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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um Retrovirus de distribuicao
mundial que acomete os felinos domésticos e selvagens. Estima-se que
aproximadamente 10% de toda a populacdo mundial de gatos domésticos esteja
infectada. Marcadas diferencas existem entre as prevaléncias mundiais, com indices
de 2,5 até 44%. No Brasil ha relatos de ocorréncia apor meio de diagnésticos
moleculares de 14%. A patogenia se apresenta como na AIDS, onde ha grande
deplecéo de linfocitos e longo periodo assintomatico, € descrito que muitas doencgas
oportunistas se aproveitem desta imunossupressao, sendo por essa razdao o gato
utilizado como modelo animal. As alteracées hematolégicas sdo conflitantes, sendo
observadas: Anemias, linfopenias, neutrofilias, bem com aumento das proteinas.
Hemoplasmas, Toxoplasma gondii e o Virus da Leucemia Felina (FelV) estao entre
as principais co-infecgdes associadas. Foram realizadas analises moleculares por
PCR através de DNA extraidos de sangue de 200 gatos domésticos (Felis catus), de
trés regides do Distrito Federal. A ocorréncia encontrada foi de 2% para a infeccéao
por FIV, com co-infeccdo de 100% por hemoplasma, 75% para FelV e 0% para
Toxoplasmose. Andlises hematoldgicas demonstraram significancia (p<0,05) entre o
grupo infectado e nao infectado para: Contagem de leucécitos, diferencial absoluto
de neutréfilos, proteinas plasmaticas totais e volume corpuscular médio. A analise
filogenética evidenciou subtipo B para trés dos quatro animais positivos. O estudo
demonstrou que a taxa de ocorréncia para o virus no Distrito Federal € bem menor
que outros estados do Brasil, que sao poucas as alteracbes hematoldgicas
encontras, sendo que estas nao podem ser diferenciadas do virus ou do
hemoplasma e sugere-se que ha outro subtipo viral além do B encontrado no Brasil

Palavras chave: Virus da imunodeficiéncia felina, felino, hematologia, co-infecgao.
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ABSTRACT

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a Retrovirus of worldwide
distribution that affects domestic and wild cats. It is estimated that approximately
10% of the entire world population of domestic cats are infected. Wide differences
exist between the prevalence worldwide, with rates of 2.5 to 44%. In Brazil there are
reports of occurrence through molecular diagnostics 14%. The pathogenesis is
similar as in AIDS, where there are large lymphocyte depletion and long
asymptomatic period, it is reported that many opportunistic infections availed of this
immunosuppression, and due this fact the cat used as an animal model.
Hematological changes are controversial, being observed: Anemia, lymphopenia,
neutrophilia, and an increase of the proteins. Hemoplasmas, Toxoplasma gondii and
the Feline Leukemia Virus (FeLV) are among the leading co-associated infections.
We performed molecular analysis by PCR using DNA extracted from blood of 200
domestic cats (Felis catus), in three regions of the Federal District. The occurrence
was 2% for FIV infection, with co-infection by haemoplasma 100%, 75% for FeLV
and 0% for toxoplasmosis. Haematological analysis showed significance (p <0.05)
between infected and uninfected group to: Leukocyte count, count absolute
neutrophil, serum total protein and mean corpuscular volume. The phylogenetic
analysis revealed subtype B for three of four positive animals. The study showed that
the rate of occurrence for the virus in the Federal District is far less than other states
in Brazil, there are few hematological find, and these cannot be differentiated from
the virus or haemoplasma and suggests that there are other viral subtype B found in
Brazil.

Key words: Feline immunodeficiency virus, feline, hematology, co-infection.
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CAPITULOI

INTRODUGCAO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) € um Lentivirus de distribuicao
mundial que acomete os felinos domésticos, resultando em condi¢des inflamatdrias
cronicas, neoplasias e infecgcdes secundarias (Levy et al., 2008). Os gatos
naturalmente infectados apresentam imunossupressao secundaria, similar aquela
observada na imunodeficiéncia humana (HIV/AIDS) (Lucas et al., 1998), sendo por
essa razao utilizado como modelo animal para o HIV/AIDS.

Estima-se que aproximadamente 10% de toda a populacdo mundial de gatos
domésticos esteja infectada (Luttge et al., 2008). Em um estudo em SP com 401
animais, foi encontrado 11,7% de animais positivos, ja no RJ a prevaléncia foi de
20,2% (Lara et al., 2008), em Lisboa ha uma frequéncia 23% (Duarte et al., 2002),
enquanto no Japéo havia 12% de animais assintomaticos e 44% de sintomaticos
(Hohdatsu et al.,, 1998). Por apresentarem sorologia positiva, aos animais
imunizados, sugere-se o isolamento viral e a reacdo de polimerizagdo em cadeia
(PCR) como exames diagnosticos mais sensiveis (Steinrigl e Klein., 2003).

Muitos dos quadros clinicos associados com a infeccdo pelo FIV
desenvolvem-se secundariamente a infecgdes oportunistas que ocorrem durante a
fase imunossupressora da doenca (Lucas et al., 1998). O curso clinico da infeccao

pelo FIV tem sido descrito basicamente em trés estagios: agudo, subclinico e
1



terminal. Alteracdes hematoldgicas tais como linfopenia e anemia tém sido descritas,
porém nao sao bem caracterizadas (Linenberger et al.,, 1991). A patogenia da
doenca se caracteriza por grande replicacao viral, declinio de linfécitos T CD4+,
supressao viral e prolongado periodo assintomatico resultando em imunodeficiéncia
(Obert e Hoover, 2000).

Baseado na sequéncia de aminoacidos da capsula, o virus isolado foi definido
em A, B, C, D e E (Hohdatsu et al., 1998; Burkhard e Dean, 2003; Lara et al., 2008)
e, esses subtipos tém distribuicdo em varios continentes (Burkhard e Dean, 2003;
Lara et al., 2007). Enquanto ndo ha clara associacdo entre subtipos e doenca
clinica, ha evidéncias experimentais que isolados de FIV poderiam se manifestar de
diferentes formas (Burkhard e Dean, 2003).

Considerando a escassez de informagdes a respeito da infeccao pelo Virus
da imunodeficiéncia felina no Distrito Federal, e que o virus da imunodeficiéncia
felina acarreta uma doenca grave para os felinos domésticos, bem como os animais
acometidos servirem como um potencial modelo de estudo para a doenca humana
(AIDS), sendo mais susceptiveis a patogenias secundarias e zoonoses, fez-se a
investigagdo da ocorréncia da infeccdo nos gatos domésticos de diferentes
localidades no Distrito Federal, bem como a elaboragédo de um perfil laboratorial e

molecular dessas amostras.



REFERENCIAL TEORICO

Virus e subtipos

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um Retrovirus do género Lentivirus.
O nome retrovirus (retro) deriva da transcricdo reversa caracteristica observada em
todos os membros da familia Retroviridae. Considerando a importancia das doencas
humanas causadas por retroviroses — entre as mais conhecidas esta a
imunodeficiéncia adquirida humana (AIDS - HIV), diversas doengas em animais tem
sido alvo de intenso estudo tais como FIV. Outras retroviroses acometem diferente
espéecies: virus da anemia infecciosa equina, virus da imunodeficiéncia bovina e
virus da artrite-encefalite caprina (Norris et al., 2007). Essa familia é subdividida em
varios géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus, Lentivirus e Spumaretrovirus (ICTV — Internacional Committee on
Taxonomy of Viruses, 2011).

Descoberto em 1986 por Pedersen e colegas, o FIV, um retrovirus —
Lentivirus, é filogeneticamente mais distante do HIV que o Lentivirus primata
(Burkhand e Dean 2003), mas seu perfil estrutural protéico e transcriptase reversa
assemelham-se ao HIV e ao virus da imunodeficiéncia simia (SIV) (Hohdatsu et al.,
1998). Foi inicialmente isolado por Davis, Califérnia, por meio da utilizacdo de
linfécitos de sangue periférico. Estudos bioquimicos e estruturais da virologia
revelaram que o FIV é um retrovirus com morfologia particular, transcriptase reversa
dependente de Mg?* e organizagdo gendmica caracteristica de Lentivirus (Sauter e
Gasmi, 2001).

