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RESUMO

O virus da leucemia felina (FeLV) & um retrovirus que acomete gatos
domésticos e ja foi relatado mundialmente. Apenas o FeLV-A é transmitido, e,
uma vez instalado no hospedeiro origina os subtipos B, C e T por meio de
mutacdes ou recombinagdes com sequéncias endogenas. A infecgao pelo
FelLV esta associada a doengas degenerativas e proliferativas de acordo com
o subtipo. Um teste molecular (PCR) foi adaptado para diagnosticar gatos
FelLV positivos em 3 grupos de animais do Distrito Federal: gatos mantidos
em um abrigo (G1), gatos atendidos em clinicas e/ou hospitais veterinarios
(G2) e gatos de uma regiao periurbana com acesso a rua (G3). Eles foram
avaliados quanto aos parametros hematoldgicos, subtipos do FelV e
principais coinfec¢cdes associadas. Realizou-se a comparacdo da PCR
utilizada com o ELISA comercial. Foram identificados 38% de animais FelLV
no G1, 26,8% no G2 e nenhum gato com o retrovirus no G3. Nao houve
associacdo da presenca do FelLV com a idade, sexo ou acesso a rua.
Observou-se que gatos FelLV positivos tém mais chance de ter anemia, mas
nao houve associagao com FIV, hemoplasmas ou T. gondii. As proporgoes
entre animais FeLV-A e FeLV-AB foram aproximadamente as mesmas e nao
demonstraram diferengas hematoldgicas significativas. A PCR utilizada
apresentou 91,3% de concordancia com o ELISA comercial. Concluiu-se que
a ocorréncia da infecgdo pelo FeLV no DF variou de acordo com o grupo
amostrado, contudo as altas frequéncias de G1 (IC: 23,1-53%) e G2 (IC:
19,3-34,2%) nao diferiram entre si. A coinfecgdo por FIV ou hemoplasmas
nao intensificou as alteracbes hematoldégicas nos gatos FelLV positivos. Além
disso, o0s subtipos mais isolados (A e AB) parecem exercer efeitos

semelhantes nas células precursoras hematopoiéticas.

Palavras-chave: gatos domésticos, virus da leucemia felina,

hematologia, subtipos.



ABSTRACT

Feline leukemia virus (FeLV) is a retrovirus that infects domestic cats
and have been described worldwide. Subtype A is the only transmissible, and,
once inside the host, it gives rise to 3 others subtypes: B, C and T by means
of mutations or recombinations with endogenous sequences. Infection
produced by FelLV is associated mainly with degenerative and proliferative
diseases according to subtype. A molecular test (PCR) was tried to diagnose
FelLV in 3 different groups of animals in the region of Distrito Federal, Brazil:
cats from a shelter (G1), patients from veterinary clinics and/or hospitals (G2)
andoutdoor-roaming cats from a periurban region (G3). They were analyzed
according to hematological parameters, subtypes and main co-infections. A
comparison was made between PCR and ELISA test. FeLV provirus was
detected in 38% of cats from G1, 26,8% in G2 and none cats from G3 was
FeLV positive. Factors as age, sex and lifestyle were not significantly
associated with risk of FeLV. Cats with FeLVwere more prone to anemia, but
there wasn't association with FIV, haemoplasmas or T. gondii. There wasn't
significant difference between the number of cats with FeLV-A and FelLV-AB,
nor was seen hematological differences between these two subtypes. The
PCR agreed with ELISA in 91,3% of the results. We concluded that FeLV
infection in the region of Distrito Federal fluctuate between the groups,
although the high frequencies seen in G1 (IC: 23,1-53%) and G2 (IC: 19,3-
34,2%) weren't statistically different.Besides that, co-infections by FIV or
hemoplasms didn't augmented hematological changes in cats with FelV.
Furthermore, the subtypes most commonly seen (A and AB) seam to cause

the same effect in hematological precursor cells.

Key-words: domestic cats, feline leukemia virus, hematology, subtypes.
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CAPIiTULO |

INTRODUGAO

O virus da leucemia felina (FeLV) é um retrovirus amplamente
distribuido que acomete gatos domésticos. Como todo retrovirus, seu
material genético é formado por acido ribonucleico (RNA) que é convertido
em desoxirribonucleico (DNA) por uma enzima e posteriormente &
interpretado e codificado em proteinas necessarias para a formagao de novos
virus. Nas células infectadas, o RNA viral transcrito em DNA ¢é inserido no
genoma da célula hospedeira (DNA proviral), dessa forma, conforme a célula
se divide ela origina outras que também contém o DNA viral. No momento em
que essas células iniciam a transcricdo de suas proteinas, elas transcrevem o
genoma viral. Os novos virus formados saem das células por brotamento
(Hartmann, 2006)

Por se tratar de um virus envelopado, o FeLV & muito sensivel ao
ambiente externo, logo, a transmissao ocorre por contato direto via oronasal
ou acesso a saliva e fezes de animais contaminados. a. A (Hartmann, 2006;
Fenner, 2011).

O FelLV acomete principalmente gatos jovens e machos nao castrados
de vida livre e ocorre em 4 subtipos: FeLV-A, FelLV-B, FeLV-C e FeLV-T que,



em conjunto com a idade do gato no momento da infecgdo, determinam as
principais sindromes induzidas em animais infectados. Os achados mais
frequentes em gatos FelLV positivos sdo coinfecgdes por outros agentes
patogénicos, anemia, linfoma, leucopenia e/ou trombocitopenia e leucemia
e/ou doengas mieloproliferativas(Hartmann, 2006; Hartmann, 2011).

A prevaléncia do FelV varia de acordo com a condigéo clinica dos
animais. Cerca de 20% dos gatos sintomaticos tem FelLV, enquanto menos
de 2% dos assintomaticos apresentam o virus. A frequéncia do virus também
varia de acordo com a localidade e o grupo de animais avaliados. Acredita-se
que a prevaléncia € maior entre gatos testados em clinicas veterinarias do
que gatos de abrigos, em gatos com acesso a rua comparados aqueles que
vivem estritamente em casa, e em gatos com alguma sintomatologia (Levy et
al., 2008). No Brasil, estudos a respeito da ocorréncia do FeLV demonstram
frequéncias que oscilam de 6% em Sao Paulo (Junqueira-Jorge et al. 2005) a
47% em Belo Horizonte (Coelho et al. 2008). Contudo, a infec¢ao pelo FeLV
tem reduzido significativamente nos ultimos 20 anos em alguns paises.

A principal forma de controle da doenga baseia-se na identificacado e
afastamento dos animais positivos do convivio com saudaveis, além da
vacinagao (Hartmann, 2006). Os principais testes empregados no diagndstico
do FelLV sdo o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e a
imunofluorescéncia indireta (IFI). A PCR (polymerase chain reaction) foi
adotada no diagnéstico clinico do FeLV recentemente e mostra-se util ndo soé
para diagnosticar a doenga, como também para determinar a condicdo de
gatos com resultados discrepantes em outros testes, além de ser capaz de
identificar animais com infeccao latente (Arjona et al, 2007; Herring et al,
2001; Jackson et al, 1996; Pinches et al, 2007; Torres et al, 2008).

Considerando as sérias consequéncias da infeccdo pelo FelLV e a
escassez de informacgdes sobre a infecgao por este virus no Distrito Federal
(DF), o presente trabalho propds a utilizagdao de uma ferramenta molecular
(PCR) para o diagnéstico do FelLV, somado a investigagcao da ocorréncia em
diferentes grupos de animais e estudo das alteracdes laboratoriais, além da

avaliagao das principais coinfecgdes e subtipos associados.



REFERENCIAL TEORICO

Historico

O FelLV foi descrito pela primeira vez em 1964 na Escdcia por Willian
Jarret, que isolou particulas virais a partir de um grupo de gatos com linfoma.
Por meio de microscopia eletrénica, Jarret descreveu que o agente infeccioso
era aparentemente similar ao virus da leucemia de murinos (MuLV), o que
posteriormente confirmou-se como sendo um retrovirus. Desde entéo, o FeLV
foi reconhecido como uma das viroses mais importantes na medicina de
felinos e até hoje serve como modelo de estudo da histéria natural e
patogénese molecular da subfamilia gamaretrovirus. Além disso, exerce
papel fundamental como modelo em pesquisas genéticas sobre cancer e

retroviroses (Hartmann, 2006; Greggs et al., 2011).

Provavel origem do FeLV

Com base em similaridades nas sequéncias de nucleotideos, acredita-
se que o FelLV evoluiu a partir do virus da leucemia de murinos. E provavel
que, ha quase 10 milhdes de anos, no norte do deserto africano, um
ancestral do gato adquiriu o MuLV por meio da ingestdao ou mordida de um
ancestral do roedor. Tal evento permitiu a incorporagao do MuLV no genoma
da linhagem germinativa do gato e, dessa forma, continua presente em todas
as células de felinos domésticos como enFelLV (FeLV enddgeno) e na
natureza, disseminando entre os gatos, como FelLV exdgeno. Estima-se que
cerca de 10% do genoma animal contém sequéncias de retrovirus
enddgenos, o que representa vestigios da integracao de DNA retroviral ao
longo do curso da evolugao (Hartmann, 2006; Greggs et al., 2011; Levy et al,
2008).

Taxonomia e classificagcao

O FelLV faz parte da familia Retroviridae. As diferengas na morfologia,

replicacéo, expressao e fungao das proteinas virais (Fenner, 2011) o incluem



na subfamilia Orthoretroviridade, género Gammaretrovirus (Fenner, 2011;
Neil, 2008). Sao agentes exdégenos capazes de se replicar em diversos
tecidos (linfocitos, medula éssea, glandulas salivares e epitélio respiratorio).
Trata-se de um virus nao citopatico, cuja liberagcado das células infectadas é
feita por meio de brotamento. Durante a replicagao, o FelLV insere copias do
genoma viral no DNA das células precursoras hematopoiéticas e, dessa

forma, o virus persiste no organismo do felino (Hartmann, 2006).

Virion e estrutura genémica

O virion do FelLV possui 3 envoltérios: o envelope externo, derivado da
membrana plasmatica da célula hospedeira, abaixo, ha uma matriz proteica
que recobre a terceira camada, o capsideo, dentro do qual se encontram o
genoma e enzimas virais (Fenner, 2011; Neil, 2008).

O genoma viral é constituido por duas moléculas simples de RNA,
sentido positivo e apresenta trés genes principais, na seguinte ordem: 5’-gag-
pol-env-3'. O gag (grupo associado ao antigeno) codifica as proteinas
estruturais internas do capsideo, nucleocapsideo e matriz, o gene pol
(polimerase) codifica a transcriptase reversa, € o gene env (envelope)
codifica os pepldbmeros do envelope (superficie e transmembrana). As
extremidades de cada molécula de RNA apresentam componentes distintos,
cuja fungcao nao envolve a codificagao proteica, mas sim a sinalizacdo para a
transcricdo reversa, integracao e transcricdo viral apos a integragcdo. Esses
componentes sdo formados por uma pequena sequéncia, R, que é repetida
em ambos os lados da molécula de RNA, e de sequéncias unicas localizadas
imediatamente ao lado de R: U3 na extremidade 3' e U5 na extremidade 5'.
ApOs a transcrigdo viral, essas sequéncias unicas sao duplicadas em ambas
extremidades constituindo o LTR (long terminal repeat) (Murphy et al, 1999;
Bolin et al., 2011a).

A superficie do envelope apresenta multiplas projeg¢des proteicas
compostas de multimeros das proteinas codificadas pelo gene env: a
glicoproteina de superficie gp70 (SU) e a proteina transmembrana p15e
(TM). A principal proteina constituinte do capsideo é a p27, que, assim como

a proteina p15c da matriz, é codificada pelo gene gag. A p10 -



nucleocapsideo (NC) - outro produto do gag, esta associada com o virion de
RNA. A proteina codificada pelo gene pol é a trancriptase reversa, que de
acordo com o sitio de agao, também age como protease (PR), integrase (IN)
e RNase (Neil,2008; Bolin et al., 2011a).

Como ¢ tipico de todos os gamaretrovirus, a regiao amino-terminal da
proteina SU apresenta um dominio de ligacdo ao receptor (RBD - region of
binding domain) seguido de uma regiao rica em prolina (PRR - proline rich
region) que realiza a modificagdo conformacional necessaria para a entrada
do virus. O RBD possui duas regides variaveis, VRA e VRB, que definem a
especificidade ao receptor de acordo com o subtipo viral (Bolin et al., 2011a;
Bolin et al., 2011b).

Replicagao viral e a formagao do provirus e do LTR

O processo de replicagao viral comega com a ligagcao da glicoproteina
do envelope (gp70) ao receptor na superficie celular. Apdés a entrada do
capsideo no citoplasma, inicia a acao da transcriptase reversa (TR), que gera
a fita dupla de DNA viral. Esta é transportada para o nucleo e integrada no
DNA cromossomal do hospedeiro pela integrase. Apos essa integracao, as
copias gendOmicas retrovirais sdo denominadas provirus, que sido modelos
para a transcrigdo dos novos virus. A integracdo nao ocorre em um local
especifico do genoma, mas em regides com a cromatina aberta e que estao
transcripcionalmente ativas. O processo de replicagdo € acompanhado de
alta frequencia de mutagao, que, aliada as recombinagbes com o enFelV,
originam a grande variabilidade genética do FeLV encontrado na natureza. A
consequéncia dessa variagao genética € uma populagao de virus complexa
continuamente modificada por selegcao natural (Fenner, 2011; Neil, 2008;
Murphy et al., 1999).

No processo de transcricdo reversa, sao adicionados cerca de 300-
1300 pares de base em cada extremidade da molécula de DNA viral. Essas
sequéncias terminais sdao denominadas long terminal repeat (LTR) e
constituem-se de trés elementos: U3, R e U5, além de pequenas sequéncias
repetidas e invertidas nas extremidades. Os LTRs delimitam as extremidades

do provirus inserido na célula hospedeira e sua principal fungao é sinalizar o



inicio da sintese de RNA e controlar a taxa de transcricdo, de acordo com
fatores celulares e virais. Possuem grande importancia na replicacdo dos
retrovirus, além de apresentarem sequéncias promotoras e potencializadoras
no U3, envolvidas na oncogénese relacionada ao virus (Fenner, 2011; Neil,
2008; Murphy et al., 1999).

Sequéncias endogenas

O gato doméstico possui tanto retrovirus exégenos (FelLV, FIV) quanto
endégenos (RD-114, enFelLV). Os virus exégenos sao transmitidos
horizontalmente, enquanto as sequéncias enddgenas estdo normalmente
presentes no genoma e sao herdadas geneticamente (Hartmann, 2006; Berry
et al., 1988). Sabe-se que ha aproximadamente 12 a 15 copias de
sequéncias endogenas (enFelLV) semelhantes ao FeLV por genoma haploide
(Sheets et al., 1992). Trata-se de sequéncias defeituosas e incapazes de
codificar particulas virais, logo, ndo causam doenca, porém, podem se
combinar com o FelLV exdégeno gerando novas cepas mais patogénicas
(Sheets et al.,, 1992, Hartmann, 2006). De acordo com estudos de
sequenciamento, além das delegbes e mutagdes, a caracteristica que mais
difere o enFelLV do FelLV exdgeno sao os segmentos da por¢cao U3 do LTR
(Berry et al., 1988).

O enFelLV conserva elementos promotores e potencializadores nos
LTRs, além de sequéncias propensas a tradugao no gene pol e um gene env
funcional. O sequenciamento do gene env de FelLVs recombinantes (FeLV-B,
FeLV-C, FelLV-T) demonstra que as sequéncias mais proximas da
extremidade 5’ sdo semelhantes as do enFelV, e aquelas proximas a 3’ sao
encontradas apenas entre as cepas exdgenas. As ultimas seriam sequéncias
necessarias para a viabilidade do virus exdgeno, portanto, sdo conservadas e
nao sao substituidas por sequéncias enddégenas. O local que se observa a
maior quantidade de combinagdes entre sequéncias endogenas e exdgenas
€ a regiao central do gene env (RBD), na por¢cdao SU, em posi¢des
determinadas (A, B, C, D, E, F e G). O local mais variavel é a regido D, onde
se codifica um epitopo envolvido na neutralizagao viral do FelLV exdgeno.

Essa caracteristica genética pode contribuir para a evasao do virus da agao



do sistema imune, o0 que tem importancia para laténcia viral e surgimento de
tumores (Sheets, et al., 1992).

Subtipos

Atualmente o FelLV é classificado em 4 subtipos: A, B, C e T, que se
diferenciam geneticamente por variagdes na sequéncia do gene env, e
funcionalmente por testes de interferéncia (o virus de um subgrupo interfere
na infeccdo na mesma célula por outro virus do mesmo subgrupo) e de
neutralizacao viral, e na habilidade de replicacdo em tecidos nao felinos (Neil,
2008).

O FelLV-A é facilmente transmitido entre os gatos e, uma vez dentro da
célula, é capaz de se recombinar com sequéncias do enFelLV ou sofrer
mutacdes, 0 que origina os subtipos recombinantes B e C, respectivamente
(Hartmann, 2006; Stewart et al., 2011). A replicagao dos subtipos B e C s6 é
possivel na presenga do FelLV-A, pois muitas sequéncias importantes para
replicagcao sao substituidas nos recombinantes. Todos os isolados de animais
naturalmente infectados possuem o FelLV-A, sozinho ou em combinagdao com
o FelLV-B, FeLV-C ou ambos. Os virus recombinantes sao mais patogénicos
do que o FelLV-A, devido a propriedades diferentes nas proteinas do
envelope. O FelLV-B esta fortemente associado ao surgimento de neoplasias
e é isolado com mais frequéncia do que o FelLV-C, um subtipo raro,
normalmente observado em animais com anemia nao regenerativa
(Hartmann, 2006).

Um quarto subtipo, FeLV-T, foi descoberto recentemente, é altamente
citolitico para linfécitos T e esta associado a imunossupressao severa
(Hartmann, 2006). Essa variante linfotréfica requer meios mais complexos
para entrar na célula, e ndo se replica em fibroblastos felinos. Ao que tudo
indica, esse subtipo utiliza o receptor do FeLV-A e um mecanismo auxiliar
com correceptor (FELIX) codificado pelo enFelLV (Neil, 2008).

