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“Vim para que tenham vida e a tenham com

abundéancia”.
Jodo 10,10.

“Deus quer, o homem sonha, a obra nasce.”

Fernando Pessoa

“Faca as coisas o mais simples que vocé
puder, porém, ndo as mais simples.”

Albert Einstein

“0 vau do mundo € a alegria!”

“O correr da vida embrulha tudo, a vida é
assim: esquenta e esfria, aperta e dai
afrouxa, sossega e depois desinquieta. O que
ela quer da gente é coragem. O que Deus
quer é ver a gente aprendendo a ser capaz de
ficar alegre a mais, no meio da alegria, e inda
mais alegre ainda o meio da tristeza!”

Jodo Guimaraes Rosa
Grande Sertdo: Veredas, 1956.
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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um lentivirus causador de imunodeficiéncia em
felinos domésticos. A infeccao € caracterizada por um progressivo declineo de células T CD4+
circulantes, propiciando desta maneira o surgimento de infecgdes oportunistas. O presente
trabalho, estudando uma populagao de gatos capturados na rua de Belo Horizonte e mantidos
em cativeiros, compreendeu um levantamento da ocorréncia de gatos positivos para infecgoes
pelos virus da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV), a relagdo entre as
alteragbes hematolégicas e clinicas com os gatos soropositivos e a comparagao de duas
técnicas de diagnosticos (ELISA e PCR) paro o FIV. Amostras de sangue periférico de 145
gatos foram testadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), empregando-se os
iniciadores P-24-1 e P-24-2 que promovem a amplificagcdo e deteccdo de parte do gene gag
proviral em amostras de células mononucleares do sangue periférico. Quarenta amostras das
145 tambem foram testadas por um kit comercial de ensaio de imunoadsorgdo enzimatica
(ELISA - SNAP® Combo FelLV/FIV). Os resultados mostraram que a ocorréncia do FIV nesta
populacao é de 4,14% pela PCR e que a do FelV é de 32,5% pelo ELISA além de relatarem
que apenas a emaciacdo, nas alteragdes clinicas, apresenta associagao positiva com o FIV.
Mostraram, ainda, que ambas as técnicas estudadas apresentam alinhamento elevados,
demonstrando serem Uteis para uma triagem do FIV.

Palavras-chave: Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV); Virus da Leucemia Felina (FeLV);
Reagao da cadeia da polimerase (PCR).

SUMMARY

The feline immunodeficiency virus (FIV) is a lentivirus that causes immunodeficiency in
domestic cats. The disease is characterized by a progressive decline of the number of
circulating CD4+ T cells, leaving the animals susceptible to opportunistic infections. In this work,
we determined the ocorrency of the FeLV and FIV infection in a colony of free-roaming cats
cached on the streets of Belo Horizonte — Minas Gerais — Brazil — and kept in confinement and
its relationship with hematological abnormalities and clinical alterations. Additionally we
compared two methods of detection of the disease (ELISA and PCR). One hundred forty five
samples of peripheral blood mononuclear cells were amplified by PCR with synthetic primers, P-
24-1 and P-24-2 corresponding to the fragment of gag proviral gene. Forty out of the 145
samples collected were also tested in a commercial kit (ELISA — SNAP® Combo FelLV/FIV).
The results have showed that the ocorrency of FIV in the studied colony was 4.14%, by PCR
and the FelLV was 32.5%, by ELISA. Additionally our research pointed that only the weight loss
in the clinical abnormalities parameters observations presented statistic positive relationship
with FIV infectivity. We also found out that both methods present similar sensitivity and
specificity.

Keywords: Feline immunodeficiency virus (FIV); Feline leukaemia virus; Polymerase chain
reaction (PCR).
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1 INTRODUGAO

A imunodeficiéncia felina a virus é causada
por um lentivirus da familia Retroviridae que
pode estabelecer infecgcao persistente em
gatos domésticos (Felis catus). Varios
estudos demonstram que este lentivirus
felino esta disseminado mundialmente
apresentando prevaléncia variada segundo
as regioes geograficas e o estilo de vida do
felino. O FIV é hoje um problema de saude
em gatos domésticos em todo o mundo.

Desde sua primeira descricdo, em 1987, o
FIV foi reconhecido como modelo excelente
e estratégico para estudos do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e da
sindrome da imunodeficiéncia humana
adquirida (AIDS), resultante da infeccao
com o virus da imunodeficiéncia humana do
tipo 1 - HIV-1 -. O FIV causa em gatos
domésticos uma enfermidade bastante
similar aguela observada em pacientes com
AIDS humana.

As mais altas taxas de infecgao encontram-
se em gatos adultos com livre acesso as
ruas, os quais freqlientemente apresentam
comportamento agressivo.

O diagndstico da FIV deve ser estabelecido
a partir do exame clinico complementado
com procedimentos laboratoriais. Trabalhos
recentes tém demonstrado discrepancias
quanto aos métodos atualmente utilizados
para deteccao da infecgdo por FIV. O
ensaio de imunoadsorgao enzimatico -
ELISA - é o mais usado e disponivel
comercialmente. Embora fornegca apenas
dados indiretos, este teste tem se revelado
suficiente na pratica veterinaria para
diagnostico da infecgao.

O virus da leucemia felina (FeLV) é também
outro retrovirus de grande importancia para
os felinos domésticos. O FelLV é um
significante patdgeno dos gatos que causa
uma variedades de desordens neoplasicas
e degenerativas e apresentam distribuigdo
mundial.
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Os estudos sobre o FIV e FeLV no Brasil
sdo recentes e em numero crescente. Tém
em comum relatos de ocorréncia do virus
em Sao Paulo, no Rio de Janeiro, no Rio
Grande do Sul e em Minas Gerais.

Este trabalho apresenta trés objetivos:
determinar a freqliéncia da imunodeficiéncia
felina e da leucemia felina em animais
capturados na rua do municipio de Belo
Horizonte; observar aspectos clinicos e
hematologicos dos gatos naturalmente
infectados com o virus da imunodeficiéncia
felina e da leucemia felina e comparar dois
métodos de diagndstico da imunodeficiéncia
felina (ELISA e PCR).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Imunodeficiéncia Felina

Niels Pedersen e colaboradores
descreveram em 1987, pela primeira vez, a
doenga de um gato doméstico que
apresentava sintomas que levaram o dono a
acreditar que o animal adquirira algum tipo
de AIDS. Investigagbes  posteriores
mostraram ser o FIV um problema de saude
em gatos domésticos por todo o mundo.
Sua existéncia fora insuspeita anteriormente
porque, como na infecgao por HIV, o virus
provoca a ruptura progressiva das funcoes
imunes do portador provocando as
manifestacbes clinicas variadas que se
desenvolvem  vagarosamente e  sdo
impossiveis de se atribui "a uma Unica
etiologia na auséncia de testes especificos
para diagnosticos (Bendinelli et al., 1995).

2.2 Manifestagoes Clinicas

As numerosas e variadas manifestacbes
clinicas observadas em gatos infectados
pelo FIV podem ser conseqliéncias diretas
da infeccao efou secundaria ao estado de
imunodeficiéncia causado pelo  virus
(Bendinelli et al,, 1995) e podem ser
ocasionais, mas tendem a ser
progressivamente persistentes. Ishida e
Tomoda (1990), propdoem 5 fases da doenca
para os gatos infectados com o FIV:




FASE AGUDA - As infeccbes primarias sao
clinicamente silenciosas em alguns casos.
Manifestam-se como doengas passageiras
com linfoadenopatias generalizadas, febre
branda, depressao, anorexia e neutropenia
que favorecem o aparecimento de infecgoes
bacterianas secundarias. Diarréia aguda,
conjuntivites, dermatites, gengivite e
sintomas respiratorios suaves estao também
presentes nos animais infectados. Poucas
mortes sao observadas sem clara ligagao ao
FIV. Estas primeiras manifestagoes
normalmente apresentam boa resposta ao
tratamento com antibiéticos, provalvelmente
por ser tratar de infecgdes secundarias. Na
pratica veterinaria, frequentemente a
etiologia nao é estabelecida.

FASE ASSINTOMATICA — Apds os sinais
primarios de invasao, a infeccao permanece
inaparente por periodos prolongados. Isto
ndo significa laténcia, pois o virus neste
periodo pode ser isolado das células
mononucleares do sangue  periférico
(PBMC), do plasma e da saliva com a
mesma freqliéncia que em gatos na fase
aguda ou na fase FAIDS. A evolugdo da
infecgdo € lenta, mesmo apos a fase aguda,
poucos gatos entram na fase sintomatica
sem passar pela assintomatica. A extensao
do periodo de incubagdo nao parece ter
relagao com o prognostico do paciente.