Existem trés pontos principais de similaridade entre o FIV e HIV: (1) a estreita
relacdo filogenética, que se traduz em morfologia, propriedades bioquimicas e
replicacdo semelhantes; (2), interagcao virus- hospedeiro similar, que é caracterizada
pela infeccao e deplecao progressiva de células T-auxiliares (CD4 +) da circulagao,
e (3) deterioracao progressiva do estado imunolégico levando a sindrome de doenca
infecciosa degenerativa (Kolenda-Roberts et al., 2008).

Infeccdes por FIV causam progressiva deterioragao do sistema imunitario nos
gatos domésticos, fato que mimetiza a doenca observada em humanos, o que leva a

maior susceptibilidade as infec¢des oportunistas (Burkhard e Dean, 2003; Weaver et
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al., 2004). O FIV acomete tanto espécies domésticas quanto selvagens, porém é
pouco estudado nos animais selvagens. ldentificagdo genética correlacionando
viruléncia, infectividade, patogenicidade e diferencas felinos - especificas sao
limitadas devido a escassez da completa sequiencia do genoma. (Pecon et al.,
2008).

Estudos baseados na diversidade genética da regiao V3-V5 do gene env
demonstram a ocorréncia de 5 subtipos - A, B, C, D e E . Subsequentes estudos
demonstraram a possibilidade de caracterizar a mesma classificagdo utilizando
sequencias de nucleotideos da regiao p17-p24 do gene gag, que apresenta taxa de
conservacao mais elevada que o gene env, e as mutagdes encontradas no gene env
fazem dele um candidato adequado para estudos filogenéticos (Lara et al., 2007).

O gene gag codifica proteinas estruturais para a formacao da particula viral
baseado na estrutura tridimensional das proteinas Gag. Tais caracteristicas
morfoldgicas tornam-se semelhantes entre os virus da familia Retroviridae. Devido
ao gene gag estar envolvido em varios passos no ciclo de vida do virus, e a proteina
codificada por ele levar a adaptacao a resposta imunitaria, o gene é de grande
interesse em perspectivas terapéuticas (Burkala e Poss, 2007).

Enquanto ndo haclara associacdo entre subtipos e doenca clinica, ha
evidéncias experimentais de que isolados de FIV tém diferentes tropismos celulares
e teciduais, diferentes patogenicidades e doencas clinicas (Burkhard e Dean, 20083).
Por outro lado, a extensdo da variagdo genética tem impacto direto sobre os
métodos diagndsticos baseados na reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR), cuja
utilizagdo tem aumentado muito e auxiliado no monitoramento dessas infec¢des
(Steinrigl e Klein, 2003).

Subtipos do virus “A” foram isolados na Califérnia, Australia e Europa; o
subtipo “B” foi encontrado no Japao, regidao central e leste dos EUA e Europa;
subtipo “C”, no Canada e Europa; o subtipo “D” foi somente encontrado no Japao; e
o subtipo “E” na Argentina e Japao. No Brasil um estudo em MG somente identificou
o subtipo “B”. Sendo assim os subtipos A e B sdo os mais frequentemente
identificados e estudos demonstram ainda a existéncia de subgrupos dentro do
subtipo B (Lara et al., 2007).



Populacao e epidemiologia

A prevaléncia da infecgdo por FIV tem diferengca marcante entre as diversas
populacées nos diferentes paises (Norris et al., 2007). Estudos epidemiol6gicos
mundiais mostram diferentes valores de prevaléncia, com taxas variando desde
2,5% até 44% (Lara et al., 2008). Contudo, quando se utilizam testes moleculares,
essa prevaléncia reduz para 2 a 4% da populacao mundial de gatos (Hayward et al.,
2010). Esta variabilidade na prevaléncia € atribuida a densidade populacional,
estado reprodutor, idade, género e condicées de moradia, em particular a freqtiéncia
de visitas a rua e disputas por reproducao (Norris et al., 2007).

Em um estudo no estado de Sao Paulo com 401 gatos domésticos foram
encontrados 11,7% positivos, sendo 75% desses machos, e em 83% dos casos 0s
animais apresentavam sinais de imunossupressdo. Um estudo no Rio Grande do Sul
demonstrou infeccdo em 37,5% em 40 animais doentes, ja no Rio de Janeiro um
estudo com 126 gatos doentes e sadios demonstrou 20,2% de prevaléncia sendo
que 3,7% desses casos ndo tinham sinal clinico (Lara et al., 2008). E provavel que a
maior diferenca nas prevaléncias entre as regides geograficas seria a dificuldade de
elaborar um critério de selecao de amostras (Norris et al., 2007).

Segundo Lara et al. (2008), a prevaléncia encontrada foi de 14,7 % de
positivos em 454 animais testados, coletados em 13 cidades do Brasil, 0 nimero de
animais doentes analisados separadamente era de 29,2%, uma prevaléncia alta
quando comparado ao grupo saudavel (7,3%). Nao foi observada prevaléncia de
infeccdo em relacdo ao género, porém € descrito que machos tém mais

predisposicao a infeccao devido a territorialidade e busca por comida.
Patogenia

O curso tipico da doencga se caracteriza por uma grande replicacao viral,
declinio de linfocitos T CD4+, supressao viral e prolongado periodo assintoméatico
resultando em imunodeficiéncia (Obert e Hoover, 2000). O periodo de laténcia
assintomatico é prolongado em alguns animais, podendo ocorrer por anos (Lara et
al, 2008). O processo mais importante ocorre no estagio agudo primario da infeccao,



que talvez influencie o curso subseqliiente da doenca. O declinio da relagcdo nos
linfécitos — T CD4+/CD8+ é evidente logo apds a infecgédo, o que é caracteristico nas
doencas imunodeficientes induzidas por Lentivirus (Beebe et al., 1994).

O FIV ‘in vivo” é observado em linfocitos T CD4+, mas também em linfécitos T
CD8+, linfécitos B e mondcitos circulantes. Esse tropismo ocorre, principalmente, por
meio de proteinas do envelope. Primariamente a patogenia se caracteriza por
progressiva incapacidade do sistema imunitario, com evidéncias de defeitos nos
linfécitos T-auxiliares e rapida deplecdo na contagem de células CD4+ (Sauter e
Gasmi, 2001).

Apés a fase aguda, observa-se uma reducdo nos niveis de RNA viral na
corrente sanguinea, indicando que houve supressao da replicacdo associada com a
transicdo para a fase clinica assintomatica da infeccao. A diminuicdo da expressao
viral nas células mononucleares do sangue periférico parece estar associada com o
avanco do estado da doenca e possivel progressdo acelerada da doenca (Diehl et
al., 1995).

A doenca em progressao esta associada também com o declinio do numero
de CD4+, e perda de células CD8+. Em estdgio avancado da doenca, ha aumento
do numero da atividade de células T e nota-se alteracao na producéo de citocinas,
como diminui¢cdo na producao de interleucina -2 (IL-2) e concomitante aumento na
producéao do fator de necrose tumoral a (TNF- a) (Holznagel et al., 1998).

Gatos experimentalmente infectados apresentam sinais como uma alteracao
respiratéria aguda transitoria seguida de recuperacao e um estagio assintomatico
extenso. O declinio de linfocitos € muito rapido durante o estagio agudo e continua
caindo lentamente durante o curso da doenca. Células infectadas sdo amplamente
distribuidas em varios 6rgaos linfides e nao linféides. Embora a maioria dos
linfécitos do sangue periférico sdo portadores do virus, células da linhagem de
mondcitos/macréfagos sao sitios de infeccdo predominantes de ambos FIV e HIV
nos tecidos, durante os estagios mais avancados da doenca. Cabe salientar que o
FIV, assim como HIV, sdo citotdéxicos para os linfécitos T, enquanto os macréfagos
sa0 pouco susceptiveis a estas citotoxicidades (Beebe et al., 1994).

Na infeccao pelo FIV, a apoptose ocorre devido a um mecanismo de selecao
negativa que talvez esteja associado com o comprometimento da reatividade de
células T, importante na patogénese da doenca. A morte celular ocorre por dois



mecanismos: necrose ou apoptose. Apoptose € um mecanismo fisiologico de morte
celular que ocorre em parte por processos de desenvolvimento e
imunomoduladores. Desta maneira, requer ativagao celular e iniciacao de sinteses
de proteinas e ativacdo de endonucleases enddgenas especificas (Bishop et al.,
1993).

O aumento da produgédo de TNF-a tem sido descrito por induzir a apoptose
em células cronicamente infectadas por FIV. Como no HIV, a doenca induzida pelo
FIV tem marcante perda de células T-auxiliar, teoricamente ocasionada pela
diminuicdo na produgdo, aumento da destruicio ou a combinagdo dos dois
mecanismos. Ja foi descrito que a infeccdo por FIV levaria a perda de células T-
auxiliares, e a co-infecgao por FeLV aumentaria esse efeito (Holznagel et al., 1998).

