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RESUMO

Calicivirus felino (feline calicivirus — FCV) é um virus de distribuicdo mundial que acomete
membros da familia Felidae. O FCV é considerado um dos principais agentes das complicacfes
do trato respiratdrio dos felinos. Além das doencas respiratdrias, lesdes orais como gengivo-
estomatite, claudicacdo e a sindrome sistémica - FCV-VSD (feline calicivirus — virulent
systemic disease) sdo associados a infeccdo pelo FCV. O presente trabalho tem como objetivo
caracterizar o perfil clinico-epidemiolégico dos felinos infectados pelo FCV; caracterizar
geneticamente os isolados de FCV e realizar imuno-histoquimica (IHQ) para FCV em blocos
de parafina. Os blocos sdo tecidos de felinos acometidos por granuloma eosinofilico
(provenientes do acervo do Setor de Patologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
2006 a 2010). Swabs nasal/oral e/ou ocular de felinos com ou sem manifestacdo clinica
sugestivo da infec¢do pelo FCV foram coletadas, e o perfil epidemioldgico das amostras coletas
foi classificado em: sexo, idade, status vacinal, sinais clinicos e tipo de convivio. As amostras
foram submetidas a extracdo de RNA genémico, sintese de cDNA e em seguida a RT-PCR foi
realizada para deteccdo do FCV. O gene-alvo da reacdo foi a ORF2 (open reading frame) por
ser esse 0 gene que codifica as regides imunodominantes do FCV, sujeitas a variabilidade
genética e sdo sitios indutores de anticorpos neutralizantes. Foram coletadas 70 amostras de
swabs, entre nasais, orais e oculares, sendo que destas: 59% (41/70) foram provenientes de
machos e 41% (29/70) fémeas; e a faixa etaria de 1 a 5 anos foi a mais frequente,
correspondendo a 54% (38/70) das amostras analisadas. Quando se avaliou o status vacinal dos
felinos, 45% dos animais coletados eram vacinados para FCV; 41% dos animais tinham acesso
a rua, e 18 dos 70 animais apresentam sinais clinicos sugestivos da infeccdo pelo FCV. Trés
das 70 amostras foram positivas para o0 FCV. Os felinos positivos para 0 FCV apresentaram
desde secrecOes oculares, nasais, espirros a lesdes orais, sendo que um deles foi previamente
detectado a co-infec¢do por parvovirus e coronavirus felino. O produto de PCR desses animais
sera sequenciado para analise genética. Para realizar a IHQ foram analisados 22 blocos de
parafina, porém, o FCV néo foi detectado. Potencialmente os isolados da regido metropolitana
do RS entre 2019-2020, assim que analisados geneticamente, provavelmente irdo apresentar
diversidade molecular quando comparados a cepas de referéncias, as vacinais e as descritas na
regido central do RS - 2006 a 2010. Além disso, os resultados obtidos tanto quanta a presenca
do FCV como a andlise do perfil clinico-epidemiolégico dos felinos da regido, poderdo

contribuir para dados sobre a populacdo felina na regido, majoritariamente, quanto ao status



sanitario para um dos principais agentes virais que acometem o trato respiratorio dos felinos, o
FCV.
PALAVRAS-CHAVES: FCV, IHQ, RT-PCR, epidemiologia.



ABSTRACT

Feline calicivirus (FCV) is a virus with worldwide distribution that affects members of the
Felidae family. FCV is considered one of the main agents of feline respiratory tract
complications. In addition to respiratory diseases, oral lesions such as gingival stomatitis,
lameness and the systemic syndrome - FCV-VSD (feline calicivirus - virulent systemic disease)
are associated with FCV infection. In this work, we aim to characterize the clinical-
epidemiological profile of felines infected by FCV; genetically characterize the FCV detected
in the analyzed cats and perform immunohistochemistry (IHC) for FCV in paraffinized blocks
These blocks are from feline tissues affected by eosinophilic granuloma (from the collection of
the Pathology Sector of the Federal University of Rio Grande do Sul, 2006 to 2010). Nasal /
oral and / or ocular swabs from felines with or without clinical manifestation suggestive of FCV
infection were collected, and the epidemiological profile of the collected samples was classified
into: sex, age, vaccination status, clinical signs and type of interaction. The samples were
subjected to genomic RNA extraction, cDNA synthesis and then RT-PCR was performed to
detect FCV. The target gene for the reaction was ORF2 (open reading frame) because this is
the gene that encodes the immunodominant regions of FCV, which are subject to genetic
variability and are sites that induce neutralizing antibodies. Seventy swab samples were
collected, between nasal, oral and ocular, of which: 59% (41/70) came from males and 41%
(29/70) females; the age group from 1 to 5 years old being the most prevalent, corresponding
to 54% (38/70) of the analyzed samples. When considering the feline vaccine status, 45% of
the animals collected were vaccinated for FCV; 41% of the animals had access to the street,
and 18 of the 70 animals show clinical signs suggestive of FCV infection. Three of the 70
samples analyzed were positive at FCV. The felines positive for FCV presented from ocular,
nasal secretions, sneezing to oral lesions, one of which was previously detected with co-
infection by feline parvovirus and coronavirus. The PCR product of these animals will be
sequenced for genetic analysis. Twenty two paraffin block samples were analyzed, however
FCV was not detected. It is believed that isolates from the metropolitan region of RS between
2019-2020, as soon as analyzed at the genetic level, will potentially present molecular diversity
when compared to reference vaccine strains and those described in the central region of RS, a
study between 2006 and 2010. In addition, the results obtained both in terms of the presence of
FCV and the analysis of the clinical-epidemiological profile of felines in the region, may

contribute to data on the feline population in the region, mainly, regarding the health status for



one of the main viral agents that affect the disease. respiratory tract of felines, which is the

FCV.

KEY-WORDS: FCV, IHQ, RT-PCR, epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade a populacdo dos felinos no nosso pais e no mundo vem crescendo
progressivamente, considerado hoje um dos setores da economia com impacto positivo e
relevante destaque no PIB brasileiro. Sabe-se que a populacédo de felinos domésticos do Brasil
é a segunda maior do mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos da Ameérica, estimando-
se uma populacdo de 24,7 milhdes de felinos no nosso pais, o que representa 11,1% de felinos
nos lares domésticos. Esse crescimento é proporcionalmente estimulador no investimento nas
empresas de alimentos, de insumos, nas pet care, nas pet shop e nas clinicas veterinarias
(ABINPET, 2019).

As empresas responsaveis pela formulacdo de prevencdo, como as vacinas, tém
merecido importante destaque pelo controle das enfermidades infecciosas. Dentre as
enfermidades virais infecciosas que merecem destaque estdo as: enfermidades de transmissao
latrogénica — FIV (feline immunodeficiency virus) e FeLV (feline leukemia virus); e as
enfermidades de transmissdo oro-nasal — Calicivirus felino (feline calicivirus - FCV) e o
Herpesvirus felino tipo- 1 (felid herpesvirus type 1 - FeHV-1).

