2017)
precisando de mais estudos para tentar avaliar a resposta dos leucdcitos diante dos

diferentes tipos de infecgdo causadas pelo FeLV.

Linfopenia é um achado comum em animais infectados pelo FelLV, principalmente
devido a reducdo de Linfocitos T CD4+ (Hofmann-Fezer et al., 1996; Hartmann, 2011),
mas com diferencas significativasna frequéncia e concentracdo entre animais
assintomaticos e sintomaticos, sendo os Ultimos apresentando resultados inferiores e em
maior freqiiéncia (Almeida, 2016). No presente estudo, os animais positivos nao
apresentaram essa alteracao provavelmente por serem todos assintomaticos e também néo

houve diferencas estre os grupos como encontrado em outro estudo (Biesuz, 2017).

A concentracdo de mondcitos, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, foi maior
nos animais progressores, corroborando dados encontrados em outros estudos (Biesuz,
2017; Duda et al., 2020). A presenca de mondcitos ativados em animais com infecgédo
regressiva pode ser explicada pela sua atuagdo imunorreguladora apresentando antigenos
processados aos linfdcitos T, agindo também em situacdes inflamatdriase imunomediadas
(Thrall, 2007; Stockham e Scott, 2008).

Eosinofilia e basofilia, apesar de terem sido comuns, ndo foram mais frequentes nos
grupos positivos e ndo houve relacdo com animais infestados por pulgas. Podem ser
explicados pela auséncia de vermifugacdo e a origem dos animais participantes recém

resgatados que foram mais expostos a parasitas ou podem ser um achado acidental,
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principalmente no caso dos basofilos, por ndo terem sido observados aumentos

moderados em sua concentragdo (Stockham e Scott, 2008).

A trombocitopenia € uma das principais alterac6es associadas ao FeLV, apds anemia e
leucopenia, sendo mais comum em animais infectados progressivamente
(GleicheHartmann, 2009, Muchaamba et al., 2014; Almeida, 2016), mas essa contagem

pode ser subestimada quando associada a presenca de agregados plaquetarios.

Apesar das suspeitas de que o FeLV em sua forma regressiva poderia causar alteracdes
hematoldgicas, principalmente citopenias, alguns estudos ndo observaram diferencas
entre animais com a forma latente (regressiva) do virus e grupos controle, concluindo que
essas alteracOes podem néo ser encontradas (Herring, et al., 2001; Stutzer et al., 2010).
As citopenias no grupo dos animais progressores foram raras, o que vai de encontro com
a bibliografia (Gleich e Hartamnn, 2009; Stutzer 2011), mas pode ser explicado pela
auséncia de sintomatologia clinica nesses animais que podem apresentar viremia ativa e

auséncia de alteracdes meses ou anos apos a infecgao.
6.3 Medula Ossea

Apenas trés animais apresentaram medula hipercelular e todos estavam no grupo negativo
para a infeccdo. Poucos estudos avaliaram a medula 6ssea de animais infectados
avaliando as diferentes formas da doenga e com animais assintomaticos. Duda et al.
(2020) avaliaram animais regressores e progressores assintomaticos e encontraram
celularidade superior para esses grupos do que no presente estudo. O mesmo estudo
relacionou VCM aumentado na auséncia de reticulocitose em animais infectados, o que
ndo ocorreu no nosso trabalho, pois na comparagdo de grupos 0s animias positivos
apresentaram maior VCM comparado ao grupo negativo, mas nenhum deles fora dos

valores de referéncia.

Apesar das medias dos grupos na relagdo mieloide:eritrdide estarem dentro dos valores
utilizados como referéncia para a espécie (Jain, 1993), uma relacdo M:E diminuida foi
encontrada com frequéncia, inclusive nos animais do grupo negativo. Outros trabalhos
atuais em animais saudaveis encontraram um valor de referéncia na relagdo M:E menor
do que essa literatura, isso pode ser explicado pelo pequeno numero de amostras avaliadas

nos trabalhos dos quais esses valores foram estabelecidos e evidencia a necessidade de
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novos estudos que avaliam animais saudaveis em diferentes modos de vida e regifes
(Nunes, 2019; Duda et al., 2020).