No trabalho “in vitro” de Holznagel et al. (1998), concluiu-se que o grau de
apoptose de linfécitos é um indicador para progressdao da doenca em infeccao
experimental por FIV. A marcacdo de apoptose permitiu uma melhor descricdo da
fase assintomatica, desde que a alteragao seja antes da diminuicdo da contagem de
células T-auxiliares, porém nao foi achado evidéncia de que o TNF—a e/ou a carga
viral estejam envolvidas significantemente na inducao da apoptose de linfécitos.

Sinais Clinico-patologicos

O curso clinico da infeccao pelo FIV tem sido descrito de diversas formas por
alguns autores, sendo que a descrigcdao pode ser baseada nas manifestacoes clinicas
ou concomitante com a patogenia. Trés estagios sao o0s mais aceitos como
demonstracao clinica: agudo, subclinico e terminal, porém autores descrevem mais
minuciosamente estas etapas.

Arjona et al. (2007), descreve o curso clinico do FIV dividido em cinco
estagios: estagio 1- caracterizado por sinais clinicos nao especificos (febre,
depressado, linfadenite); Estdagio 2 — pode durar de um a cinco anos e €
assintomatico; Estagio 3 — leva de meses a anos e também se caracteriza por sinais
clinicos nao especificos; Estagio 4 — complexo relacionado a AIDS (ARC) com
duracdo de varios meses a um ano, ocorre infeccdo secundarias (mas nao por

infecgbes oportunistas) e Estagio 5 — (FAIDS — sindrome da imunodeficiéncia



adquirida felina) dura varios meses, € caracterizada pelo inicio de infeccdes
oportunistas.

Outros autores como Sauter e Gasmi, (2001), descrevem quatro etapas:
estagio 1 - infeccdo primaria, associada com a sindrome da infeccao viral aguda,
incluindo linfoadenopatia generalizada, febre e neutropenia. Essa fase aguda é
seguida, em muitos casos, por um periodo de siléncio clinico de varios anos
referente a fase assintomatica (Estagio 2), em que o FIV pode ser detectado nas
células sanguineas mononucleares, plasma e saliva de animais infectados. A fase
assintomatica € seguida por um terceiro estagio, caracterizado por varios sinais
clinicos nao especificos, tais como pirexia, linfoadenopatia generalizada e
secundaria e infecgdes orais crbnicas. O quarto estagio corresponde a total
exaustdao e imunodeficiéncia, devido a rapida deplecao de células CD4+. Este
periodo desenvolvido em varios meses é resultado do surgimento de infec¢des
oportunistas, doencas neurolégicas e tumores de varias etiologias, o que leva o

animal rapidamente ao 6bito.

Hematologia e Bioquimica

Anormalidades hematol6gicas e citopenias de sangue periférico, tais como
anemia, neutropenia, linfopenia e trombocitopenia sao freqiientemente encontradas
em gatos com FIV, entretanto as causas que levam as citopenias de mudltiplas
linhagens ainda ndao sdo bem entendidas (Fujino et al., 2009). A dificuldade em
avaliar as consequéncias hematolégicas na infeccdo por FIV é devido a alta
prevaléncia de co-infeccoes, entre elas com FelLV (Shelton et al., 1990). Parece que
fatores associados com a imunodeficiéncia progressiva, como o aumento de carga
viral, infeccbes concomitantes e desnutricdo tenham um papel fundamental na
patogénese e nas anormalidades hematolégicas que surgem durante o estagio
sintomatico da infecgao (Linenberger et al., 1991).

Alteracdes hematoldgicas, tais como linfopenia e anemia, tém sido descritas,
porém nao sdao bem caracterizadas. Leucopenia € a caracteristica mais visivel nos
animais infectados por FIV, geralmente associada a linfopenia, devido a reduc¢édo no

namero de linfécitos CD4+, e a neutropenia também é comumente associada



(Shelton et al., 1990). Como o HIV, o FIV & um virus T linfotrépico e causa
progressivo declinio no numero de linfécitos T—auxiliares (Linenberger et al., 1991).

Retroviroses estdo associadas com uma variedade de anormalidades clinico
patolégicas nos gatos (Gleich e Hartmann, 2009). Outras alteragcdes observadas
incluem a trombocitopenia - queocorre por meio da destruicdo secundaria periférica
de plaguetas - e a anemia talvez em parte como reflexo do bloqueio inflamatério da
reutilizacdo de ferro. Desta maneira, assim como na AIDS, a qual 65% a 95% dos
pacientes infectados tém hematdcrito abaixo de 40%, animais com FIV
apresentariam a mesma caracteristica (Shelton et al., 1990).

Gleich e Hartmann (2009), verificaram em seu trabalho baixa frequiéncia de
desenvolvimento de anemia, porém neutropenia foi uma observacdo comum. Um
importante achado foi a prevaléncia de pouca linfopenia e alta concentracdo de
proteinas devido ao aumento de y-globulinas e a ativacdo de linfécitos B - com
subsequiente hipergamaglobulinemia - que ja tinham sido descritas por outros
autores e também em humanos com HIV.

O FIV leva a uma pequena perda na composi¢ao celular normal da medula
O0ssea. Alguns estudos que demonstram a infeccdo nas células do estroma da
medula éssea tém sugerido associacdo com neutropenia e alteracao da funcgao
hematopoiética normal. Estudos anteriores demonstraram 71% a 75% de alteracao
em alguma linhagem hematolégica em animais infectados por FIV (Fujino et al.,
2009). Entretanto, no estudo “in vitro” de Linenberger et al. (1991), com linhagens
celulares de nove animais assintomaticos, verificou-se que a freqiiéncia de fatores
de crescimento de coldnias nos animais infectados era equivalente a de animais néao
infectados.

Em animais naturalmente infectados, ha presenca de citopenias e morfologias
anormais na medula, que freqlentemente acompanham o estagio sintomatico da
infeccdo crénica, mas geralmente ndo sdo achados durante a fase assintomatica
que precede a doenca clinica por meses ou anos (Linenberger et al., 1991). Pouco
se sabe sobre a fase assintomatica da doenca. Parametros bioquimicos e
hematologicos tém sido avaliados em animais naturalmente infectados, no entanto
varios fatores como idade, condicdo de vida do animal e co-infec¢coes podem
contribuir para alteracdo dos parametros analisados (Hofmann-Lehmann et al.,
1997).



Alguns mecanismos multifatoriais de citopenias no sangue periférico devido
ao FIV tém sido propostos: 1- infeccao dos precursores hematopoiéticos e estroma
da medula éssea pode induzir alteracdes mielodisplasicas e causar hematopoiese
inefetiva; 2 — infeccdes das células do estroma da medula éssea podem alterar a
habilidade hematopoiética devido a inibicao do crescimento das células da medula
0ssea; 3 — imunomodulacao pelo FIV talvez causaria destruicdo imunomediada de
tanto das células infectadas como das nao infectadas, de acordo com o observado

no HIV (Fujino et al., 2009).

Transmissao

No ambiente natural, devido a lutas por territério, reproducdo e comida; as
mordidas sdo o0 modo mais efetivo de transmissdo do virus, e a alta prevaléncia é
observada em regibes onde os gatos tém acesso a rua. (Lara et al., 2008). Uma
grande quantidade do FIV na saliva de gatos infectados seria uma forma eficiente de
inoculacao, devido aos dentes caninos servirem como defesa do felino. Devido ao
fato do FIV estar presente em diferentes liquidos como sangue, plasma, soro, liquor
e saliva, a inoculacdo subcutanea ou intraperitoneal de produtos de sangue de gatos
infectados é uma rota potencial de infeccédo (Linenberg et al., 1991).

Como na infecgdo por HIV, a transmissao vertical do FIV pode ocorrer no
utero, no momento do parto e pds-natal, via leite. Sugere-se que o FIV esteja
seletivamente concentrado no colostro de gatas infectadas - apesar do baixo nivel
de provirus nas células do leite -, isso sugere que a glandula mamaria secrete
efetivamente virus no leite, o0 que parece ocorrer também no HIV. A marcante
diferenca entre as cargas virais presentes no plasma e no leite, sugere que o virus é
ativamente concentrado no inicio da lactacéo (Allison e Hoover, 2003).