O agente viral que apresenta destaque é o FCV (RADFORD et al., 2009), devido grande
procura de atendimento clinico, carater epidemiolégico, resisténcia ambiental, e constantes
falhas vacinais reportadas. O FCV, FeHV-1, em conjunto com a Bordetella bronchiseptica,
Chlamydophila felis e Mycoplasma felis compreendem os agentes causadores das enfermidades
do trato respiratdrio dos felinos conhecida como URTD (upper respiratory tract disease) ou
infeccdo respiratoria superior (upper respiratory infection — URI), porém, as infeccdes
bacterianas séo infeccdes de carater secundario a infeccdo pelo FCV e/ou FeHV-1 (GASKELL
& KNOWLES, 1989). Os estudos sobre a circulacéo e caracteriza¢do do FCV no estado do Rio
Grande do Sul — RS se detém a poucos trabalhos, dentre eles: sorologia contra FCV em felinos
selvagens e domesticos; isolamento do FCV; caracterizacdo molecular do FCV, sendo o Gltimo
trabalho realizado com a descricdo clinico, patoldgica e molecular do FCV em quadros de
gengivo-estomatite cronica dos felinos. A descrigdo atualizada das cepas virais de FCV que
estdo circulando no RS € de extrema importancia para entendimento da evolucdo molecular do
FCV, e, além disso, uma atualizagdo das descri¢cdes clinico-epidemiologica e patolégicas é
importante para os médicos veterinarios, pois o historico das manifestacdes clinicas e lesdes
constatadas tem se modificado em virtude da adaptacao viral, como ja tem se observado para a

parvovirose e cinomose canina.
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1.1 FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1.1 PREVALENCIA DE FELINOS NO BRASIL E MUNDO

O Instituto Pet Brasil (2019), ao divulgar os dados atualizados sobre a populacao de
animais de estimacdo em todo o territério nacional, destaca o crescimento de casas que
escolhem o gato como animal de estimacdo. No acumulado os felinos foram os animais que
com maior taxa de aumento no pais, com uma alta de 8,1% desde 2013. A maior concentragao
de gatos no pais estd nos estados de Sao Paulo (21,6%), Rio de Janeiro (9,1%), Minas Gerais
(7,2%) e Rio Grande do Sul (7,2%). Segundo a COMAC (2020), mais da metade dos lares
brasileiros possuem caes e/ou gatos, sao mais de 80 milhdes no Pais, que conta com a segunda
populacao pet do mundo, ficando atrds apenas do Estados Unidos da América. A populacao
felina apresenta um crescimento trés vezes maior que a canina no pais, sendo um exemplo disso
o Nordeste, onde ha uma predominancia de gatos. Um dos possiveis motivos para isso, além do
perfil do animal, ¢ um custo mais baixo mensal, tornando possivelmente o gato um pet do

futuro.

1.1.2 DOENCA DO TRATO RESPIRATORIO DOS FELINOS

Doengas respiratorias infecciosas dos felinos se constituem em um problema frequente
e de grande importancia na medicina dos felinos (RADFORD et al., 2009; THIRY et al., 2009).
O calicivirus felino (feline calicivirus — FCV) e o herpesvirus felino tipo 1 (felid herpesvirus
type 1 — FeHV-1), juntamente com a Bordetella bronchiseptica, Chlamydophila felis e
Mycoplasma felis, podem causar URTD (upper respiratory tract disease) ou URI, infeccéo
respiratdria superior (upper respiratory infection); sendo as bactérias consideradas secundarias
ainfeccdo pelo FCV e/ou FeHV-1 (GASKELL & KNOWLES, 1989). Acredita-se que em torno
de 80% dos casos sejam devidos a FeHV-1, FCV ou ambos. A sindrome URTD, FCV e FeHV-
1 possuem igual importancia (GASKELL & KNOWLES, 1989; HARBOUR et al., 1991;
BINNS et al., 2000). O FCV ¢ o agente etiologico mais frequente e o FHV-1 é o responsavel
pelas alteracdes clinicas mais graves, dependendo da estirpe de FCV envolvida (MURPHY et
al., 1999; BINNS et al., 2000; CAl et al., 2002; BANNASCH & FOLEY, 2005; HELPS et al.,
2005; GRACE, 2011; GASKELL et al., 2012). Esses virus sdo espécie especifico, logo, ndo

possuem carater zoonotico.



12

O FCV além de se atribuir a sindrome URTD, pode estar relacionado a infeccGes
subclinicas ou croénicas; para o FCV faringites podem ser descritas, a doencga oral crénica
conhecida por complexo gengivo-estomatite linfoplasmocitica; manqueira ou claudicacéo; e a
sindrome sistémica altamente virulenta conhecida como VSD-FCV [virulent systemic disease
associated — FCV] (BENNETT et al., 1989; PEDERSEN et al., 2000; RADFORD et al., 2009).
A excrecdo viral termina ao fim de semanas a meses apés a infecdo com a excecao de alguns
gatos em que persiste ao longo da vida (SYKES, 2014). De acordo com Coyne e colaboradores
(2006a), gatos maiores de trés anos tem menos probabilidade de eliminar FCV do que os abaixo
dessa faixa etaria. Entretanto, outros fatores como continua exposi¢éo dos animais ao virus ou
a imunidade do animal podem estar envolvidos. Pode haver gatos infetados com diferentes
variantes do FCV em simultdneo, cada uma derivada da estirpe infetante original, como
resultado das mutacdes genéticas e pressdes de selecdo (SYKES, 2014). O isolamento viral de
gatos clinicamente saudaveis é comumente reportado, pois, gatos recuperados clinicamente
apos infeccdo aguda podem tornar-se portadores (RADFORD et al., 2009).

Silva (2020) obteve dados que indicaram que o complexo respiratorio felino tem
maior predisposicdo em animais mais jovens, de até um ano, e sem raca definida, sendo esse
ultimo resultado pouco relevante, pois isso reflete apenas a proporcéo vista na populacéo de
gatos no Brasil, na qual animais sem definicdo de raca sdo vistos em maior quantidade
(SOUZA; CALIXTO, 2003). Também sugeriu que ndo ha predisposicdo significativa em
relacdo ao sexo.

O FCV é mundialmente distribuido (HARBOUR et al., 1991; BINNS et al., 2000);
mas no Brasil ainda pouco se conhece sobre sua distribuicdo e prevaléncia. No Brasil, o

primeiro isolamento do FCV foi descrito em 1988 por Weiblen et al. (1988).

1.1.3 GENGIVO-ESTOMATITES CRONICA FELINA

A gengivo-estomatite cronica felina - FCG é uma debilitante condigdo oral felina
caracterizada por doenca cronica severa inflamagéo da gengiva, mucosa alveolar, labio-bucal e
mucosa oral caudal (HENNET et al. 2011; WINER et al., 2016). LesGes ulcerativas ou ulcero-
proliferativas sdo frequentemente observadas. A ulceracdo da lingua e do palato também pode
estar presente. Além disso, o FCG demonstrou estar associado com periodontite mais
amplamente distribuida e severa e com uma maior prevaléncia de reabsorcdo radicular
inflamatoria externa e raizes retidas que outras doencgas orais (FARCAS et al., 2014). A

presenca de estomatite caudal distingue FCG de outras complicagdes orais felinas (HENNET,
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1997; HENNET et al., 2011; FARCAS et al., 2014). A etiologia precisa da FCG ainda € incerta.
Embora um grande nimero de fatores como doencas periodontais, predisposicdo genética e
fatores alimentares possam estar relacionados com a manifestacdo da doenga, os agentes
infecciosos vém sendo apontados como possiveis desencadeadores da FCG. Dentre os agentes
infecciosos envolvidos no desenvolvimento da FCG, inclui-se o FCV, FIV, FeLV e FeHV-1
(LOMMER & VERSTRAETE, 2003). Todavia, todos esses agentes citados tém sido isolados
ndo somente em felinos afetados com FCG, mas também em animais clinicamente saudaveis
(QUIMBY et al., 2008; SYKES et al., 2010; DOLIESLAGER et al., 2013; HENZEL et al.,
2012b).