Um estudo com animais anémicos positivos no teste de antigeno comprovou que as
principais alteracdes causadas pelo virus nos animais infectados sao citopenias (volume
globular e neutrofilos e seus prevursores na medula dssea), trombocitopenia e uma maior
probabilidade de desenvolvimento de distarbios mieloproliferativos e deseritropoieses
(Almeida, 2017). As citopenias geralmente sdo causadas por infeccdo progressiva do
FeLV, mas um estudo encontrou 5,4% dos animais infectados de forma regressiva com

citopenias arregenerativas (Stutzer et al., 2010).

O aumento médio na concentracdo de blastos (rubriblastos e mieloblastos) na medula
Ossea nos grupos avaliados vai de encontro ao valor de referéncia determinado
anteriormente (Jain, 1993; Nunes, 2019), mas valores superiores dessas células foram
relatados previamente (Gilmore et al., 1964), sendo necessario maiores estudos para essa
determinacéo, considerando as diferencas locais e de meio de vida dos animais. A idade
dos animais desse estudo ndo pbde ser avaliada de forma exata, mas supde-se que sejam
animais jovens com menos de 24 meses de vida, justificando, ao menos que parcialmente,
0 aumento na contagem de blastos na medula. No presente estudo houve correlacdo
moderada no aumento de rubriblastos e mieloblastos associados.

Aumento de pro-mieldcitos e pré-rubricitos em animais com infeccdo progressiva ocorreu
associado com o aumento de blastos dessas duas linhagens, assim como o aumento de
rubricitos nos mesmos animais. Ocorreu uma tendéncia de aumento das células imaturas
eritréides nos animais progressores, assim como em um estudo realizado por Duda et al.
(2020), o que ndo ocorreu com as células mieloides, alterando a relagdo M:E desse grupo,
mas esses resultados ndo foram além do valor de referéncia para esse parametro.Mais
estudos séo necessarios para avaliar a tendéncia desse aumento e seu papel na manutencéao
dos componentes eritroides na medula 0ssea e sangue periférico de gatos saudaveis e

infectados pelo FeLV.

Apesar desse estudo ndo ter demonstrado hiperplasia eritrdide nos animais com infeccao
progressiva, outro estudo com animais com infecgdo progressiva e anémicos 80% dos

animais apresentaram essa alteracdo (Nunes, 2019).
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Gatos apresentam corddes linféides na medula 6ssea, sendo comum observar até mais
que 20% de pequenos linfocitos maduros na contagem diferencial, sendo maiores 0s
valores em animais jovens do que em adultos (Raskin e Messick, 2012). Animais com
infeccdo regressiva apresentaram valor de média proximo ao limite superior do valor de
referéncia. Duda et al. (2020) observaram maiores valores de concentracdo de linfocitos
na medula dssea de animais regressores e do grupo controle quando comparados aos
progressores, mas ndo houve diferenca estatistica na meédia encontrada, assim como nesse

estudo.
6.4 Avaliacao dos linfonodos

O aumento de plasmdcitos em animais progressorescomparados aos outros grupos, pode
ser explicado pela reatividade que pode ocorrer no tecido linfoide pela presenca do
antigeno e estimulo a producéo de anticorpos, que pode antecipar uma linfadenomegalia

palpavel (Cowell et al., 2003; Comazzi e Mcneill, 2017)

Doze animais apresentaram presenca da célula média macronucleolada (méximo 3%) que
faz parte da zona marginal, mas que geralmente néo € visualizada em gatos, a média de
todos os grupos foi proximo de um podendo sinalizar que a observacdo dessas células

pode ocorrer ocasionalmente.
6.5 Imunofenotipagem de sangue e linfonodos

Poucos trabalhos avaliam e padronizam a diferenciagdo da imunofenotipagem em gatos
domeésticos saudaveis, sendo necessarios maiores estudos para o estabelecimento de
valores de referéncia para a espécie. Em relacdo aos animais negativos para a infec¢cdo
pelo FeLV, os resultados apresentaram valores similares no “gate” padrao de linfocitos,
aos de um estudo que estabeleceu esses valores em 32 gatos saudaveis sendo 24,9%
(CD4+), 12,3% (CD8+) e 25,3% (CD21) (Castro, 2017) e também ao estudo de Byrne et
al. (2000) que observou 75% de linfécitos T e 25% de linfdcitos B.Essas concentracdes
dependem ainda dos reagentes e metodologias utilizadas, além da populagéo incluida na
pesquisa (Workmann e Vernau, 2003). Em gatos, fatores como idade, raca e género

podem interferir nesses resultados (Byrne et al., 2000)