A forma infecciosa mais comum é o FelLV-A, que, de acordo com
analises genéticas e sorotipicas, é bastante conservado geneticamente (Neil,
2008). Apesar de ser mais virulento, o FeLV-A é menos patogénico

(Hartmann, 2006). As variantes do FelLV-A dependem da presenca desse



subtipo para se propagar in vivo. Logo, ja que as variantes dificiimente sao
transmitidas e, em alguns casos, sao fatais, elas tendem a desaparecer com
o hospedeiro, enquanto o FelLV-A continua a infectar novos animais. A
variante mais isolada é o FelLV-B, formado pela recombinacao entre o FelLV-
A e o0 enFelLV. Embora essas sequéncias enddgenas nao sejam capazes de
gerar infeccbes ativas, as porgcbes correspondentes ao envelope
recombinam-se com o FelLV-A, originando o FelLV-B, capaz de colonizar
células previamente infectadas pelo FeLV-A, uma vez que ambos utilizam
receptores diferentes. Acredita-se que o processo de recombinacgao resulte
da expressao de sequéncias virais enddgenas e jungao dos transcritos dentro
de particulas virais exdgenas. O FelLV-C é resultado de mutagcbes em um
dominio variavel (VRA) no gene env do FeLV-A. Mutagbes menores no gene
env parecem estar envolvidas no surgimento do FelV imunossupressor,
FeLV-T (Neil, 2008).

Epidemiologia

O FelLV é enzodtico na populacdo de gatos domésticos e ja foi
documentado em felinos selvagens de diversas partes do mundo (Brown et
al., 2008). Trata-se de um virus de baixa prevaléncia (<2%) em gatos
assintomaticos, mas pode chegar a 30% em animais doentes ou
constantemente expostos ao virus (Fenner, 2011; Hartmann, 2006). Desde o
final da década de 80, tem-se observado que a frequéncia do FelV esta
diminuindo em diversos paises (Gleish et al., 2009a; Herring, 2001), devido
ao maior acesso a testes diagndsticos, o que possibilita a remocao e/ou
isolamento de animais infectados, além do advento da vacinagao contra o
FelLV - apesar de que o declinio nas taxas de infeccao foi observado antes do
surgimento da primeira vacina contra o FeLV, em 1985 (Hartmann, 2006).

A frequéncia do virus varia consideravelmente de acordo com a regiao
estudada. No Brasil ha relatos de auséncia do virus em gatos no Rio de
Janeiro (Figueiredo et al., 2009) e estudos em Minas Gerais que encontraram
até 47% de gatos positivos (Coelho et al., 2011; Coelho et al., 2008).
Concomitantemente, observa-se distribuicdo de 10-38% no Rio Grande do
Sul (Meinerz et al., 2010; Silva et al., 2007) e em Sao Paulo 6,16% dos gatos



assintomaticos sao FelLV positivos e, dentre os sintomaticos, 12%
apresentam o virus (Junqueira-Jorge et al., 2005). No exterior ha relatos de
16,7% de animais positivos na Costa Rica (Blanco et al., 2009) e 23,3% na
Colébmbia (Tique et al., 2009). Na Espanha, 30,4% dos gatos sintomaticos
séo FelLV e 15,6% dos saudaveis foram positivos para o virus (Arjona et al.,
2000); nos EUA, 4,3% de gatos de rua apresentaram FelLV, enquanto no
Canada, a frequéncia encontrada foi de 3,4% (Little et al., 2009). Em Portugal
(Duarte et al., 2010) e na Alemanha (Gleich et al., 2009a) foram observadas
as menores frequéncias: 7,1% e 3,6%, respectivamente.

Os fatores de risco mais associados ao FelLV sdo o acesso a rua,
idade jovem, sexo masculino, alta densidade populacional e condigbes de
higiene ruins (Fenner, 2011; Levy et al., 2008). A prevaléncia do FelLV
aumenta em gatos que tém acesso a rua, porque € necessario 0 contato
direto para que haja transmisséo. A transmissdo € comum entre gatos que se
socializam de alguma forma, ou seja, compartilham vasilhames, lambem-se e
tém contato prolongado. A diferenga na prevaléncia do FeLV entre machos e
fémeas € menor quando comparada aquela do FIV, sendo que os machos
tem uma incidéncia ligeiramente superior a das fémeas, provavelmente
devido ao comportamento mais errante do macho (Hartmann, 2006).

Gatos infectados pelo FelLV disseminam o virus principalmente pela
saliva (Neil, 2008; Hartmann, 2006; Hoover et al., 1977), onde a
concentracao do virus € maior (Hartmann, 2006), além de urina e fezes. Por
se tratar de um virus envelopado, rapidamente inativado quando exposto ao
ar livre (Francis et al., 1979), é necessario que haja contato proximo para que
ocorra a infeccao. As principais vias sdo a oronasal (contato com a saliva por
meio de lambeduras e/ou mordidas) (Hoover et al., 1977), ou menos
comumente, pela via transplacentaria (Fenner, 2001;Hartmann, 2006).
Filhotes infectados in utero tornam-se persistentemente infectados e
desenvolvem as doencas relacionadas com o virus (Neil, 2008; Hartmann,
2006).

Observou-se que gatos separados por baias préximas nao transmitem
0 virus para animais proximos, diferente de quando sao abrigados soltos no
mesmo ambiente, logo, a transmissdo por aerossol € pouco provavel. O

habito de se lamber representa o mecanismo primario de transmissao, mas a



relativa estabilidade do FeLV em determinadas condigdes de temperatura e
umidade sugere que a transmissao também pode ocorrer por meio do
compartiihamento de alimentos, agua ou vasilhames para defecar/urinar
(Francis et al., 1979; Gomes-Keller et al., 2009). Rotas alternativas de
transmissao, como por meio da picada de pulgas também devem ser
consideradas, além da transmissao iatrogénica (Vobis et al., 2003,
Hartmann, 2006).

Patogenia e caracteristicas clinicas

As consequéncias da infeccdo pelo FelLV sao variaveis. Dependem
ndao so6 da condicdo imune e da idade do animal, mas também da
patogenicidade do virus, frequéncia de exposicdo e concentragdo viral
(Hartmann, 2006). A infec¢ao pelo FeLV pode ser classificada como abortiva,
regressiva, latente ou progressiva (Torres et al.,, 2005). Os mecanismos
responsaveis pelas diferentes formas de infeccao ainda nao foram
completamente esclarecidos, contudo, ha evidéncias de que a resposta
celular inicial e a resposta humoral tardia tenham relacdo direta com os
efeitos da exposicéao inicial (Flynn et al., 2002).

A incidéncia em gatos jovens € superior aos gatos adultos, porque ha
uma resisténcia relacionada com a idade: animais com até 12 semanas sao
altamente suscetiveis ao FelLV, enquanto aqueles acima de 16 semanas sao
dificeis de infectar natural e experimentalmente (Neil, 2008;Hartmann, 2006;
Grant et al., 1980). Essa resisténcia independe do contato prévio com o virus
ou vacinacgao. Tal fato pode ter relagdo com uma diminuicdo no numero de
receptores celulares para o FelLV-A, ou maturacdo na funcdo dos
macrofagos. Embora a infecgao pelo FelV ja tenha sido relatada em gatos de
todas as idades, a incidéncia tende a diminuir em gatos mais velhos. Porém,
essa resisténcia ndo € absoluta e depende da intensidade de exposi¢do ao
virus. O risco de infecgdo aumenta, também em gatos adultos, quando os
animais convivem por mais tempo com gatos virémicos, como € observado
em gatis ou casas onde o FelLV & endémico e os animais se tornam positivos
ap6s um periodo prolongado de convivio com gatos infectados (Hartmann,
2006; Grant et al., 1980).
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O subtipo A esta sempre presente nas amostras isoladas, sendo que a
metade também contém o subtipo B, enquanto o FeLV-C esta presente em
apenas 1-2% dos isolados. Embora o FelLV-B surja a partir do FeLV-A, ele
também pode ser transmitido entre gatos quando ha erros na formagao do
virus e o genoma do FelLV-B é encapsulado em um envelope contendo
glicoproteinas do A na superficie (Neil, 2008).

Apos a infecgao inicial, geralmente por via oronasal, o virus se replica
no tecido linfoide local, a partir dai os animais sao classificados conforme sua
capacidade imunolégica de eliminar o virus. Gatos imunocompetentes
eliminam o virus nessa fase inicial caracterizando a infeccdo abortiva e,
portanto, sdo negativos em todos os testes diagndsticos. Contudo, alguns
apresentam anticorpos contra o FelLV, logo, podem ser identificados em
testes sorologicos. Estes animais, denominados gatos regressores,
representam cerca de 60% dos casos (Hartmann, 2006; Greggs et al., 2011).

Caso nao haja resposta imune local efetiva, o virus se dissemina no
interior de mondcitos e linfécitos para varios tecidos alvo como timo, baco,
linfonodos e glandulas salivares, onde se replica. Nessa fase, € possivel
detectar a p27 livre no plasma e o animal é capaz de transmitir o virus. Se o
sistema imune conseguir debelar a infeccdo antes que a medula éssea seja
atingida, condicdo que ocorre em 3 semanas aproximadamente, ocorre a
viremia transitoria, quando o animal consegue eliminar completamente o
virus (infecgdo regressiva). Porém, apdés a contaminagdo das células
precursoras da medula Ossea, o virus replica-se em diversos 0rgaos,
principalmente em tecidos linfoides e glandulas salivares, e é possivel
detectar antigenos virais livres no plasma e no interior de plaquetas e
granuldcitos (Hartmann, 2006). Apesar disso, 10% dos animais expostos
conseguem interromper a viremia por meio de uma resposta imune
incompleta (Linenberger et al., 1998; Greggs et al., 2011), pois o virus
permanece na medula, mas nao se replica, ocorrendo a infecgao latente.
Esses animais nao eliminam particulas virais, logo, n&o transmitem o virus e
sdo negativos nos testes que se baseiam na deteccdo de antigenos. Sao
identificados apenas por meio de cultivo celular do aspirado da medula 6ssea
ou por testes moleculares, como a PCR. Contudo, a infec¢ao latente pode ser

reativada em casos de imunossupressao. Ha relatos de infecgao latente em

11



outros tecidos, tais como glandula mamaria, bexiga, olhos, linfonodos e
intestino (Hartmann, 2006; Linenberger et al., 1998).

No entanto, se o gato infectado ndo conseguir estabelecer uma
resposta imune efetiva em nenhum momento, ele torna-se persistentemente
virémico e infeccioso para outros animais. Nesse caso, 0 virus se replica
continuamente na medula éssea, bacgo, linfonodos e glandulas salivares, o
que leva ao desenvolvimento das doencgas relacionadas com o FelLV e a
morte dentro de 3 anos (Hartmann, 2006). Cerca de 30-40% dos gatos
expostos ao FelLV desenvolvem viremia persistente e com grande risco de
desenvolver as sindromes relacionadas ao virus (Linenberger et al., 1998,
Greggs, et al., 2011).

Embora a laténcia seja uma sequela da infecgcéo pelo FelLV, a maioria
dos animais latentes consegue eliminar completamente os genes virais
dentro de 9 a 16 semanas, e cerca de 10% dos gatos o faz apés 30 meses
de infecgao latente. Portanto, a reativacdo da infeccao latente torna-se cada
vez mais dificil, mesmo em condi¢des de imunossupressao, provavelmente
devido a alteragdes genéticas durante a rapida divisdo celular das células
hematopoiéticas, o que levaria a perda da informacao para produzir novas
particulas virais. Por isso, acredita-se que a laténcia seja um estagio do
processo de eliminagdo. No entanto, a simples presenga do provirus no
genoma pode causar alteragdes sistémicas, tais como mielossupressao e
neoplasias hematopoiéticas, por meio da interrupgaol/inativagdo de
importantes genes ou por alteracdo na expressao de genes proximos (Neil,
2008; Hartmann, 2006).

Animais FelV positivos, com ou sem sintomatologia, geralmente nao
desenvolvem uma quantidade adequada de anticorpos contra o virus,
enquanto gatos FelLV negativos, que foram expostos ao virus, possuem
indices neutralizantes de anticorpos contra o virus e sao resistentes a
infeccdo. De acordo com Flynn et al. (2002), nenhum dos gatos que
desenvolveram viremia permanente apresentaram anticorpos neutralizantes
contra o FelLV. Dessa forma, os diagndsticos do FelLV usualmente se
baseiam em testes capazes de detectar o virus ou alguma particula viral
(Hardy et al., 1976; Torres et al., 2005). Cerca de 50% dos gatos com acesso

a rua tem evidéncias soroldgicas de exposi¢cao ao FelLV, mas apenas 1-5%
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desses gatos estdo permanentemente infectados pelo virus e a incidéncia de
doencas é correspondentemente baixa (Neil, 2008).

Dentre os animais que se tornam persistentemente virémicos, 80%
morrem dentro de 3,5 anos. A maioria dos gatos jovens morrem de doencas
degenerativas, contudo, a imunossupressao severa associada com atrofia do
timo € um achado comum em filhotes. O FeLV é encontrado em associagao
com 35% dos linfomas alimentares (Neil, 2008).

As principais alteragdes causadas pelo FelLV sao classificadas em
neoplasicas (linfoma, leucemia, fibrossarcoma), disfungbes hematoldgicas
nao neoplasicas (anemia, trombocitopenia) e imunossupressao. Mas, apesar
do nome, o FelLV tende a causar principalmente anemia e imunossupressao.
Um estudo norte americano com 8642 gatos FelLV positivos demonstrou que
os achados mais frequentes nesses animais foram coinfecgdes diversas
(15% - PIF, FIV, infecgao respiratéria superior, hemoplasmoses e estomatite),
seguidas por anemia (11%), linfoma (6%), leucopenia e/ou trombocitopenia
(5%) e leucemia e/ou doengas mieloproliferativas (4%). Os principais fatores
envolvidos na variedade de doengas observadas sao o subtipo viral e a idade
do gato no momento da infecgao (Hartmann, 2006; Hartmann, 2011).

Os principais determinantes de patogenicidade do FelLV sao as
sequéncias variaveis dentro do LTR e da por¢do SU do gene env, ao ponto
de pequenas mudancas na sequéncia da SU modificarem dramaticamente o
receptor usado e as doengas causadas. O LTR codifica o principal
determinante do potencial oncogénico e da especificidade do FeLV. O SU
governa a entrada do virus nas células alvo por meio da interagdo com
receptores especificos, e a variagao neste seguimento origina os subtipos do
FeLV. Cada subtipo utiliza um receptor celular diferente, apesar de todos
serem proteinas transmembrana relacionadas ao transporte de substancias.
O FeLV-A utiliza um receptor de tiamina (feTHTR1), o FeLV-B entra nas
células alvo por meio de um dos receptores de fosfato (FePit1 ou FePit2), o
FeLV-C faz uso de um receptor de moléculas heme (FLVRC) e o FeLV-T se
liga ao FePit1, porém, necessita de um co-fator para entrar na célula, a
FELIX, uma proteina codificada pelo enFeLV principalmente em linfocitos. As

principais alteragdo causadas pelo FelV sao resultado dessa interagao entre

13



a gp70 do virus e seu receptor (Neil, 2008; Bolin et al., 2011a; Bolin et al.,
2011b.

Disfungcoes hematopoiéticas ndo neoplasicas

O FelLV infecta células hematopoiéticas, linfoides e células acessorias
da medula 6ssea (Riegel, et al., 2000), logo, a anemia é reconhecida como a
principal complicagdo nao neoplasica que ocorre em gatos FelV positivos.
Sindromes de supressdo medular associadas ao FelLV incluem: anemia
(regenerativa e nao regenerativa), neutropenias (permanentes, transitorias ou
ciclicas), sindrome semelhante a panleucopenia e alteragdes plaquetarias
(trombocitopenia e/ou anormalidades funcionais). A maioria dos mecanismos
patogénicos necessarios para o virus ocasionar essas alteragcdes depende da
replicacao viral, porém, a infecgao latente também pode causar supressao
medular, seja por interferéncia genética, por alteragcdo na funcdo da célula
infectada ou expressdao de antigenos de superficie causando destruicao
imunomediada da célula (Hartmann, 2006; Hartmann,2011).

Os mecanismos envolvidos na anemia secundaria ao FelLV séao
variados. A anemia hemolitica, que ocorre em cerca de 10% dos casos, é
regenerativa e imunomediada, ou causada por hemoplasmas ou por
hemorragias secundarias a trombocitopenia induzida pelo FeLV (Hartmann,
2006; Gleich et al., 2009). A anemia por citocinas inflamatérias corresponde a
maioria dos casos e sao arregenerativas. Sua causa € o efeito supressivo do
virus na medula &ssea, resultado da infeccdo primaria das células
precursoras hematopoiéticas e das células estromais, responsaveis pelo
suporte as células hematopoiéticas. Porém, o mecanismo exato pelo qual o
FeLV causa essa supressdo ainda nao € totalmente compreendido.
Normalmente essa anemia é normocitica ou macrocitica, sem indicios de
reticulécitos. Acredita-se que a macrocitose induzida pelo FelV seja
resultado de um escape do processo de mitose durante a eritropoiese
(Hartmann, 2006).

A aplasia eritroide pura, classificada como uma anemia severa (VG <
15%) sem regeneracgao, é causada pelo FeLV-C e ocorre em 1% dos gatos

virémicos. Nao se trata de um processo neoplasico ou imunomediado, mas
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sim por interagao do virus com o receptor que funciona como um exportador
heme na superficie das células precursoras hematopoiéticas. Apds essa
interacao, o receptor fica desregulado, a proteina heme se acumula dentro
das células levando a morte celular (Neil, 2008; Gleich et al., 2009; Mathes et
al.,, 1994). Consequentemente, ndao ha diferenciacdo dos progenitores
eritroides em unidades formadoras de colénias. A avaliacdo da medula 6ssea
demonstra quase auséncia de células eritroides, com precursores mieloides e
magacariociticos normais (Riegel et al., 2000).

A pancitopenia pode ocorrer na infecgcao pelo FeLV e acomete todas
as linhagens celulares. A medula torna-se hipocelular e pode haver necrose.
Alguns animais podem apresentar flutuagdes na hematopoiese com
surgimentos periodicos de reticuldcitos, granuldcitos e plaquetas, que podem
ser ocasionados por alteragdo nas células acessorias que promovem
estrutura, moléculas coadesivas e citocinas reguladoras da hematopoiese. A
avaliagao da medula éssea demonstra pouca ou nenhuma célula precursora
(Hartmann, 2006).