LINFOADENOPATIA PERSISTENTE
GENERALIZADA - Fase caracterizada pelo
aumento de nodulos linfaticos e vagos
sinais clinicos, como febre recorrente,
anorexia e perda de peso, mas sem
infeccoes graves.

ARC - O acrénimo vem de AIDS related
complex introduzido em medicina humana e
util para os estudos de gatos infectados pelo
FIV. Gatos nesta categoria apresentam
infecgOes secundarias da cavidade oral e
trato respiratério superior. Perdas de peso,
linfoadenopatias, febre sem origem e
anomalias hematologicas sao comuns.
Alopecia e prurido também podem ser
observados. Desordens neurologicas, renais
e neoplasias ocorrem menos
freqlientemente. A maioria dos animais em
ARC progride para a fase de FAIDS.

FAIDS — A ultima fase descrita apresenta 24 Upm©

semelhanga com a AIDS em humanos, a
saber: infecgbes secundarias, tumores como
linfossarcomas, fibrossarcomas, doencgas
mieloproliferativas, tumores de células
mamarias, carcinomas e adenomas,
oligodendroglioma, meningioma e
anormalidades neurolégicas como mudanca
de comportamento, ataxia, convulsoes,
deméncia e alteragdes motoras. O quadro
clinico piora rapidamente e o periodo de
vida provavel nesta fase & de menos de um
ano.

2.3 Alteracoes nos Exames
Complementares
Anormalidades hematolégicas sao

comumente observadas nos animais com
infecgoes naturais. Alteracgoes no
leucograma ja foram bem relatadas por
diversos autores. Na fase priméaria uma
leucopenia transitoria, devido a uma
absoluta neutropenia, é freqUente.
Leucopenia como linfopenia, neutropenia ou
trombocitopenia ocorrem em  grande
proporcdo em gatos nas fases ARC e
FAIDS (Shelton e Linenberger, 1995).

Hofmann-Lehmann et al. (1997) estudando
animais infectados experimentalmente, néo
observaram alteragdes significativas nas
contagens de globulos brancos e de células
sanguineas diferenciais nos  animais
positivos. Em estudos anteriores, a infecgao
pelo FIV, sob condicdes de campo, foi
associada a varias  anormalidades
hematoldgicas, como leucopenia, linfopenia
e neutropenia (Sparkes et al, 1993).
Hofmann-Lehmann et al. (1997), explicam a
discrepancia desses resultados por razoes
relativas ao bem estar dos animais, estilo de
vida dos animais, a menor viruléncia da
cepa utilizada e ao estado de saude dos
animais utilizados nos estudos de campo.
Os autores, ainda neste estudo, relatam que
pequenas alteragdoes foram encontradas na
série vermelha dos animais infectados.
Animais FIV-positivos apresentaram valores
ligeiramente diminuidos de hematdcrito e de
eritrocitos, apés 30 meses da infecgdo. Esta
observagdo foi acompanhada por um
aumento transitério de HCM (hemoglobina
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corpuscular média). Os valores mais baixos
de contagens de eritrocitos e do hematdcrito
foram justificados por uma menor
capacidade de regeneracao de eritrocitos
nos gatos infectados pelo FIV do que nos
animais nao-infectados. Isso, por sua vez,
também pode ser explicado por diminui¢oes
nas freqliéncias de progenitores eritroides
na medula dssea, ja relatadas anteriormente
em alguns gatos FIV-positivos (Shelton et
al., 1990).

Hofmann-Lehmann et al. (1997), estudando
infeccOes experimentais, afirmaram que os
parametros importantes de progressédo da
doenca, nas infeccoes pelo FIV, sdo os
referentes a glicose, proteina,
gamaglobulinas,  uréia, colesterol e
contagens de CD4+. E interessante relatar
gue os autores enfatizam que as diferengas
de parametros bioquimicos entre os gatos
FIV-positivos e FIV-negativos encontradas
no trabalho tenham sido significativas,
porém a maioria dos valores ainda se
mantinha dentro dos valores de referéncia.

2.4 Transmissao

A mordida é a principal forma de
fransmissdao do virus da imunodeficiéncia
felina. A mais alta ocorréncia de infecgao
tem sido invariavelmente encontrada em
animais que apresentam comportamento
agressivo e em gatos domésticos adultos
com livre acesso as ruas. Também as
variagoes geograficas e de género relatadas
sublinham a importancia desta rota de
transmissao, uma vez que gatos machos
possuem maior propensao para morder que
fémeas e maiores ocorréncias sao
encontradas em partes do mundo onde os
gatos sdo deixados livres com acesso as
ruas (Bandecchi et al., 1992; Ishida et al.,
1989). Natoli et al. (2005), estudando o
comportamento dos gatos domésticos que
vivem na rua, relataram como ©
temperamento  desses influencia na
vunerabilidade para a imunodeficiéncia
felina.

Hartmann et al. (1998) afirmaram que a

principal forma de transmissao natural do
virus é a mordida, embora ela possa ocorrer
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pelo utero, colostro e leite. Allison e Hoover
comprovaram no ano de 2003 que o virus
estd concentrado no leite, no inicio da
lactacdo de gatas infectadas. No mesmo
ano, os autores relataram a importancia da
transmissdo vertical na imunodeficiéncia
felina.

Jordan et al. (1998), demonstraram que o
FIV pode ser isolado do sémem de gatos
experimentalmente e naturalmente
infectados. Relataram ainda que a
inseminagao, realizada com sémem fresco
de gatos infectados com o FIV, provoca
infeccao em fémeas desta espécie.

25 0O Virus da Imunodeficiéncia
Felina

O FIV é um membro do género lentivirus e,
desta forma, apresenta caracteristicas
estruturais, morfologicas, bioquimicas e
genéticas semelhantes a de outros lentivirus
como o virus da imunodeficiéncia humana
do tipo 1 — HIV-1 - (Bendinelli et al., 1995).

O Virus da Imunodeficiéncia Felina
atualmente é classificado em cinco subtipos:
A, B, C, D e E. Esta classificagdo se baseia
na diversidade maior que 20% na seqléncia
de aminoacidos da regiao V3 a V5 do gene
do envelope (Kakinuma et al., 1995). Tal
classificacdo retrata o estagio atual dos
estudos, haja vista o trabalho de Reggeti e
Bienzle (2004), que constata intersubtipos
recombinantes, no Canada, e o de Kyaw-
Tanner et al. que, dez anos antes, ja
observavam tipos hibridos. Alidas, o
fendbmeno das quasiespecies virais,
estudado no virus da imunodeficiéncia
humana por Brown et al. (1994), ja foi
relatado no virus da imunodeficiéncia felina
no trabalho de Kyaw-Tanner e Robinson
(1996).

2.6 Estrutura do Virus

O virion extracelular é esférico a helicoidal,
medindo de 100 a 125 nm de diametro e
limitado por um envelope externo com
pequenas projecoes pouco definidas. Sua
aparéncia microscopica ndo parece distinta
de outros lentivirus (Pedersen, 1987).
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Figura 1: Diagrama da estrutura do virus da imunodeficiéncia felina.
Fonte: www.vetmed.ufl.edu/.../ diagnostics.htm

A analise do genoma revela diferengas do codificam respectivamente as proteinas

virus em questdao com outros lentivirus,
embora sua sequéncia de organizacao
tenha similaridade (Olmsted et al., 1989).

O genoma viral se compde de trés grandes
regides gendmicas, gag, pol e env que

estruturais internas, a transcriptase reversa
e outras enzimas virais e as proteinas do
envelope — além de varios genes acessorios
(Olmsted et al., 1989).

gag env
pol
RRE
L CA NC it A SU = ™ ‘TLTR
2= n y viz 517 = i
' B T -1 FR RT DU TNy TT1T T 1
— I Li T 1
\rev/
r T T T T T i T T T
a 1 2 3 4 4 ? 8 9 Kbp

Figura 2: Representacao esquematica do genoma proviral do FIV.

Fonte: Bendinelli et al. (1995).
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2.7 Epidemiologia

Infeccao pelo FIV tem sido relatada em
gatos domésticos de varias partes do
mundo. Entre gatos domésticos
aparentemente sadios, a taxa mais baixa de
soropositivos (1% ou menos) foi observada
em paises europeus e nos EUA. A mais alta
foi observada no Japao, 44% (Ishida et al.,
1989). Kanzaki e Looney (2004), em uma
recente revisao sobre a doenca, relatam
que 11,04% da populagdo de gatos
atualmente na América do Norte, Asia,
Europa e Oceania, apresentam sorologia
positiva para o FIV, desconsiderando os

falsos negativos. Os cinco subtipos do virus
apresentam distribuicdes diferentes pelo
mundo, conforme relato de Caxito (2003). O
subtipo A é relatado nos EUA, Australia e
Europa; o subtipo B é encontrado no Japao,
Europa, EUA, Argentina, Portugal e Brasil; o
subtipo C é constatado no Canada, na
Europa e em Taiwan. Ja os subtipos D e E
sdo verificados no Japao e na Argentina.