A imunodeficiéncia relacionada ao FeLV afeta linfocitos T CD4+ e CD8+ e linfécitos B
no sangue, linfonodos e medula 6ssea (Quakenbush et al., 1996). Animais que apds a

exposicdo ao virus apresentam aumento de linfécitos T citotoxicos apresentaram
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recuperacgdo e ndo progrediram para a doenga, enquanto animais que continuaram com
viremia persistente além da demora da imunidade humoral, ocorreu também reducgéo da
imunidade celular (Flynn et al, 2002). No presente estudo, apesar da menor relacao
CD4+/CD8+ no sangue periférico dos animais progressores em relacdo aos regressores,
indicando menor concentracdo de linfocitos T auxiliares, ndo houve significancia
estatistica, possivelmente pelo reduzido n amostral nos grupos positivos para FeLV.Em
fases iniciais da infeccdo os gatos podem apresentar valores menores de linfocitos T
CD8+, mas esses valores tendem a voltar ao normal, reduzindo assim essa relacdo devido
a diminuicdo na concentracdo de linfocitos auxiliares (Tizard, 2014).0 aumento da
relacdo de linfocitos T auxiliares com linfocitos T citotoxicos também ocorre em animais

vacinados (Flynn et al., 2000).

Ocorre reducdo de linfocitos T CD4+ pela replicacdo viral nessas células, com
consequente linfopenia nos animais com infeccdo progressiva (Donahue et al., 1991;
Hartmann, 2012), e embora a porcentagem obtida nos gatos progressores tenha sido

menor, ndo foi observada diferenca na analise estatistica.

Os animais com infeccdo progressiva apresentaram menores médias para linfécitos B
tanto em sangue quanto em linfonodo, podendo ser devido a imunossupresséo causada
pelo virus, essa menor concentracdo pode justificar a resposta humoral tardia e reduzida
de animais com viremiapersistente (Wernicke et al., 1986). A concentracdo de linfocitos
B pode reduzir em um contato inicial, mas de forma menos intensa que linfocitos T,
podendo ocorrer baixa producdo de IgM em gatos com baixas doses de antigeno (Tizard,
2014)

Houve um aumento significativo de mondcitos nos animais infectados progressivamente
comparados com 0s animais sem viremia ativa, apesar de ndo existirem estudos que
fizessem a identificacdo desse tipo celular atraves da imunofenotipagem em gatos
infectados, podemos inferir que a maior concentracdo dessa célula se deve a presenca do
antigeno e a necessidade de apresentacao deles ao sistema imune através dos monocitos,
fagocitose e producédo de interleucinas nas infecgdes e inflamagdes (Stockham e Scott,
2008; Tizard, 2014).

A meédia de linfocitos em linfonodo marcados no grafico fornecido pelo citdmetro foi

mais baixa nos animais regressores do que nos demais grupos, entretanto, apenas duas
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amostras foram analisadas e ambas apresentaram valores inferiores a todos os outros
gatos do estudo.Na citologia ndo é possivel diferenciar os pequenos linfécitos em B ou
T, entretanto centrocitos, centroblastos e células médias macronucleoladas pertencem ao
grupo de linfécitos B, somando-se as médias alcancadas por estas células por cada grupo,
0 grupo dos animais regressores apresentaram maior soma desses trés tipos celulares,
podemos inferir que esse maior valor pode ser devido & producdo de anticorpos que

podem estar sendo ou que foram produzidos para conter a viremia.
7. CONCLUSOES

Nas condi¢des desse estudo foi observada elevada prevaléncia de FeLV em gatos
resgatados, assintomaticos, com predominancia da forma progressiva da doenca.