Além disso, animais FelLV positivos podem desenvolver anemia
arregenerativa devido a doencgas crbnicas instaladas apdés o FelV, seja
infecciosa ou neoplasica, com alteragdes no uso do ferro e no tempo de vida
dos eritrécitos (Gleich et al., 2009). Metastases na medula éssea de
neoplasias linfoides com consequente mieloptise e mielofibrose, desordens
mielodisplasicas, ou deficiéncias nutricionais podem estar envolvidas no
desenvolvimento de anemias arregenerativas e/ou trombocitopenia em gatos
FelLV positivos (Gleich et al., 2009).

Megacariécitos sao alvos frequentes da infecgao pelo FelV, que pode
causar diminuigdo na producdao de plaquetas e/ou anormalidades no
tamanho, forma, fungdo e no seu tempo de vida. A infiltracdo medular
leucémica e anemia hemolitica imunomediada associadas ao FelLV causam
alteragcao nas plaquetas e trombocitopenia e podem resultar em tendéncias a
hemorragias (Hartmann, 2006).

A infeccéo pelo FelLV causa imunossupressao mais severa do que por
FIV, portanto, ha forte predisposig¢ao a infecgdes secundarias, principalmente
ao coronavirus causador da peritonite infecciosa felina, hemoplasmas,

coccidiose e doengas respiratdérias superiores, que contribuem
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significativamente para a morbidade e mortalidade dos gatos positivos
(Hartmann, 2006). A perda ou diminuicdo da fungao imune em gatos FelLV se
deve a perda progressiva de linfécitos T e B, além de neutréfilos. Especula-se
que esses efeitos sdo causados por trés mecanismos distintos: desordem
mieloproliferativa mediada pelo FeLV, onde ha super produgao de leucécitos
incompetentes maduros ou jovens que se sobrepbéem as células
hematopoiéticas. Dessa forma ha reduc¢ao na producao de células vermelhas
e perda de funcgdes do sistema imune. O segundo mecanismo seria por meio
da proteina p15E, que pode ter propriedades imunossupressoras, impedindo
a producéao de substancias de mitose em linfocitos T e/ou afetando a funcao
de linfécitos sem modificar a funcéao do receptor. Por fim, ha a agao direta do
virus por agao citopatica ou apoptose celular, embora acredita-se que este
seja o mecanismo mais especifico do FeLV-T (Greggs, et al., 2011). Essa
variante causa atrofia do timo e deplecédo da zona paracortical dos linfonodos
(Hartmann, 2011). Além disso, os neutréfilos de gatos FelLV positivos
apresentam as fungdes quimiotatica e fagocitica reduzidas. Nos linfécitos, a
principal redugao ocorre nas células CD8+ (helper e citotoxicas). Diversas
fungdes imunes estao prejudicadas nos gatos infectados, tais como producgao
reduzida de imunoglobulinas, reducao na fungao de neutréfilos e deplecao do
complemento. S&o animais que nao respondem adequadamente a vacinagao
(Hartmann, 2011).

Contudo, algumas complicagdes relacionadas ao FelLV séao
secundarias a perda na regulagdo da resposta imune e formacado de
imunocomplexos, tais como anemia hemolitica, uveite, glomerulonefrite e
poliartrite (Hartmann, 2006; Hartmann, 2011).

Outras sindromes associadas ao FelLV incluem: enterite, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, desordens reprodutivas, sindrome do

enfraquecimento de filhotes, neuropatias e hepatopatias (Hartmann, 2006).

Disfungcoes hematopoiéticas neoplasicas

Doencgas citoproliferativas associadas ao FelLV incluem leucemias,
linfomas, fibrossarcoma e desordens mieloproliferativas. A maioria das

doencas neoplasicas sdo atribuidas a mutagénese insercional, um processo
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pelo qual o DNA do FelV se integra no genoma do gato e interrompe ou
desregula a expressdo de proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo,
sobrevivéncia celular ou na apoptose (Greggs et al., 2011).

Especula-se que a infeccdo latente pelo FelLV possa causar o
desenvolvimento de tumores, seja pela acao direta, liberacdo de citocinas ou
estimulo imune crénico. Os linfomas relacionados com o FeLV dependem do
tipo e localizagao do tumor. Em geral, linfomas de gatos FelV positivos sado
predominantemente de células T e localizam-se no mediastino, cavidade
nasal, figado, rins e regiao retrobulbar (Hartmann, 2006).

Todas as linhagens celulares hematopoiéticas sdo suscetiveis a
transformacao pelo FelLV, o que resulta em doengas mieloproliferativas ou
sindrome mielodisplasica. Tanto a leucemia linfoide quanto a mieloide
(granulocitica, eritroide ou megacariocitica) podem acontecer. A sindrome
mielodisplasica, caracterizada por citopenias no sangue periférico e
alteragbes displasicas na medula déssea, € considerada um pré-estagio da
leucemia mieloide aguda (Hartmann, 2011, Hartmann, 2006). As leucemias
cronicas raramente sao relacionadas ao FelLV (Hartmann, 2006).

A proliferacdo anormal de fibroblastos (mielofibrose) resulta do
estimulo medular crénico, tais como regeneracao hiperplasica ou neoplasica
causada pelo FeLV (Hartmann, 2006).

Os fibrossarcomas associados com o FelLV sao causados pelo FeSV
(feline sarcoma virus), um virus recombinante resultado da associacdo do
FeLV-A com um oncogene celular (fes, fms, fgr). O FeSV rapidamente causa
tumores multifocais apés um curto periodo de incubacdo, geralmente em
gatos jovens. Sao recombinantes defectivos, cuja replicacdo depende da
presenca do FeLV-A (Hartmann, 2006).

A relagao entre oncogénese e subtipo do FeLV é complexa. FeLV-B &
mais comum em gatos com tumores do que em gatos assintomaticos. A
forma clinica mais comum do FelLV-B é o linfossarcoma do timo, mas anemia
nao regenerativa e outros tumores linfoides e leucemia mieloide também

podem acontecer (Neil, 2008).
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Coinfecgoes

Apesar da simplicidade da sua constituicdo genética, o FelLV é capaz
de causar diretamente consideraveis disturbios organicos. Contudo, ha casos
em que o animal infectado sucumbe aos efeitos de agentes secundarios, cuja
instalagdo e propagacao foram indiretamente facilitadas pelo FeLV. Portanto,
a sintomatologia do FelLV é vasta, uma vez que depende nado s6 dos seus
efeitos diretos, como também do tipo de agente oportunista presente. As
coinfecgdes mais associadas ao FelLV sao o virus da imunodeficiéncia felina
(Gleich et al., 2009; Marcola, 2011), hemoplasmas (Murphy et al., 1999; Luria
et al., 2004), coccidiose, herpesvirus felino e calicivirus felino (Hartmann,
2006). Essas coinfecgdes sdo comumente justificadas pela imunossupressao
e fatores de risco em comum com o FelLV e contribuem significativamente
para a progressao, morbidade e mortalidade dos gatos positivos (Hartmann,
2006)

Segundo Neil, (2008), a toxoplasmose €& mais comum em gatos
infectados com FeLV. O T. gondii € um protozoario intracelular obrigatorio
capaz de infectar ampla variedade de hospedeiros, incluindo mamiferos e
aves. Felinos sdo o0s unicos hospedeiros definitivos conhecidos e
transitoriamente eliminam oocistos no ambiente. O homem entra no ciclo
como um hospedeiro intermediario e mulheres gravidas estdo em especial
risco, pois, caso a primo infecgcdo ocorra durante a gravidez, pode haver
transmissao transplacentaria, o que esta associado a alteragdes neuroldgicas
e/ou oftalmicas no feto (Luria et al., 2004; Lyons et al., 2002). E neste ponto
que o gato doméstico assume grande importancia na saude publica, ou seja,
no risco de eliminar oocistos pelas fezes e consequentemente infectar o
homem, especialmente imunossuprimidos. Contudo, o periodo de eliminagao
dos oocistos € curto, e a maioria dos gatos soro reativos ja passaram desta
fase, ja que a maioria entra em contato com o T. gondii durante os 6
primeiros meses de vida. Em raras ocasides pode haver reeliminagdo de
oocistos pelos gatos portadores, mas esse evento € pouco frequénte (Lyons
et al., 2002).

Dado que os gatos nao eliminam os organismos de seus tecidos, a

presenca de IgM ou IgG esta relacionada com a infeccéo e é a ferramenta
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mais utilizada no diagndstico da toxoplasmose (Luria et al., 2004). Apesar de
Murphy et al. (1999) afirmar que gatos com FelLV tém mais toxoplasmose,
outros autores (Akhtardanesh et al., 2010; Luria et al., 2004) nao encontraram
essa associagao.

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) € um Lentivirus, da familia
Retroviridae. Foi isolado pela primeira vez em 1987 de um grupo de gatos
com alta prevaléncia de doencas oportunistas e degenerativas. Desde entao,
o FIV tem sido associado com diversas sindromes e ja foi identificado
mundialmente em gatos como um agente endémico. O diagndstico do FIV é
feito por meio do ELISA, Western blot - que identificam anticorpos;
isolamento viral ou PCR, que detecta o DNA proviral inserido no genoma do
hospedeiro (Murphy et al., 1999; Ravi et al., 2010).

A principal alteragdo causada pelo FIV é o prejuizo a fungado imune
devido a deplecao de linfocitos T CD4+, o que aumenta a suscetibilidade a
infeccbes oportunistas e degenerativas, assim como ocorre na infecgao por
HIV em humanos (Ravi et al., 2010).

O curso da doencga é caracterizado pela forte replicacéo viral inicial,
seguido pelo declinio nos linfécitos T CD4+, supressao viral e um longo
periodo assintomatico. Apos essa Ultima fase, ocorre reativagao viral
acompanhada pelas principais sindromes relacionadas ao virus, nesse ponto
a maioria dos animais sao adultos ou idosos (Murphy et al., 1999; Hartmann,
2006; Hartmann, 2011).

A infecgao por FIV em gatos previamente infectados pelo FeLV causa
doenca mais severa do que por cada retrovirose individualmente. Acredita-se
que essa potencializagdo seja causada por interagdo de ambas retroviroses
na imunidade do hospedeiro. E possivel que a imunossupressdo induzida
pelo FeLV impeca o hospedeiro a responder adequadamente a infecgao pelo
FIV. Também ¢é possivel que a pré-existéncia do FelV altere os niveis de
células suscetiveis ao FIV ou aumente a presenca de receptores de
superficie, fazendo com que o FIV se instale e se dissemine mais facilmente
(Pedersen et al., 1990; Neil, 2008).

Micoplasmas hemotroficos (‘hemoplasmas’) séo bactérias que
infectam e ligam-se a superficie de eritrocitos. A classificacdo recente na

familia Mycoplasmaceae, baseada em sequénciamento molecular e dados
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filogenéticos, é justificada pelas caracteristicas fenotipicas dos micoplasmas
hemotréficos, como seu tamanho pequeno, rigorosos requerimentos para
crescimento em cultura e auséncia de parede celular. Essa nova
classificagdo renomeou as espécies Haemobartonella, como a
Hemobartonella felis que foi reclassificada como Mycoplasma haemofelis.
Analises moleculares levaram a descoberta de duas novas espécies felinas:
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma
turicensis’. Ha indicios de que os gatos também podem ser infectados por
uma quarta espécie, semelhante a do cado, o ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’. As espécies identificadas como 'Candidatus’ ainda
apresentam classificagao provisoéria, uma vez que a caracterizagao fenotipica
delas é dificultada in vitro. O M. haemofelis nao ¢é incluido nesses casos, pois
trata-se de uma espécie ja existente que apenas foi reclassificada (Tasker,
2010).

Dentre as espécies de hemoplasmas felinos, o M. haemofelis é
considerado o mais patogénico e envolvido com a doengas clinicas, apesar
dos resultados discordantes entre estudos experimentais e aqueles em
animais naturalmente infectados, nos quais observa-se anemia hemolitica
nos primeiros e auséncia de associagao entre anemia e infecgdo no segundo.
Porém, essas diferengas podem apenas refletir diferengas na populacéo ou
na cepa estudadas, ou demonstram as diferengas clinicas entre o curso
agudo e o crbénico da infecgcao (Tasker, 2010).

A via natural de transmissdao dos hemoplasmas ainda nao foi
confirmada, apesar de a transmissao por pulgas ser a mais aceita, acredita-
se que possam existir outros meio de transmissao. A anemia induzida pelos
hemoplasmas é em grande parte por hemdlise extravascular — bago, figado,
pulmdes, medula déssea -, contudo, a hemdlise intravascular também pode
ocorrer, conforme os eritrécitos infectados tornam-se mais frageis, seja por
acao direta do parasita, seja por via imunomediada. Quando associado a
retrovirus, como o FelLV, os hemoplasmas induzem anemia arregenerativa,
acompanhada de hiperproteinemia, aumento das enzimas hepaticas e,
ocasionalmente, hiperbilirrubinemia. Tradicionalmente o diagndstico das
hemoplasmoses era baseado na citologia, mas sua sensibilidade e

especificidade sao baixas. O advento da PCR proporcionou maior confianca
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no diagnodstico das hemoplasmoses, devido ao seus elevados percentuais de
sensibilidade e especificidade, e a possibilidade de distinguir as espécies
envolvidas (Skyes, 2010).

Segundo Skyes (2010), gatos coinfectados com FeLV e ‘Candidatus M
haemominutum’ desenvolvem anemia mais pronunciada do que gatos com M
haemofelis apenas. Geralmente os hemoparasitas induzem uma anemia
regenerativa, mas pode se tornar ndao regenerativa quando em associagao
com o FelLV. Coinfeccdo com hemoplasmas deve ser considerada em
qualquer gato FeLV com macrocitose, mesmo sem reticulocitose.

Animais coinfectados com FeLV e M haemofelis sdo mais provaveis de
desenvolver doencas mieloproliferativas do que gatos infectados apenas por
FeLV. Os mecanismos propostos incluem imunossupressao induzida pela
infeccao pelo hemoplasma, hiperplasia eritroide e estimulo imune que levaria
ao aumento da taxa de mutacgao e resultando em doencas mieloproliferativas
(Skyes, 2010; Tasker, 2010).

Estudos demonstraram associagao entre retrovirus e hemoplasmoses.
Gatos infectados com M haemofelis nos EUA foram 6 vezes mais provaveis
de estarem infectados com FIV do que gatos negativos para hemoplasmas.
No Brasil, a infeccao por retrovirus foi associada primariamente com infec¢ao
por ‘Candidatus M haemominutum’, sendo que a associag¢ao foi mais forte
para o FIV. Na Alemanha detectou-se uma associagdo do FelLV com

hemoplasmas (Skyes, 2010).

Diagnéstico

Kits ELISA comerciais sdo usados rotineiramente para detectar a
proteina p27 do capsideo do FelLV, esse antigeno normalmente € encontrado
no sangue de gatos infectados dentro de um més apds a exposi¢do. Em
filhotes o periodo de surgimento da viremia é variavel e, portanto nesses
casos pode ser necessario repetir o teste. Casos de baixo risco,
assintomaticos ou discordantes, recomenda-se a PCR para aumentar a
sensibilidade de deteccdo ou confirmar um teste de antigeno positivo. Menos
comumente realiza-se teste de imunofluorescéncia para confirmar a presenca

de antigenos do FelLV, mas esse teste tem propensao a falsos resultados e é
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pouco acessivel para rotina diagndstica. A cultura do virus é realizada
apenas em laboratérios de referéncia, mas nao é aplicado na pratica clinica
(Hartmann, 2006; Levy et al., 2008).

A importancia de um teste acurado reside no fato de que a forma mais
efetiva de prevenir a disseminacgao da infecgao € a identificacdo e isolamento
dos gatos infectados. Os testes mais utilizados atualmente na rotina clinica
sdo imunoflorescéncia indireta e o ELISA. Ambos detectam a proteina p27,
abundantemente produzida na maioria dos gatos infectados. No entanto, o
ELISA detecta a p27 livre no plasma/soro, enquanto a IFl detecta esse
antigeno no interior de plaquetas e neutréfilos (Murphy et al., 1999).

O ELISA ¢ indicado como teste de rotina e um resultado positivo indica
que o gato esta virémico. Esse teste € positivo na primeira fase de viremia,
nas primeiras semanas de infecgdo, antes da medula 6ssea ser atingida,
portanto, um resultado positivo pode indicar infecgdo transitéria ou
persistente. A maioria dos animais tornam-se positivos no ELISA cerca de 28
dias apdés a exposicao (Hartmann, 2006) e aproximadamente 10% dos
animais testados sao falsos negativos, especialmente em casos de infeccao
latente (antigeno negativo e provirus positivo (Levy et al., 2008).

A IFl torna-se positiva apds a infeccdo da medula 6ssea, portanto,
animais positivos na IFl, geralmente sdo persistentemente virémicos, porém
nao detecta animais no inicio da infecgdo. Dessa forma, a IFl é indicada
como teste confirmatério ou como indicador do progndstico. Trata-se de um
teste feito apenas em laboratérios de referéncia, uma vez que seu
processamento requer técnicos qualificados (Hartmann, 2006).

A PCR tem sido adaptada para o diagndstico de rotina do FelV.
Diferente do ELISA e da IFl, a PCR nao detecta antigenos virais, mas
sequéncias genéticas do FelV inseridas nas células infectadas e, portanto, é
mais sensivel e especifica. Sua principal desvantagem € a necessidade de
ser realizado em laboratorios bem equipados e por uma equipe treinada, a
fim de evitar deterioracdo de material e/ou resultados falsos positivos ou
negativos por erros de manipulagdo. No entanto, trata-se de um teste que,
quando realizado de forma adequada, permite a deteccdo do FelLV em
culturas, sangue e tecidos, tanto frescos quanto fixados, em até uma semana

apos a exposicao ao virus (Levy et al., 2008). Em casos de infecgao latente,
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quando o virus ndo se replica, os testes convencionais, que se baseiam na
deteccao do antigeno, sao negativos. Nesse caso, a PCR consegue detectar
gatos FelV positivos. Além disso, em muitos animais, os antigenos virais nao
sao detectados devido a agao do sistema imune, mas o virus esta inserido no

genoma celular e pode ser identificado pela PCR (Hartmann, 2006).

OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivos principais:

- Estimar a ocorréncia natural do FeLV em 3 grupos de gatos
domeésticos de diferentes localidades do DF;

- Identificar os subtipos presentes nas infecgdes por FelV;

-Correlacionar a presenca do FeLV com as infecgdes por
hemoplasmas, FIV e Toxoplasma gondii,

- Correlacionar a presenca do FelV, subtipos e coinfecgdes com
parametros hematoldgicos;

- Avaliar a concordancia entre a PCR e o teste comercial ELISA;
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CAPITULO Il

OCORRENCIA DO ViRUS DA LEUCEMIA FELINA NO DF E SUAS
ALTERACOES LABORATORIAIS

INTRODUGAO

O virus da leucemia felina € um patdégeno de grande importancia na
medicina veterinaria, cujo comportamento bioldgico é influenciado por fatores
relacionados ao hospedeiro (condicado de saude, densidade populacional,
estilo de vida, género, idade, procedéncia, condigdo reprodutiva, vacinacgao,
momento da infec¢ao), ao virus (cepa, viruléncia, patogenicidade, mutacdes
e combinagdes), a regidao geografica e ao método diagndstico utilizado
(ELISA, PCR, IFIl) (Murphy et al., 1999; Levy et al., 2008; Grant et al., 1980).
Em vista disso, as frequéncias a respeito da infec¢ao pelo FelLV ja descritas
variam consideravelmente (Teixeira et al., 2007; Blanco et al., 2009;
Figueiredo et al., 2009; Meinerz et al., 2010; Macieira et al., 2008; Junqueira-
Jorge, 2005; Coelho et al., 2011; Silva, 2007; Tique et al., 2009; Lee et al.,
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2002; Arjona et al., 2000; Little et al., 2009; Souza et al., 2002; Gleich et al.,
2009; Duarte et al., 2010).

Estudos a respeito da dinamica populacional do FeLV demonstram
que esta depende do tamanho da populagdo e da relagédo entre a densidade
e 0 padrao de contato entre os individuos. Acredita-se que o FelLV pode se
extinguir em populagdes pequenas e permanecer endémico em populagdes
densas (Gleich et al., 2009). Contudo, nos ultimos 20 anos tem-se observado
uma redugao na prevaléncia do FeLV em alguns paises (Gleich et al., 2009;
Herring et al., 2001). No Brasil ndo € possivel inferir a mesma tendéncia, pois
nao ha estudos epidemioldgicos nacionais e/ou regionais, atuais ou antigos,
baseados em amostragens populacionais probabilisticas passiveis de
fornecer inferéncias estatisticas para toda populagdo de gatos. Em grande
parte, isso se deve as caracteristicas da populacdo de felinos, a falta de
dados a respeito da quantidade aproximada de animais e a dificuldade na
coleta de amostras.

Considerando essas circunstancias, neste estudo procurou-se
organizar a ocorréncia do virus de acordo com 0s cenarios mais comuns na
realidade da regido avaliada (gatos mantidos em um abrigo, gatos atendidos
em clinicas e/ou hospitais veterinarios e gatos domiciliados com acesso a rua
de uma regiao periurbana).

Além das alteragdes neoplasicas, a infecgao pelo FelLV é associada a
uma grande variedade de disfungbes hematoldgicas (anemia, neutropenia,
panleucopenia e trombocitopenia) (Linenberger et al., 1998; Stutzer et al.,
2010; Riegel et al.,, 2000), sendo que uma das mais discutidas é sua
capacidade de causar imunossupressao. As modificagdes induzidas tanto na
quantidade, quanto na fung¢ao dos leucdcitos sao reconhecidas (Hartmann,
2006; Hartmann, 2011; Linenberger et al., 1998), mas pouco se sabe a
respeito de como essa modificagdo no sistema imune propicia a instalagao de
outros patdgenos. Logo, especulou-se se a infecgdo por FelLV facilitaria a
infeccao por outros patdégenos de importancia na medicina veterinaria e na
saude publica. Portanto, comparou-se a propor¢cao de gatos infectados por
FIV, hemoplasmas ou T. gondii entre os grupos FelLV positivos e negativos. A
maior presencga de coinfecgdo dentre os FelLV positivos seria uma evidéncia

de que esse retrovirus contribui para a contaminagao por outros agentes.
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Tendo em vista as principais implicagées da infecgao pelo FelLV, o
presente trabalho propds a existéncia de influéncias de outros patégenos
capazes de potencializar as alteragdes causadas pelo FelLV. Nesse contexto,
avaliou-se a associagao da coinfecgao por FeLV e hemoplasma com perdas
mais acentuadas da série vermelha hematolégica, e a associacdo da
coinfeccao por FIV na intensificagcdo da imunossupressdao observada em
gatos FelV positivos. Além disso, procurou-se observar se o subtipo do FelLV

tem relacdo com alteragdes especificas nos parametros hematoldgicos.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas amostras de sangue de 267 gatos domésticos (Felis
catus) classificados em 3 grupos de acordo com a localidade:

* Grupo 1 (G1): 42 amostras provenientes de gatos de um abrigo de
animais localizado proximo a cidade do Gama-DF;

* Grupo 2 (G2): 138 amostras de gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UnB e/ou em clinicas veterinarias de Brasilia.

* Grupo 3 (G3): 87 amostras de animais com acesso a rua residentes
na regiao da Fercal, Sobradinho II- DF;

As amostras foram coletadas independente de raca, sexo, idade,
condigao clinica, acesso a rua ou suspeita clinica de infecgao pelo FelLV.

Os métodos experimentais deste projeto foram avaliados e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso Animal da UnB (UnBDOC n° 60044/2010).

Colheita de sangue

Os animais foram submetidos a um exame clinico inicial e
posteriormente coletou-se amostras de sangue venoso por puncao da veia
cefalica ou jugular. As amostras foram acondicionadas em tubos com e sem

EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético).

Hemograma

No laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Pequenos Animais
da UnB (Hospital Veterinario - UnB), parte das amostras com EDTA foram
submetidas a hemograma completo. Utilizou-se um contador semi-automatico
de células para uso veterinario (ABC Vet - Horiba ABX diagnostics) para a
determinacdo do numero de hemacias, de leucdcitos e a concentragdo de
hemoglobina. Os valores do volume corpuscular médio (VCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram

determinados por calculo padrao. O hematdcrito (VG) foi determinado pela
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técnica do microhematécrito. As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram
determinadas com o auxilio do refratbmetro. Foram preparados esfregacos
de sangue total corados com pandtico e May Giemsa Grunwald (MGG) para
a realizacao do diferencial leucocitario e observagcao morfolégica das células
sanguineas. As plaquetas foram diluidas em solugdo de Brecher (oxalato de
aménio a 1%) e a contagem foi realizada em camara de Neubauer
improved®.

Estabeleceu-se como anémicos os animais com VG abaixo de 24%,
elou eritrécitos abaixo de 5 x 10%/ul e/ou hemoglobina inferior a 8,0 g/dL, de
acordo com Jain (1993). Foram considerados leucopénicos os gatos com
contagem total de leucdcitos abaixo de 5,5 x 10%/ul. Todos os demais valores

de referéncia foram baseados em Jain (1993).

Teste ELISA comercial

Para a realizagao do teste ELISA (Snap® —CITEcombo FeLV/FIV test
kit, IDEXX Systems, Portland, USA) foi obtido o soro das amostras
acondicionadas em tubos sem EDTA e o resultado interpretado de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

Extracao DNA

ApOs a realizagao do hemograma, o restante das amostras com EDTA
foi mantido a -20°C para posterior extracdo do DNA e realizagao da PCR.

O DNA do sangue foi extraido com kits comerciais (QlAamp DNA
blood mini kit — Qiagen e lllustra blood genomicPrep Mini Spin kit - GE
healthcare), seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA
foram mantidas acondicionadas a -20°C até o momento da realizagdo da
PCR.

Oligonucleotideos e PCRs

Foram realizadas diferentes PCRs em cada amostra coletada. Apos as

extragdes, toda amostra foi submetida a PCR para confirmagao da presenca
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do gene da enzima GAPDH (gliceraldeido-3fosfato desidrogenase -
Birkenheuer et al., 2003), para verificar a qualidade da extragao, a integridade
do DNA obtido e/ou a presenga de inibidores da PCR. Em seguida, as
amostras foram submetidas as seguintes PCRs: FelLV, FIV, hemoplasma e
Toxoplasma gondii. Apenas as amostras positivas na PCR do FelLV foram
testadas para definicdo dos subtipos do FelLV. Na tabela 1 estdo
apresentadas as sequéncias dos oligonucleotideos utilizados em cada PCR.

Utilizou-se o mesmo termociclador (My Cycler, Thermal Cicler-
Biorad®) em todas as reagdes. Os produtos gerados nas PCRs foram
analisados por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio
e observado sob transiluminador de fluorescéncia ultravioleta. Um marcador
molecular de 100pb (Invitrogen®) foi incluido em cada eletroforese como um
padrdao de comparagao. O surgimento de bandas na altura dos pares de
bases esperadas foi considerado o paradmetro para classificar as amostras
como positivas.

Os procedimentos de preparagao dos reagentes, processamento das
amostras, amplificagao, transferéncia de produto da primeira para a segunda
etapa de PCR e detecc¢ao do produto amplificado foram realizados em quatro

ambientes distintos para diminuir a possibilidade de contaminagéo.
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Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos, gene de origem, tamanho dos
produtos da amplificagao e fonte consultada das reacdes de PCR utilizadas

Reagao Sequéncia 5'-3' Gene Tamanho Fonte
produto
FeLV
LTR Tzavaras et
PCR-S (S) AGCTACTGCAGTGGTG(T/C)CATTTC (U3)/gag 927pb ol 1990
GR-1 (AS) GACCAGTGATCAAGGGTGAG Mgaz1agVQa7et
n-FeLV
H20(AS) GAAGGTCGAACTCTGGTCAACT (U3ILTR/ Chen et al.,
env 1998
H18 (S) ACATATCGTCCTCCTGACCAC pol/env Che1r; gg al.,
FeLV-A
RB59(S) CAATGTAAAACACGGGGCAC env 1072pb Chﬁ’;gga'-'
RB17(AS) TAGTGATATTGGTTCTCTTCG env Chﬁg gga'-'
FeLV-B
RB53(S) ACTCCTCGACAACGGGAGCTAGTGAAG env 866pb Pag o%tsal"
RB17(AS) TAGTGATATTGGTTCTCTTCG env PaSO%tsal.,
FeLV-C
RB58 AGATCTTGGGCACGTTATTCC env 1755pb Matqe;qjt al.,
RB47 TTGTGAAATGGCATTGCTGC env Matqe;qjt al,
FIV
A2 AATATGACTGTATCTACTGC gag 329pb H°:|d1a$3‘é et
s2 TTTTCTTCTAGAGTACTTTCTGG gag H°:|d1a$3‘é et
NS TATTCAAACAGTAAATGGAG gag H°:|d1a$3‘é et
NA CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT gag H°:|d1a$3‘é et
Hemoplasma
Criado-
HBT-R TCGCTCCACCACTTGTTCA 16S 600pb Fornélio et al.
2003
Criado-
HBT-F ATACGGCCCATATCCCTACG 16S Fornélio et al.
2003
Toxoplasma
gondii
B1F GGAACTGCATCCGTTGATGAG B1 200pb B“:%Beéa'-
B1R TCTTAAAAGCGTTCGTGGTC B1 BU:% Seéa'-
GAPDH
GAPDH F CCTTCATTGACCTCAACTACAT GAPDH  400pb B'”;‘T”*Z‘%%r et
GAPDH R CCAAAGTTGTCATGGATGACC GAPDH B"';‘T”*Z‘%%r et
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PCR FeLV

Para a realizacdo da técnica de PCR do FelLV e subtipos do FelLV
foram utilizados como controles positivos animais persistentemente
infectados diagnosticados pelo teste ELISA comercial, Snap® —CITEcombo
FeLV/FIV test kit, IDEXX Systems, Portland, USA, e plasmideos contendo a
sequéncia completa das cepas 61E FelLV-A, pFRB FelLV-B e pFSC FelLV-C
(gentiimente cedidas pelo Dr. Sajal K. Ghosh, Cancer Research Cancer,
Boston University School of Medicine, Boston, USA). Utilizou-se uma reacao
sem DNA como controle negativo em todas as reacgdes.

Realizou-se duas PCRs para identificar o FeLV: na primeira, para
deteccdo do provirus nos leucocitos do sangue periférico, utilizou-se um par
de oligonucleotideos desenhado com base na sequéncia do clone
p61E/FeLV-A gene gag e da regidao U3 do LTR (G-R1 e PCR-S). O PCR-S foi
desenhado e gentiimente cedido pelo Prof. Jodo Pessoa Araujo Junior
(Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP-Botucatu, SP) a partir da sequéncia do virus da leucemia
felina ja publicada por Tzavaras et al, 1990, uma vez que a regidao U3 é a
mais divergente entre as sequéncias exégenas e endogenas do virus (Berry
et al, 1988). Os oligonucleotideos amplificam o inicio do LTR (parte U3) até o

inicio do gene gag (29-955 pb) conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1. Diagrama do provirus do FeLV demonstrando o produto da PCR
obtido a partir do LTR e parte do gene gag

DNA d 3 DNA d:

5' .:. o 3l
i 927pb
[ ]
PCR-S GR-1

Imagem adaptada da figura 1 de Bolin et al., 2011, figura 2 de Brown et al., 2008 e figura 3 de Silva,
2007
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A amplificacdo da reacéao utilizou o protocolo do tipo “Touch Down”, na
qual ha reducédo gradual da temperatura de anelemento em cada ciclo, e
seguiu a padronizacao feita pelo Prof. Jodo Pessoa Araujo Junior no
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP-Botucatu, SP. Na etapa inicial, apés prévio aquecimento
da tampa por 2 minutos, as amostras foram incubadas a 94°C por 5 minutos
para ocorrer a desnaturacdo. Em seguida, as amostras passaram por 11
ciclos de: 94°C por 1 minuto para a desnaturagéo da fita de DNA, 64°C por 1
minuto para a hibridizagao dos oligonucleotideos (diminuindo 1°C por ciclo) e
72°C por 1:30 minutos para a extensdo das fitas. Ao término desta etapa,
foram realizados 23 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 53°C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto. Ao final, foi realizada a extensao final a 72°C por 5

minutos. Esta PCR gerou um produto final de 927 pares de bases.

nested PCR subtipos FeLV (A, B, C)

A segunda PCR para o FelV, realizada nos animais com resultado
positivo na primeira PCR, foi uma PCR nested (n-PCR) para detectar os
subtipos de FeLV. Na primeira etapa da reagao utilizou-se oligonucleotideos
externos, H20 e H18 (Chen et al. 1998), que se anelam nas sequéncias do
gene pol (em diregcdo ao gene env) e da regiao U3 (Coelho et al, 2008.),
portanto amplificam todo o gene env e a regido U3 do LTR 3'.

Os oligonucleotideos internos utilizados amplificam segmentos do
gene env, que diferenciam os subtipos do FeLV. Dois uyl do produto da
primeira reacao foram usados na segunda etapa com oligonucleotideos
especificos para cada subtipo: RB59 e RB17, para FeLV-A, que gera um
produto de PCR de 1072pb (Chen et al, 1998); RB53 e RB17, especifico para
FeLV-B - produto de 866pb (Pan et al, 2005) e RB58 e RB47 - especifico
para FeLV-C, que gera um produto de 1755pb (Mathes et al., 1994, Coelho et
al.,2008). Cada subtipo foi testado em reag¢des independentes (figura 2). Nao
foram feitos testes para deteccao do subtipo T.

As condicdes de amplificacdo foram determinadas experimentalmente
durante o projeto e permaneceram iguais para as duas etapas do n-PCR

(94°C por 5 seguidos por 35 ciclos de: 94°C por 1, um minuto na
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temperatura de anelamento especifica e 72°C por 1:30 minutos e incubagéo
final a 72°C por 5 minutos), diferindo apenas nas temperaturas de
anelamento, que foram calculadas de acordo com as sequéncias dos
oligonucleotideos. Os produtos foram mantidos a 4°C.

Em todas as reagdes da PCR para FelLV as concentragbes dos
reagentes da mistura da PCR foram as mesmas: aproximadamente 10 ng
DNA, 2mM MgCl,, 1X tampao de PCR, 1,00ul de cada oligonucleotideo (10
pmol), 0,2mM de cada dNTP, 5Ul de Tag DNA polimerase e agua miliQ para

um volume final de 25 pl.

Figura 2. Diagrama do provirus do FeLV demonstrando os produtos das n-
PCRs obtidos a partir do gene env no primeiro e segundo rounds para cada
subtipo do FeLV

LTR LTR
5' ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ ...0.. 3'
........... 2350pb .
[ ]
H18 H20
— P s v
1754pb i (1°round)
1 — : ]
RB58 RB47(2° round)
= P : G=
: . 1071 pb :
— i
RB59 RB17 } (2° round)
: 857pb :
1 ]
RB53 RB17(2° round)
= <=

Imagem adaptada da figura 1 de Bolin et al., 2011, figura 2 de Brown et al., 2008 e figura 3 de Silva,
2007
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PCR Toxoplasma gondii

A deteccao da coinfecgao pelo Toxoplasma gondii foi feita por PCR
com a utilizagdo dos oligonucleotideos B1F e B1R (tabela 1) especificos para
0 gene B1 do protozoario, que geram um produto de 194 pb, de acordo com
Burg et al., 1989. A reacao do mix foi composta de 1X tampao de PCR, 10 ng
de DNA amostra, 2 mM MgCl,, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 uM de
cada oligonucleotideo e 0,8 U de Tag DNA polimerase em um volume final de
25 pL. O protocolo de amplificagcdo foi composto de uma etapa de
desnaturacao de inicial de 94°C por 5 minutos seguida de 30 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 30
segundos, extensao a 72°C por 45 segundos) e extensao final de 72°C por

10 minutos.

PCR FIV

A identificacdo do FIV foi realizada por meio de n-PCR. Utilizou-se 2
pares de oligonucleotideos especificos para o gene gag do FIV, cujo produto
final € de 329 pb (tabela 1). As reagdes das duas etapas eram compostas
por: 1X tampao de PCR, 10 ng de DNA amostra, 2 mM MgCl,, 0,2 mM de
cada deoxinucleotideo, 1 uM de cada oligonucleotideo e 0,8 U de Tag DNA
polimerase em um volume final de 25 pL. As condi¢cées de amplificacédo para
ambas foram: desnaturagao de inicial de 95°C por 5 minutos seguida de 30
ciclos de amplificagao (95°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C
por 45 segundos) e extensao final de 72°C por 5 minutos, de acordo com o

descrito por Hondatsu et al. (1998).