No Brasil estudos sobre a frequéncia da
infeccao varia de 2,66% a 37,5%. Abaixo
segue uma sintese dos estudos sobre FIV
no Brasil relatados por Caxito e Resende
(2004) -Tabela 1.

Tabela 1 — Revisdo sobre os estudos epidemiolégicos de FIV no Brasil

Autores Ano Estado  Testede Espécie de Felino N°de % de
diagndstico animais positivos
testados
Hagiwaraetal. 1993 SP ELISA Felis catus 401 11,7
Caldas et al. 2000 RS PCR Felis catus 40 37,5
Souza et al. 2002 RJ ELISA Felis catus 126 16,66
Taniwakietal. 2002 SP PCR Felis catus 500 13,4
Filoni et al. 2003 SP ELISA Leopardus pardalis, 104 0
L. tigrinus, L. wiedii,
Herpaiturus
yaguarondi,
Oncifelis geoffroyi
Caxito et al. 2003 MG PCR Felis catus 450 2,66
Fonte: Caxito e Resende (2004)
Género e idade também  afetam Hosie et al., 1989; Ishida et al., 1989). Nao

marcadamente a ocorréncia de FIV. Varios
trabalhos registram maior prevaléncia em
gatos machos (Arjona et al., 2000; Hosie et
al, 1989). A infeccao é adquirida mais
comumente ap6s o primeiro ano de idade e
sua prevaléncia € maior em gatos velhos
que novos (Hosie et al., 1989). Outra
variavel importante na epidemiologia viral, ja
bem discutida na literatura, é o estado de
salde do animal, pois a ocorréncia do FIV
se apresenta mais alta em gatos doentes
que em sadios (Bandecchi et al., 1992;

podemos nos esquecer  que a
imunodeficiéncia provocada pelo virus deixa
0s animais com maior probabilidade de
adquirir  infeccoes oportunistas. Varios
autores discutem que as variagcbes na
distribuicdo do FIV sao, principalmente,
resultado de diferencas no comportamento
social e estilo de vida. (Caxito e Resende,
2004).
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2.8 Resposta Imune ao Virus

Gatos infectados pelo FIV desenvolvem
uma forte resposta imune humoral
direcionada contra determinantes
antigénicos nas proteinas virais codificadas
pelas regides gendémicas gag e env (Hosie e
Jarrett, 1990, Egberink et al., 1990, Pancino
et al., 1993, Lombardi et al., 1993). Gatos
infectados experimentalmente com o FIV
mostraram soroconversao dentro de 3 a 5
semanas apos o desafio e apresentaram
uma resposta imune humoral direcionada
contra proteinas codificadas pelo eny,
seguida por uma resposta contra proteinas
codificadas pelo gag (Avrameas et al,
1993).

O FIV usualmente torna-se detectavel em 2
a 6 semanas. Anticorpos dirigidos as
proteinas  centrais  principais e a
glicoproteina do envelope desenvolvem ao
mesmo tempo e tendem a permanecer em
altos titulos por toda a vida do animal.
Anticorpos adquiridos verticalmente por
filnotes declinam em 2 a 3 meses apos o
parto, a menos que o filhote se torne
infectado. Anticorpos neutralizantes sao
semelhantes em gatos infectados, com ou
sem sintomatologia. A exposicdo ao
anticorpo anti-FIV teve pequeno efeito na
capacidade de infeccao do FIV. In vitro,
estes anticorpos contribuem para o limite de
contagio de célula a célula, especialmente
em tecidos nédo linfoéides (Avrameas et al.,
1992; Fontenot et al., 1992; Callanan et al.,
1991).

2.9 Diagnéstico

Os métodos atualmente utilizados para
detecgdo da infecgdo por FIV em gatos
incluem o isolamento do virus, testes
imunolégicos para anticorpos ou antigenos
e testes moleculares para deteccdo de
sequéncias gendémicas do FIV. Em contraste
com a maioria de outros virus, devido a
persisténcia dos lentivirus, uma
demonstragao indubitavel de anticorpos
antivirais em soro pode ser considerada
uma evidéncia suficiente para atestar a
infecc@o. A maioria dos testes disponiveis
para diagnosticar o FIV detecta anticorpos
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especificos no soro, plasma ou até mesmo
no sangue total. O teste de imunoadsorgao
enziméatico (ELISA), que proporciona a
identificacdo de anticorpos (anti-FIV), € o
unico teste comercial disponivel e realizado
nos laboratérios das Américas do Norte e do
Sul. Os testes estao dispostos em formato
de kit para uso (SNAP FelLV Ag/FIV Ab —
IDEXX), ou em formato microwell para ser
usado em laboratérios (PetChek kit FIV Ab -
IDEXX).

Testes sorologicos para FIV sao rapidos e
sensiveis. A especificidade e sensibilidade
de tais testes sd@o bastante satisfatorias,
mas ha relatos de resultados falso-positivo e
falso-negativo (Hosie e Jarret, 1990). Virus
da imunodeficiéncia felina isolado em
culturas de células mononucleares de
sangue periférico de gatos errantes com
sorologia negativa tem sido relatado
(Sparkes et al., 1993). Yamamoto et al.
(1988), demonstram que a soroconversao
pode ocorrer apds um periodo de até 14
meses pos-infecgdo. Dandekar et al. (1992),
relatam a presenca freqiiente do genoma do
FIV em gatos soronegativos mantidos por
periodos prolongados com gatos infectados
com FIV e soropositivos.

Teste de imunofluorescéncia indireta (IFI)
tem sido amplamente utilizado para
diagnéstico de diversas doengas
infecciosas, incluindo HIV, e tem
demonstrado ter sensibilidade semelhante
ou igual ao Western blot (imunoblot) para
deteccdo de anticorpos contra o virus da
imunodeficiéncia humana (Carlson et al,,
1987). Richard et al. (1992), relatam que IFI
apresentou em seu trabalho sensibilidade
de 97,4% e especificidade de 100%. Ja
Hosie e Jarret, 1990, afirmam que estes
testes sao menos especificos e podem ser
feitos com  meros propdsitos de
demonstragdo. 0] teste de
Imunofluorescéncia Indireta nao e
comumente usado no diagnéstico da
infeccao pelo FIV e pouco se sabe de sua
eficiéncia.

Outros testes sorolégicos disponiveis
incluem o Western Blot (WB), o teste de
Imunofluorescéncia Indireta — IFI — e testes
de aglutinacao (Barr et al., 1991; Wilson et
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al. 1994). Testes WB detectam anticorpos gendémicas de agentes infecciosos (Belak €24 ;pw©

contra proteinas virais individuais e sao
também importantes para estudos relativos
a patogenia do FIV (Hosie and Jarret, 1990).
Todavia este teste demanda alta tecnologia
e alto custo. Todos os soros de gatos
naturalmente infectados pelo FIV, em um
trabalho de Egberink et al. (1992),
reconheceram as proteinas do env e uma
ou mais proteinas do gag além das
proteinas do CA (capsideo), mas nenhuma
amostra reconheceu somente as proteinas
do env. A interpretacao dos resultados de
WB sao bastante discutiveis. O'Connor
(1988), menciona que reconhece o animal
positivo quando este apresenta reatividade
a duas proteinas do core; ja Hosie e Jarret
(1990), defendem a detecgao de anticorpos
a pelo menos trés proteinas do core além de
reatividade contra as glicoproteinas SU
(superficie) do gene env. Tais testes
mencionados se aplicam também a saliva
(Poli et al., 1992). O microwell ELISA, usado
em laboratérios de veterinaria, tem sido
descrito como possuindo um alto grau de
sensibilidade e especificidade (Barr et al.,
1991). Resultados falsos negativos séo
raros e sao frequentemente atribuidos a
infeccoes agudas. Os resultados falsos
positivos tém sido atribuidos a deficiéncia da
técnica e reatividade ndo especifica a
componentes da cultura de tecidos
utilizados na fabricagdo de vacinas (Barr,
1996). Barr ainda neste trabalho relata que
mais de 20% das amostras positivas, no kit
ELISA, submetidas a confirmagdo do
Western blot, foram identificados como
falsos positivos. Baseado nesses dados, o
autor recomenda que o animal saudavel
positivo no ELISA deva ter o exame
confirmado no Western Blot.