No trabalho realizado por O’neil et al. (1995), gatas infectadas no primeiro
trimestre de gestagéo tiveram filhotes com maiores taxas de natimortos e de mortes
neonatais, do que aquelas infectadas mais proximas ao parto. As elevadas taxas de
natimortos e de morte neonatal, talvez sejam devido a alta carga viral materna

durante a organogénese fetal.
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Co-infeccoes

Gatos infectados com FIV apresentam varios sinais clinicos, dependendo de
qual agente oportunista esta presente. As co-infeccoes nao virais mais comumente
observadas nesses animais incluem: Chlamydophila spp. hemoplasmas e
Toxoplasma gondii (Mendes-de-Almeida et al., 2007), enquanto que as mais
freqUentes viroses felinas sao herpesvirus, calicivirus, coronavirus, parvovirus e o
virus da leucemia felina (FeLV). Herpesvirus e calicivirus sdo os maiores agentes
causadores de doencas do trato respiratério superior, assim como a Bordetella
bronchiseptica e Chlamydophila psittaci ((Hofmann-Lehmann et al., 1996, Binns et
al., 2000). Cytauxzoon felis é um parasita menos comum que pode co-infectar

felinos domésticos e selvagens portadores de FIV (Mendes-de-Almeida et al., 2007).

Virus da Leucemia Felina

Gatos sao susceptiveis a viroses de diferentes familias, e infeccdes
persistentes sdo freqlentemente causadas por virus da familia Retroviridae (Arjona
et al., 2007). O virus da leucemia felina e o FIV, sdo retroviroses que representam
duas das mais comuns e importantes infec¢cdes de gatos do mundo. Shelton et al.
1990, descrevem que cerca de 12% a 33% de animais infectados por FIV sejam co-
infectados por FelV. A soroprevaléncia de FIV no Canada tem indices maiores que
nos USA, apresentando 4,3 % e FelV 3,4%, (Little et al., 2010).

O virus de leucemia felina € um retrovirus exégeno de distribuicdo mundial e
esporadicamente infecta felinos selvagens. As manifestacdes associados ao virus
sao tipicamente divididos em doencas proliferativas ou degenerativas. Gatos
infectados por FIV tém quatro vezes mais probabilidade de se infectarem por FelV, e
a dupla infeccéo causa sinais clinicos mais severos que nos animais infectados por
apenas um tipo de virus (Arjona et al., 2007).

O controle da transmissao do virus é dificil devido a transmissao direta, o que
torna ambas infeccbes cronicas e sub-clinicas. A deteccao do virus pode ser
intermitente e a transmissao ocorre por meio de contatos intimos e prolongados, tal
como ocorre quando as gatas infectam os filhotes no Utero e por meio do leite
(Mendes-de-Almeida et al., 2007).
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A infeccao por FeLV pode resultar em diferentes desfechos, fazendo com que
gatos infectados sirvam como modelo de patogéneses de retroviroses. A maioria dos
gatos expostos ao FelLV desenvolvem uma infecgdo regressiva com viremia
transitéria ou indetectavel e uma resposta imune efetiva (Helfer-Hungerbuehler et al.,
2010). E comum o FeLV induzir a formacdo de neoplasias malignas nos gatos
infectados (Mendes-de-Almeida et al., 2007). A co-infecdo, em geral, leva a
imunossupressdo. 80% dos gatos experimentalmente infectados exibem
deterioracao progressiva da saude e eventualmente morrem. Entretanto, a principio,
somente o FelLV resulta em anemia e, em menor grau, leucopenia (Mari et al.,
2004).

Desordens hematoldgicas, particularmente citopenias devido a suspeita de
mielossupressao, sdo achados comuns em gatos infectados por FelLV. Desordens
hematoldégicas nao neoplasicas descritas no FelV incluem, sindrome
mielodisplasica; anemia aplasica (pancitopenia); neutropenias ciclicas, persistentes
ou transitérias; sindrome panleucopénica e anormalidades de plaquetas. Cerca de
10% das anemias associadas ao FelV sao regenerativas e causadas por hemdlise
imunomediada ou secundarias as infeccbes por hemoplasmas e o restante das
anemias relacionadas a FelV (90%) sao arregenerativas e causadas por
mielossupressao (Stltzer et al., 2010).

Segundo Mari et al. (2004), dentre todas as infeccbes oportunistas, a pior
seria a co-infeccao entre FIV e FelV, por ocasionar severa imunodeficiéncia. Gatos
com co-infeccao FIV/FelV tem progndstico desfavoravel, j& que os dois retrovirus
juntos infectam todas as linhagens de células hematopoiéticas e linféides, com
parcial tropismo sobreposto.

A consequiéncia fatal da infeccao por FelV ocorre devido a viremia, apés a
transmissdo horizontal, resultando em infeccdo permanente das células da medula
0ssea, entre outras. Entretanto, apds a fase inicial de replicacdo na medula 6ssea, a
maioria dos gatos € capaz de limitar a infeccdo produtiva de FelV (Suntz et al.,
2010).
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Hemoplasmas

Hemoplasmas sao bactérias pleomérficas Gram-negativas, que podem ter
formas de bastao, esféricas ou anelares, e podem ser visualizadas individualmente
ou em cadeias na superficie das hemacias. Os hemoplasmas sdo parasitas simples
com genoma pequeno que se replicam por ficgcao binaria (Macieira et al., 2008). Sao
organismos incapazes de cultivo relacionados aos Molicutes, antigamente descritos
como género Haemobartonella. Algumas vezes esses patdgenos bacterianos estao
algumas vezes presentes no sangue de mamiferos tais como gatos, ratos e caes
(Criado-Fornélio et al., 2003).

Gatos com acesso a rua tém mais risco de se infectar por hemoplasmas, isso
apoia a hipotese de que esses gatos teriam mais contato com agentes transmitidos
indiretamente por artropodes sugadores de sangue, tais como pulgas e carrapatos.
Os hemoplasmas sao organismos oportunistas e patdégenos potenciais, agentes
imunossupressivos e tém demonstrado influéncia clinica no curso da doenga viral
(Willi et al., 2005).

Trés espécies distintas tém sido descritas: ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’, M. haemofelis e ‘Candidatus M. turicensis’. A infeccdo pelo
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ ndo resulta usualmente em anemia
significativa, mas infecgbes experimentais pelo M. haemofelis causam severa
anemia hemolitica (Tasker et al., 2006). Identificar a espécie correta é de grande
interesse aos pesquisadores, uma vez que as diversas espécies possuem diferentes
patogenicidades.

Alguns estudos descrevem que os hemoplasmas podem atuar como co-
fatores, acelerando a taxa de progressao de retrovirus felinos. Assim, animais com
co-infecgdo talvez tenham mais tendéncia a desenvolver linfomas, leucemias e
imunodeficiéncias (Macieira et al., 2008). Por outro lado, tem sido demonstrado que
infeccbes em gatos imunossuprimidos com FIV e FelV —aumentam
consideralvelmente a possibilidade de invasao por hemoplasmas (Criado-Fornélio et
al., 2003). O efeito da infeccao por FIV na sindrome clinica observada na infecgao
com M. haemofelis seria influenciado pelo estagio e cepas de ambas as infec¢des
(Tasker et al., 2006).
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Toxoplasma gondii

De todos os patdgenos circulantes nas populacées de gatos domésticos, o
Toxoplasma gondii talvez seja o de maior importdncia em saude publica.
Toxoplasmose € uma das zoonoses mais freqlentemente relacionadas com a
presenca de gatos, que sao fontes comuns de oocistos no ambiente urbano
(Mendes-de-Almeida et al., 2007).

Toxoplasma gondii é um protozoario de mamiferos e aves, descrito inclusive
em animais marinhos e em mais de 300 espécies animais. Esse parasita tem ciclo
de vida complexo, que envolve relagcdo predador-presa e € mantido no solo em
ciclos envolvendo felinos, carnivoros, roedores e aves (Dabritz et al., 2007). Gatos
domésticos e outros felinos servem de hospedeiro definitivo para T. gondii e apenas
uma unica espécie de parasita € conhecida (Davidson e English, 1998). No intestino
dos felideos, o parasita desenvolve reproducdo sexuada resultando na producéo de
oocistos que sao eliminados no ambiente e desta maneira herbivoros, carnivoros
nao felideos e aves adquirem a infeccéao por ingestao acidental do oocisto no solo ou
agua, ou consumindo musculo infectado (Dabritz et al., 2007).