A FCG caracteriza-se por lesdo proliferativa e ulcerativa na cavidade oral observada
principalmente no arco glossopalatino e na gengiva bucal, podendo afetar areas como faringe,
lingua e l&bios (BELLEI et al., 2008). O formato irregular da leséo torna dificil a delimitacdo
entre o tecido sadio e o tecido alterado (LEIRIAO-RIVA et al., 2004). As leses inflamatorias
cronicas presente em animais com FCG podem se estender pela cavidade oral chegando até a
regido do arco glossopalatino sendo entdo denominada de “estomatite caudal” (LOMMER et
al., 2003; SOUTHERDEN et al., 2007). O complexo gengivite-estomatite € uma doenca
extremamente complexa, sem etiologia definida e sem tratamento definitivo eficaz (MATILDE
etal., 2013).

Pesquisas tem relacionado agentes virais a FCG: 50% de animais com FCG foram
positivos para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) (HENNET, 2005). Correlacionou-se
também, através da tecnologia do PCR de biopsias orais, gatos infectados com Calicivirus
Felino (FCV) e com herpes virus (FHV) e observou- se que 97% dos gatos com FCG eram
infectados com Calicivirus Felino (FCV) e somente 15% destes eram infectados com Herpes
Virus (FHV) (HENNET, 2005).

Clinicamente, observam-se lesdes ulcerativas ou proliferativas nas regides da faringe,
arco glossopalatino, gengiva, mucosas alveolares, julgal e lingual. De acordo com a intensidade,
tipo e proliferacdo da inflamacé&o, a doenca pode ser clinicamente classificada em quatro graus,
de acordo com a extensdo de area total acometida da cavidade oral, no qual O esta relacionado
a mucosa oral sem alteracdo; grau 1, discreta inflamacéo, com hiperemia marcante somente na
area glossopalatina e pouco tecido proliferativo; grau 2, moderada inflamagdo, com extensao
para as areas gengivais dos dentes pré- molares inferiores e superiores, com hiperplasia gengival
e tecido proliferativo e grau 3, intensa inflamacéo, com as lesdes atingido todos os quadrantes
da cavidade oral e formacdo intensa de tecido proliferativo ao redor dos dentes molares e pré-

molares inferiores e superiores. Alguns animais demonstram-se tolerantes a dor mesmo
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apresentando o estdgio mais avancado da doenca (WIGGS et al., 1997). A inflamacéo
encontrada nos tecidos laterais estendendo-se até o arco glossopalatino e/ou na sobreposicéo da
mucosa na area do pré-molar e molar estendendo-se até a &rea vestibular da mucosa, sao as

formas mais graves e mais dificeis de se tratar (HENNET et al., 2011).

1.1.4 CALICIVIRUS FELINO

O FCV é um virus RNA de cadeia simples (RNA single strand), ndo envelopado,
pertence ao género Vesivirus da familia Caliciviridae (RADFORD et al., 2009). O genoma do
FCV (figura 1) apresenta um tamanho de aproximadamente 7,7 kb, e codifica trés ORFs [open
reading frames] (GREEN et al., 2000). A ORF 1 codifica as proteinas ndo-estruturais; a ORF
2 codifica a proteina do capsideo, VP1 [viral protein], e a ORF 3 codifica a VP2 (SEAL et al.,
1993; SOSNOVTSEV & GREEN, 2000; RADFORD, et al., 2009).

Figura 1: genoma do FCV.

ORF 1 ORF 3
20 5311 7326 7646
]—'I No structural protein ORF 2 ve2 I_7690
| capsiaprotein(vey
5314 7329
6457 Analyzedregion 6982
5314 5686 6502 6514 6589 6691 6778 6883 7329
|Aa] B le] o | suwme [core|amee| 7 |
— e

Primer FCV_capfor Primer FCV_caprev

6401 position 7080 position

Fonte: Adaptado de Henzel et al., 2012a.

A ORF2 ¢é dividida em seis regifes (nomeadas de “A a F”’) com base em sequéncias
conservadas (NEIL, 1992; SEAL et al., 1993). A regido E foi dividida em regides hipervariaveis
(hypervariable — HVR): S’HVR _E e 3’HVR _E; separada por uma regido conservada [CONE]
(SEAL et al., 1993). As regides HVR contém epitopos para os linfécitos B, tornando-se alvo
para anticorpos neutralizantes; e podem ter funcdo de evasdo imune viral durante a infeccdo
persistente no hospedeiro (TOHYA et al., 1997; GEISSLER et al., 2002; RADFORD et al.,
2009). Epitopos conservados tem sido identificados dentro das regies D e conE, mas seu papel
na inducdo de anticorpos ainda é desconhecido (RADFORD et al., 2009).
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O FCV assim como todo virus RNA, apresenta altas taxas de mutagdo genémica, e
assim responde rapidamente as pressdes de sele¢cdo ambiental e imune do animal, dificultando
o controle da infeccdo (RADFORD et al., 2009). Essa diversidade genética pode explicar as
diferentes sindromes clinicas, a baixa eficacia vacinal, a dificuldade de induzir prote¢éo vacinal
cruzada, e, além disso, contribui para a infeccdo persistente no animal (LAURITZEN et al.,
1997; KREUTZ et al., 1998; GLENN et al., 1999; RADFORD et al., 2009). A alta variabilidade
pode contribuir ainda para a formacéo de cepas hipervirulentas e interferir no desenvolvimento
de imunidade que confira protecdo contra uma ampla variedade de cepas (RADFORD et al.,
2007). No entanto, mesmo com essa variabilidade, os isolados de FCV pertencem ao mesmo
gendtipo e sorotipo (POULET et al., 2000; RADFORD et al., 2009).

A transmissdo do FCV geralmente ocorre por contato direto entre gatos doentes ou
persistentemente infectados (POVEY & JOHNSON, 1970; RADFORD, et al., 2009). O FCV
entra pela via oronasal, conjuntival e orofaringeal, sendo o sitio orofaringeano definido como
0 sitio primario da replicacio do FCV. Transmissfes indiretas também ocorrem,
preferencialmente dentro de gatis onde a proximidade entre os animais facilita a transmissao.
O médico veterinario ou o tutor como possivel fonte de infecgdo entre felinos, pela transmisséo
via fOmites, deve ser considerada. Em diferentes relatos, meédicos veterinarios e funcionarios
dos estabelecimentos veterinarios carrearam o0 virus para animais que manifestaram a
enfermidade e vieram a ébito, o que pode estar relacionado a infeccao por cepas carreadas nas
roupas ou maos de seus proprietarios (DESCHAMPS et al., 2015; PEDERSEN et al., 2000;
SCHORR-EVANS et al., 2003; SYKES, 2014). Esse fato deve servir de alerta para a
descontaminacdo rigorosa de fémites e do ambiente, além da necessidade da utilizacéo de luvas
e outros materiais descartaveis pelas pessoas que estiveram em contato com animais
possivelmente infectados. O FCV possui elevada resisténcia ambiental podendo permanecer
infeccioso por até um més em superficies secas a temperatura ambiente, e por periodos maiores

em condic¢des de temperatura mais baixa e umida (CLAY et al., 2006).