Recentemente, os laboratorios na América
do Norte tém oferecido testes diagnosticos
para veterinarios tanto individuais quanto
como uma combinacdo de testes para
doencas infecciosas em animais (Teste de
DNA e Teste Genético) baseados na
detecgdo do Acido nucléico através da
reacdo em cadeia pela polymerase — PCR.
Na verdade, a PCR é um instrumento chave
para pesquisa na ciéncia moderna e
frequentemente usada para detectar,
guantificar e acessar as variagoes

Thoren, 2001). O diagnoéstico por PCR, de
uma infeccao, depende de alguns fatores
citados no trabalho de Elnifro et al. (2000):

e organismo deve possuir uma regido de

gene de tamanho suficiente e
conservada que permita sua
amplificagao;

e amostra adequada que garanta a
possivel presenca do organismo;

e quantidade de amostras disponiveis
adequadas para testes de rotina;

e grande controle de contaminagao do
laboratorio;

¢ controles adequados para verificar a
qualidade das amostras, e

e auséncia de artefatos 5] ou
contaminagdes de acido nucléico que
nao sao de interesse.

Deacon e Lah (1989), afirma que a PCR tem
permitido a deteccdo de fragmentos
gendmicos de muitos agentes infecciosos
em amostras clinicas, sendo um método
sensivel para o diagnostico de doencas
infecciosas.

A PCR é uma técnica usada para
amplificagao in vitro de fragmentos de
genomas selecionados, resultando na
amplificagdo dessas seqiiéncias em poucas
horas (BelaK e Ballagi-Pordani, 1993). A
técnica &€ baseada na repeticdo ciclica e
automatica de ftrés simples reagoes:
desnaturacdo térmica da fita dupla do DNA;
anelamento de iniciadores nas fitas
desnaturadas e sintese da fitacomplementar
na seqiéncia molde de DNA. Este
fendbmeno ocorre através da extensao de
cada iniciador anelado, pela acao de
enzimas. Teoricamente, apos 25 ciclos, a
fita inicial de DNA tera sido amplificada na
ordem de 10° vezes (Deacon e Leah, 1989).

A PCR ja vem sendo utilizada para a
detecgdo do FIV em gatos domésticos com
bastante eficacia (Caxito, 2003).

Ja outros autores afirmam que o FIV é um
organismo dificil de detectar com seguranca
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pela PCR, uma vez que a seqléncia de
genes difere na propor¢gdo de 20% entre
isolados do campo (Bachmann et al., 1997),
e a quantidade de virus no sangue é
pequena durante a fase assintomatica da
doenga quando grande parte dos exames &
realizada (Pedersen et al., 1989).

Recentemente, uma vacina contra a
imunodeficiéncia felina  completamente
inativada, que induz a uma forte resposta
humoral, foi licenciada nos Estados Unidos.
Por induzir a formagao de anticorpos,
indistinguiveis dos anticorpos eliciados pela
infecga@o natural os métodos soroldgicos nao
serao capazes de promover a distingao
entre animais vacinados e animais
infectados (Uhl et al., 2002). O PCR ou
isolamento do virus, portanto, se torna
necessario a despeito das limitagbes
mencionadas. O isolamento de virus se trata
de tecnologia de custo elevado além de
demandar varias semanas de trabalho. J&
existem meétodosde diagndstico por PCR
para o FIV disponiveis comercialmente, em
alguns paises da Europa e os custos sao
comparaveis aos dos métodos baseados em
ELISA. Ainda é cedo para uma avaliacdo
definitiva do desempenho (Bienzle et al.,
2004).

2.10 A Leucemia Viral Felina

O virus da leucemia felina (FelLV) foi o
primeiro retrovirus descoberto nos gatos
domésticos por William Jarrett, Escocia ano
de 1964 (Jarret, 1999). O FelV esta
associada a uma variedade de doencas
proliferativas e  degenerativas, como
leucemias, linfomas e mielodisplasias
(Coelho, 2003). Este virus apresenta quatro
subgrupos: A, B, C e o T. Estes subgrupos
sao distinguidos pela sequéncia de
nucleotideo do gene env e parecem regular
gquando e que tipo de doenga ocorrera
(Norsworthy, 1993). O FelLV geralmente é
transmitido por contato oronasal. Desta
forma a transmissdao horizontal € a mais
importante. Esta ocorre através do contato
intimo de gatos suscetiveis com gatos
infectados, que eliminam o FelV através da
saliva, urina e fezes (Rojko e Hardy, 1994).
A patogenia da infeccdo pelo virus é
dependente da dinamica entre fatores virais
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e relacionados ao hospedeiro como, por
exemplo, a quantidade de virus inoculada, o
subgrupo do virus envolvido, a idade do
animal acometido, doengas concomitantes,
a imunidade do animal e as condigbes
ambientais. A maioria das vezes, o0
diagndstico da infecgdo baseia-se no
histérico clinico e na deteccao dos
antigenos, proteina do nucleo do FelLV
(p27), nos leucocitos, plasma, soro ou saliva
dos animais suspeitos (Barr, 1998). O
ensaio da imunofluorescéncia indireta (IFA)
e 0 ensaio imunoenzimatico sao os métodos
de diagnéticos mais utlizados para a
deteccao do virus (Miyazawa, 2002). O IFA
tem a capacidade de detectar antigenos
estruturais como a p27 e a p55 que estao
presentes nos leucdcitos infectados sendo
assim isto so ocrre apés a viremia
(Norsworthy, 1993; Herring et al., 2001). O
teste ELISA pode identificar baixas
concentragbes da proteina p27 no soro,
plasma e saliva porém o soro e o tipo de
amostra mais aconselhavel de ser utilizado
pois resulta em baixos resultados de falsos
positivos e negativos (Lutz e Jarrett, 1987).
Felinos que apresentam resultados positivos
para o ELISA deverdao estar sob infecgao
transitéria  ou estdo persistentemente
infectados. Gatos positivos para o ELISA
deverao ser novamente testados para o
FelLV pela IFA e ou pelo ELISA novamente
(Mehl, 2001). A PCR atualmente vem sendo
empregada para a deteccao deste virus. A
PCR positiva para o FelLV indica presenca
do DNA proviral exdégeno porém nao
ncecessariamente pode ser.utilizada como
diagnostico para a viremia entretanto a RT-
PCR detecta a presenga do RNA viral e
informa o desenvolvimento de viremia nos
animais infectados (Herring et al., 2001).
Ainda nao existe um tratamento eficaz
contra a infecgdo provocada pelo FelLV em
gatos. Os gatos infectados podem
permanecer assintomaticos por muitos
anos. Ja o0s gatos sintomaticos tém
progndstico reservado e uma sobrevida
curta  (Norsworthy, 1993). Estudos
epidemiologicos demosntram que o virus
encontra-se disseminado no mundo e que
sua prevaléncia varia de acordo com as
diferentes localizagdes geograficas e com o
estilo de vida da populagao felina (Coelho,
2003). No Reino Unido Hosie et al. (1989),




descreveu que a prevaléncia pelo ELISA do
FeLV foi de 14%. Braley (1994), em um
estudo realizado na Europa e nos Estados
Unidos observou a maior prevalencia deste
virus na Franga de 19%. Nos Estados
Unidos 14,81% dos gatos testados foram
positivos paro o FelLV. Na Espanha, num
estudo realizado em Madrid, foi verificado a
prevaléncia de 16,7% entre os animais
sadios e de 32,6% entre os animais com
algum sinal clinico (Arjona et al., 2000).
Outros estudos observaram diferentes
prevalencias do FelLV como o de Malik
(1997), que constatou 2% de felinos
positivos em Sydney. No Brasil em um
estudo realizado em Sao Paulo 12,5% dos
gatos testados foram positvos para o FelLV
ja no Rio de Janeiro a frequéncia do virus
da leucemia felina foi de 20,35% (Souza et
al., 2002). Em um unico estudo realizado no
Estado de Minas Gerias Magalhaes-Coelho,
no ano de 2004, observou a presenca do
virus em 63,36% das amostras analisadas
da regiao metropolitana de Belo Horizonte.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras Animais

As amostras foram coletadas de 145
animais (Felis catus domesticus), sem raga
definida, capturados na rua no municipio de
Belo Horizonte (MG) mantidos em abrigos,
dos quais 80 animais pertencem a
Sociedade Protetora dos Animais (SPA) de
Belo Horizonte e os 65 restantes vivem em
um abrigo de felinos, no municipio de
Ribeirao das Neves, na regiao metropolitana
de Belo Horizonte.