PCR hemoplasmas

Para verificar a presenca de hemoplasmas (‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ ou M. haemofelis) foram utilizados os oligonucleotideos
HBT-F e HBT-R que se anelam no gene 16S RNA gerando um produto de
aproximadamente 600 pb (tabela 1). A reacdo do mix foi composta de 1X
tampao de PCR, 10 ng de DNA amostra, 2 mM MgCl,, 0,2 mM de cada
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deoxinucleotideo, 1 yM de cada oligonucleotideo e 0,8 U de Tag DNA
polimerase em um volume final de 25 pL. O protocolo de amplificagcao foi
composto de uma etapa de desnaturagao de inicial de 94°C por 10 minutos
seguida de 30 ciclos de amplificacdo (94°C por 30 segundos, 56°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos) e extensao final de 72°C por 10 minutos,

de acordo com o descrito por Criado-Fornélio et al. (2003).

PCR GAPDH

Apds as extragbes, toda amostra foi submetida a PCR com
oligonucleotideos especificos (tabela 1) para o gene da enzima GAPDH
(gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase). A reacao do mix foi composta de 1X
tampao de PCR, 10 ng de DNA amostra, 2 mM MgCl,, 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo, 1 yM de cada oligonucleotideo e 0,8 U de Tag DNA
polimerase em um volume final de 25 pL. O protocolo de amplificagcao foi
composto de uma etapa de desnaturacado de inicial de 95°C por 5 minutos
seguida de 40 ciclos de amplificagdo (94°C por 30 segundos, 52°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto) e extensao final de 72°C por 5 minutos, de

acordo com o descrito por Birkenheyer et al. (2003).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com os softwares Microsoft® Excel e
Stata 12®. A avaliacao estatistica inferencial dos parametros hematolégicos
foi feita a partir da comparacao do percentual de animais que estavam acima,
dentro ou abaixo dos valores de referéncia. Enquanto a avaliagcao estatistica
descritiva dos parametros hematologicos foi feita por meio da média e desvio
padrao.

O teste t-student foi utilizado para comparar os valores médios dos
parametros hematolégicos estudados. A diferenga de proporgdes entre
resultados anormais e normais para gatos positivos e negativos para cada
enfermidade foram verificadas pelo teste x> com corregdo de Yates ou o teste
Exato de Fisher. Somente as variaveis que possuiram um p<0,05 nestes

testes foram consideradas estatisticamente significativas.
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A estimativa de prevaléncia de gatos positivos para as diferentes
enfermidades e coinfecgdes foi calculada pela divisdo do numero de
amostras positivas pelo total de amostras testadas e os intervalos de 95% de
confianga para estas medidas de frequéncia foram calculados usando a
distribuicao binomial exata.

Diante da presenca de associacdo entre a positividade para FelLV e
algumas alteracées hematoldgicas, a mensuragcao de quantas vezes foi maior
o risco de animais positivos para FelLV apresentarem padrbes hematoldgicos
alterados em relacdo aqueles que sdo negativos para a doencga foi estimada
pelo calculo da razdo de chances ou Odds Ratio (OR) e seu IC de 95% para
cada variavel. A base de comparagdo para o calculo dessa medida de
associacao foi sempre o padrao de normalidade.

O teste kappa foi usado para avaliar a concordancia além daquela
esperada ao acaso entre a PCR para FelLV e o ELISA comercial. O valor de
kappa igual a 1 indica concordancia perfeita entre os testes, enquanto valor
kappa igual a 0 indica o nivel de concordancia esperado ao acaso. A
interpretacao dos valores de kappa foi baseada na interpretagao sugerida por
Dohoo et al, 2003 (k<=0,2 indica fraca concordancia, 021-0,4 razoavel, 0,41-
0,6 moderado, 0,61-0,8 substancial e >=0,81 quase perfeito e 1,00 indica

concordancia perfeita).
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RESULTADOS

Foram analisadas as amostras de 267 animais (42 gatos no G1, 138
no G2 e 87 no G3), dos quais 50,2% eram fémeas e 49,8% machos. A idade
média foi de 6,6 anos, oscilando entre 1 e 16 anos.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as caracteristicas referentes a sexo,

idade e acesso a rua em cada grupo amostrado.

Tabela 2. Total de animais de acordo com cada caracteristica avaliada
separados conforme o grupo de amostras coletadas no Distrito Federal entre
2010 e 2011

Género

Caracteristica G1 G2 G3 Total
Total de gatos 42 138 87 267
avaliados
< 3 anos - 21 21 42
3-6 anos - 23 2 25
> 6 anos - 48 7 55
Né&o informado 42 45 57 144
Fémeas 25 61 37 123
Machos 11 64 47 122
Né&o informado 6 12 3 21

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias, G3 - gatos domiciliados regido periurbana

As comparagdes das propor¢coes dessas caracteristicas entre gatos

FelLV positivos e FeLV negativos estao resumidas na tabela 3.

Tabela 3. Proporgbes e comparagdao entre animais positivos (FeLV+) e
negativos (FeLV-) na PCR de acordo com sexo, idade e acesso a rua

Caracteristica FelLV+ FelLV- Valor p
Sexo
macho 41,5% 47,6% 0,425
fémea 37,7% 47,6% 0,195
Idade
< 3 anos 13,2% 16,8% 0,523
3-6 anos 16,9% 9,3% 0,110
> 6 anos 15% 19,1% 0,499
Acesso a rua
sim 22,6% 50% 0,0003
nao 18,8% 11,6% 0,163
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A comparacao de cada caracteristica dentre os gatos com FelLV nao
demonstrou diferenca significativa, exceto para a variavel "acesso a rua".

Os controles positivos de todas as PCRs testadas (FelV, subtipos
FeLV, hemoplasmas, T. gondii, FIV e GAPDH) sempre apresentaram
formagdo de bandas na altura de pares de bases esperadas para a
sequéncia amplificada. Os controles negativos ndo demonstraram sinais de

amplificagao (figura 3).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio 0,01% dos
resultados dos controles positivos das PCRs realizadas (A: PCR FelLV, B: PCR
FeLV-A, C: PCR FeLV-B, D: PCR FeLV-C, E: PCR FIV, F: PCR hemoplasma, G:
PCR T. gondii). L: marcador molecular de 100pb. #1, 3, 5, 8, 10, 11 e 13: controles
negativos. #2 (A): controle positivo FeLV, #4 (B): controle positivo FeLV-A, #6 (C):
controle positivo FeLV-B, #7 (D): controle positivo FeLV-C, #9 (E): controle postivo
FIV, #12 (F): controle positivo hemoplasma e #14 (G): controle positivo T. gondii

Os resultados das PCRs de cada infec¢gao de acordo com o grupo de
coleta esta apresentado na tabela 4.
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Tabela 4. Total de animais positivos pela PCR para FeLV, FIV, hemoplasmas
e Toxoplasma gondii de acordo com grupo de amostras coletadas no Distrito
Federal entre 2010 e 2011

Infecgao Positivos/total %elC
G1
FeLV 16/42 38% (23,1-53%)
FIV 2/42 4,7% (0,58-16,1%)
Hemoplasma 4/42 9,5% (2,6-22,6%)
Toxoplasma gondii 0/42 0
G2
FeLV 37/138 26,8% (19,3-34,2%)
FIV 4/138 2,8% (0,07-7,2%)
Hemoplasma 30/138 21,5% (15-29,3%)
Toxoplasma gondii 0/138 0
G3
FeLV 0/87 0
FIV 0/87 0
Hemoplasma 30/87 34,5% (24,5-44,5%)
Toxoplasma gondii 0/87 0

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias, G3 - gatos domiciliados regido periurbana, IC=intervalo de confianga

A tabela 5 ilustra o percentual e a comparacédo estatistica de cada
infeccao de acordo com o grupo amostrado. A comparacao da proporg¢ao do
FelLV entre os 3 grupos amostrados (G1 x G2 x G3) demonstrou diferenca
significativa (p<0.0001), contudo, essa diferenca foi devido ao grupo G3,
onde todos os animais foram negativos, logo, o G3 foi excluido dessas
comparagoes, uma vez que nao foram encontrados animais com FIV, FelLV
ou T. gondii. Com isso, nao houve diferenga nas propor¢des de animais com

FeLV, FIV, hemoplasma e T. gondii entre os grupos G1 e G2.

Tabela 5. Proporcdo de cada infeccdo dentre os grupos de coleta e
significancia estatistica (p) entre as proporgdes de G1 e G2

Infecgao/Grupo G1 G2 Valor p
FeLV 38% (23,1-53%) 26,8% (19,3-34,2%) 0,160
FIV 4,7% (0,58-16,1%) 2,8% (0,07-7,2%) 0,543
Hemoplasma 9,5%(2,6-22,6%) 21,5% (15-29,3%) 0,080
Toxoplasma -

y 0 0
gondii

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias
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Coinfecgoes

O grupo G3 foi excluido das comparacbes de proporgdes de
coinfecgdes, uma vez que nenhum dos animais deste grupo foi positivo para
FelLV, logo, poderiam inserir desvios nos resultados.

A tabela 6 representa os percentuais das infec¢gdes por hemoplasmas
e FIV nos animais FelLV positivos e FelLV negativos e a significancia
estatistica entre eles, e na Tabela 7 ha esta mesma distribuicdo dentro de
cada grupo amostral. Nao houve diferenga nas proporgcdes de animais com
FIV ou hemoplasmas entre os gatos FelLV positivos e negativos ou entre os

grupos amostrados.

Tabela 6. Comparacéao do percentual de animais com FIV, hemoplasmas e T.
gondii no grupo de gatos FelLV negativos e nos gatos FelV positivos de
acordo com os resultados da PCR

Infecgao/PCR FeLV FeLV FeLV OR Valor
Negativos Positivos p

FIV 2/180 (1%) 4/53 (7,55%) 5,1 (0,9-28,7) 0,06

Hemoplasma 19/127 (14,9%) 15/53 (28,3%) 2,24 (1,04-4,85) 0,06
Toxoplasma gondii 0 0 - -

OR=0dds ratio

Tabela 7. Comparacao da infecgao por FIV e hemoplasma dentro do grupo
de animais FelLV positivo e FeLV negativo de acordo com o grupo de coleta

Infecgao/ G1 G2 Valor
Grupo p
FeLV+ FelLV- FeLV+ FeLV-
FIV 12,5%(1,6-38,3%) 0 2,9%(0,1-14,9%) 2,7%(0,3-9,5%) 0,949
Hemoplasma  25%(3,8-46,2%) 0 22,9%(8,9-36,8%) 23,3%(13,6-33%) 0,675

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias

Na tabela 8 observa-se o percentual das coinfecgbes dentro do total
de animais amostrados e dentre os animais FelV positivos, enquanto as
tabelas 9 e 10 demonstram esses mesmos dados divididos de acordo com o
grupo. A avaliacdo dos intervalos de confiangca permite determinar que nao

ha diferencga entre as proporgoes.
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Tabela 8. Total e percentual de animais com coinfec¢cdo dentre todos os
animais amostrados e dentre os animais FelLV positivos

Populacgao

Infecgao IC FeLV Positivos IC
total
FeLV/FIV 4/181 (2,2%) 0,4-3,7% 4/53 (7,55%) 0,19-14,8%
FeLV/hemoplasma 15/181 (8,2%) 2,8-8,3% 15/53 (28,3%) 16,2-40,4%
FelLV/Toxoplasma gondii 0 0 0 0
FeLV/FIV/hemoplasma (3/181)1,6% 0,2-3,2% 5,56% 1,2-15,7%

IC=intevalo de confianga

Tabela 9. Total e percentual de animais com coinfeccdo em cada grupo
amostrado e dentre gatos FelLV positivos na PCR

Coinfecg¢oes

Infecgao/Grupo Total IC FeLV IC Valor p
Positivos
G1
FeLV/FIV 2/42 (4,7%) 0,6-16,2% 2/16 (12,5%) 1,6-38,3% 0,293
FeLV/Hemoplasma 4/42 (9,5%) 0,49-18,5% 4/16 (25%) 3,8-46,2% 0,125
FelLV/ Toxoplasma'i' 0/42 - 0/16 - )
gondii
G2
FeLVIFIV ~ 2/138 (1,4%) 0,2-5,1% 2/37 (5,4%) 0,7-18,2% 0,144
FeLV/Hemoplasma  9/138 (6,5%) 2,4-10,6% 9/37 (24,3%) 10,5-38,1% 0,001
FelLV/ Toxoplasma'i' 0/143 - 0/39 - )
gondii

G1 - gaos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias, IC= intervalo de confianga

Tabela 10. Proporgdes e comparagao das coinfecgoes de acordo com os

grupos amostrados

Coinfeccgao G1 G2 Valor p

FeLV/FIV 4,7% (0,6-16,2%) 1,4% (0,2-5,1%) 0,199
9,5% (0,49- o o

FeLV/hemoplasma 18,5%) 7,9% (3,3-12,4%) 0,740
FelLV/Toxoplasma

g 0 0 -
gondii
FelLV/FIV/hemoplasma 1 2 0,675

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias

Subtipos

O resultado dos subtipos dentre os animais FelLV positivos de acordo

com a PCR estao apresentados nas tabelas 11.
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Tabela 11. Subtipos de FelLV encontrados de acordo com a n-PCR nos gatos
positivos na primeira PCR (FeLV+)

Subtipo Subtipo/FeLV+ IC
FeLV-A 21/53 (39,6%) 26-53,2%
FelLV-B 1/53 (1,9%) 0-10,1%
FelLV-AB 29/53 (54,7%) 40,8-68,5%
Nenhum subtipo 2/53 (3,8%) 0,5-13%

IC=intervalo de confianca

Nao foram encontrados animais com o subtipo C ou a combinagao
entre os trés subtipos (ABC).

O resultado dos subtipos de acordo com o grupo de coleta estéao
apresentados nas tabelas 12. A tabela 13 demonstra os resultados da

comparacgao das proporg¢des de cada subtipo entre os grupos.

Tabela 12. Subtipos de FelLV encontrados de acordo com a n-PCR nos gatos
positivos na primeira PCR (FeLV+)conforme o grupo amostrado

Subtipo/Grupo Subtipo/FeLV+ IC
G1
FeLV-A 6/16 (37,5%) 13,8-61,2%
FelLV-B 0 0
FelLV-AB 10/16 (62,5%) 38,8-86,2%
Nenhum subtipo 0 0
G2
FeLV-A 15/35 (42,9%) 26,5-59,3%
FelLV-B 1/35 (2,9%) 0,1-14,9%
FelLV-AB 20/35 (57,1%) 40,7-73,5%
Nenhum subtipo 2/35 (5,7%) 0,7-19,2%

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias, IC=intervalo de confianga

Tabela 13. Propor¢ao de animais FeLV-A e FeLV-AB de acordo com o grupo

Subtipo/Grupo G1 G2 Valor p
FelLV-A 37,5% (13,8-61,2%) 42,9% (26,5-59,3%) 0,716
FelLV-AB 62,5%(38,8-86,2%) 57,1% (40,7-73,5%) 0,716

G1 - gatos provenientes de abrigo , G2 - gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou

em clinicas veterinarias
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Comparacgao entre PCR e ELISA

Obteve-se 70 animais testados pelo ELISA comercial. Os resultados
dos animais testados pela PCR e ELISA para o FelLV estdo resumidos na
tabela 14. O teste kappa revelou concordancia de 91,3% entre os dois testes

(k=0,8085) em relagao ao diagndstico do FelLV.

Tabela 14. Resultados da PCR FelLV versus detecgao da p27 pelo ELISA

PCR FeLV Total
(+) (-)
p27 ELISA* (+) 21 (30%) 7 (10%) 28 (37,2%)
(-) 2 (2,8%) 40 (57,2%) 42 (62,8%)
Total 23 (32,8%) 47 (87,2%) 70 (100%)

Valor kappa=0,8085 (concordancia substancial)

*enzime-linked immunoabsorbent assay (Snap® —CITEcombo FelLV/FIV test kit, IDEXX
Systems, Portland, USA)

+ (resultado positivo)

- (resultado negativo)

Hematolégico

Os resultados dos hemogramas de cada grupo divididos em animais
FelLV positivos e FeLV negativos de acordo com a PCR estdo apresentados
na tabela 15. Observou-se diferenca significativa entre os 3 grupos (G1, G2,
G3) em todas as proporgdes dos parametros hematoldgicos, exceto
monaocitos.

A Tabela 16 demonstra a média e desvio padrao dos parametros
hematologicos para animais FelLV positivos e FelLV negativos e a tabela 17
apresenta o percentual de animais acima, dentro e abaixo dos valores de
referéncia para cada padrao hematolégico acompanhados das estimativas

estatisticas.