1.1.5 VACINACAO

As vacinas contra FCV s&o do tipo vivas ou inativadas, e a inser¢do das vacinas nos
calendarios vacinais teve inicio na década de 70 (GASKELL & KNOWLES, 1989). As vacinas
comercializadas mundialmente e aqui no Brasil s&o de aplicagdo parenteral. As vacinas em geral

sdo seguras e efetivas em reduzir ou prevenir as doencas respiratdrias/orais classicas, embora
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n&o previnam reinfeccdes e o estado de portador (RADFORD et al., 2009). A cepa amplamente
utilizada nas vacinas é a FCV-F9, embora outras cepas de FCV como a FCV-F7 e FCV-255
sdo utilizadas (BAULCH-BROWN et al., 1999; RADFORD et al., 2009; OHE et al., 2007).
Entretanto, falhas vacinais ocorrem e podem estar associadas com a preexisténcia do estado de
portador, doenca intercorrente e/ou interferéncia de imunidade passiva (HARBOUR et al.,
1991). Normalmente as falhas vacinais relacionadas ao FCV estdo relacionadas a sua
diversidade antigénica (BAULCH-BROWN et al., 1999; SCHORR-EVANS et al., 2003); e a
designacdo vaccine breakdown strains - VBS se atribui aos isolados associados as falhas
vacinais (OHE et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar o perfil clinico e epidemioldgico
da populagdo felina com e sem sinais clinicos sugestivos da infeccdo pelo FCV atendidos em

clinicas veterinarias nos municipios da regido metropolitana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o perfil clinico-epidemioldgico dos felinos acometidos com infeccdo pelo
FCV através dos dados obtidos nas fichas de atendimento;

- Identificar a presengca de FCV por RT-PCR nas amostras coletadas de felinos
clinicamente saudaveis e os com sinais clinicos sugestivos da infecc¢éo pelo FCV;

- Caracterizar o perfil genético e filogenético dos FCV detectados por RT-PCR,;

- Detectar a presenca da proteina do capsideo do FCV por imuno-histoquimica em
animais com granuloma eosinofilico (IHQ);

- Correlacionar a variabilidade genética dos isolados de FCV com isolados ja descritos

e com as cepas vacinais.
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3 MATERIAL E METODOS UTILIZADOS

3.1 AMOSTRAGEM

As amostras foram coletadas por duas Médicas Veterinarias: a) Rochana Rodrigues Fett
doutoranda do PPG da UFRGS, a qual é colaboradora do projeto, e responsavel pela triagem e
pela anamnese dos animais que foram coletados na clinica Chatterie, e, b) Daniela Saul
Friedrich, a qual realiza as coletas na Clinica Clinivet (figura 2), onde foi utilizado o mesmo
protocolo da colaboradora do projeto. Esse projeto foi aprovado pelo comité de ética (CEUA
03.19.078). Os termos de ciéncia dos tutores dos animais para a coleta foram assinados,
incluindo a autorizacdo da publicacdo dos dados resultantes do trabalho, e estdo apresentados
no anexo B.

Figura 2: Coleta de swab nasal de um felino em atendimento clinico.

P
Bn 3 <

Fonte: Autora.

Para a coleta das amostras, os felinos selecionados foram contidos, e posteriormente foi
realizada a coleta de material através de swabs estéreis, podendo a via de coleta ser ocular, nasal
e/ou oral. O material coletado foi acondicionado dentro de tubo eppendorf de reacdo com meio
contendo antibidtico de enrofloxacina, o qual ficou refrigerado até a coleta do material. Apos a
coleta, o tubo com 0 meio e a amostra foram para o freezer -80°C até a extracdo do genoma

viral ser realizada.
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3.2 DESCRICAO CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Para atender os critérios epidemioldgicos, foram analisadas as fichas de atendimento. Os
seguintes critérios foram avaliados: idade, sexo, status vacinal, moradia (casa, apartamento e/ou
acesso a rua/patio), histérico clinico e descri¢éo clinica quando houver. Foram coletados felinos
clinicamente saudaveis (felinos que ndo apresentam sinais clinicos sugestivos da infeccao pelo
FCV), com manifestacdo clinica (respiratoria e lesdes orais) e/ou com historico de manifestacdo
respiratorias ou de lesdes orais. Esses critérios de perfil clinico e epidemioldgico foram
cuidadosamente considerados, uma vez que além do propdsito primordial do trabalho que foi
detectar e caracterizar o FCV, o0 objetivo do trabalho também consiste em obter dados que
subsidiam informacdes de natureza da populacdo de felinos no RS, para comparar com 0s

demais estados e/ou paises.
3.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram selecionadas no acervo do laboratério do setor de patologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul 22 amostras de tecidos coletados de felinos com variagdes
clinicas/epidemiologicas e com lesdes granulomatosas na regido oral. A imuno-histoquimica
(IHQ) destas amostras foram realizadas (figura 3), porém, em 06 amostras o material foi
insuficiente para analise.

Figura 3: Realizagao da técnica de Imuno-histoquimica.

Fonte: Autora.
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O anticorpo monoclonal utilizado na IHQ foi o anti-FCV (FCV2-16), o c6digo FCV2-
16 (Customon Monoclonal International), a recuperacao antigénica 10min/37°C Protease XIV
(Sigma), a dilui¢ao 1:50, o método de deteccio MACH 4 (Biocare Medical), e o cromogeno
AEC (Dako). A técnica de IHQ seguiu o protocolo padronizado por Rolim et al., (2016).

Controles positivos foram inseridos simultanecamente com as laminas testadas,
consistindo de casos positivos do FCV testados anteriormente. Controles negativos consistiam
de secgdes de tecido incubadas com PBS ao invés do anticorpo primario.

O controle positivo da FCV foi obtido através da inoculagdo da cepa viral contida na
vacina comercial Felocell CVR-C (Pfizer Animal Health, EUA) em células CRFK (Crandell-
Reese feline kidney). As células permaneceram incubadas em estufa a 37°C até o aparecimento
do efeito citopatico. A solugdo contendo células infectadas foi centrifugada a 800 rpm durante
5 minutos, até a formagao do “pellet” celular. O sobrenadante foi desprezado. O “pellet” celular
foi entdo fixado com etanol 96% durante cinco minutos e novamente centrifugado a 800 rpm
durante cinco minutos. O sobrenadante foi desprezado. O pellet fixado de células foi incluido
na solucdo gelatinosa de Histogel (ThermoScientific, EUA) e processado rotineiramente para
histologia. Uma cultura de células CRFK nao inoculada foi usada como controle negativo para

a padronizagao de THQ.

3.4 DETECCAO VIRAL

3.4.1 EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

Para a extracdo do genoma do FCV, RNA, foi utilizado Trizol, e a partir de um volume
inicial de 750puL de Trizol para 250uL de amostra, conforme protocolo descrito pelo fabricante.
A mistura foi homogeneizada com a pipeta, em seguida incubada em temperatura ambiente por
5 minutos, 0 que garantiu a dissociacdo completa do complexo de microproteinas em seguida
foi centrifugado por 5 minutos 120009 a 4-10°C. Na sequéncia o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, e foi adicionado 200uL de cloroférmio para cada ml de Trizol, e apds, o
mesmo foi homogenizado. A mistura foi incubada por 2-3 minutos, e em seguida, centrifugada
por 15 minutos a 10700rpm e 4°C. A mistura separou-se em um fenol-cloroférmio vermelho
inferior, uma interfase e uma fase aquosa superior incolor. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo, pois continha RNA. Adicionou-se 500uL de isopropanol a fase aquosa. A

mistura foi incubada por 10 minutos, e, em seguida, centrifugada por 10 minutos a 12000g e
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4°C. Foi formado um precipitado total de RNA cuja aparéncia é um sedimento branco
semelhante a um gel, e encontra-se no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado. O
sedimento de RNA foi ressuspendido em 1mL de etanol 75%. A mistura foi homogenizada com
uma pipeta e centrifugada por 5 minutos a 8500rpm e 4°C. O sobrenadante foi descartado. Os
tubos ficaram secando até evaporar todo etanol. O sedimento foi resuspenso em 20-50uL de
agua livre de RNAse. A eluicdo final foi realizada em microtubos livres de DNAse/RNAse,

onde os mesmos ficaram armazenados e mantidos & -80 °C até posterior amplificacéo.