3.2 Parametros Observados
3.2.1 Avaliagao Clinica dos Animais

Os animais foram submetidos a um exame
clinico meticuloso. Os animais foram
submetidos a inspecao e palpacao; tiveram
suas freqliéncias respiratérias e cardiacas
aferidas e seu peso e temperatura corporais
anotados. Apos a avaliacao e identificagao,
os dados dos animais foram lancados em
uma ficha clinica na qual constava
identificagao do gato com os atributos raga,

sexo, procedéncia e bairro de origem bem
como dados clinicos.

3.2.2 Exames Hematolégicos
Coleta das Amostras

As amostras de sangue foram coletadas dos
145 animais através de venopuncao da veia
jugular, utilizando seringas descartaveis
(Becton & Dickinson - BD) com agulhas
25x7. Em cada procedimento foram
coletados aproximadamente 10 ml de
sangue. Desse volume, 6 ml foram
acondicionados em frasco de Vvidro
contendo 2 gotas de acido
etilenodiaminotetraacético, sal dissddico
10% (EDTA), para realizagao de
hemograma e de coleta de células
mononucleares 'para a extragao de DNA e
posterior reacao em cadeia da polimerase -
PCR -. O sangue restante foi acondicionado
em tubo de ensaio sem anticoagulante e
mantido em repouso, inclinado, durante 2
horas, a temperatura ambiente, para
promover a retragdo do coagulo e liberacao
do soro. Em seguida, o tubo foi centrifugado
a 1000 g por 10 minutos, e procedeu-se a
separagdo do soro. O soro de cada animal
foi dividido em trés aliquotas iguais e
congeladas a —20°C, para posterior teste
sorolégico para detecgao de leucemia felina
e imunodeficiéncia felina.

Hemograma Completo

Para execucdo desses exames, foram
utilizadas metodologias adotadas no
Laboratéorio de Patologia Clinica do
Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterindria da Escola de Veterinaria da
UFMG. Avaliou-se a série vermelha,
determinando o numero de hemacias por pL
de sangue, determinacdo de volume
globular (%), conteudo de hemoglobina
(g/dl) e usando essas informagbes para
calcular o volume celular médio (VCM) e a
concentracdo de hemoglobina celular média
(CHCM). Também se analisou a série
branca, através da contagem global dos
leucocitos. Os parametros citados acima
foram realizados e calculados no aparelho
automatico de contagem de células desse
laboratério  (Animal Blood Count -
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ABC'XVET®). O exame diferencial dos
leucécitos  foi realizado através de
microscopia, com objetiva de imersao, do
esfregago sanguineo realizado no momento
da coleta do material e posteriormente (em
até 24 hs.) corado pelo May-Gruenwald-
Giemsa. Os valores obtidos foram
comparados com os descritos por JAIN
(1986).

3.2.3 Exame Molecular

Extracao do DNA

A partir do sangue coletado em EDTA foram
obtidas as células mononucleares do
sangue periférico das 145 amostras, que
foram separadas pelo método Ficoll-
Hypaque® (Pharmacia Biotech) de acordo
com as recomendactes do fabricante. O
DNA foi preparado por digestdio com
proteinase K- Sdédio dodecil sulfato (SDS),

seguido por extracao com fenol-cloroformio
e posterior precipitagio com etanol
(Hohdatsu et al.,, 1992). Apos extragdo a
concentragdo de DNA foi estimada por
espectrofotometria, a 260 nm de
comprimento de onda, e mantido a —20°C
até ser utilizado para reacdao de PCR
(Sambrook et. al., 1989).

Condicdes da PCR para Amplificacdo do
Fragmento do Gene gag

Iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados
para amplificar um fragmento de 244 pares
de base do gene gag, baseados na
sequiéncia de nucleotideos do FIV descritos
por Talbott et al., 1989 (Petaluma strain);
foram desenhados por Hohdatsu et al
(1992) e seréo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na amplificagdo de um fragmento de 244

pb do gene gag e sua localizagao no genoma.

Iniciador® Sequencia (5" — 3") Regiao Localizagao no Fragmento
genoma®  amplificado
P-24-1 (+) CTAGGAGGTGAGGAAGTTCA gagp-24 1119-1138* 244 pb
P-24—-2 () CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT gagp-24 1343 - 1362

a: (+) Senso; (-) Anti-senso.

b: Os nimeros correspondem aqueles da sequéncia do FIV descrita por Talbott et al. (1989).

Amplificacdo

As reagoes foram realizadas em um volume
total de 20 pl contendo 10mM TrisHCI pH
8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM de MgCl,, 1% de
glicerol (p/v); 1% de DMSO (p/v); 10 pmoles
de cada iniciador; 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo (Promega, USA); 0,5 U de
Taq DNA polimerase (Gibco-BRL, EUA) e 2
pl da preparagao de DNA contendo 750 ng
de DNA felino. Uma fina camada de déleo
mineral foi adicionada a cada microtubo. A
reacao de amplificacao foi realizada em um
termociclador programavel (MJ Research,
Inc., USA). Os ciclos padronizados para
amplificacao do DNA foram realizados
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conforme descritos por Hohdatsu et al.
(1992): uma incubac&o inicial a 94°C por 5
minutos, o que era seguido de 35 ciclos,
cada um consistindo de desnaturacao a
94°C por 60 segundos, hibridizacdo a 55°C
por 120 segundos, extensdo pela
polimerase a 72°C por 120 segundos e
extensdo final a 72°C por 5 minutos. A
representagao esquematica do genoma e
do fragmento amplificado na reagdo esta
demonstrada na figura 3. O resultado de
cada PCR foi submetido novamente a outro
PCR, aumentando desta forma a
sensibilidade do teste conforme descrito
pelo mesmo autor citado neste paragrafo.




Figura 3: Representacao esquematica do fragmento do gene gag amplificado na reacé@o de
PCR utilizando os iniciadores P-24-1 e P-24-2 descritos por Hohdatsu et al. (1992).

Analise dos produtos de PCR

Eletroforese

Dez microlitros de cada de PCR foram
submetidos a eletroforese (100V e 400 m.a.
por 40 minutos) em gel de agarose a 1%
(p/v) em tampao TAE 1X (20,3 mM KH,PO,,
10,4 mM Tris-acetato, 10 mM EDTA pH 8,0),
contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml). Em
cada corrida foi incluido o padrao de
tamanho molecular Ladder 100 pb
(AMRESCO®, USA) com fragmentos
variando de 100 a 3000 pb. Em toda a
reacao havia um tubo controle de
reagentes, que nao continha DNA, controle
negativo e controle positivo. Os géis foram
visualizados e fotografados sob iluminagéo
U.V. (320 nm) utilizando o sistema de
fotografia Image Master VDS (Amersham
Pharmacia Biotech, Suécia).

Avaliacdo da sensibilidade da PCR

O DNA obtido a partir de uma amostra de
células monunucleares do  sangue
periférico, sabidamente positiva para FIV,
pela PCR, estimado por espectrofotometria
UV (Sambrook et. al., 1989), foi submetido a
diluicdbes duplas sucessivas seguidas de
PCRs para definicao da quantidade minima

de DNA capaz de ser amplificada no teste
utilizado.

Avaliacdo da especificidade da PCR

Os produtos de PCR obtidos de duas
amostras consideradas positivas, foram
purificados com Kit Wizard PCR Preps DNA
Purification  System (Promega, EUA),
conforme protocolo do fabricante e
submetidas & reagdo de sequenciamento
feita por ciclagem térmica em um
seqlienciador automatico (ALF — Amersham
Pharmacia Biotech, Suécia — do BIOAGRO,
Universidade Federal de Vigosa, MG). A
seqliéncia obtida foi editada e avaliada para
a remogao de seqliéncias dos iniciadores,
além de possivel resolucao de algumas
ambiglidades. A sequéncia editada foi
entdo analisada para a determinagao de
homologia com sequéncias de FIV
depositadas no Banco de genomas,
GenBank (National Center for
Biotechnological Information) -
www.ncbi.nlm.nih.gov.
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3.2.4 Deteccgao de Anticorpos para o FIV
e Antigenos para o FeLV

ELISA

Da amostra total foram separados os soros
de 40 animais, dos quais seis eram de
animais positivos para a imunodeficiéncia
felina de acordo com o resultado da PCR.
Os 34 restantes foram escolhidos
aleatoriamente. Todos os 40 foram
submetidos a testes para verificar a

presenga de anticorpos anti-FIV, contra a
proteina viral p24, e proteina p27 do FelLV
através de kits comerciais para a tecnica
ELISA (SNAP Combo — Kit de teste de
antigenos do virus da leucemia/anticorpos
do virus da imunodeficiéncia felina -
IDEXX). Os resultados possiveis estao
demonstrados na figura 4. Apds o0s
resultados, os animais positivos, para o
virus da imunodeficiéncia felina, foram
classificados utilizando-se o critério sugerido
por Ishida e Tomoda (1990).