Os valores de CHCM sdo, em geral, inferiores em gatos infectados (forma regressiva ou
progressiva), em relacdo a gatos negativos para FeLV, enquanto os valores de VCM sao

superiores.

N&o houve diferenca na concentracgdo de linfécitos na medula éssea dos gatos de acordo
com o status da infeccdo. Entretanto, observou-se reducédo da relacdo mieldide:eritroide e
aumento da contagem de blastos, havendo correlagdo moderada entre 0 aumento de
rubriblastos e mieloblastos, em relacdo a literatura vigente, mesmo em gatos higidos,
negativos para FeLV.

Pela citometria de fluxo observa-se maior concentracao de mondcitos no sangue nos gatos
com antigenemia persistente para o FeLV em comparacao aqueles com a forma regressiva
da doenca ou negativos. Ndo houve diferenca na relacdo de linfocitos CD4+/CD8+

conforme o status FeLV.

Nas demais analises ndo foram observadas diferencas eststisticas entre 0s grupos
estudados, sendo necessarios mais estudos com um numero amostral maior para
determinar alteragcbes causadas pelas diferentes formas de infeccdo pelo FelLV,

principalemente no estudo da imunofenotipagem, linfonodo e medula 6ssea.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. . CEUA
COMISSAD DE ETICA NO US0 DE ANIMAIS

CERTIFICADD

Certificamos que o projeto intiulado “Avaliagao cinicodaboratorial, de medula dssea e linfonodo de gates infectados
pelo virus da leucemia felina em diferentes classificagdes.”, protocolo do CEUA: 12242020 sob a responsabiidade de
Paulo Ricardo de Oliveira Paes que envolve a produgao, manutengio efou uilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.784, de § de outubro de 2008, do Decreto n® 6800 de 15 de julho de 2009, e com as
nomas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacso Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSA0 DE ETICA NO US0 DE ANIMAILS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em
reunizo de 13/08/2020.

17/08/2020 a 16/03/2025
Finalidade Pesquisa

Vigéncia da Autorizagao

*Especie/linhagem

Gatos | Indiferente

N® de animais 14

Pesolldade gkg / 1(anos)

Sexo indiferente

Qrigam Rotina do Hospital Veterinario da UFMG

*Espéciellinhagem

Gatos { Indiferente

N® de animais 14

Pesolldade gkg / 1(anos)

Sexo indiferents

Qrigem Rotina do Hospital Veterinario da UFMG

*Espéciellinhagem

Gatos { Indiferente

N® de animais 14

Pesolldade Akg [ 1{anos)

Sexo indferente

Qrigam Rotina do Hospital Veterinario da UFMG

Consideracoes posteniores:

180852020

Aprovado na reuniao “on ne” do dia 17/08/2020.

Validade: 17/06/2020 3 16/08/2025.

17RBr2020

Aprovado na reunido “on ine” do dia 170872020

Validade: 17/06:2020 3 168/08/2025.

Belo Horizonte, Z3/07/2021.

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 8827 — Campus Pampulha
Unidade Admmistrativa |l — 2° Andar, Sala 2005
31270-801 — Belo Horizonte, MG — Brasd
Telefone: (31) 34084518
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: “Avaliacdo de hemograma, perfil bioquimico, medula éssea e linfonodo de gatos
infectados pelo virus da leucemia felina”.

Nome do pesquisador principal: Prof. Paulo Ricardo de Oliveira Paes, Prof. Rodrigo dos Santos Horta.

Razdo social e CIAEP instituicdo da CEUA que aprovou: Universidade Federal de Minas Gerais — Ciaep:
02.044.2019.

Obijetivos do estudo: Esse estudo tem como objetivo identificar alteragdes hematoldgicas, bioquimicas
e de linfonodos de gatos com diferentes formas da infeccéo pelo virus da leucemia felina (FeLV), visando
ndo s6 o diagndstico, mas melhorar a compreenséo da doenca e o tratamento.