Felinos sdo geralmente assintomaticos, sendo que a maioria dos gatos sao
expostos apenas durante os 6 primeiros meses de vida, entretanto alguns animais
podem desenvolver sinais clinicos ndo especificos, incluindo febre, perda de peso,
dispnéia, polipneia, ictericia, desconforto abdominal, uveite e retinocoroidite. Pelo
fato da toxoplasmose ser amplamente disseminada entre os mamiferos, a deteccéo
de anticorpos € um importante indicio para identificar se os gatos tém tido contato
com o agente e se eliminam oocistos. Gatos normalmente preservam sua imunidade
e raramente eliminam oocistos, entretanto ha descricbes de gatos que eram
previamente soropositivos e que voltaram a eliminar oocistos (Mendes-de-Almeida et
al., 2007).

Embora a infeccdo por FIV seja responsavel por alteracdes irreversiveis no
sistema imunoldgico, tais alteragdes dependem da fase da infec¢do. Acredita-se que
a producdo de anticorpos contra antigenos T dependentes possa nao requerer

atividade completa das células T-auxiliar, as células-alvo do FIV. Nesse caso, é
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possivel admitir que, uma vez que as células B sejam ativadas, a producédo de
anticorpos anti-toxoplasma seja obtida (Lucas et al., 1998).

Retroviroses imunossupressoras (FIV e FelV) aumentariam a predisposicao a
toxoplasmose (Davidson e English, 1998). Acredita-se que a infeccdo humana pelo
HIV reative a infeccédo latente pelo Toxoplasma e o mesmo poderia ocorrer nos
felinos infectados pelo FIV. Considerando-se o gato como hospedeiro, no qual a
reativacao da infeccao pelo Toxoplasma pode resultar na eliminagcao de oocistos nas
fezes, haveria consequente aumento no risco de contaminacdo do meio ambiente e
propagacao da infeccao para seres humanos e outros animais domésticos (Lucas et
al., 1998).

D’amore et al. (1997) levantaram a hipétese de que gatos FIV positivos
apresentariam maior prevaléncia de anticorpos para T. gondii, do que animais FIV
negativos. Pressupde-se que gatos infectados com FIV induzem uma proliferacao
transitéria de bradizoitas encistados no tecido, o que levaria ao aumento da
producdo de anticorpos. Outra hipbdtese seria que gatos co-infetados teriam
anticorpos como ativacao policlonal ndo especifica de células B. A infeccao direta
dos linfécitos B pelo FIV levaria essas células a produzir anticorpos especificos
contra certos antigenos.

Foi demonstrado que a infeccdo com FIV em gatos com toxoplasmose
cronica pode levar a reativagdao do protozoario, mas esse ficaria incapaz de produzir
doencga clinica ou eliminagdo de oocistos no ambiente (D’amore et al.,, 1997). A
importancia da toxoplasmose na saude publica reside no fato de que essa zoonose
representa uma causa importante de alteracées neonatais, o que torna a infecgcéao
primaria na gestante e conseqlientemente a infec¢ao do feto por via transplacentaria
0 aspecto mais grave da toxoplasmose humana (Lucas et al., 1998).

Diagnéstico
Uma variedade de tipos de testes diagnésticos tem sido avaliada, incluindo
testes rapidos de triagem por antigenos e anticorpos, isolamento e deteccao do virus

no plasma, e reac6es de polimerizagdo em cadeia para detecgdo do DNA no sangue
(Pinches et al., 2007).
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O FIV é tipicamente diagnosticado por meio da deteccdo de anticorpos no
sangue periférico de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Falsos positivos
para FIV podem ocorrer em animais muito jovens, quando ainda ha anticorpos
maternos presentes, devido a reacdo cruzada, também em vacinagcdo com virus
inativado. Falso negativo pode ocorrer em gatos que nao tém anticorpos, como pode
ocorrer no intervalo de 2 a 4 meses até um ano p6s infeccado em estagios terminais
da infec¢do, ou em leucopenias (Arjona et al., 2007).

Alternativas ao diagnéstico sorolégico incluem isolamento viral e PCR. O
isolamento viral € considerado padrdo ouro para identificacdo do virus e € o método
de avaliacdo de outras técnicas. Entretanto, por ser um processo caro e demorado e
pelo fato do virus poder ser inativado durante o transporte, esta técnica nao é
utilizada na rotina (Levy et al., 2008).

Imunoensaios dos mais diferentes tipos sdo os mais utilizados na pratica.
Alguns testes oferecem a vantagem de rapidez e conveniéncia, entretanto
informacdes sobre sua eficacia é limitada e muitas vezes conflitante (Pinches et al.,
2007). Testes de sensibilidade e especificidade nos EUA demonstraram que ha
grande variacdo nos resultados dos testes comerciais, nos quais a sensibilidade
varia de 41 a 93%, e a especificidade de 44 -100% (Levy et al., 2008).

A técnica de reacao de polimerizacao em cadeia (PCR) tem se demonstrado
sensivel e especifica na deteccao de animais infectados por FIV. A técnica de PCR,
como técnica de deteccgao viral, vem sendo empregada extensivamente na medicina
humana, e com menor intensidade, devido ao custo e outras restricbes de carater
pratico, no diagnéstico veterinario (Caldas et al., 2000). Porém, o diagndstico
molecular como reacao de polimerizacdo em cadeia esta se tornando muito popular
devido a suas vantagens em relagcao aos métodos sorolégicos (Arjona et al., 2007).

Animais vacinados respondem a imunizacao pela produ¢édo de anticorpos que
sao indistinguiveis daqueles produzidos durante a infecgcdo natural quando se
utilizam ELISA, Western blotting e IFA, sendo que esses anticorpos também séo
transferidos aos filhotes. Assim testes de avaliagdo sorolégica sao incapazes de
distinguir gatos vacinados, daqueles infectados por FIV e daqueles que sdo ambos
vacinados e infectados (Levy et al., 2008).

A importancia da utilizacao da técnica de PCR em medicina veterinaria pode
ser associada a situacdes especificas em que nao seja possivel detectar anticorpos
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induzidos pela infeccdo. Com relacdo ao FIV, ja foi demonstrado que animais
soronegativos podem reagir positivamente a deteccdo do DNA proviral (Caldas et
al., 2000).

A deteccao do provirus em células monociticas de sangue periférico permite
identificar o virus independente da presenca de anticorpos ou viremia. A técnica de
PCR é extremamente sensivel e o0 método permite teoricamente a deteccao de uma
tinica molécula em um total de 10° células (Ajorna et al., 2007).

Cabe salientar que duas reacoes de PCR, com oligonucleotideos externos e
internos (denominada nested PCR), sdo capazes de detectar um nimero maior de
animais portadores do FIV. Como descrito na literatura, a nested PCR é uma técnica
qualitativamente e quantitativamente superior a PCR simples. H& ganhos quanto a
especificidade e quantidade de material amplificado (Caldas et al., 2000).

Diagnésticos precisos de FIV e FelLV sédo importantes para ambas as
retroviroses, a fim de identificar gatos infectados e controlar a infecgcdo e de sua

transmissdo (Pinches et al., 2007).

Tratamento

O FIV tem sido tratado de varias formas e com eficacia variada. Os principais
agentes avaliados durante 20 anos incluiam: interferons (IFNs), outros
imunomoduladores e agentes antiretrovirais, isolados ou em combinacéo. No que diz
respeito ao uso de IFNs em gatos infectados com FIV e FelV, alguns estudos
demonstram encorajamento e, algumas vezes, efeitos terapéuticos dramaticos em
gatos sintomaticos bem como assintomaticos. Entretanto estudos mais recentes
falharam em confirmar prévias descricoes. As diferencas podem ser atribuidas, pelo
menos em parte, a diferentes planejamentos de estudos, relativo aos IFNs, espécie
de origem, preparagao de purificacao, tipos de tratamento, dosagem, horario, bem

como idade e estagio patologico (Mari et al., 2004).
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OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos:

- Definir a ocorréncia natural da infeccao por FIV em gatos domésticos de
diferentes localiza¢des do Distrito Federal;

- Verificar a ocorréncia das principais co-infec¢cées nos gatos com FIV;

- Avaliar o padrdao hematoldgico dos animais com FIV e co-infecces;

- Definir os subtipos genéticos de FIV nos locais estudados.
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CAPITULO I

ESTUDO DA AVALIACAO LABORATORIAL E OCORRENCIA DA
INFECCAO PELO ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA FELINA E CO-INFECCOES
EM FELINOS DOMESTICOS DO DISTRITO FEDERAL.