Figura 4: Foto dos possiveis resultados encontrados no SNAP Combo — Kit de teste de
antigenos do virus da leucemia / anticorpos do virus da imunodeficiéncia felina — IDEXX. SNAP
1 — Amostra negativa para FIV e FeLV. SNAP 2 — Amostra positiva apenas para o FIV. SNAP 3
— Amostra positiva apenas para o FelL.V. SNAP 4 — Amostra positiva para FIV e Fel V.

3.3 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados quanto ao
sexo e as alteragoes clinicas observadas
durante o exame clinico dos animais do
estudo foi baseada no teste exato de Fisher.
Ja as alteragbes hematolégicas da
populagao em estudo foram baseadas em
uma analise ndo paramétrica do Teste de T
de Student, utilizando nivel de significancia
de 95%. Para analise de concordancia entre
os resultados obtidos na PCR e ELISA foi
utilizado o teste Kappa.

4 RESULTADOS

41 Caracterizagdao dos Animais
Estudados

De 145 animais estudados 82 %
apresentavam  alteragbes clinicas ou
laboratoriais. Os animais sadios, desta
populagdo, estavam sempre em contato
com 0s animais doentes favorecendo, desta
forma, a disseminac@o de varias doengas.
Estas alteragbes estdo apresentadas na
figura 5.
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ALTERACOES

Figura 5 — Alteragdes clinicas e hematoldgicas da populagdo estudada.

4.2 Alteragcoes  Clinicas e
Laboratoriais nos Animais FIV
Positivo pelo ELISA

Dos 9 animais com sorologia positiva para
FIV somente 2 (22,2%) apresentavam-se
assintomaticos. Os outros 7 animais
restantes apresentavam varias alteragoes
clinicas. Dois tercos dos animais positivos
66,6% (6/9) apresentavam-se no estagio
ARC da doenca e apenas 1 no estagio AIDS

de acordo com o critério estabelecido por
Ishida e Tomoda, 1990. Entre os 9 gatos
positivos para o FIV as principais
manifestagdes clinicas observadas foram
emaciagao com perda de peso, 55,5% (5/9)
e leucocitose com neutrofilia, 44,4% (4/9).
Os dois animais positivos para FIV e FelLV
encontravam-se bastante “debilitados com
alteracoes clinicas graves. As alteragoes
clinicas encontradas nos animais
soropositivos estdao resumidas na tabela 3.

27

LIOYT
ST

O

4 ppw®




Tabela 3 — Alteracdes clinicas e laboratoriais dos gatos positivos para o FIV pelo ELISA.

Amostra Sexo

Estagio

Alteracoes clinicas e laboratorias

FelLV-negativo

38 F
4 M
56 F
66 F
76 F
93 M
125 M

FelLV-positivo

41 M

117 M

dermatopatia, alt. Resp., leucoc.,
neutrof., anisoc.

dermatopatia, cistite, leucoc., neutrof.,
linfocitose, anisoc., desidratacao,
azotemia, proteinuria

Assintomatico -

emaciagao, perda de peso, linfopenia,
anisoc.

Assintomatico -

dermatopatia, emaciagao, perda de
peso, estomatite

emaciagado, perda de peso, leucoc.,
neutrof., azotemia

emaciagao, perda de peso, apatia,
anorexia, alt. resp., desidratacao

emaciacgao, perda de peso, anemia
normoc., normoc., leucoc., neutrof.

4.3 Deteccao do DNA Proviral em
Amostras Sangiiineas de Gatos

Utilizando altas condicdes de extringéncia,
obteve-se na PCR uma banda de forte
intensidade do tamanho esperado de 244
pb em 6 (4,14%) das 145 amostras de
sangue analisadas (tabela 4). Apenas duas
amostras apresentaram bandas
inespecificas. A sensibilidade do teste néo

apresentou alteragdo quando o resultado de
cada PCR era submetido novamente a outro
PCR. Alguns dos resultados da PCR estao
demonstrados nas figuras 6.

Analisando os resultados obtidos na PCR
confrontados com o0s exames clinicos e
laboratoriais, verificou-se que a freqiéncia
do virus entre os animais doentes foi de
3,36% (4/119) e entre os animais
assintomaticos, 7,69% (2/26).
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Tabela 4 - FreqUéncia do virus da imunodeficiéncia felina pela PCR em gatos capturados na
rua e mantidos em abrigos em Belo Horizonte.

Gatos N° de Animais FIV
0 88 2
60,69% 1,38%
3 57 4
39,31% 2,76
Total 145 6
100% 4,14%

244 pb

Figura 6: Resultados obtidos da amplificagdo por PCR analisados em gel de agarose 1% em
tampao TAE e corado pelo brometo de etideo. Canaletas 1, 2, 7 e 11 — amostras negativas;
canaletas 3, 4, e 5 — amostras positivas; canaleta 6 — padréo de tamanho molecular Ladder 100
pb; canaleta 8 — controle positivo do virus da imunodeficiéncia felina; canaleta 9 — controle
negativo para o virus em estudo; canaleta 10 — controle de reagentes. A posicao da banda de
244 pb e demonstrada pela seta.
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4.4 Determinacao da Sensibilidade espectrofotometria obtendo-se 750 ng/ul. i
da PCR Em seguida, foi diluida e submetida a PCR.
A amplificagao visivel foi de 187,5 ng a 1500
A concentragdo de DNA de uma amostra ng de DNA (Figura 7). A reac@o padréo foi
positiva (amostra 41) foi estimada por frele_lhzada utilizando-se 750 ng de DNA
elino.

244 pb

Figura 7: Resultados obtidos da amplificagao por PCR analisados em gel de agarose 1% em
tampao TAE e corado pelo brometo de etideo. Determinagdo do limite de detecgdo da PCR.
Canaletas 1 — amostra 41, 187,5 ng; canaleta 2 — 375 ng; canaleta 3 — 750 ng; canaleta 4 -
1500 ng; canaleta 5 — 3000 ng; canaleta 11 — 6000 ng/ul; canaleta 6 — padrdo de tamanho
molecular Ladder 100 pb; canaleta 8 — controle positivo do virus da imunodeficiéncia felina;
canaleta 9 — controle negativo para o virus em estudo; canaleta 10 — controle de reagentes. A
posicao da banda de 244 pb é demonstrada pela seta.

4.5 Determinacdao de Especificidade 4.6 Deteccao de Antigenos do Virus
da PCR da Leucemia Felina e Anticorpos do
Virus da Imunodeficiénica Felina no
Os  resultados  obtidos com o Soro das 40 Amostras Sanguineas
sequenciamento das duas amostras (38 e Testadas pelo ELISA
41) mostraram que os fragmentos
amplificados apresentam homologia com Das quarenta amostras analisadas 13
outras seqUéncias do FIV depositadas no (32,5%) foram positivas para o FelV, 7
GenBank, conforme os anexos 1 e 2. Tais (17,5%) positivas para o FIV e 2 (5%)
resultados foram obtidos com o uso do positivas para ambos os virus. Esses
programa BlastN (www.ncbi.nim.nih.gov). resultados estao resumidos na tabela 5.

Nao foi vista nenhuma predisposigao sexual
estatisticamente significativa tanto entre os
gatos infectados pelo FelV quanto entre os
gatos infectados pelo FIV.
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Tabela 5 - Freqiéncia de anti-FIV e antigenos do FelLV pelo ELISA em gatos capturados na
rua e mantidos em abrigos em Belo Horizonte.

Gatos N FIV FelLV FIV / FelLV

Q 27 (67,5%) 4 (10%) 9 (22,5%) 0 (0%)

3 13 (32,5%) 3 (7,5%) 4 (10%) 2 (5%)

Total 40 (100%) 7 (17,6%) 13 (32,5% 2 (5%)
4.7 Comparacéao entre PCR e ELISA para ambos os testes e nenhuma positiva
na Identificacao de Animais pela PCR e negativa no ELISA. Esses
Infectados pelo FIV dados estao relatados na tabela 6. Apesar
do ELISA ter detectado mais amostras
Das 40 amostras testadas pelos testes PCR positivas em relagdo a PCR o valor da
e ELISA, 6 (15%) foram positivas pela PCR estatistica Kappa (k) foi de 0,75
e ELISA; 3 (7,5%) positivas pelo ELISA e demonstrando alinhamento elevado ou alto

negativas pelo PCR: 31 (77,5%) negativas nivel de concordancia entre os testes
g P ( 0) neg (Sampaio, 2002).