Procedimentos a serem realizados com os animais: Serdo incluidos gatos clinicamente higidos,
submetidos a anestesia geral para ovariohisterectomia ou orquiectomia eletiva. Aproveitando o
procedimento anestésico necessério para as cirurgias supracitadas, sera realizada a coleta de 2-3ml de
sangue na veia jugular e ainda aspirados, utilizando agulha fina, de linfonodo e medula 6ssea. A coleta
de medula dssea serd realizada no cabega do Umero, mediante tricotomia e antissepsia adequada.

Potenciais riscos para os animais: Os procedimentos realizados (coleta de sangue, linfonodo e medula
0ssea) sdo pouco invasivos e ndo oferecem riscos adicionais aos animais. Os riscos existentes sdo
inerentes ao procedimento anestésico e cirdrgico (castragdo), conforme previstos por Fossum et al.
(2008). N&o havera também aumento do tempo de anestesia nos animais incluidos nessa pesquisa.

Cronograma:

Atividades Mar/Abr Mai/Jun Jul/Ago Set/Out Nov/Dez Jan/Fev

Elaboracéo e aprovacéao do projeto X
no CEUA
Realizacdo da coleta X X

Analise das amostras X X
Tabulacdo dos dados
Anédlise dos dados

X X X X X
X X X X X

Redacéo
Publicacdo dos resultados X X

*Esse cronograma podera ser alterado devido a pandemia atual (COVID-19).

Beneficios: Os pacientes incluidos nesse projeto se beneficiardo de exames hematolégicos completos,
bem como da pesquisa do antigeno p27, por meio do ELISA (SNAP Combo FIV/FeLV), e PCR para
pesquisa do DNA proviral, permitindo o diagndstico da FeLV e a identificacdo de alteracGes
hematoldgicas e bioquimicas possivelmente relacionadas. Esses resultados seréo repassados ao clinico,
deacordo com o cronograma acima. Os resultados provenientes deste projeto serdo redigidos em formato
de artigos cientificos e publicados em revistas cientificas. A expectativa é de que este projeto produza
ao final uma publicagdo em revista Qualis A ou B1. As informagdes provenientes do projeto também
serdo divulgadas para a comunidade cientifica da UFMG, na semana de iniciacdo cientifica e em outros
eventosinternos, mas também externamente em eventos de relevancia na area.

Sua autorizagdo para a inclusdo do (s) seu (s) animal (is) nesse estudo € voluntaria. Seu (s) animal (is)
podera(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 regulatérias poderdo solicitar suas informacBes, e nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspec@es regulares.
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O Médico Veterinario responsavel pelo (s) seu (s) animal (is) serd o (a) Prof. Rodrigo dos Santos Horta,
inscrito (a) no CRMV sob 0 n° MG11669. Além dele, a equipe do Pesquisador Principal Prof. Paulo
Ricardo de Oliveira Paes e Dra. Mariana de Padua Costa, também se responsabilizara pelo bem estar
do(s) seu (s) animal (is) durante todo o estudo e ao final dele. Quando for necessario, durante ou
apos o estudo, vocé podera entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos
contatos:

Tel. de emergéncia: (31)3409 3349

E-mail: rodrigohorta@ufmg.br

Equipe: Clinica e Cirurgia de Pequenos Animais da UFMG

Enderego: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias (DCCV), Escola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas Gerais (Av. Antdnio Carlos, 6627 — Pampulha, BH, MG).

Telefone: (31) 3409-2229

Declaracdo de consentimento: Fui devidamente esclarecido (a) sobre todos os procedimentos deste
estudo, seus riscos e beneficios ao (s) animal (is) pelo (s) qual (is) sou responsavel. Fui também
informado que posso retirar meu (s) animal (is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo
de Consentimento, declaro que autorizo a participagéo do (s) meu (s) animal (is) identificado (s), a seguir,
neste projeto. Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com
0 pesquisador.

Belo Horizonte, MG, de de 2021
Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome:
Documento de Identidade: Identificac@o do (s) animal (is):
Nome:
NUmero de identificac&o: Espécie:

Raca:
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