INTRODUCAO

Desde a descoberta do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV -1),
houve a necessidade urgente de um modelo animal para o estudo da patogénese e
infeccao desse virus (Sielbelink et al., 1990). Nos gatos domésticos (Felis catus), a
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) resulta em uma doenca
progressiva e, consequentemente, similar ao HIV e, desta maneira, o FIV serve
como modelo genético comparativo para o HIV (Pecon-Slattery et al., 2008).

O FIV é um retrovirus, da subfamilia Lentiviridae, associado a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida em gatos. Gatos com FIV podem permanecer
assintomaticos por longos periodos de tempo (Fujino et al., 2009) e apresentam
manifestagdes viroldgicas, bioldgicas, clinicas e hematolbgicas similares as da AIDS.
Contudo, a patogénese que leva a anemia e neutropenia, que ocorre em 20 a 40%
dos animais, € ainda desconhecida (Linenberger et al., 1991).

O marcador da infeccao € a redugcao progressiva no numero de linfécitos

CD4+ circulantes, que por fim resulta em danos imunolégicos, similares aquele da
26



AIDS (Teixeira et al., 2010). Devido a severa imunodeficiéncia; infeccoes
oportunistas, complicacées malignas e desnutricdo estdo associadas ao FIV, o que
dificulta a caracterizacado do efeito direto da infeccao do Lentivirus na hematopoiese
(Linenberger et al., 1991).

A soroprevaléncia de animais positivos varia de 1% a 30% em animais
domésticos (Murphy et al.,, 1999). O FIV tem sido classificado em cinco subtipos
(A,B,C,D e E) e cepas recombinantes (Teixeira et al., 2010). Varios testes
diagnésticos para FIV tém sido utilizados e comparados, tais como ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) — no qual reacbes falso-positivas podem ocorrer,
porém o isolamento viral ou reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) podem
confirmar o diagnéstico (Vier e Lappin, 2010).

Os objetivos deste estudo foram: avaliar a ocorréncia do FIV e as alteragdes
hematoldgicas e bioquimicas de gatos naturalmente infectados de trés localidades
de Brasilia, Distrito Federal; identificar os subtipos virais que acometem os gatos
nesta regido e verificar a ocorréncia de co-infeccdo de FIV com outros agentes
infecciosos felinos como: virus da leucemia felina (FelV), hemoplasma e Toxoplasma

gondii.
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MATERIAIS E METODOS

Foram colhidas 200 amostras de sangue de gatos domésticos oriundos de
trés diferentes locais:

J | - constituido por 84 animais, residentes na area da Fercal, regiao
periurbana de Brasilia, abordados em suas residéncias;

o Il - composto de 42 animais pertencentes a um abrigo de animais na
regidao de Valparaiso-DF, Brasilia;

o [l - composto 74 animais atendidos no Hospital Veterinario de
Pequenos Animais da Universidade de Brasilia.

Os animais foram escolhidos aleatoriamente, sendo de qualquer idade, raca
ou sexo, apresentando ou nao sintomatologia de qualquer doenca.

Este estudo teve aprovacao do Comité de ética no uso animal, CEUA — UNB.

1- Colheita de sangue e analise hematoldgica

Foram colhidas amostras sanguineas de todos os animais por meio de
puncao da veia cefalica ou jugular e acondicionadas em tubos com e sem EDTA
(4cido etilenodiamino tetra-acético), para realizagdo do hemograma e testes
bioquimicos, a fim de avaliar as proteinas séricas e fracoes.

No laboratério de Patologia Clinica do Hospital de Pequenos Animais da
Universidade de Brasilia (Hospital Veterinario - UnB), todas as amostras com EDTA
foram processadas imediatamente para a realizagdo de hemogramas. Com o auxilio
de um contador semi-automatico de células para uso veterinario (ABC Vet - Horiba
ABX diagnostics) foi determinado o numero total de hemacias e leucdcitos e a
concentracdo de hemoglobina. O volume corpuscular médio (VCM) e concentracao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram determinadas por céalculo padréo.
O hematdcrito (VG) foi determinado pela técnica do micro-hematécrito. As proteinas
plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio do refratémetro. Foram
preparados esfregacos de sangue total e corados com panético para a realizacao do
diferencial leucocitario, observacao morfoldgica das células sanglineas e pesquisa
de hemoparasitas. As plaquetas foram diluidas em solucdo de Brecher (oxalato de

amodnio a 1%) e a contagem foi realizada em camara de Neubauer improved®.
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2 - Analise Bioquimica

Para avaliacdo do perfil protéico dos animais, foram colhidas amostras
sanguineas e acondicionadas em tubos sem anticoagulante. Destas amostras foram
obtidos soro sanguineo, que foi utilizado para a determinacdo das concentracdes
séricas das proteinas totais (PT), aloumina e globulinas.

Foram utilizados kits bioquimicos especificos (Labtest ®), seguindo
recomendagdes do fabricante e a leitura foi realizada em um analisador bioquimico
semi-automatico (Bio2000 — Bioplus).

Também foi realizada eletroforese, para diferenciacdo das fracdes de
proteinas, por meio de filme de kit comercial — Celmgel (CELM), em aparelho de
eletroforese — FEA 250, da mesma marca.

3 - Extracao do DNA

Apés realizagdo do hemograma, o restante das amostras com EDTA foi
congelada para posterior extracdo do DNA e realizacao da reacao de polimerizacao
em cadeia (PCR). O DNA foi extraido, no laboratério de Microbiologia e Patologia
Molecular (MPM), com a utilizagdo de kits comerciais (QlAamp DNA blood mini kit —
Qiagen e lllustra blood genomicPrep Mini Spin Kit — GE Healthcare), seguindo-se as
recomendagdes dos fabricantes. As amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o
momento da realizacao da PCR.

3.1-PCR

Todas as reacdes foram realizadas no Laboratério de Microbiologia e
Patologia Molecular (MPM) da UnB. Foi utilizada agua como controle negativo para
verificar se houve a contaminacdo de qualquer reagente, assim como o sangue de
gato susceptivel e nao infectado, para verificar a especificidade da reacédo; como
controle positivo foi utilizado produtos de PCR positivos para o FIV, sendo que os
animais positivos, também foram testados para as co-infecgcdes (hemoplasma,
Toxoplasma gondii e virus da leucemia felina). As sequéncias de oligonucleotideos

utilizados neste estudo podem ser verificadas na tabelai.
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Todas as reacbes foram realizadas no mesmo termociclador (My Cycler,
Thermal Cicler-Biorad®).

Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para PCR.

Primer Sequéncia Reacao Gene Referéncia

A2 AATATGACTGTATCTACTGC FIV — externo Gag Hondatsu et al.1998

S2 TTTTCTTCTAGAGTACTTTCTGG  FIV — externo Gag Hondatsu et al.1999

NS TATTCAAACAGTAAATGGAG FIV — interno Gag Hondatsu et al.2000

NA CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT FIV — interno Gag Hondatsu et al.2001

B1F GGAACTGCATCCGTTGATGAG Toxoplasma gondii B1 Burg et al. 1989

BI R TCTTAAAAGCGTTCGTGGTC Toxoplasma gondii B2 Burg et al. 1989

HBT-F ATACGGCCCATATCCCTACG Mycoplasma sp 16 S Criado-Fornélio et al. 2003
HBT-R TCGCTCCACCACTTGTTCA Mycoplasma sp 16 S Criado-Fornélio et al. 2003
PCR-S AGCTACTGCAGTGGTGYCATTTC FeLV Regiao LTR, por¢do 3 Cedido- UNESP, Botucatu
GRI GACCAGTGATCAAGGGTGAG FelLV Regiao LTR, por¢do 4 Cedido- UNESP, Botucatu
GAPDHF CCTTCATTGACCTCAACTACAT  Inibidores da PCR GAPDH

GAPDHR CCAAAGTTGTCATGGATGACC Inibidores da PCR  GAPDH

3.2 - Identificacao das amostras positivas para FIV

Para identificacdo de sequéncias especificas do gene Gag do FIV, foram

utilizados 4 pares de oligonucleotideos, (descritos por Hondatsu et al., 1998). As

duas reacdes eram compostas por: 1X tampao de PCR, 10 ng de DNA, 2 mM MgCl,,

0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 uM de cada oligonucleotideos e 0,8 U de Taq

DNA polimerase resultando em um volume final de 25uL. As condi¢cées de

amplificagdo para ambas foram: desnaturagéao inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos

de 50 ciclos: 95°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos

e extensao final a 72°C por 5 minutos. Produtos da PCR foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etidio e visualizados

sob luz ultravioleta resultando em um produto de 329pb nos animais positivos.