Tabela 6 — Comparagao entre PCR e ELISA na detecg¢éo do FIV em 40 amostras da populagao

estudada.

PCR positivo PCR negativo Total
ELISA positivo 6 3 9
ELISA negativo 0 31 31
Total 6 34 40

Kappa: 0,756098(IC 95% 0,456-1)

4.8 Associacdes com o FIV Associagbes  significativas  entre  as

alteragdbes hematoldgicas e os animais
A populagdo em estudo apresentava varias positivos para o FIV sé aconteceram na
alteracdes clinicas, porém a Unica alteracéo distribuicdo espacial dos eritrécitos (RDW),
clinica com associagdo significativamente gue avalia a porcentagem de anisocitose.
positiva com os animais soropositivos para o Os demais parametros hematolégicos nao
FIV foi a emaciacdo, perda de massa demonstraram associagdes significativas,
muscular e consequentemente de peso conforme a tabela 7.

corporal (o valor de P de 0,016 no teste
exato de Fisher). Nenhuma associagdo foi
vista entre sexo dos animais e o FIV.
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Tabela 7 - Média dos valores hematologicos das 40 amostras FIV positivo, FIV negativo e valor

de P encontrado para cada parametro avaliado.

Testes Laboratoriais Vaiorgsﬁ Madis: dos valores dos arikmiais FIV Valoz de
normais P
Positivos Negativos

Eritrécito x 10%/pL 5,0-10,0 7,68 7.57 0,853
Hemoglobina (g/dL) 8,0-15,0 11,21 11,0 0,828
Hematdcrito (%) 24 — 45 34,16 33,73 0,879
VCM (fL) 37 -50 44,65 44,65 0,879
CHCM (g/dL) 30-36 32,82 32,67 0,774
RDW (%) 17-20 17,04 16,14 0,056
Leucécitos x 10%/uL 55-19,5 26,21 21,12 0,243
Neutrofilos segmt. x 25-125 19,54 15,29 0,217
10%/uL

Linfécitos x 10%/uL 1,4-7,0 3,43 3,87 0,657
Monécitos x 10%/uL 0,1-0,79 0,159 0,448 0,196
Eosindfilos x 10%/uL 0,1-0,79 2,16 0,635 0,176
Plaquetas x 10%/pL 170 - 750 401 316 0,224

e Utilizado teste T Student com nivel de significancia de 95%.

5 DISCUSSAO

Numero crescente de trabalhos ocorre em
todo o mundo demonstrando um aumento
consideravel dos debates a respeito das
doencas transmitidas por animais errantes,
nestes Ultimos anos (Luria et al, 2004,
Mendes-de-Almeida et al, 2004). O
interesse nesta populacdo aumenta nao
apenas pela sua importancia para a saude
publica, aspecto zoonético demonstrado por
Lucas et al. (1998), e Malik et al. (1992),
mas também pelo risco de manutencdo e
disseminagao de doengas para os felinos
particulares.

A populacdo estudada apresentou uma
singularidade que deve ser sempre

lembrada neste estudo. Os animais nao
recebiam aporte nutricional ideal; os animais
novos, recém-chegados em cada abrigo,
nao eram submetidos a uma triagem e muito
menos eram colocados em um programa de
quarentena, além de nao sofrerem
necessariamente a terapéutica correta
guando preciso. As condicoes financeiras
dos abrigos envolvidos no estudo nao
permitiam  maiores gastos que 0s
atualmente empregados. Esta populagao
apresentava-se muito debilitada, pois 82,1%
dos animais examinados apresentavam
algum tipo de alteragdao. As alteractes
documentadas dos animais positivos para o
Virus da Imunodeficiéncia Felina ndo podem
ser atribuidas necessariamente a infecgao
pelo retrovirus citado. Uma grande
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variedade de fatores, como idade,
condicbes de vida do animal e outras
infeccbes podem  contribuir para as
alteracoes observadas e a duragao da
infeccao geralmente € desconhecida.

Neste estudo, uma taxa de 77,7% foi
encontrada de animais doentes entre
agueles animais com sorologia positiva para
o FIV. Reche Jr. et al. (1997), encontraram
resultados semelhantes de 83%. J& Souza
et al. (2002), encontraram o valor de 20,2%.
Os animais doentes positivos para o FIV
apresentavam alteracoes ja bem
documentadas na literatura (Pedersen et al.,
1989; Hosie et al., 1989).

A reacdo de PCR utilizada foi capaz de
detectar seis (4,14%) felinos portadores do
FIV nos 145 examinados. A sensibilidade do
teste ndao apresentou alteragdo quando o
resultado de cada PCR era submetido
novamente a outro PCR contrariando assim
os resultados de Hohdatsu et al. (1992). Isto
pode ser explicado pela padronizagdo da
técnica neste trabalho (determinagdo da
sensibilidade).

A deteccdo do virus ja era esperada, pois
Hagiwara et al. (1997), relatam casos de
gatos infectados pelo FIV no Brasil e Caxito
(2003), constatou a presenga do virus em
Belo Horizonte a partir de uma PCR-nested.
Comparando-se as seqliéncias de amostras
japonesas (numero de acesso 37823 e
37824) descritas por Kakinuma et al. (1995),
com as seqUéncias obtidas no presente
trabalho, encontramos de 96 a 98% de
homologia de nucleotideos com as amostras
38 e 41, respectivamente.

Neste trabalho utilizamos a PCR, como
técnica de diagnostico, e nossa populagao,
como ja bem relatada, apresenta
caracteristicas singulares desta forma
estudos comparativos com a literatura torna-
se difiicil. Este trabalho nao apresenta a
pretencao de ser um estudo epidemiolégico
entretanto aqui iremos fazer algumas
comparagdes. Os resultados diferem dos
dois Unicos trabalhos realizados com gatos
com este perfil (gatos errantes) no Brasil: o
de Caxito (2003), em Belo Horizonte, que
relata ocorréncia do FIV de 1,11% entre os
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animais que tinham procedéncia de rua e
3,056% dos animais domiciliares e dos
trabalhos de Mendes-de-Almeida et al.
(2004), no estado do Rio de Janeiro, que
encontraram 21% dos animais positivos
para o FIV. Caxito (2003), relata a
ocorréncia total de 2,66%. Os resultados
contrarios aos encontrados no Rio de
Janeiro poderiam ser explicados pela maior
prevaléncia da doengca naquele estado
comparada a no estado de Minas Gerais
(Caxito, 2003). Confrontando os resultados
com o Unico estudo até entdo realizado em
Belo Horizonte, verificamos que nossa
freqliéncia (4,14%) apresenta resultados
superiores aqueles encontrados pela autora
(2,66%). Lembrando que utilizamos a
mesma técnica de diagndstico para a
doenca e a mesma regiao génica.

O trabalho, mesmo utilizando uma
populagdo de felinos mais susceptivel a
infeccoes pelo FIV, apresenta resultados de
freqliéncia muito inferiores aos encontrados
em outros estados do Brasil. Estudos
sorolégicos apresentaram ocorréncia do FIV
em 18,24% e 11,95% das populacoes
estudadas no Rio de Janeiro e Sao Paulo
respectivamente (Souza et al., 2002, Reche
Jr. et al.,, 1997). Os estudos realizados no
Brasil, citados acima, utilizaram metodologia
de diagndsico diferente da empregada neste
trabalho. Isto justifica a comparagao de
ambas técnicas: a PCR, utilizada nos
estudos em Minas Gerais, e a ELISA,
utilizada nos estudos no Rio de Janeiro e
em S&o Paulo que segundo Zenger (2000) e
Levy et al. (2004) apresenta alta
sensibilidade, especificidade e praticidade.

Dos animais testados na PCR, 27,6%
(40/145) foram submetidos ao ELISA (SNAP
COMBO - KIT DE TESTE- IDEXX)
incluindo neles as seis amostras positivas.
O ELISA detectou trés amostras positivas,
além das seis ja diagnosticadas pela PCR.
Apesar deste resultado, o calculo do Kappa
demonstrou ambas técnicas de diagndstico
para o FIV com sensibilidade e
especificidade semelhantes, particularmente
se tivermos em mente a baixa ocorréncia
desta doenca na populagao felina, no
ambiente onde o estudo foi realizado.




Comparamos dois métodos de diagndstico
para a doenga. O ELISA detecta a resposta
indireta a infecgoes do FIV, ja a PCR
detecta diretamente o genoma do virus, que
se encontra integrado ao genoma felino.
Desta forma, é provavel que se encontrem
resultados divergentes na comparagao.