49



Tabela 16. Média, desvio padrao e comparagao dos valores hematoldgicos
entre os animais FelLV positivos (FeLV+) e negativos (FelLV-) identificados

por meio da PCR

FeLV+ x
FelLV+ FelLV- FelLV-
Parametros Média DP Média DP Valoresde /10 p
referéncia
VG (%) 24 10,23 30,58 7,46 24-45 <0,001
Hemacias (x10%ul) 5,95 2,8 7,75 2,21 5,0-10 <0,001
g%*l‘_‘;g"’b'”a 8,77 4,28 11,32 3,07 8,0-15 <0,001
VCM (fl) 42,44 8,68 40,82 9,05 39-55 0,043
CHCM (%) 35,35 8,27 37,6 6,46 30-36 <0,001
Leucdcitos (ul) 16.210  11.115 14470 8240  5.500-19.500 0,062
Segmentados 10.353  9.148 9.364 6.662  2.500-12.500 0,512
Linfocitos 4.247 4.888 3.472 2.696 1.500-7.000 0,062
Monécitos (pl) 408 636 356 480 0-850 0,884
Eosindfilos (ul) 954 1.567 1.250 1.159 0-1500 0,301
PPT (g/dL) 7,21 1,24 7,18 0,97 6,0-8,0 1
195.000-
Plaquetas 290.755 177.653  345.000 168.418 624.000 0,053

@Jain, 1993, DP=desvio padrdo, diferenca estastistica significativa, VG= volume globular,

VCM=volume corpuscular médio, CHCM=concentragdo de hemoglobina corpuscular média,

PPT=proteinas plasmaticas totais
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Tabela 15. Média e desvio padrédo dos parametros hematoldgicos dos animais FeLV positivos (FeLV+) e negativos (FelLV-) identificados
por meio da PCR e agrupados por local de coleta (G1, G2, G3)

G1 G2 G3

Parametro Total FeLV+ FeLV- Total FeLV+ FeLV- Total Valores de
referéncia

Média DP  Média DP Média DP  Média DP Média DP Média DP Média DP

VG (%) 33 53 303 37 344 54 262 111 203 107 294 98 30 54 24-45
Hem(sé\cias 8.9 1.8 8,1 15 9.4 1,7 58 2.6 47 2,6 6,5 2,3 8,0 1,7 5,0-10
(x10%/pl)

g%fl‘_‘;gbb'“a 132 25 125 22 137 25 86 36 67 37 96 32 117 24 8,0-15
VCM (fl) 378 60 387 372 55 462 117 443 90 47 15 376 46 39-55
CHCM (%) 405 72 411 87 402 66 332 18 323 67 328 34 394 64 30-36
A0 227 99 251 17 211 85 13 78 12 70 114 84 144 66 55195
ai%gﬁlr;tados 147 86 168 112 134 65 79 72 67 51 86 81 85 48 25125
I&%%C/JSBS 53 37 52 46 54 32 25 32 36 49 18 15 39 25 1,5-7,0
xi’?)g’/i'ffs 02 03 02 02 02 03 04 06 04 07 03 05 03 04 0-0.85
Eosigéfilos 2.0 1.7 2.0 2.0 2.0 1.4 0,5 0,6 0,2 0,4 0,5 0,7 1,4 1,04 0-1,5
(x10%/p1)

PPT (g/dL) 83 08 83 07 84 08 67 09 65 10 67 09 70 07 6,0-8,0
Plaquetas

(x10%/l) 3,49 1,15 3,65 1,23 3,38 1,12 3,23 2,05 2,46 1,9 3,52 2,04 3,41 1,56 1,95-6,24

4Jain, 1993, VG= volume globular, VCM=volume corpuscular médio, CHCM=concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PPT=proteinas plasmaticas
totais, DP=desvio padrdao, G1=gatos provenientes de abrigo, G2= gatos atendidos no Hospital Veterinario da UnB e/ou em clinicas veterinarias, G3=gatos com
acesso a rua de regidao periurbana Fercal



Tabela 17. Proporgdo de gatos com valores hematoldgicos acima, dentro e
abaixo dos valores de referéncia, e comparacao, OR e IC das proporgdes
entre gatos FelV positivos (FeLV+) e negativos (FeLV-) na PCR

A . ]
h:r::ngz: . F‘;.,LA‘)’ F?O/Lo‘)’ Valor p OR (IC 95%)
VG (%) Abaixo 3913 122  <0,0001 459 (2-10.42)
Normal 60,87 86,67 - -
Acima 0 1,21 0.9 0,49 (0,02-10,48)
Hemacias (x10°%ul)  Abaixo 2826 9,09 0,003 3,77 (1,47-9,44)
Normal 67,39 81,82 - -
Acima 435 9,09 0,38 0,39 (0,08-1,88)

Hemoglobina (g/dL)  Abaixo 39,13 12,12 <0,0001 4,46 (1,92-10,23)
Normal 56,52 78,18 - -

Acima 4,35 9,70 0,4 0,4 (0,08-1,93)
VCM (fl) Abaixo 32,61 48,48 0,69 1,28 (0,58-2,84)

Normal 58,70 47,27 - -

Acima 8,70 4,24 0,87 1,12 (0,3-4,17)
CHCM (%) Abaixo 8,70 7,27 0,79 0,7 (0,2-2,41)

Normal 58,70 41,82 - -

Acima 32,61 50,91 0,5 1,44 (0,64-3,26)
Leucdcitos (ul) Abaixo 13,33 8,48 0,87 0,94 (0,32-2,79)

Normal 53,33 69,70 - -

Acima 33,33 21,82 0,49 1,46 (0,64-3,32)
Segmentados Abaixo 13,33 5,49 0,47 1,89 (0,56-6,42)

Normal 62,22 69,51 - -

Acima 24,44 25,00 0,91 0,87 (0,37-2,03)
Linfocitos Abaixo 24,44 23,17 0,37 0,62 (0,27-1,45)

Normal 60,00 66,46 - -

Acima 15,56 10,37 0,54 1,7 (0,54-5,38)
Mondcitos (ul) Normal 88,64 90,12 - -

Acima 11,36 9,88 0,79 1,03 (0,32-3,27)
Eosindfilos (ul) Normal 73,81 70,63 - -

Acima 26,19 29,38 0,91 1,05 (0,44-2,46)
PPT (g/dL) Abaixo 11,11 8,02 0,77 1(0,3-3,25)

Normal 64,44 74,07 - -

Acima 24,44 17,90 0,97 0,9 (0,38-2,11)
Plaquetas Abaixo 2558 19,38 0,75 1,27 (0,53-3,06)

Normal 69,77 75,00 - -

Acima 4,65 5,63 0,91 0,66 (0,12-3,45)

OR=0dds ratio, IC=intervalo de confianga, VG= volume globular, VCM=volume corpuscular
médio, CHCM-=concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PPT=proteinas

plasmaticas totais

Os resultados e comparagoes das analises hematoldgicas entre gatos

FelLV positivos com coinfecgao por hemoplasma e gatos FelLV positivos sem
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coinfeccao por hemoplasma estdo representados na tabela 18. Nao houve
diferenca nas proporgcdes dos padrées hematolégicos na comparagao entre

esses dois grupos.

Tabela 18. Média, desvio padrao e comparagao das meédias dos valores
hematolégicos dos animais FelLV positivos (FeLV+) com coinfeccdo por
hemoplasma (hemoplasma+) e FelLV positivos sem coinfeccdo por
hemoplasma (hemoplasma -) identificados por meio da PCR

Parametros Hemoplasma + Hemoplasma -
Valores de Valor
referéncia® p
FelLV+ Média DP Média DP
VG (%) 23,08 9,39 24 10,23 24-45 0,514
Hemacias (x10%/ul) 5,5 2,6 5,95 2,8 5,0-10 0,37
Hemoglobina (g/dL) 8,25 3,58 8,77 4,28 8,0-15 0,388
VCM (fl) 449 8,72 42,44 8,68 39-55 0,131
CHCM (%) 35,34 2,34 35,35 8,27 30-36 0,679
Leucécitos (X’lOs/pl) 14,66 11,22 16.210 11.115 5,5-19,5 0,625
Segmentados 9.489 8.242 10.353  9.148 2.500-12.500 0,699
(x10%/yl)
Linfécitos (x1 Oa/pl) 4.056 5.956 4.247 4.888 1.500-7.000 0,814
Mondcitos (x1 03/p|) 208 233 408 636 0-850 0,233
Eosindfilos (X103/u|) 783 1.068 954 1.567 0-1500 0,739
PPT (g/dL) 7,43 1,06 7,21 1,24 6,0-8,0 0,341
Plaquetas 265.818 166.563 290.755 177.653 195.000-624.000 0,53

@Jain, 1993, VG= volume globular, VCM=volume corpuscular médio, CHCM=concentracédo de

hemoglobina corpuscular média, PPT=proteinas plasmaticas totais, DP=desvio padrao

Na tabela 19 observam-se os resultados das analises e comparagdes
hematoldgicas entre gatos FelLV positivos com coinfecgao por FIV e gatos
FelLV positivos sem coinfecgao por FIV. Nao houve diferenga nas proporgoes
dos padrées hematoldégicos na comparagdao entre esses dois grupos. A
comparagao entre as médias de gatos FelLV positivos com coinfeccdo por
FIV e gatos negativos na PCR para FeLV demonstrou diferenca significativa
na PPT, maior para FeLV/FIV.
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Tabela 19. Média, desvio padrao e comparagao das meédias dos valores
hematolégicos dos animais FelLV positivos (FeLV+) com coinfecgdo por FIV
(FIV+) e FelLV positivos sem coinfecgao por FIV (FIV-) identificados por meio

da PCR
Parametros FIV + FIV -
Valores de
A . a Valor p
referéncia
FeLV+ Média DP Média DP

VG (%) 29 0,64 24 10,23 24-45 0,346
Hemacias (x10%/ul) 6,53 2,55 5,95 2.8 5,0-10 0,689
Hemoglobina (g/dL) 11,33 4,82 8,77 4,28 8,0-15 0,256
VCM (fl) 45 39 3,98 42 44 8,68 39-55 0,505
CHCM (%) 38,03 4,72 35,35 8,27 30-36 0,527
Leucocitos (x10%/ul) 7.9 2,38 16,2 11,1 55-19.5 0,144
Segmentados 5501 1998 10.353 0.148 2.500-12.500 0,298
(x10%/41)

Linfécitos (x10%ul) 1991 2139 4.247 4.888 1.500-7.000 0,366
Monocitos (x10%/ul) 100 Y 408 636 0-850 0,341
Eosinafilos (x10%/ul) 303 263 954 1.567 0-1500 0,414
PPT (g/dL) 8,46 0,75 7.21 1,24 6,0-8.0 0,052
Plaquetas 337333 206.012  290.755  177.653 195.000- 0,618

q : : ' : 624.000 ’

@Jain, 1993, VG= volume globular, VCM=volume corpuscular médio, CHCM=concentracdo de

hemoglobina corpuscular média, PPT=proteinas plasmaticas totais, DP=desvio padrao

As analises e comparagbes hematoldgicas entre gatos FelLV-A e

FelLV-AB estdo representados na tabela 20. A avaliagdo hematoldgica dos

subtipos de FelLV demonstrou que, de acordo com as proporgdes, nenhum

parametro hematolégico diferiu entre FeLV-A e FeLV-AB.
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Tabela 20. Média, desvio padrao e comparagao das medias dos valores
hematolégicos dos animais FeLV-A e FelLV-AB identificados por meio da

PCR
Subtipo FeLV-A FeLV-AB
Valores de
A . a Valor p
referéncia
Parametros Média DP Média DP

VG (%) 26,6 7.9 22,3 11,3 24-45 0,156
Hemacias (x106/pl) 6,6 2,2 5,4 3,0 5,0-10 0,141
Hemoglobina (g/dL) 10,0 3,8 8,0 4.4 8,0-15 0,111
VCM (fl) 41,6 8,9 445 9,2 39-55 0,285
CHCM (%) 37,3 8,5 35,2 3,5 30-36 0,240
Leucdcitos (x103/pl) 14,8 9,8 15,2 10,8 5,5-19,5 0,897
Segmentados 8607 6305 10000 9203 2.500-12.500 0,567
(x107/ul)

Linfécitos (x1 03/pl) 4728 6023 3729 3850 1.500-7.000 0,486
Monécitos (x1 03/ul) 344 377 381 744 0-850 0,842
Eosindfilos (x103/ul) 511 666 1301 1900 0-1500 0,089
PPT (g/dL) 7.1 1,2 7,3 1,3 6,0-8,0 0,593

195.000-

Plaquetas 261.666 139.291 318.833 196.330 624.000 0,277

@Jain, 1993, VG= volume globular, VCM=volume corpuscular médio, CHCM=concentracdo de

hemoglobina corpuscular média, PPT=proteinas plasmaticas totais, DP=desvio padrao
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DISCUSSAO

Este estudo foi o primeiro relato a respeito da ocorréncia do FeLV no
DF. Porém, ressalta-se que a maior parte dos dados (G1 e G2) foram
baseados em uma amostragem por conveniéncia que, apesar de ser uma
forma acessivel de avaliar animais de companhia e representar a populagao
atendida em clinicas e/ou hospitais, possivelmente introduziu desvios nos
resultados. Portanto, n&o se pode extrapolar os resultados deste estudo para
toda populagao de gatos domésticos do DF.

O estudo da ocorréncia da infecgao pelo FeLV demonstrou que em G3
nao foram identificados gatos FelLV positivos. Contudo, pela distribuicao
binomial exata, foi possivel estimar, com 95% de confianga, que, caso a
doenca esteja presente na populagdo analisada, ela ocorre, no maximo, em
4,15% dos animais (IC:0-4,15%), o que corrobora Hardy et al., (1976),
segundo o qual 0,31% dos gatos com acesso a rua tém FelLV. Essa pode ser
uma boa estimativa da real frequéncia do FeLV no DF, visto que esse grupo
(G3) reflete a condigdo epidemiolégica mais préxima do que ocorre na
populacdo de gatos do DF e é semelhante aos resultados encontrados em
populagdes similares no Rio de Janeiro (Figueiredo et al., 2009), Flérida (Lee
et al., 2002; Luria et al., 2004) e Lisboa (Duarte et al., 2010, Hardy et al.,
1976).

Pode-se sugerir, pela baixa prevaléncia estimada, que gatos com
acesso a rua podem nao ser um reservatorio do FelLV tao significativo quanto
ja foi determinado (Luria et al., 2004), e que este achado pode refletir uma
tendéncia de diminuicao na frequéncia de infecgdo pelo FeLV também na
regido estudada (Gleish et al., 2009a; Herring, 2001). Por outro lado, o
restante do DF pode ter frequéncias virais diferentes da regiao da Fercal em
Sobradinho, devido ao isolamento geografico dessa area. Dessa forma, a
baixa ocorréncia na Fercal poderia ser consequéncia de nao haver contato
com animais de locais onde as taxas de infeccdo pelo FeLV podem ser
maiores.

No G2, conforme apresentado na tabela 4, a frequéncia do FeLV foi de
26,8% (1C:19,3-34,2%). Essa ocorréncia elevada era esperada, pois

pacientes de clinicas e/ou hospitais veterinarios tendem a apresentar alguma
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doenca e/ou sintomatologia, e portanto, as chances de terem FelLV séao
maiores (Coelho et al., 2008). Este percentual foi semelhante ao encontrado
em animais atendidos em clinicas no Rio de Janeiro - 26% de FeLV positivos
(Macieira et al., 2008), na Colémbia, 23,3% (Tique et al., 2009) e em Madrid,
30,4-35,7% (Arjona et al., 2000; Arjona et al., 2007).

Entretanto, o G2 apresentou as maiores diferencas em relagdo a
outros estudos no Brasil, como Sao Paulo, onde observou-se 12% de gatos
FeLV positivos (Junqueira-Jorge, 2005), Minas Gerais com 47,5% (Coelho et
al., 2011; Coelho et al., 2008), Rio Grande do Sul com 10,8% (Silva et al.,
2007) e Rio de Janeiro com 17,4% de animais FelLV positivos (Souza et al.,
2002). Em comparagao aos estudos realizados em outros paises (2,9% de
gatos FeLV positivos no Japao (Maruyama et al., 2003), 16,7% na Costa Rica
(Blanco et al.,, 2009), 3,4% no Canada (Little at al., 2009) e 3,6% na
Alemanha (Gleich et al., 2009), o G2 também demonstrou diferenca
consideravel. Essas diferengas ressaltam a variagdo na ocorréncia do virus
de acordo com a regido, a condi¢gao de saude dos animais avaliados, o risco
na populagdo avaliada de ter ou ndao alguma retrovirose e o método
diagndstico utilizado (Luria et al., 2004).

E importante destacar que muitos estudos publicados aplicaram
ferramentas diagnoésticas diferentes da PCR, e, portanto, com sensibilidade e
especificidade diversas. A maioria (Teixeira et al., 2007; Blanco et al., 2009;
Figueiredo et al., 2009; Macieira et al., 2008; Silva, 2007; Tique et al., 2009;
Lee et al., 2002; Arjona et al., 2000; Little et al., 2009; Souza et al., 2002;
Gleich et al., 2009; Duarte et al., 2010) utilizou amostras de animais
provenientes de clinicas e o teste ELISA comercial (Snap® —CITEcombo
FeLV/FIV test kit, IDEXX Systems, Portland, USA), que detecta a proteina
p27 do capsideo, € o mais usado na rotina para diagnosticar o FeLV. Porém,
esse teste ndo é capaz de identificar animais em infeccédo latente, quando
nao ha transcrigao viral, e indica viremia a partir de 28 dias apds a infecgao.
Por sua vez, a PCR é capaz de detectar até 1 cépia do provirus 1 semana
apos a infeccao (Tandon et al., 2005).

Dentre os métodos de pesquisa utilizados, observou-se apenas um
estudo no Brasil que também usou animais provenientes de clinicas e a PCR

para avaliar a ocorréncia do FelV, realizado na cidade de Belo Horizonte,

57



MG (Coelho et al., 2011; Coelho et al., 2008) que identificou 47,5% de
animais positivos (IC 95%: 47,4 - 47,6%). A diferenga significativa em relagao
a esse estudo pode estar relacionada com circunstancias socioculturais, que
determinam o tipo de vida e a origem dos gatos domésticos, além das
possibilidades de interagao entre gatos infectados e nao infectados. Acredita-
se que a populacdo de gatos das cidades comparadas (Belo Horizonte e
Brasilia) sdo muito diferentes, sendo a do DF ainda pequena e restrita
quando comparada a de Minas Gerais, possivelmente intensa e errante
(Marcola, 2011). Apesar de ter utilizado oligonucleotideos semelhantes,
Coelho et al. (2008) realizaram uma n-PCR, cuja sensibilidade € maior do
que a PCR feita em nosso estudo. Portanto, é possivel que um teste mais
sensivel tenha identificado mais animais positivos.

De acordo com Hardy et al. (1976) e Levy et al. (2008), gatos que
vivem em aglomerados populacionais, como abrigos, tém duas vezes mais
chances de ter o FeLV do que gatos que vivem em baixas densidades
populacionais. No presente estudo, a amostragem proveniente do abrigo (G1)
revelou a maior frequéncia de positivos (38%, 1C:23-53%) e foi semelhante
ao encontrado em abrigos de outras localidades brasileiras, como Minas
Gerais, onde identificou-se 32,5% de gatos FelLV positivos (Teixeira et al.,
2007) e Rio Grande do Sul, cuja frequéncia foi de 38,3% (Meinerz et al.,
2009). No entanto, ndo houve diferenca em relagdo aos animais atendidos
em clinicas (G2) como é observado pelo intervalo de confianga e valor p
presentes nas tabelas 4 e 5.