3.3 - Identificacao de co-infeccao dos animais positivos para FIV,

Toxoplasma gondii, virus da imunodeficiéncia felina e Hemoplasma

Todas as amostras positivas para FIV, foram submetidas a analise por meio

da PCR para diagnosticar possiveis co-infeccdées com outros hemoparasitas.
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3.3.1 - Toxoplasma gondii

Para verificar a ocorréncia de co-infeccdo com Toxoplasma gondii foram
utilizados os oligonucleotideos B1F e B1R que anelam no gene B1 resultando em
um produto de 194 pb (Burg et al., 1989). Foram adicionados os seguintes
componentes na mistura de PCR: 1X tampéao de PCR, 10 ng de DNA, 2 mM MgCly,
0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 uM de cada oligonucleotideo e 0,8 U de Taq
DNA polimerase resultando em um volume final de 25uL. Os ciclos de amplificacéo
foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de amplificacdo
(desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensao
a 72°C por 45 segundos) e extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de
PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio,
sendo fotografados em transluminador sob luz UV.

3.3.2 - FelV

Para verificar a ocorréncia de co-infeccdo com FelV foram utilizados os
oligonucleotideos PCR-S e GR1 que anelam na regiao LTR, por¢do U3, resultando
em um produto de 927 pb (oligonucleotideos cedido — UNESP Botucatu). Foram
adicionados os seguintes componentes na mistura de PCR: 1X tampao de PCR, 10
ng de DNA, 2 mM MgCl;, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 yM de cada
oligonucleotideo e 0,8 U de Tag DNA polimerase resultando em um volume final de
25uL. Os ciclos de amplificagao foram: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, 30
ciclos de amplificacdo (desnaturagédo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 64°C por
30 segundos [Touchdown], extensao a 72°C por 90 segundos) e extensao final a
94°C por 10 minutos. O produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a
1,5% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador sob luz
uVv.
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3.3.3 - Hemoplasma

Para verificar a ocorréncia de co-infeccdo com hemoplasma (‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’, M. haemofelis e ‘Candidatus M. turicensis’.) foram
utilizados os oligonucleotideos HBT-F e HBT-R que anelam no gene 16S RNA
resultando em um produto de 600 pb (Criado-Fornelio et al., 2003). Foram
adicionados os seguintes componentes na mistura de PCR: 1X tampao de PCR, 10
ng de DNA, 2 mM MgCly,, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 uyM de cada
oligonucleotideo e 0,8 U de Tag DNA polimerase resultando em um volume final de
25uL. Os ciclos de amplificacdo foram: desnaturagéo inicial a 94°C por 10 minutos,
30 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
564 °C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos) e extensao final a 72°C
por 10 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador sob luz UV.

3.4 - Avaliacao da qualidade do DNA das amostras utilizadas

Para verificar a qualidade das amostras de DNA utilizadas, foi realizado uma
PCR para detectar a presenca de inibidores da PCR em amostras de DNA que
apresentaram resultados negativos na PCR. As amostras negativas na PCR foram
submetidas a uma segunda reacéo, utilizando oligonucleotideos especificos para o
gene da enzima GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). Foram adicionados
0s seguintes componentes na mistura de PCR: 10pmol de cada oligonucleotideo, 1X
tampao da Taq polimerase (Invitrogen®), 5mM MgCl,, 0,2ul de dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 0,8U de Taq platinum DNA polymerase e 2,0ul do DNA da amostra,
em um volume total de 25ul. Os ciclos de amplificacdo foram: desnaturagéo inicial a
95°C por 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 52°C por 1 minuto, extensdao a 72°C por 1 minuto) e
extensao final a 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados em gel
de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em

transluminador sob luz UV.
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4 - Definicao de subtipos virais

Todas as amostras que obtiveram resultados positivos para a PCR foram
clonadas.

4.1 - Eluicao das bandas e ligacao do inserto ao vetor

Com o intuito de isolar o fragmento de DNA, foi realizado o isolamento das
bandas em gel de agarose 1,5%, com tamanho especifico para o FIV (329bp). Os
produtos amplificados na PCR e submetidos a eletroforese em gel de agarose foram
eluidos utilizando-se KIT comercial - Wizard SV gel and PCR clean-up System
(Promega), seguindo protocolo do fabricante.

Para as reacbes de ligacdo do fragmento de DNA obtidas no item anterior,
utilizou-se o Kit de clonagem pGEM-T Easy Vector System | (Promega), seguindo o

protocolo recomendado pelo fabricante.

4.2 - Transformacao das células

Para a realizagao deste procedimento, fez-se o0 uso de células E.coli cepa p-
300 (doadas pela Universidade Catodlica de Brasilia). As condicdes de eletroporacao
foram: 25uF, resisténcia minima de 200Q2 e maxima de 700€, voltagem de 1.80 KV.
A reacao foi executada em eletroporador Bio-Rad Gene Pulser Il. No fluxo foram
aliquotadas 1l da reacao obtida da ligagcdo com o vetor e homogeneizadas em 50ul
de células competentes, apds isso a reacao foi colocada em uma cuveta e acoplada
no eletroporador. Em seguida foi adicionado 1ml de meio LB (Luria-Bertani),
homogeneizadas vagarosamente, e levadas a centrifuga, depois de formado o
pellet, foram removidos 800ul do meio e o pellet ressuspendido em 200pl.

4.3 - Plaqueamento e selecao de coldnias

Placas com meio LB, foram pré preparadas com IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside 200mg/ml) e X-gal (bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside

20mg/ml). Os 200pl de células com meio foram distribuidas sobre a placa utilizando
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alca de Drigalski, e colocadas para crescer por 12 horas em estufa a 37°C. Para
cada amostra foram escolhidas 3 ou 4 colbnias brancas para replicacdo. Em
seguida, elas foram isoladas em meio LB liquido e levadas ao “termo-shaker” por 12
horas a 37°C. Em seguida foi realizado a PCR especifica (oligonucleotideos SP6 e
T7) com o plasmideo, para garantir que possuiam os insertos desejados nas
colénias escolhidas.

4.4 - Isolamento dos plasmideos — Miniprep

Para a extracdo de DNA das células transformadas, foi realizada a purificacao
por meio de Kit comercial - Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System
(Promega), segundo orientacdo do fabricante e em seguida as amostras foram
armazenadas a -20°C

5 - Seqlienciamento e confirmacao da espécie

Para o sequenciamente foi realizada reacdo para marcacdo de bases com
fluoréforo, através de Big Dye Terminator Sequecing Kit (Applied Biosystems) e
sequenciador (ABI 3130XI — Applied Biosystems). O resultado foi analisado por meio

de um programa de analises MEGA 5.0 (http://www.megasoftware.net/), e também

de bibliotecas eletrénicas BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel em

http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/ .

6 - Analise Estatistica

Para anadlise estatistica, as amostras foram separadas em animais positivos e
negativos para a infeccao pelo FIV, sem distincdo de localidade, e em uma segunda
analise esses grupos foram separados de acordo com as localidades (Hospital
veterinario, abrigo de animais e Fercal).

As variaveis: VG, numero de hemécias, VCM, CHCM, numero de
leucécitos, bastonetes,  segmentados, linfécitos, = mondcitos,  eosindfilos,

basdfilos, PPT e namero de plaquetas foram comparadas,
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nos diferentes grupos (positivos e negativos e localidades), por meio do SAS,
utilizando-se o Ducan lines, com intervalo de confianca de 95%.
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RESULTADOS
A figura 1 apresenta produtos no tamanho de 329 pb, conforme o local de

anelamento destes oligonucleotideos no gene gag do FIV, segundo Hondatsu et al.
(1998).

329 bp

Figura 1. Resultado da PCR para FIV, utilizando os oligonucleotideos A2, N2, NS e NA. Legenda: 1-
marcador de peso molecular (100pb ,Invitrogen ®); 2 e 3 — animais positivos, 4 a 6 animais negativos, 7
controle negativo e 8: controle positivo. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com brometo de etideo a 0,01%
(p/v).

Na PCR foram identificados 4 animais positivos para FIV nas trés regides do
Distrito Federal, representando uma ocorréncia de 2%.