Na literatura encontram-se resultados
discrepantes com relagdo aos métodos de
diagnosticos para o FIV. Bienzle et al.
(2004), criticam categoricamente o teste de
PCR. O autor afirma que pouco se conhece
deste teste e advertiu que a validade do
teste do PCR para a infecgédo do FIV nao foi
ainda confirmada. O autor relata que vérios
trabalhos, utilizando a técnica de PCR,
apresentam resultados variados. Bienzle et
al. atribuiram essas alteragbes a uma baixa
sensibilidade da PCR. Relatam ainda as
possiveis razoes para os falsos negativos:
qualidade inadequada das amostras,
primers empregados inadequados e
insuficiéncia de reagentes - componentes
basico para reacao.

Resultados divergentes também foram
encontrados para outros retrovirus como o
BLV. Camargos (2005) relata que animais
positivos para o Virus da Leucose Bovina
podem  apresentar resultados falsos
negativos na PCR nao somente pelo estagio
de infeccdo, mas também pelo pequeno
numero de linfécitos infectados (Murtaugh et
al., 1991; Eaves et al., 1994), pelo pequeno
numero de cépias do provirus nos linfocitos
infectados (Molloy et al., 1994), pela
infeccao restrita a érgaos linféides (Klintevall
et al., 1994) e pela presenca de inibidores
da Tagq DNA polimerase nas amostras de
DNA (Rolfs et al., 1992).

Também devemos relatar que os métodos
sorologicos, como o ELISA, podem gerar
resultados falso-positivos, levando a uma
taxa de ocorréncia maior que a real (Reche
. Jretal., 1997; Souza et al., 2002).

O Virus da Imunodeficiéncia Felina e o Virus
da Leucemia Felina sao os agentes
causadores de doengas mais comuns em
gatos domésticos. Ambas as viroses
causam imunossupressao além da perda de
peso em gatos infectados (Luria et al,

2004). Ambas viroses apresentam
distribuicdo mundial. No presente estudo a
freqliéncia de FelV e FIV diagnosticada
pelo ELISA, foi de 32,5% e 17,5%,
respectivamente sendo que 5% dos animais
apresentaram ambas viroses. O numero de
animais positivos para o FIV pelo ELISA é
explicado pela forma de selegao das
amostras analisadas. A prevaléncia do Fel.V
em animais que freqlientam clinicas varia de
2% a 18% (Bandecchi et al, 1992;
Yamamoto et al., 1989). Entre os animais
doentes, esta prevaléncia aumenta. Com
relagao ao Virus da Leucemia Felina o valor
encontrado é semelhante ao encontrado no
Rio de Janeiro por Souza et al. (2002). Ja
levando em consideragdo os resultados
encontrados em Sao Paulo, por Reche Jr. et
al. (1997), que foi de 8% os resultados
foram superiores. Com relagdo ao unico
trabalho realizado em Belo Horizonte, no
estado de Minas Gerais, o valor esta bem
inferior. Coleho (2003) relata a ocorréncia
do DNA proviral do FelV exdégeno em
63,36% da populagao de gatos domésticos
do seu estudo.

A frequéncia do FIV entre os animais
assintomaticos foi de 7,69% ja entre os
gatos doentes, 3,36%. Esses dados
contrariam a literatura que estma a
prevaléncia da infec¢do do FIV entre gatos
domésticos assintomaticos: 6% no Reino
Unido (Hosie et al., 1989), 12% no Japao
(Ishida et al.,, 1989) e entre 1 a 14% nos
Estados Unidos, dependendo da idade,
género e risco de exposicao (Pedersen et
al., 1987, Yamamoto et al., 1989). E entre
os animais doentes, a prevaléncia estimada
é entre duas a trés vezes maiores (Hosie et
al., 1989, Ishida et al., 1989). A diferenca
relatada entre os animais positivos para o
FIV, doentes e sadios, pode ser explicada
pela caracteristica da populacdo estudada
neste trabalho ja descrita no inicio desta
discussao.

Quando os parédmetros hematoldgicos de
todos animais estudados foram submetidos
ao teste de T de Student, somente uma
diferenca significativa foi encontrada entre
0s animais positivos e os negativos para o
virus. Esta foi detectada na série vermelha
(eritron): na distribuicdo espacial das células
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vermelhas  (RDW), «que verifica a
porcentagem de células com anisocitose (p
= 0.056). Em nosso trabalho os animais
negativos para o virus da imunodeficiencia
felina apresentaram maior anisocitose do
gue os animais positivos. Isso contraria os
resultados de Shelton et al. (1995) que
afirma maior anisocitose nas amostras de
felinos positivos para o FIV devido a
diminuigdes nas freqliéncias de
progenitores eritroides na medula dssea.

Nenhuma  diferenga  significativa  foi
encontrada nas contagens de globulos
brancos totais contrariando assim os dados
de Hofmann-Lehmann et al. (1997). De
qualquer forma isto ja era esperado devido
as condigcdoes organicas dos animais do
estudo ja relatadas. Os gatos FIV-positivos,
FELV-positivos e FIV-FELV-positivos
apresentaram  uma  tendéncia  para
contagens altas de glébulos brancos.
Nenhuma outra diferenga significativa foi
encontrada nas contagens diferenciais
absolutas.

Hofmann-Lehmann et al. (1997), assim
como Yamamoto et al. (1989), relatam que a
infecgao pelo FIV sob condigbes de campo
€ associada a varias anormalidades
hematologicas, como leucopenia, linfopenia
e neutropenia. Ha varias explicagdes
possiveis para a auséncia de alteragoes
significativas nas contagens de glébulos
brancos e de células sanguineas
diferenciais no presente estudo. Elas se
referem ao numero de gatos infectados
estudados, a cepa infectante, as
coinfecgdes existentes e a outras varidveis.
De fato, o numero de gatos infectados foi
pequeno e portanto reduzida a chance que
tivemos de observar diferengas estatisticas
significativas. Houve tambem o}
desconhecimento da viruléncia da cepa
infectante. Importante salientar que as
coinfeccoes existentes neste trabalho sao
possivelmente diferentes daquelas
encontras nos trabalhos citados. Outras
variaveis, como idade e ambiente em que
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viviam, podem influenciar diferentemente na
origem e no desenvolvimento da infeccao.

Apenas a perda de peso apresentou
associacdo significativa com os animais
positivos para o FIV sengundo o teste
ELISA. Todas as outras alteragoes citadas
nos animais positivos nao demonstraram
significAncia quando analisadas pelo teste
de Fisher. Esta alteragao ja foi encontrada
por outros autores em animais naturalmente
infectados (Yamamoto et al., 1989). Em
humanos infectados por HIV do tipo 1 esta
alteracdo  esta bem estudada e
caracterizada como sindrome da perda.
Weinroth et al. (1995) relatam que esta
complicagdo €& bastante comum em
pacientes com AIDS. Neste trabalho os
autores afirmam que esta sindrome ¢é
causada por um processo multifatorial
incluindo dietas inadequadas, ma absorgao
intestinal,  desordens  metabolicas e
atividade de citoquinas. O inicio desta
alteracao estd associada com infecgdes
oportunistas acompanhadas de
hipermetabolismo. Os autores relatam
participagdo de TNF, interleucina 1,
interleucina 6 e interferon alfa nesta
sindrome.

O sexo nao foi considerado um fator
estatisticamente significativo quanto a
predisposicao ao FIV. Esse dado também
foi encontrado em outro estudo no Brasil
realizado por Souza et al. (2002), porém
contraria ao de Shelton et al. (1995), e ao
de Hosie et al. (1989) que verificam maior
predisposi¢éo dos machos ao FIV.

Este trabalho, além de apresentar o
levantamento da frequéncia do FIV em
gatos capturados na rua na cidade de Belo
Horizonte, traz informacoes em relagdo aos
aspectos clinicos da doenga em animais
naturalmente infectados e demonstra que as
técnicas de PCR e ELISA para detec¢do do
virus da imunodeficiéncia apresentaram
sensibilidade e especificidade semelhantes.




6 CONCLUSOES

e FIV e FelLV ocorrem na populagao de
gatos domésticos capturados na rua de
Belo Horizonte mantidos em abrigos.

* Nao foi encontrada associagdo entre o
FIV e achados hematoldgicos e clinicos
exceto para perda de peso. Desta forma
a realizacao de testes de diagndsticos
para o FIV em animais sintomaticos e
assintdmaticos é de suma importancia.

e O teste de ELISA e a PCR
apresentaram sensibilidade e
especificidades semelhantes, nas 40
amostras testadas, e podem desta
forma ser utilizados na triagem no
diagnéstico para a Imunodeficiéncia
Felina.
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