A frequéncia em G1 é corroborada por Fenner (2011) e Hartmann
(2006), que relatam uma prevaléncia de até 30% em animais constantemente
expostos ao virus. Isso porque o risco de infeccdo aumenta, também em
gatos adultos, quando os animais convivem com gatos virémicos, 0 que €
facilmente observado em gatis onde o FeLV é endémico ou em casas em que
0s animais se tornam positivos ap6s anos de convivio com gatos infectados
(Grant et al., 1980).

Em contraposicdo exposto por Arjona et al. (2000), ndo se observou
diferenca na prevaléncia do FeLV em relacdo a idade e sexo (tabela 3), o
mesmo achado que Gomes-Keller et al. (2006) (exceto para a idade).

Contudo, o resultado para idade pode ter sido influenciado pela falta de
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dados para alguns animais. Observou-se diferenca significativa (p=0,0003)
na frequéncia do FelLV quanto ao acesso a rua. Contudo, a significancia
encontrada foi de que animais que tém acesso a rua tém menor frequéncia
do FelLV, o que ndo possui qualquer embasamento biolégico (tabela 4).
Porém, essa diferenca ocorreu devido ao desvio causado pelo grupo G3,
onde todos os animais foram FelLV negativos e tinham acesso a rua. Ao
retirar-se esse grupo, observou-se que nao havia diferenga de frequéncia do
FeLV em relacdo a esse fator, p=0,549. Acredita-se que essa observacgao
também foi influénciada pela limitacao de dados.

Em geral, as principais retroviroses felinas, FeLV e FIV, s&o tratadas
em conjunto, pois a associacado entre elas é reconhecida (Pedersen et al.,
1990). Contudo, nos animais do presente estudo, constatou-se que a
proporcdo de gatos FIV positivos ndo € maior dentre os gatos com FelLV
(p=0,06) (tabela 6). Diferente dos achados de Gleich et al. (2009), que
observaram que a infec¢ao por FeLV aumentou o risco de infecgao pelo FIV,
e de Luria et al. (2004), que encontraram associacado do FeLV com FIV, além
de hemoplasmas.

Nos Estados Unidos, Lee et al. (2002) testaram 1876 gatos de rua e
nao encontraram associagcado entre a infeccdo por FeLV e FIV. Os autores
descrevem a existéncia de trabalhos com resultados conflitantes sobre o
assunto e questionam se essa suposta associacdo realmente se deve a
imunossupressao induzida por um virus, que facilita a instalagcido do segundo,
ou se é devido apenas a animais expostos aos mesmos fatores de risco e
com o mesmo estilo de vida. Certamente, esta € uma questdo que precisa
ser respondida por meio de um estudo com controle dos fatores de risco
capaz de verificar se ha ou ndo um mecanismo especifico por meio do qual
essa associagao ocorra.

A frequéncia de animais com infeccado concomitante por FeLV e FIV
encontrada em nosso estudo foi de 1,49% na populagao total e 7,5% no
grupo FeLV positivo (tabela 8). Nao foi diferente das frequéncias encontradas
por Silva (2007) (6,1%), Tique et al. (2009) (5%), Lee et al. (2002) (7,4%),
Arjona et al. (2000) (2,6%), Little et al. (2009) (0,5%), Duarte et al. (2010)
(1,6%), Ravi et al. (2010) (0,7%) e Luria et al. (2004) (0,5%). Mas diferiu
significativamente de Gleich et al. (2009) (0,2%) e Akhtardanesh et al. (2010)
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(0,03%) de acordo com a comparagao do intervalo de confianga. Sao
frequéncias normalmente baixas, pois estudos soroepidemioldgicos indicam
que esses gatos (FeLV/FIV) vivem por menos tempo e apresentam doenca
mais severa (Pedersen et al.,, 1990). No estudo de Pedersen et al. (1990),
50% dos gatos FeLV/FIV morreram em menos de um ano apos a infecgao. A
morte rapida nesses casos pode reduzir 0 numero de animais com essa
coinfecgao, mas a populagdo em risco para cada uma dessas viroses difere.
As taxas de infeccdo do FIV aumentam diretamente com a idade, enquanto
infeccao persistente pelo FeLV tem maior incidéncia em gatos jovens (Neil,
2008).

Nao se verificou uma tendéncia de gatos infectados pelo FelLV
apresentarem coinfeccdo por hemoplasmas, pois nao houve diferenca na
proporcao de gatos com infecgdo por hemoplasmas entre os grupos FelLV
positivos e negativos (tabela 6). O mesmo resultado encontrado por Macieira
et al. (2008), Roura et al. (2010), Maher et al. (2010), Gentilini et al. (2009) e
Willi et al. (2006). Bauer et al. (2008) encontrou associagao de retroviroses
apenas com 'Candidatus Mycoplasma haemominutum', sendo que a
prevaléncia deste hemoplasma é maior do que do Mycoplasma haemofelis
(Gentilini et al., 2009). Nao se realizou a classificagcdo dos hemoplasmas
identificados no presente estudo, mas, a maior frequéncia de Mycoplasma
haemofelis poderia justificar a auséncia de associacdo com o FelLV. Além
disso, acredita-se que diferengas na relagao parasita/hospedeiro secundarias
a variagbes sazonais/regionais ou o estagio da infeccdo podem ter
contribuido para o achado de nao associagao (Macieira et al., 2008).

Na pesquisa de Luria et al. (2004), que amostraram 553 gatos de rua,
observou-se associacao entre retroviroses e hemoplasmas. Os autores
sugerem que esta associagao pode ser devido a imunossupressao induzida
pelas retroviroses, que contribuiu para a instalagdo da infeccao pelo
hemoplasma, ou de que os fatores de risco para as retroviroses sdao os
mesmos para as hemoplasmoses.

Da mesma forma que Macieira et al. (2008), foi observada maior
proporcao (75%) de animais positivos para hemoplasma entre animais com

dupla infeccao por FeLV/FIV.
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Nao ha relatos da associagéo do FelLV com a presenga do T. gondii,
nem foram encontrados animais positivos para este protozoario em nosso
estudo (tabelas 4, 5, 6, 8). Acredita-se que a ferramenta diagnéstica utilizada,
PCR, tenha sido a razdo deste achado. E possivel que, por meio da
sorologia, fossem encontrados mais animais reagente ao T. gondii e a partir
dai avaliar se ha associacdo entre o FeLV e a exposi¢cdao ao T. gondii
(Akhtardanesh et al., 2010). Dentre as poucas publicacbes que tratam dessa
coinfecgcao (Akhtardanesh et al., 2010, Luria et al., 2004, Maruyama et al.,
2003), nenhuma delas encontrou associagao entre a sorologia para T. gondii
e alguma retrovirose. Porém, de acordo com Akhtardanesh et al. (2010), o
FeLV auxilia na disseminagdo e potencializa a imunossupressao causada
pelo FIV, dessa forma, o FeLV poderia afetar indiretamente a suscetibilidade
dos gatos ao T. gondii. Esse fato é corroborado pelo fato de terem sido
isolados apenas quantro animais FeLV e FIV positivos concomitantemente,
logo, com este pequeno numero de gatos com ambas retroviroeses
dificilmente se encontraria associagdo com o T. gondii.

A identificagdo dos subtipos pela n-PCR revelou 39,6% do subtipo A e
54,7% FelLV-AB (tabela 11). O subtipo C ou a combinagédo ABC nao foram
encontrados. Este achado estd em concordancia com o estudo prévio de
Coelho et al. (2008) e corrobora a conclusdo de Tandon et al. (2005), de que
o FelLV-A esta presente em todos os gatos infectados, o FeLV-B ocorre em
50% das infecgbes e o FeLV-C ocorre em 1% dos casos.

Hardy et al. (1976) encontraram maior percentual de FelLV-A do que
de FelLV-AB e sugerem que a presenca do subtipo sofre influéncia do
ambiente. Em grupos fechados, onde os animais nao tém contatos externos,
0 subtipo tende a ser o mesmo e unico em todo o grupo de animais. Ja em
populagdes nas quais o virus foi introduzido por transmissao vertical externa,
espera-se uma distribuicdo equilibrada de FelLV-A e FelLV-AB, como ocorre
no ambiente natural. Em populagbes nas quais os animais tém acesso
externo, espera-se encontrar gatos com diferentes subtipos. Dessa forma,
acredita-se que a distribuicdo de subtipos do nosso estudo segue um padrao
equilibrado, como ocorre na transmissao vertical natural, uma vez que nao se
observou diferenga nas propor¢cbes dos subtipos dentro de cada grupo

avaliado.
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Embora seja frequentemente citado que o FelLV-B ocorre apenas na
presenca do FeLV-A (Fenner, 2011; Neil, 2008; Hartmann, 2006; Hartmann,
2011), nosso estudo identificou uma amostra cujo o unico subtipo encontrado
foi o FeLV-B (tabela 11). Este achado refor¢ca a evidéncia de que em alguns
animais o enFelLV pode estar mais associado com infecgéo ativa do que ja foi
determinado (Stewart et al., 2011). Stewart et al. (2011) isolaram amostras
que apresentaram apenas o FelLV-B, sem evidéncia do FeLV-A. Os autores
sugerem que o virus recombinante adquiriu maior quantidade de elementos
promotores e potencializadores da por¢cdo U3 de origem exdgena e, por isso,
atingiu maiores taxas de transcricdo ao ponto de se sobrepor ao crescimento
do virus exogeno que deu origem a ele. Na mesma pesquisa (Stewart et al.,
2011), um dos isolados apresentou sequencias incompletas do FelLV-A, o
que levantou a hipétese de que € possivel que mutagdes em sequéncias do
FeLV-A impossibilitem o anelamento adequado dos oligonucleotideos da
PCR (Hofmann-Lehmann et al., 2001), pois é reconhecida a atividade falha
da transcriptase reversa, que ndo possui mecanismos de corregao de erros, 0O
que provoca mutacdes sutis que se acumulam na por¢ao SU do gene env
durante a infecgdo, o que pode alterar as propriedades biologicas do virus
(Murphy et al., 1999). Esses achados nos levaram a crer que a presenga de
sequéncias incompletas (Stewart et al., 2011) ou alteradas (Hofmann-
Lehmann et al., 2001) do FeLV-A tenham ocorrido nos dois casos de animais
FelLV positivos nos quais nao foram identificados nenhum subtipo testado.

Considerou-se também a possibilidade desses animais apresentarem
0 subtipo FeLV-T, logo, ndo seriam identificados uma vez que nao foram
utilizados oligonucleotideos especificos para esse subtipo. Dessa forma,
avaliou-se os resultados hematoldgicos a fim de verificar indicios de
imunossupressao, 0 que poderia corroborar a presenga do FelLV-T. Porém,
em apenas um desses animais foi realizado hemograma completo e que
pode ter comprometido uma melhor analise. O animal apresentou linfopenia,
trombocitopenia e hiperproteinemia, segundo as referéncias de Jain, 1993. A
linfopenia foi descrita na infecgdo por FeLV-T (Hartmann, 2006; Hartmann,
2011; Linenberger, 1998), porém trombocitopenia e hiperproteinemia, nao
foram associadas a esse subtipo. Porém, & preciso determinar a sequéncia

das regides variaveis do gene env por meio de amplificagdo com os
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oligonucleotideos especificos, além de testes de interferéncia e neutralizacao
para confirmar o subtipo envolvido (Hofmann-Lehmann, 2001).

Muitos estudos demonstram a utilidade da PCR no diagnéstico do
FeLV (Tandon et al., 2005; Gomes-Keller et al., 2006; Arjona et al., 2007;
Herring et al., 2001). De fato, a aplicabilidade desta ferramenta molecular é
promissora, pois, no caso da infeccdo pelo FelLV, a evidéncia direta da
presenca do virus € mais realista e confiavel do que os dados indiretos
fornecidos pelos métodos sorolégicos.

A concordancia entre a PCR aplicada neste estudo e o teste comercial
ELISA (Snap® —-CITEcombo FeLV/FIV test kit, IDEXX Systems, Portland,
USA), amplamente utilizado na rotina clinica da regido avaliada, foi de 91,3%
(k=0,8085), semelhante aos achados de Arjona et al., 2007 e Herring et al.,
2001. De acordo com Donhoo et al. 2003, este valor kappa revela
concordancia quase perfeita entre os testes (tabela 14). Esse resultado é
justificavel pelo comportamento biolégico do virus no hospedeiro, desse
modo, nao se esperava concordancia de 100%, pois, apesar de ambos os
testes serem capazes de identificar a infeccdo, eles distinguem-se na
capacidade de detectar o virus em situagdes particulares (a PCR na infecgao
latente, o ELISA na infecgao localizada). De acordo com Tandon et al. (2005),
o ELISA tem correlagdo mais forte com o RNA plasmatico do que com o
provirus, provavelmente porque os dois primeiros detectam a mesma
atividade biolégica do virus (replicacédo). Diferente dos nossos resultados,
Torres et al. (2005) encontrou baixa correlagéo entre PCR e ELISA, k=0,53.

Em relagdo aos resultados discordantes entre PCR e ELISA (tabela
14), é preciso considerar que esta PCR foi desenhada e testada para
amplificar trés subtipos do FeLV (A, B e C) e nao identificar sequéncias
endégenas semelhantes ao FelLV (Tandon et al., 2005). Isso porque nem
todos os animais naturalmente infectados podem ser detectados por PCRs
baseadas apenas na sequéncia do gene env do FelLV-A (Hofmann-Lehmann
et al., 2001). Além disso o controle de amplificacdo (PCR para GAPDH)
confirma a auséncia de falsos negativos devido a degeneragdo no DNA ou
inibidores da PCR. As amostras com resultados discordantes entre a PCR e

o ELISA foram repetidas e os resultados confirmados e a contaminacéo é
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pouco provavel, porque as reacgdes repetidas produziram resultados idénticos
e controles positivos e negativos foram sempre incluidos.

Obteve-se 10% de animais ELISA+/PCR-, aproximadamente metade
da porcentagem encontrada por Arjona et al. (2007) e dez vezes mais que 0
achado por Torres et al. (2005), que ndo encontrou animais nessa condic¢ao.
Considerou-se as seguintes possibilidades para este resultado: animais em
estagios iniciais da infecgcdo, nos quais ha viremia inicial, mas ainda nao
ocorreu a insergao do provirus no genoma - apesar de que, segundo Tandon
et al. (2005), a PCR é mais sensivel do que o ELISA nas fases iniciais da
infeccao -, infecgdes localizadas fora da medula éssea, nas quais apenas 0s
antigenos virais estao presentes na circulagao, ou resultados falso positivo no
ELISA, que podem ocorrer em casos de sangue hemolisado (Arjona et al.,
2007; Herring et al., 2001). Nao foi possivel o acesso a amostras de outros
tecidos para verificar a presenca de infeccao localizada. De acordo com
Flynn et al. (2002), ha a possibilidade de persisténcia de proteinas p27
circulantes apesar da auséncia de virus circulante.

Foram identificados 2,8% de gatos ELISA-/PCR+, semelhante ao
achado de Torres et al. (2005) e Gomes-Keller et al. (2006), mas
significativamente diferente dos resultados de Hofmann-Lehmann et al.
(2001) (10%), Miyazawa et al. (1997) (nenhum animal) e Arjona et al. (2007)
(25%). Sugere-se que estes animais, de fato, estavam infectados pelo FelV,
mas foram imunologicamente capazes de superar a antigenemia na fase
inicial da instalagao viral - infec¢ao regressiva-, contudo, permaneceram com
o provirus integrado em células precursoras (Tandon et al.,, 2005). A
importancia clinica desses animais - p27 negativos e provirus positivos -
ainda nao foi esclarecida (Hofmann-Lehmann et al., 2001).

Considerando a alta especificidade (98,2%) e sensibilidade (98,6%) do
ELISA confirmadas pelo fabricante (INDEXX® Laboratories), ndo se pode
afirmar que todos os casos discordantes do ELISA foram por falsos negativos
e/ou falsos positivos. Esses podem ter sido achados de infec¢des latentes ou
com concentragcbes de p27 abaixo do detectavel pelo ELISA, além de erros

técnicos (Arjona et al., 2007).
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As diferencas observadas entre os estudos ressaltam as possiveis
influéncias da idade dos animais, momento da infec¢ao e variagdes regionais
de cepas (Hartmann, 2011).

A PCR realizada em nosso estudo foi baseada no FeLV-61E-A, uma
cepa reconhecida por sua alta capacidade de infectar e replicar sem causar
doencga aguda (Hofmann-Lehmann et al., 2001; Torres et al., 2005). A regiao
amplificada (U3 LTR) é altamente conservada entre os diversos subtipos,
dessa forma, acredita-se que mesmo que o virus tenha sofrido combinagdes
ele ainda pode ser identificado pelos oligonucleotideos utilizados neste
estudo (Torres et al., 2005).

E importante considerar que cada teste & adequado em um momento
da infecgao, e que o diagndstico definitivo do FeLV n&o deve ser amparado
apenas pelo resultado de um teste diagnostico. E preciso levar em
consideracao a sintomatologia apresentada e os fatores de risco aos quais o
gato foi exposto. Segundo Tandon et al. (2005), para a detecgédo acurada da
exposig¢ao ao FelLV e caracterizacdo da condi¢cdo do gato, seria necessaria a
combinacgao de pelo menos dois testes: PCR e gPCR, PCR e ELISA.

Observou-se que os animais FelLV positivos tém aproximadamente
quatro vezes mais chances de serem anémicos (seja por redugao no
hematdcrito, hemacias ou hemoglobina) do que gatos FelLV negativos (tabela
17). Um achado que ja foi relatado anteriormente (Arjona et al., 2000; Gleich
et al., 2009; Akhtardanesh et al., 2010) e que é justificavel pelo reconhecido
efeito do FelLV nas células precursoras hematopoiéticas (Hartmann, 2011;
Hofmann-Lehmann et al., 1997). Os mecanismos responsaveis pelas
alteragdes hematoldgicas na infecgcdo aguda parecem ter forte relagdo com a
cepa viral e sofrem influéncia da idade do hospedeiro, sua capacidade de
resposta imunolégica e da carga viral (Linenberger et al., 1998). Porém, a
forma como o FelLV causa anemia ainda nao foi definida (Hartmann, 2006).
Ha especulagdes sobre um efeito supressivo direto na medula Ossea
(Hartmann, 2006), casos de hemdlise devido a hemoplasma, secundarias a
infeccbes cronicas pelo sequestro de ferro (Hartmann, 2006; Gleich et al.,
2009), metastase em medula Ossea, desordens mielodisplasicas ou

deficiéncias nutricionais (Gleich et al., 2009). Contudo, as mesmas alterag¢des
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nao foram relatadas nas pesquisas de Macieira et al. (2008) e Hofmann-
Lehmann et al. (1997).