3.4.2 AMPLIFICACAO DO GENOMA VIRAL

As amostras sdo testadas por RT-PCR. O RNA foi submetido a sintese do cDNA, 20uL
de solucéo total contendo o seguinte: 2 uL de RNA (aproximadamente 100 ng), 100 ng de
primers randémico, buffer 1X da transcriptase reversa (RT), MgCI2 25 mM, dNTPs 10 mM,
DTT 0,1 mM, 40 U RNaseOUT e 200 U RT (SuperScriptTM 111 RT - Invitrogen). A solugédo
foi incubada a 65°C durante 5 min, 25°C durante 10 min, 42°C durante 50 min e 85°C durante
5 min. O cDNA foi utilizado como molde para a PCR para identificacdo do FCV.

A ORF2 (regibes B a F), foi a regido alvo para amplificacdo do cDNA do FCV. O
produto amplificado resultou em um fragmento de 955 pb (pares de bases). As sequéncias dos
primers sdo 8F (forward) 5 '- CACSTTATGTCYGACACTGA - 3' (posicéo 6142 da regido B
da ORF2) e 8R (reverse) 5'- CTRGADGTRTGCARRATTT - 3' (posi¢do 7097 da regido F da
ORF2), baseado na cepa FCV-F9 (nimero de acesso no GenBank M86379). Os primers
utilizados foram degenerados, e as letras S, Y, R e D referem-seaC /G, T/C,A/GeA/C/
T, respectivamente, e foram previamente desenvolvidas por Ohe et al., (2006), e 0 mesmo set
de primers ja tem sido utilizado por Henzel et al. (2012b). As condic¢des de PCR usadas foram:
94 ° C por 5 min para a desnaturacéo inicial, seguido por 35 ciclos de trés etapas de 94°C por
45 s, 48 °C por 45 s, 72°C por 45 s e uma extensdo final de 7 min a 72°C.
Os produtos de PCR resultantes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e
visualizados sob luz UV. Uma vacina comercial viva atenuada - Felocell CVR-C (Pfizer Animal

Health, EUA), foi utilizada como controle positivo em todas as reacdes.

3.5 SEQUENCIAMENTO GENETICO E FILOGENIA

As amostras positivas para FCV na RT-PCR seriam purificadas utilizando o kit -

QiaQuick DNA purification kit (Qiagen) e em seguida seriam enviadas para o sequenciamento
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(laboratorio externo). Para analise das sequencias ¢ utilizado um novo set de primers: FCV
Capfor 5 -TTCGGCCGTTTGTCTTCC-3’ [posi¢cdo 6401-6419 (regido B da ORF2)] e FCV
Caprev 5° -TTGTGAATTAAAGACATCAATAGACCT-3’ [posicdo 7080-7053 (regido F da
ORF2)] (Henzel et al, 2012a). Este novo set de primers é conservado e corresponde a posic¢des
mais internas a regido previamente amplificada pelo 8F e 8R (955 pb) podendo resultar em uma
leitura de 679 pb.

A anélise filogenética é realizada atraveés da comparacdo das sequéncias gendmicas
obtidas atraves do sequenciamento direto do DNA com outros fragmentos de nucleotideos
disponiveis no GenBank e com as cepas vacinas do FCV de acordo com a metodologia de
Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987). Apos a arvore filogenética é elaborada a partir do
calculo das distancias evolutivas, utilizando o método Kimura- parametro 2 (KIMURA, 1980),
e operando com o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (MEGA 7.0)
(KUMAR et al., 2016). A robustez da inferéncia filogenética é avaliada através do método de
boots traping (com base em 1000 réplicas). As sequéncias, ap6s analisadas, que atendam as
exigéncias do banco de dados genémico, sdo submetidas para depdsito no GenBank. Devido a
diversas intercorréncias durante o trabalho, a etapa do sequenciamento genético e filogenia ndo

foram concluidas.
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4 RESULTADOS

4.1 AMOSTRAGEM

Foram coletadas 70 amostras de felinos provenientes da regido metropolitana do RS, de
diferentes caracteristicas clinico-epidemioldgica, sendo trés felinos com resultado positivo para
0 FCV, conforme tabela 1.

Tabela 1: caracteristicas clinico-epidemiologicas dos felinos coletados.

Dados Felinos coletados
Epidemiolégicos
Idade (anos)
<1 ano 12
1 —5 anos 38
5—10 anos 10
> 10 anos 10
Sexo
Fémea 29
Macho 41
Status vacinal
Vacinado 32
Nao-vacinado 30
Nao informado 08
Acesso a rua
Sim 29
Nio 19
Nao informado 22
Presenca ou auséncia de sinal clinico
Com sinal clinico 18
Sem sinal clinico 52
Positivo FCV 03
Negativo FCV 67
Total 70

Fonte: Autora.

4.2 DESCRICAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA E VIROLOGICA

Trés felinos foram positivos para o FCV pela RT-PCR, nenhum deles era vacinado,
totalizando 4,3% de amostras positivas. Um dos felinos era fémea (amostra 40), com 13 anos
de idade, da raga Siamés, castrada, pesando 3,7 kg, com acesso a rua, com histérico de quadros
de secrecao nasal acompanhada de contetido purulento, com espirros, dor ao comer e gengitive
(figura 4). O animal havia sido submetido a um procedimento de profilaxia dentéria, onde foram
extraidos dentes da maxila e mandibula. Foram realizados diversos exames, no qual o
histopatologico foi sugestivo de rinite hemorragica, neutrofilica e linfoplasmocitica, difusa,

acentuada. No exame bacteriologico mais antibiograma demonstrou bactérias gram-negativas
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como a Pseudomonas sp. A felina teve melhora do quadro e a secre¢@o reduziu bastante com o
tratamento instituido de acordo com o antibiotico correto, mas, de acordo com os tutores, quase
sempre era necessario o uso da nebulizagdo. Pouco tempo depois, ela retornou com piora do
quadro dos espirros e secre¢ao respiratoria, além da dificuldade em se alimentar, porém, tinha
apetite, mas ndo conseguia mastigar e sentia bastante dor. A felina foi encaminhada para
consulta com pneumologista, onde a mesma segue em tratamento. No exame fisico, foi
constatada gengivite importante, mais intensa ao redor do canino superior direito, além dos
dentes inferiores.

Figura 4: felina positiva para FCV, com gengivite.

Fonte: Autora.

Os outros dois felinos positivos para o FCV eram filhotes. Um deles, com quatro meses
de idade (amostra 76), tinha secrecao ocular e havia sido recolhido na rua, motivo pelo qual ndo
se sabe o historico do animal. O segundo filhote, com um més e meio de idade (amostra 75),
além de secrecdo ocular, apresentava descarga nasal (figura 6) e histérico de vomitos e diarreia,
ambos de coloracdo esbranquigada. Na sequéncia foi diagnosticado que o felino (amostra 75)
(figura 6) tinha co-morbidades, sendo positivo para coronavirus e parvovirus através do teste
rapido da Alere®. O animal em questdo acabou vindo a 6bito antes dos dois meses de vida.

Sobre o historico do animal (amostra 75), foi informado pelo tutor que a mae do filhote havia
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sido recolhida da rua ja prenha, e por esse motivo nao se sabe mais detalhes do historico do
animal.

Figura 5: filhote com secre¢@o ocular e nasal.

Fonte: Autora.