Assim como Hofmann-Lehmann et al. (1997), mas diferente de Arjona
et al. (2000) e Gleich et al. (2009), nosso estudo ndao encontrou associacao
entre gatos FelLV positivos € macrocitose, leucopenia, neutropenia, linfopenia
e/ou trombocitopenia (tabela 17), apesar de ser reconhecida a capacidade do
virus de causar redu¢cdo no numero de leucdcitos, além de trombocitopenia
(Hartmann, 2011) e macrocitose (Weiser et al., 1983). Os mecanismos exatos
que causam as diferentes respostas clinicas sdao pouco compreendidos,
porém, acredita-se que as diferengas encontradas neste estudo em relacéo a
outros semelhantes tenham relagdo com fatores virais e do hospedeiro. A
cepa viral pode variar consideravelmente entre as regides e o subtipo
determina as diferengas no curso clinico (Hartmann, 2011).

Grant et al. (1980) observaram associacdo entre uma diminuicao
subita no numero de leucdcitos e o inicio da viremia. Contudo essa
leucopenia durou aproximadamente 6 semanas nos gatos que eliminaram a
infeccado, e 3 meses naqueles que permaneceram virémicos. Esses achados
demonstram que a alteragdo nos leucécitos tem relacdo ndo s6 com o
momento da infecgdo, mas também com a capacidade do animal de elimina-
la ou ndo. Dessa forma, pode-se considerar que muitos animais do nosso
estudo poderiam estar em um processo de eliminagdo da infecgao e, por
isso, manifestaram pouca ou nenhuma alteragédo nos leucadcitos.

E importante considerar que apesar de ndo se ter encontrado
leucopenia de nenhum tipo neste estudo, gatos FelLV podem ser mais
suscetiveis a coinfecgdes e infecgdes secundarias por disfungdes do sistema
imune. Muitas fungdes imunolégicas estdo alteradas em gatos FelLV
positivos, como depressao na fungcao de neutréfilos, redugao na producao de
imunoglobulinas, deplegao do sistema complemento e na producéo de IL-2 e
IL-4. Além disso, gatos FelV positivos ndo respondem adequadamente a
vacinagao (Hartmann, 2011). Sugere-se que muitos animais FelLV positivos
do grupo G2 foram levados a clinicas ou hospitais veterinarios por alteragdes
secundarias a essas disfungdes imunoldgicas induzidas pelo FelLV.

E preciso ressaltar que a idade média dos animais amostrados no

presente estudo foi de 6 anos, uma faixa etaria pouco associada com os
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efeitos mais severos do FelLV. De acordo com Flynn et al. (2002), a
resisténcia aos efeitos do virus esta diretamente relacionada com a presenca
de linfécitos T citotdxicos que surgem antes da resposta humoral. Infecgdes
progressivas com viremia persistente estdo associadas com silenciamento da
resposta celular e humoral especifica ao virus. Dessa forma, o fator
associado ao hospedeiro que mais interfere no resultado da infeccéo é a
idade em que o animal é infectado. Enquanto gatos jovens e filhotes tendem
a sucumbir aos efeitos deletérios do virus, gatos adultos parecem
desenvolver uma resisténcia progressiva, e quando infectados, tendem a
eliminar ou suprimir a infecgdo, e, caso a desenvolvam, apresentam sinais
leves e um periodo assintomatico mais longo (Hartmann, 2011; Grant et al.,
1980). Nao foi possivel avaliar as alteracbes hematoldgicas apenas dentre os
animais mais velhos devido a falta de dados sobre a idade de todos os
animais.

Os resultados do presente estudo sugerem que a maioria dos animais
infectados pelo FelLV avaliados ndo apresentaram sinais clinicopatolégicos
classicos e que esse achado pode ter relagao direta com a faixa etaria dos
gatos amostrados.

Apesar das diferengas encontradas entre os gatos FelV positivos e os
negativos, a maioria dos animais do estudo permaneceu dentro dos valores
de referéncia (tabelas 16 e 17). As diferengcas foram identificadas pela
comparagao entre animais que estavam na mesma categoria (abaixo, dentro
ou acima do parametro hematolégico). O que refor¢ca a importancia de se
confrontar adequadamente as variaveis de acordo com as suas
caracteristicas.

Neste estudo nao foi realizada a contagem de reticulécitos, devido ao
seu carater parcialmente retrospectivo, o que nao permitiu a avaliacido da
resposta medular. Apesar disso, os resultados encontrados sdo compativeis
com outros estudos (Hartmann, 2011; Arjona et al., 2000; Gleich et al., 2009;
Akhtardanesh et al., 2010; Hofmann-Lehmann et al., 1997), em que os gatos
FeLV positivos apresentaram significativamente mais anemia quando
comparados aos FelV negativos. Porém, mesmo que a contagem de
reticulécitos fosse realizada, dificilmente se encontraria regeneragdo nos

gatos FelV positivos anémicos, pois a anemia regenerativa € pouco comum
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na infecgao por FelLV e, quando ocorre, pode estar relacionada a perda de
sangue ou a hemdlise secundaria a infecgdo por hemoplasma ou doenca
imunomediada (Gleich et al., 2009).

Sugere-se que a anemia observada neste estudo seja consequéncia
da infeccao pelo FelLV, uma vez que os gatos negativos ndo apresentaram
alteragcdo em nenhum parametro hematologico. Porém, deve-se considerar
que outros fatores podem ter contribuido para a presenca de anemia nos
animais com FelV, tais como infec¢gdes secundarias e/ou doengas crdnicas
(Weiss, 2006).

Nenhum dos animais avaliados demonstrou sinais clinicopatoldgicos
de doenca hematologica neoplasica associada ao FelLV. Acredita-se que
aqueles com contagem leucocitaria elevada (>50.000 leucécitos/uL) sejam
casos de respostas inflamatérias leucemoides secundarias as infecgdes
oportunistas (Riegel et al., 2000), uma vez que observou-se esse parametro
nos animais do G1, que viviam em alta densidade populacional, logo, com
dificil manutencao de condi¢cdes de higiene adequadas, e em G2, grupo com
maior probabilidade de ter outras doencas.

De acordo com Linenberger et al. (1998), cerca de 50% dos gatos com
doencas nao neoplasicas relacionadas ao FelLV e 2/3 dos gatos com linfoma
por FeLV tém anemia arregenerativa, e, geralmente, macrocitica. Apesar
disso, no nosso estudo, nao foi possivel associar a presenga do FeLV com
aumento no VCM (tabela 17). Todavia, sabe-se que o calculo manual do
VCM e o CHCM ¢é pouco sensivel para detectar alteragcdes no volume e na
concentracdo de hemoglobina nos eritrocitos quando o numero de eritrécitos
anormais é pequeno e, nestes casos, os valores de VCM e CHCM tendem a
ficar dentro dos valores de referéncia (Riegel et al., 2000).

A capacidade do FIV de causar imunossupressao e hiperproteinemia &
reconhecida (Gleich et al., 2009; Akhtardanesh et al., 2010; Riegel et al.,
2000) e muitos autores relatam que a coinfecgao do FIV com o FelLV causa
consequencias mais severas do que cada retrovirus isoladamente (Hofmann-
Lehmann et al., 1997; Pedersen et al., 1990). Contudo, neste estudo nao se
observaram alteragcbes significativas nos parametros hematolégicos dos
gatos FeLV/FIV em relacdo ao grupo FelLV positivo ou em relagédo ao grupo

FelLV negativo (tabela 19), semelhante ao resultado de Hofmann-Lehmann et
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al. (1997). Porém, Pedersen et al. (1990) encontraram mais animais
leucopenicos no grupo FelLV/FIV. Este achado pode ter relagdo com o
pequeno numero de gatos FeLV/FIV (n=4). E possivel que a avaliacdo de um
namero maior de animais nesta categoria gere diferengas significativas.
Entretanto, animais naturalmente infectados por ambas retroviroses
normalmente ocorrem em frequéncias baixas - entre 0,03% a 7,4% (Lee et
al., 2002; Luria et al., 2004) -, ja que o indice de mortalidade neste grupo é de
aproximadamente 50% (Pedersen et al., 1990). Ha possibilidade de influéncia
das cepas virais envolvidas e do momento da infeccdo de cada infecgao.

A principal diferenga encontrada foi o aumento significativo da média
das proteinas no grupo FeLV/FIV em relagdo ao grupo controle. Sugere-se
que este achado tenha relagdo com a infeccdo pelo FIV, uma vez que a
hipergamaglobulinemia é associada a este virus € ndo € um achado comum
em gatos com FeLV (Hofmann-Lehmann et al., 1997). Embora as infec¢des
oportunistas sejam comuns e causem estimulo antigénico constante, a
resposta humoral em gatos com FelLV é reduzida, principalmente devido a
redugcdo progressiva na atividade de células T-helper, por isso a
hipergamagloblinemia € um achado raro em gatos FelLV positivos (Gleich et
al., 2009).

Nao se observou diferenca nos parametros hematoldgicos entre gatos
FeLV/ hemoplasmas e gatos FelLV (tabela 18). Ha relatos em que nao houve
associagao dos hemoplasmas com anemia (Macieira et al., 2008; Bauer et
al., 2008; Gentilini et al., 2009; Willi et al., 2006), e como foi observado
anteriormente, nem todos os gatos FelLV positivos manifestam anemia.

Suspeita-se que o 'Candidatus Mycoplasma haemominutum' tenha
representado a maioria dos casos de haemoplasmose encontrados, pois em
geral essa € a espécie mais frequente e também menos patogénica do que o
M. haemofelis (Gentilini et al., 2009). Nao se realizou a identificagdo das
espécies dos hemoplasmas identificados neste estudo, mas, a presencga de
mais animais com 'Candidatus Mycoplasma haemominutum' poderia justificar
a auséncia de associacao com anemia. Além disso, o estagio da infeccao
pelo hemoplasma também pode ter influenciado neste resultado, uma vez
que gatos nao eliminam completamente o hemoplasma. Os gatos

FeLV/hemoplasma deste estudo podem ter manifestado anemia no inicio da
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infeccdo, mas apds a recuperagdo essa alteragdo nao foi mais observada
(Macieira et al., 2008; Bauer et al., 2008; Willi et al., 2006). Segundo Macieira
et al. (2008), as diferencas na relacdo parasita/hospedeiro secundarias a
variacdes sazonais/regionais ou o estagio da infeccado podem ter contribuido
para a ndo associagao do hemoplasma com anemia.

De acordo com Willi et al. (2006), apenas a presenga do retrovirus &
insuficiente para facilitar a infecgdo por hemoplasmas, € necessario que haja
imunossupressao ou interagdo com as ceélulas precursoras hematopoiéticas
para que ocorra manifestacdo de anemia por hemoplasma.

Nao foram encontradas pesquisas descrevendo as alteracdes
hematoldgicas presentes em gatos com as trés infeccbes concomitantes.
Nosso estudo identificou apenas trés animais nesta situagdo, que nao
geraram diferengas significativas nos parametros hematolégicos em relacao
aos gatos FelV positivos apenas, contudo esse achado pode ser resultado
do pequeno numero de animais encontrados ou pode indicar que a presencga
do FIV e de hemoplamas concomitante ao FelLV nao induz alteragbes
hematoldgicas significativas.

A avaliagcdo hematolégica foi realizada em apenas dois destes
animais: um nao manifestou qualquer alteracéo e o outro apresentou anemia
por reducao no VG, numero de hemacias e concentragcao de hemoglobina,
aumento no VCM e nas proteinas plasmaticas totais e redugdo no numero de
leucdcitos, linfécitos e plaquetas. Este segundo animal apresentou as
alteragdes classicas de cada infecgao, FeLV e hemoplasma (Skyes , 2010;
Tasker 2010; Riegel et al., 2000), contudo, ndo se sabe qual agente surgiu
primeiro, ou em qual fase de cada infecgcao este gato estava, portanto é
impossivel definir qual patégeno foi responsavel por cada alteragao
observada.

Sabe-se que os determinantes da patogenicidade do FelLV localizam-
se no LTR e principalmente nas glicoproteinas de superficie (SU). Pequenas
mudancas no SU podem modificar dramaticamente o receptor usado e as
doencgas causadas (Neil, 2008). Contudo, os resultados observados neste
estudo ndo demonstraram diferengas nos parametros hematoldgicos entre os
gatos FeLV-A e FeLV-AB (os unicos identificados) (tabela 20). Este achado &

corroborado pelos resultados de Hardy et al. (1976), que identificaram o
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FeLV-B em 30-50% das infec¢des naturais e sempre associado ao FelLV-A.
Acredita-se que essa diferenca nao foi observada porque ambos subtipos
infectam as mesmas células (Dean et al., 1992) e possivelmente produzem o
mesmo efeito nas células precursoras hematopoiéticas, e, portanto, induzem
anemia da mesma forma (com excegao do FelLV-C, que sera visto a diante).
Fato diferente foi descrito com outros tipos de células, onde observou-se uma
maior ocorréncia de tumores na infec¢ao pelo FeLV-B em relagao ao FeLV-A
(Hardy et al., 1976; Ahmad et al., 2010).

Sabe-se que o FeLV-A é um subtipo pouco patogénico (Hardy et al.,
1976), e, dessa forma, pode ocasionar uma leve anemia, como a que foi
observada no presente estudo, e que ainda pode ter relagdo com os efeitos
secundarios da infeccdo, como anemia por doencga crénica ou por infecgdes
secundarias. No entanto, até o momento, ndo foram encontrados estudos
relacionando as infecgcbes por FelLV-A ou AB com as alteragbes
hematoldgicas.

Esperava-se encontrar gatos FeLV-C dentre aqueles 10 animais FelLV
positivos com anemia severa (VG<10-13%, de acordo com Riegel et al.,
2000). Contudo, da mesma forma que Coelho et al. (2008), ndo foram
identificados gatos com este subtipo (tabela 12). Considerou-se que essa
anemia poderia ter sido induzida por haemoplasmose, porém apenas 3
destes animais foram positivos na PCR para hemoplasmas.

De acordo com Weiss (2006), a contribuicdo do FeLV na prevaléncia
de anemia aplasica é baixa, o FeLV-C ocorre em apenas 1% dos casos de
FeLV (Linenberger et al., 1998). O mesmo autor relata que diversas doencas
estdo associadas com anemia aplasica, como a insuficiéncia renal crénica.
Outras causas de anemia (além da hemoplasmaose) ndo foram avaliadas em
nosso estudo estudo, dessa forma, nao € possivel afirmar se outras doencas
contribuiram para o baixo hematocrito nestes animais.

No experimento de Dean et al. (1992), todos os animais inoculados
com FelLV-A mantiveram hematocrito normal. Aqueles inoculados com FelV-
C desenvolveram anemia severa arregenerativa. O estudo demonstrou que
as proteinas do gp70 tanto do FelLV-A quanto do FelLV-C estavam
igualmente expressas em linhagens celulares eritroides e linfoides, e mesmo

assim, apenas o FelLV-C causou anemia severa.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante a pesquisa permitiram concluir nos
animais dos grupos avaliados que:

- a frequéncia do FelV ¢ alta nos gatos mantidos no abrigo e naqueles
atendidos em clinicas veterinarias e nula ou baixa nos animais da regiao
periurbana;

- dois subtipos do FeLV acometem os animais avaliados: FelLV-A e
FelLV-AB,;

- a PCR para identificar o provirus do FelLV apresenta forte
concordancia com os resultados do ELISA comercial;

- 0 FelLV esta associado com anemia normocitica normocromica;

- gatos com FelLV n&o apresentam mais infeccdo por FIV,
hemoplasmas ou T. gondii em comparacdo aos gatos nao infectados por
FelLV;

- a coinfecggdgo do FeLV com FIV ou hemoplasmas nado causa

alteracdes hematoldgicas significativas.
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CAPITULO Il

CONSIDERAGOES FINAIS

Acredita-se que este estudo contribuiu para o comego da avaliagéo do
FeLV no DF. E preciso aperfeicoar os resultados por meio de uma
investigacao epidemiolégica baseada em amostras probabilisticas capazes
de estimar com acuracia a distribuicdo do virus no DF. A partir desses dados,
seria possivel deduzir quais alteragdes hematoldgicas seriam esperadas em
gatos FelLV positivos de acordo com a idade, condi¢ao clinica, exposi¢céo a
fatores de risco e local, além da associagao mais precisa do FeLV com outros
patdogenos. Considerando as tendéncias do virus em outros paises, €&
fundamental determinar qual padrao tem ocorrido em nossa regiao, uma vez
que o FelLV tem grande importancia na rotina clinica de felinos. Outrossim, a
técnica molecular adaptada neste estudo servira como ferramenta para
futuras investigagcdes e diagndstico em animais com forte suspeita de

infeccao por FelLV.
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As diversas sindromes ligadas ao virus em estudo reforcam a
importancia de identificar além do provirus, o subtipo envolvido, visto que os
sinais clinicos nem sempre sao indicativos de infecgdo e muitos gatos FelLV
positivos sdo assintomaticos; somado a isso, um diagndstico confiavel é a
base para conclusdes prognosticas, medidas profilaticas e uma correta

monitoragcdo de animais portadores.

As alteracbes hematoldgicas demonstradas reforcam a importancia do
FeLV como causador de alteragdes clinicas e confirma o valor de se fazer
estudos com grupos padronizados de acordo com a idade, fatores de risco e
condigdo clinica, e, da mesma forma, comparar animais de grupos
compativeis, a fim de evitar falsas conclusbes causadas por fatores

diferentes daqueles avaliados.

Empecilhos técnicos impossibilitaram a realizagdo do sequénciamento
dos produtos da PCR deste estudo, e posterior comparacdo com as cepas
previamente descritas. Trata-se de uma etapa futura e fundamental, pois
estabelecer fatores geograficos filogenéticos em conjunto com os achados
clinicopatoldgicos e fatores de risco permitem conhecer com maior seguranca
o comportamento de distribuicdo do virus na nossa regido, com isso €
possivel elaborar medidas efetivas de controle e prevencao. Além de gerar
mais informacdo que podem ser usadas nos proximos estudos com

retrovirus.
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