4.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

Vinte e dois blocos de parafina foram selecionados para verificar se as lesdes orais de
granuloma eosinofilico dos felinos teriam correlacdo com o FCV. As amostras de tecidos de
felinos com as lesdes estavam mantidas no acervo do laboratério de Patologia da UFRGS onde
ficam armazenadas. Ao realizar a IHQ, constatou-se que das 22 amostras, 6 continham material
insuficiente no bloco de parafina para realizar a técnica. As outras 16 amostras foram negativas
para o FCV. A tabela 2 apresenta o histdrico clinico e epidemiolédgico provenientes dos felinos

das amostras testadas na IHQ, bem como os resultados.

Tabela 2: Perfil das amostras analisadas por IHQ.

IHQ

PROTOCOLO IDADE SEXO RAGA SINAIS CLINICOS LOCALIZAGCAO DAS LESOES CALICIVIRUS




AP-2537-06

AP-0609-09

AP-3064-09

AP-0833-10
AP-2028-11
AP-2881-11

AP-3745-11

AP-1059-12

AP-4365-12

AP-3215-13

AP-3452-13

AP-1580-14

AP-2182-15

AP-5055-16
AP-5725-16

AP-1423-17

AP-1485-17

AP-3782-
AP-4708-
AP-1242-19
19
19

5 ANOS

2 ANOS

12 ANOS

5 ANOS
7
4 ANOS

2 ANOS

5 ANOS

6 ANOS

10 MESES
2 ANOS

7 ANOS

4 ANOS

10 ANOS
4 ANOS

2 ANOS

5 ANOS

3
4 ANOS
9 ANOS
8 ANOS
6 ANOS

n

<SnmEn £

DOR NA CAVIDADE ORAL,

SRD HALITOSE,
SANGRAMENTO
SRD NI
SRD NI
PERSA NI
SRD NI
SRD HALITOSE, DISFAGIA
SRD NI
SRD NI
SRD PRURIDO, HALITOSE
SRD NI
SRD SANGRAMENTO,
DISFAGIA, HALITOSE
SRD NI
SRD SANGRAMENTO,
DISFAGIA, HALITOSE
SRD NI
SRD NI
PERSA NI
SRD NI
SRD NI
SRD SIALORREIA
SRD HALITOSE, DISFAGIA
SRD NI
SRD NI

MUCOSA ORAL

JUNGAO MUCO-CUTANEA: LABIO
SUPERIOR

MUCOSA ORAL: BASE DA I}.iNGUA
(PORCAO VENTRAL DA LINGUA

MUCOSA ORAL: PORGAO VENTRAL
DA LINGUA
MUCOSA ORAL: PALATO MOLE
MUCOSA ORAL: FACE DORSAL DA
LINGUA

MUCOSA ORAL

PELE: PESCOCO

MUCOSA ORAL: LINGUA E PALATO
MOLE

MUCOSA ORAL: PORGAO VENTRAL
DA LINGUA
JUNGCAO MUCO-CUTANEA:
COMISSURA LABIAL
MUCOSA ORAL: PORGAO VENTRAL
DA LINGUA

JUNCAO MUCO-CUTANEA: LABIO
SUPERIOR

MUCOSA ORAL
LINGUA (PORCAO VENTRAL DA
LINGUA)
JUNCAO MUCO- CUTANEA: LABIO
INFERIOR
JUNGCAO MUCO-CUTANEA: LABIO
SUPERIOR
PORCAO VENTRAL DA LINGUA
PORGCAO VENTRAL DA LINGUA
LINGUA
LINGUA
GENGIVA
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MATERIAL
INSUFICIENTE

MATERIAL
INSUFICIENTE
NEGATIVO
(MATERIAL
INSUFICIENTE)

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

MATERIAL
INSUFICIENTE
NO BLOCO DE

PARAFINA

NEGATIVO
MATERIAL
INSUFICIENTE
NO BLOCO DE
PARAFINA

NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO

MATERIAL
INSUFICIENTE
NO BLOCO DE

PARAFINA

NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
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5 DISCUSSAO

O perfil epidemioldgico dos felinos infectados pelo FCV é mundialmente descrito
(RADFORD et al., 2009); associado principalmente a complicagdes respiratorias, como ¢
descrito comumente por clinicos e tutores (BINNS, 2000). Muitas vezes acredita-se que a
distribuicdo no Brasil seja semelhante a mundial; no entanto, ainda sdo poucos os trabalhos
envolvendo a presenca do virus no pais. Foi realizado o primeiro isolamento por Weiblen e
colaboradores (1988) no RS, estudos de patogenia (PEREIRA et al., 1994) e sorologia no RS
(FILONI et al., 2006; JOHANN et al., 2009; HENZEL et al., 2013); isolamento e caracterizagao
molecular no Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro [RJ] (HENZEL et al., 2012a,b; PEREIRA et
al., 2018) e a padroniza¢do da técnica de IHQ para diagnostico post-mortem (ROLIM et al.,
2016).

No presente trabalho coletas de swabs nasais e/ou orais foram realizadas nos municipios
da regido metropolitana do RS. A primeira etapa compreendeu a identificagdo molecular do
FCV através da RT-PCR, previamente estabelecida (HENZEL et al., 2012b) diretamente das
amostras bioldgicas; e a outra etapa compreendeu a realizagdo de IHQ para detec¢do do FCV
em amostras oro-nasais, caso fosse identificado quadros clinicos sugestivo da infec¢dao por FCV
no atendimento clinico, e do acervo do setor de patologia da UFRGS conforme descrito nos
objetivos e metodologia.

No entanto, diferente do trabalho realizado na regido central do RS por HENZEL, e
colaboradores (2012b) entre 2006 — 2010, no qual compreendeu a coleta de swabs orais, nasais
e oculares oriundos de gatos doentes e sadios, com perfis epidemiologicos distintos quanto faixa
etaria, sexo, tipo de convivio (gatis, isolados e com acesso a rua); foi realizado isolamento
prévio em cultivo celular; sendo o objetivo principal, isolar e caracterizar o FCV e o FeHV-1.
Neste trabalho, a técnica de PCR foi utilizada como ferramenta confirmatoéria na detec¢ao dos
virus, bem como, para detectar possiveis co-infecgdes. Além disso, caracterizar geneticamente
o gene da proteina no capsideo do FCV foi um dos propdsitos, bem como ampliar e atualizar o
acervo genético do FCV em bancos de dados contribuindo para os estudos de distribuigdo
filogenética em nivel nacional e mundial.

No trabalho foram analisados animais que possuem tutores, com ou sem acesso a rua,
ja no estudo realizado no estado do RJ, Pereira et al., (2018), foram analisados dois modelos
distintos de criagdo e/ou convivio dos felinos, totalizando 26 amostras conjuntivais coletadas
entres os anos 2013 e 2015. Os gatos coletados viviam em cinco abrigos de animais publicos

de curta duracdo e trés casas de longa vida multicat (o qual compreende um curto periodo de
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tempo de alojamento até a doacdo). Neste trabalho também foi realizado isolamento em cultivo
celular e o gene alvo na detecgdo e andlise genética foi também a ORF2, porém, quase na sua
totalidade, desde a regido A a F (todas as regides conservadas e as variaveis/hipervariaveis),
diferente do que tem sido analisado por Henzel et al., (2012a) e foi realizado no presente
trabalho, com énfase as regides C a E.

A andlise das regides varidveis da ORF2 (C a E), para nosso conhecimento, possibilita
também uma anélise e compreensdo do escape viral pelo sistema imune bem como para a
compreensdo das falhas vacinais. Além disso, o estudo detalhado da ORF2 associado ao quadro
clinico tem sido a ferramenta de diagndstico padrao para a sindrome hemorragica virulenta
sistémica denominada (VSD- FCV) ja descrita em outros paises desde 2000 apos o primeiro
relato (ABD-ELDAIM et al., 2005). Ja no Brasil, ndo foi ainda descrita na literatura nenhum
caso relacionado a essa sindrome, porém, hd uma grande probabilidade de que as cepas
altamente virulentas associadas ao FCV estejam circulando e a qualquer momento possa ser
diagnosticada, o qual tornou-se intrinsicamente um dos propdsitos do trabalho.

No trabalho de Henzel et al., (2012a) e Pereira et al., (2018) foi realizado isolamento
prévio em cultivo celular, o que difere do presente trabalho, onde a deteccdo ocorreu
diretamente da amostra bioldgica, com o objetivo de viabilizar a sua aplicacdo na rotina
diagnostica das clinicas. Porém, sabe-se que o isolamento prévio em cultivo celular possibilita
e/ou potencializa a detec¢do de um nimero maior de amostras positivas, mesmo sabendo da
sensibilidade da RT-PCR, sabe-se que o isolamento prévio permite uma amplificacdo viral
efetiva, aumentando assim a carga viral na detec¢do molecular. Além disso, um dos fatores que
provavelmente limitaram a detec¢do de mais amostras positivas no presente trabalho foi a
presenca de inibidores da reacdo da PCR como: bactérias dos tratos coletados bem como
ambientais durante o procedimento de coleta, temperatura de armazenamento apds a coleta,
assim como o envolvimento de outros virus com sinais clinicos semelhantes ao FCV, como
FeHV-1. Um dos objetivos de realizar a detec¢do genomica diretamente dos swabs, é viabilizar a sua
aplicag@o na rotina diagnostica das clinicas.

Os dados apresentados e obtidos neste presente trabalho, trazem informagdes sobre a
epidemiologia do FCV na populacao de felinos de diferentes idades, os quais residem na regiao
metropolitana do estado do RS, depois de quase uma década do tltimo estudo dessa natureza.
Porém, ja tem sido constatado que a maioria dos felinos positivos para FCV foram observados
em animais sem manifestacao clinica e/ou subclinica (HENZEL et al., 2012a). Pereira (2017)
relatou no seu trabalho que o FCV néo foi associado a quadros de conjuntivite ou sinais em

cavidade oral, mas foi encontrado na conjuntiva e cavidade oral tanto de gatos sintomaticos
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quanto assintomaticos. Tal fato foi associado ao habito de lambedura (grooming) em felinos, o
que explica a ampla disseminacdo do virus na populacdo. A estimulagdo de um certo nivel de
imunidade pode explicar a auséncia de sinais respiratdrios em gatos adultos (STILES, 2003;
GASKELL et al., 2007; THIRY et al., 2009). Foi evidenciado de modo preocupante que o
mesmo ocorreu entre os animais vacinados, e isso pode ser uma fonte de infecgao,
especialmente para filhotes. No entanto, a natureza e o protocolo vacinal ndo foram avaliados,
devido ao ndo acesso a essa informacao, porém, no presente trabalho, foi avaliado o protocolo
vacinal para saber a relagdo que pode vir a ter com o FCV. Além disso j& pode-se observar um
status vacinal diferente do que tem sido descrito na regido central e sul do RS por Johann e
colaboradores (2009), 16,4%, e por Henzel et al., (2013 e 2012b) de 6 e 29% respectivamente.
Notou-se que esse percentual se elevou neste trabalho, constatando que 45,7% da populagao de
felinos estudada tinha um protocolo vacinal, corroborando do que pode se observar nas clinicas
veterindrias (observagdes das autoras). Isso muitas vezes é consequéncia de uma maior
conscientizacdo da populagdo, associada ao acesso de produtos veterindrios, ao numero de
clinicas veterinarias concentradas na regido metropolitana, bem como a maior densidade de
centros universitarios no ambito médico veterinario. De outro lado, a seguridade do protocolo
vacinal bem como o tipo de vacina administrada nao foi avaliada nos estudos anteriores
(JOHANN et al., 2009; HENZEL et al., 2013); ja no presente trabalho, no momento da coleta
uma resenha detalhada sobre a vacina e vacinacdo (viva ou atenuada, marca e calendario
vacinal) foi investigada, objetivando detectar uma possivel correlacdo molecular e filogenética
com as cepas vacinais circulantes e os isolados.

Sabe-se que a forma mais eficaz para prevenir o FCV é a vacinacdo, mesmo nao
prevenindo a infeccdo e o estado de portador. Neste trabalho constatou-se que 0s tutores estao
mais preocupados com a satde dos seus animais, pois os felinos alvo do estudo estavam em sua
maioria vacinados. Salienta-se que a eficicia da vacina na protecdo contra a doenca tem sido
questionada pelos clinicos, o que torna o conhecimento molecular dos isolados circulantes na
populacdo de felinos domésticos uma fonte importante aos profissionais da area veterinaria,
principalmente as empresas que formulam vacinas. A necessidade da reformulagao das atuais
vacinas quanto as cepas utilizadas foi o objetivo inicial do presente trabalho.

Diferentemente do trabalho de Henzel e colaboradores (2012), no qual a maior
porcentagem de felinos positivos para FCV eram clinicamente saudaveis, no presente trabalho
os felinos positivos para FCV demostraram sinais clinicos, como: lacrimejamento, corrimento

nasal, secre¢do ocular e lesdes orais. Além dos sintomas clinicos apresentados, esses felinos
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ndo eram vacinados, conviveram em um momento da vida com outros gatos, e tiveram acesso
a rua.

Pereira (2018), relata no seu trabalho que obteve duas amostras positivas parao FCV de
um gato de quatro meses e de outro de oito meses, e ambos apresentaram no momento da coleta
hiperemia conjuntival leve. O segundo animal também apresentou sinal respiratorio. Tais dados
também foram analisados no presente trabalho, apresentando também duas amostras positivas
para 0 FCV em dois felinos, ambos filhotes (um més e meio e quatro meses de idade),
apresentando sinais clinicos do calicivirus.

A idade dos felinos que frequentam as clinicas veterinarias também chama atencao.
Felinos de um a cinco anos predominam nessa populacdo, mostrando que os had uma grande
concentragdo de gatos adultos jovens na regido metropolitana do RS. Quanto ao sexo dos
animais, nao houve diferenca digna de nota, diferente da raga, onde se nota que mais que 90%
sd0 animais sem raca definida.

Um estudo retrospectivo realizado por Carvalho (2020), demonstrou que a maioria dos
gatos infectados pelo FCV eram do género feminino (61,5%), ndo castrados (57,7%) e de raca
determinada (92,3%). A idade média foi de 3 a 4,6 anos. Os gatos jovens, de idade inferior ou
igual a 2 anos, apresentaram a maior frequéncia de infecdo (53,9%). Detectaram-se elevadas
proporcoes de calicivirose felina em gatos com estilo de vida livre ou semi-livre (69,2%), em
gatos originarios da rua (50,0%) e em gatos ndo vacinados ou com o plano vacinal atrasado
(65,4%). A maioria dos felideos (88,5%) coabitavam com pelo menos outro animal de
companhia e 53,9% tinha uma doenca concomitante. A duracdo média de internamento foi de
3,8+2,9 dias. Os corrimentos nasais e 0s corrimentos oculares purulentos (65,4%), as Ulceras
orais (57,7%), a gengivo-estomatite (53,8%), a halitose (34,6%) e os espirros (30,4%) foram os
sinais clinicos especificos mais frequentes. Vinte e dois gatos (88%) tiveram alta clinica, apenas
12,0% faleceram devido a calicivirose felina, mas 87,5% foram considerados portadores
crénicos nas consultas de seguimento. Todos os gatos investigados residiam no distrito de
Lisboa. Julho foi o més com maior frequéncia de casos de FCV (38,5%) e 0 verdo a estacdo do
ano com maior frequéncia de gatos internados com FCV (46,2%). Em comparagdo aos dados
analisados do trabalho, salienta-se que o0s animais em sua grande maioria coletados também s&o
adultos na faixa etaria de 1 a 5 anos, porém, em quase sua totalidade eram felinos sem raca
definida.

Através dos resultados da IHQ ndo se observou correlacdo de lesdes de granuloma
eosinofilico em felinos com o FCV, auxiliando no descarte do FCV nas hipoteses para essas

manifestagdes clinicas e/ou de patologia clinica. Segundo Rey (2004), as especulagdes
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etiologicas sobre o granuloma eosinofilico sdo numerosas, sendo citadas as causas virais,
genéticas, bacterianas, auto-imunes, parasitarias e alérgicas. Entre as mais importantes estao as
alergias, que incluem aquelas de origem alimentar, as decorrentes de picada de pulga, a atopia
e a hipersensibilidade a picada de mosquito. Devido a sensibilidade da técnica
imunohistoquimica, tem-se admitido que o processamento de pecas histoldgicas com tempos
excessivos de fixacdo e descalcificacdo pode danificar os sitios de ligacdo dos anticorpos nos
tecidos e interferir na marcacdo com o aparecimento de falso-negativo (PERTOT et al., 1997).

No trabalho detectamos 3 amostras positivas para o FCV, mas, apesar de ainda ndo
possuirmos o sequenciamento genético das amostras positivas para FCV, os achados auxiliam
e potencializam que uma avaliacdo continua e detalhada das amostras de FCV circulantes na
populagdo ¢ de suma importancia para esclarecer a evolugdo destes virus, bem como
proporcionar uma melhor compreensao dos mecanismos que impulsionam a evolu¢do do FCV
no RS e sua importancia clinica-epidemiologica. Associado a isso, a divulgacao dos resultados
gerados pelos trabalhos estima-se que os clinicos possam ter maior embasamento cientifico e

informacgao frente a estratégias de controle e prevencao.
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6 CONCLUSAO

Os animais positivos representando 4,3% das amostras tinham sinais clinicos do FCV,
acesso a rua, e ndo possuiam vacinas. O RT-PCR se mostrou util para o rastreamento do FCV.
A IHQ demonstrou que o granuloma eosinofilico ndo tem correlagdo com o FCV.

Enfatizamos a importancia das doencas do trato respiratorio superior de felinos, e,
especificamente, da calicivirose, no exercicio da prética clinica, na saude e no bem-estar, e na
importancia de informar os tutores da necessidade do cumprimento dos protocolos vacinais. As
informacdes trazidas neste trabalho podem também contribuir para novos estudos direcionados
a uma melhor caracterizacdo do FCV, e, principalmente, alertar os clinicos sobre as medidas

necessarias para a identificacéo, controle e prevencdo da calicivirose felina.
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ANEXO A

TERMO DE COPARTICIPACAO EM PROJETO

Eu, Alexandre Garcia Dassow, CRMV/RS 10520, atesto que conheco o projeto
intitulado “Caracterizagao clinico-epidemioldgica, patolégica e molecular do calicivirus
felino provenientes de amostras oronasais coletadas em uma clinica veterinaria, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul”, e que aceito ser coparticipe da pesquisa, indicando os
pacientes que estiverem sob minha responsabilidade técnica para inclusao nos grupos
de estudo, desde que estejam devidamente autorizados pelos tutores (conforme
Anexo B).

Novo Hamburgo, 15 de agosto de 2020.

Alexandre Garcia Dassow
Médico Veterinario
CRMV/RS 10520
CPF: 82495009034
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apés ser
esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Na sua copia consta o telefone e endereco institucional do pesquisador principal,
de modo que vocé poderd tirar suas davidas sobre o projeto e a participacdo do seu gato,
agora ou a qualquer momento. Em caso de recusa ou desisténcia vocé nao sera penalizado(a)
de forma alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Feevale — ceua@feevale.br

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto: Caracterizacdo do calicivirus felino circulante na regido metropolitana do
Rio Grande do Sul.

Pesquisador responsavel: Prof. Dra. Andréia Henzel.

Endereco: ERS-239, n° 2755, campus Il da Universidade Feevale, prédio branco, sala 003.
Novo Hamburgo, Bairro Vila Nova, RS - CEP 93525-075.

Aluna responsavel: Daniela Saul Friedrich, Feevale, Campus I, Mestrado Académico em

Virologia.
Telefone para contato: (51) 981052549
E-mail: sf_dani@hotmail.com

Seu felino esta sendo convidado para participar da pesquisa “Caracterizacdo do calicivirus
felino circulante na regido metropolitana do Rio Grande do Sul”. Seu felino foi selecionado e
a participacdo do mesmo nao é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir e retirar
seu consentimento para o seu felino fazer parte da pesquisa. Sua recusa néo trard nenhum
prejuizo na relacdo do seu animal com o pesquisador ou com a instituicdo. O objetivo deste
projeto € determinar o perfil clinico-epidemiolégico da populacdo felina acometida pelo
calicivirus felinos (FCV). E, para atender o proposito central do projeto, serdo realizadas

coletas (flush e/ou bidpsia, bidpsia inferior a 0,5 centimetros) que serdo submetidas a analise
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virolégica: por detec¢cdo molecular, o flush e biopsia; e por IHQ (imuno-histoquimica) as
biopsias. Devido ao grau de invasividade ser nivel 2 (G.l.2 = experimentos que causam
estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade), serdo implicados alguns riscos do tipo:
incomodo, “stress”, de introduc¢ao da agulha para anestesia, incomodo devido a contengao do
médico veterinario clinico e o auxiliar, e desconforto do pds-operatério que podem vir
acompanhada de alteragdo no apetite. No entanto, o beneficio dos felinos participarem do
estudo, é para que possamos ter um melhor conhecimento clinico-epidemiologico da
populacédo felina acometida pelo FCV, e, assim, podera auxiliar nos futuros diagndsticos, bem
como tornar o tratamento mais efetivo e assertivo. A pesquisa sera realizada na Universidade

Feevale — Campus Il — Novo Hamburgo/RS.

Serédo realizados exames complementares hemograma, perfil bioquimico, testes de
coagulacdo como tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa); e estando o paciente em estado geral bom e apto a passar por um procedimento
anestésico, sera realizada radiografia de cavidade nasal e seios frontais e coleta de material
nasal através de pun¢do com agulha fina, flush (lavado) nasal, e pequenos fragmentos de
areas com lesdo, com o auxilio de um videorinoscopio. O material colhido sera submetido a
analise viroldgica. Pacientes com de sete anos ou mais, ou com historico ou exame clinico de

cardiopatia, deverao passar por ecocardiograma prévio ao procedimento anestésico.

Vocé tera a garantia de sigilo das informag6es obtidas bem como o direito de retirar o

consentimento a qualquer tempo.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,RG

, CPF , abaixo assinado,
proprietério do felino da raca , Sexo ,idade ___, denominado
de , ficha HCV , concordo em ceder meu animal para participar do

projeto “Caracterizacao do calicivirus felino circulante na regido metropolitana do Rio Grande

do Sul”, bem como o registro fotografico do mesmo.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu felino e
que fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pela mestranda pesquisadora Daniela Saul
Friedrich e sua orientadora Andréia Henzel, sobre a pesquisa e 0s procedimentos nela
envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualgquer momento,

sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo do acompanhamento do meu animal.

Novo Hamburgo, de de 20__.

Assinatura do proprietario Assinatura do aluno (mestrando)

Assinatura do orientador (pesquisador responsavel)