Os resultados dos animais positivos e negativos separados por localidades
estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. - Numero total e porcentagem de animais positivos e negativos para
virus da imunodeficiéncia felina na regido da Fercal, Hospital Veterinario (HVET -
FAV/UnB) e abrigo de animais.

Positivos Negativos
Numero /Total %  Numero / Total %
FERCAL 0/84 0 84/84 100
HVET 2/74 2,7 72/74 93,3
ABRIGO 2/64 3,2 62/64 96,8
Total 4/200 2 196/200 98

Na PCR para diagnéstico de co-infec¢do com Toxoplasma gondii, utilizando
os oligonucleotideo segundo Burg et al., (1989), deveriam ser observados produtos
no tamanho de 194 pb, conforme o local de anelamento destes oligonucleotideos no
gene B1 (Figura 2), porém nenhum animal foi positivo para essa técnica.

194 b

Figura 2. Resultado da PCR para Toxoplasma gondii, utilizando os oligonucleotideos BIR e BIF.
Legenda: 1- marcador de peso molecular (100pb ,Invitrogen ®); 2 - controle positivo, 3 a 7 — animais
negativos e 8 - controle negativo. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com brometo de etideo a 0,01% (p/v).
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Na PCR para diagnéstico de co-infeccdo com hemoplasma, utilizando os
oligonucleotideos segundo Criado-Fornelio et al.,, (2003), foram observados
produtos no tamanho de 600 pb, conforme o local de anelamento destes

oligonucleotideos no gene 16S RNA (Figura 3).

600 b

Figura 3. Resultado da PCR para Mycoplasma sp. utilizando os oligonucleotideos HBT-F e HBT-R.
Legenda: 1- marcador de peso molecular (100pb ,Invitrogen ®); 2 - controle negativo, 3 e 6 — animais
positivos, 4,5 e 7 — animais negativos e 8 - controle positivo. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com brometo
de etideo a 0,01% (p/v).
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Na PCR para diagnéstico de co-infeccdo com FelV, foram observados

produtos no tamanho de 927 pb, conforme o local de anelamento destes

oligonucleotideos na regiao LTR, por¢cao U3 (Figura 4).

927 bp

Figura 4. Resultado da PCR para FelV, utilizando os oligonucleotideos PCR-S e GR-1. Legenda: 1-
marcador de peso molecular (100pb ,Invitrogen ®); 2 - controle negativo, 3 e 6 - animais positivos, 4,5 e
7 — animal negativo e 8 - controle positivo. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com brometo de etideo a 0,01%

(p/v).

As co-infecgbes observadas nos animais positivos para o FIV estdo

apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Co-infecgdo dos animais positivos para FIV

Co- infeccoes Numero/Total %

Toxoplasma gondii 0/4 0%
Hemoplasma 4/4 100%
Virus da leucemia felina 1/4 75%
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Todas as amostras negativas para FIV que foram testadas com os
oligonucleotideos GAPDH-F e GAPDH-R amplificam uma parte do gene da enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e apresentaram uma banda de 400 pb
indicando éxito nas extragées de DNA (figura 5).

400 b

Figura 5. Resultado da PCR para GAPDH, utilizando os oligonucleotideos R e F. Legenda: 1- marcador
de peso molecular (100pb ,Invitrogen ®); 2 a 8 — animais positivos. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com
brometo de etideo a 0,01% (p/v).

Os resultados das analises estatisticas dos hemogramas e analises
bioquimicas dos animais negativos e positivos estao apresentados na tabela 3.

Os resultados das andlises estatisticas dos hemogramas e analises
bioquimicas dos animais infectados com FIV e com as duas retroviroses FIV e FelV
estdo apresentados na tabela 4, bem como os resultados para hemogramas dos
animais com co-infecgdo para hemoplasma, uma vez que todos animais positivos
para FIV possuiam essa co-infeccao.

Os resultados dos hemogramas completos e andlises bioquimicas dos
animais positivos e negativos para todas localidades do Distrito Federal se

encontram na tabela 5.
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Os resultados dos hemogramas completos e analises bioquimicas dos
animais positivos separados por localidade, com finalidade de verificar alteracdes

significantes (p-0,05), estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 3. Resultado estatistico final para as analises hematologicas e
bioquimicas nas trés regides do Distrito Federal.

POSXNEG Média R2 ff;‘f;ggg palores e Grupo Local MUPO X
VG (%) 29,15 0,11 27,17 24-45' NS NS
Hemacias (x10%/uL) 7,47 0,25 28,51 5,00-10,00' NS NS
Hemoglobina (g/dL) 10,94 0,27 27,44 8,00-15,00" NS NS
VCM (fl) 40,65 0,22 19,72 39,00-55,00' * NS
CHCM (%) 37,51 0,2 15,67 30,00-36,00' NS NS
€  Plaquetas (x10%uL) 328594 0,04 48,69  150000-500000' NS NS NS
S PPT(gdL) 7,2 0,39 11,36 6,0-8,0' * *
2 Leucéeitos (X107 pl) 14464 0,32 50,02 5500-19500' * NS
£ Bastonetes (/ L) 38 0,15 356 0-300' NS NS NS
Neutréfilos (X10% uL) 9558 0,13 75 2500-12500' * NS
Linfécitos(X10% pL) 3701 0,16 73,95 1500-7000 NS NS
Eosinéfilos (X10%/puL) 1182 0,28 91,12 0-1500' NS NS
Monécitos(X10%/ uL) 321 0,017 141 0-850' NS NS NS
Basofilos (X10%/uL) 17 0,03 376,24 Raros' NS * NS
g PT sérica (g/dL) 7,73 0,05 13,49 5,4-7,1 NS #
3 Albumina (g/dL) 1,98 0,16 21,58 2,6-3,3 NS #
(=]
@ Globulina (g/dL) 5,75 0,14 18,58 2,7-4,4° NS #

Onde p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***, POSXNEG -POSITIVOS X NEGATIVOS , N&o Significativos
(NS), Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média(CHCM), PPT (Proteinas Plasmaticas Totais), Proteinas totais (PT sérica) e # ndo avaliados. Valores de
Referéncia: Fonte: Jain, 1993 e Kaneko, 19972
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Tabela 4. Analises hematolégicas e bioquimicas de cada animal infectado por
FIV e co-infecgcoes com FelV e hemoplasma estudadas no DF.

Gato 1 Gato 2 Gato 3 Gatol 4
FIV + FIV + FelV+ FIV +FelV+ FIV + FelV +
hemoplasma hemoplasma hemoplasma hemoplasma
VG 19 18 36 33
Hemacias 2,94 3,16 8,33 7,68
hemoglobinas 4,90 5,90 15,10 13,00
PPT 8,00 9,00 8,80 7,60
Leucécitos 4900 5200 9700 8800
Mondcitos 539 104 194 0
Linfocitos 1568 312 1261 4400
Eosindfilos 196 0 1485 352
Segmentados 2597 4784 7760 3960
Basdfilo 0 0 0 0
Bastonetes 0 0 0 0
Plaquetas 150000 100000 442000 470000
VCM 64,63 56,96 43,22 42,97
CHCM 25,79 32,78 41,94 39,39

Tabela 5. Valores médios e desvio padrdao dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos séricos nos gatos positivos e negativos para a infeccao por FIV em
todas as localidades do Distrito Federal.

Parametro POSITIVOS NEGATIVOS ‘r’:f'gr'::c‘:':
VG (%) 26,549,32° 29,248,25° 24-45'
Hemacias (x10%uL) 5,52+2,8° 7,51£2,41% 5,00-10,00"
Hemoglobina (g/dL) 9,72%5,08 10,963,432 8,00-15,00'
VCM (1) 40,422+10,68 51,9448,8° 39,00-55,00
CHCM (%) 34,9747 24 37,5646,53¢ 30,00-36,00"
e Plaquetas (x10%/uL) 200500%+192529  329414:162214®  150000-500000'
g PPT (g/dL) 8,35+0,66° 7,17+1,04 i 6,0-8,0'
2 Leucécitos (X10% pL) 7,152,452 14,6148,72 5,50-19,50"
T Bastonetes (/ L) 0+0° 0,03£0,13¢ 0-0,30"
Neutrofilos (X10% L) 4,77+2,18¢ 9,66+6,89° 2,50-12,50'
Linfocitos(X10% pL) 1,88+1,75% 3,74+3,01% 1,50-7,00"
Eosinéfilos (X10% uL) 0,250,202 1,201,278 0-1,50"
Mondcitos(X10%/ uL) 0,20+0,232 0,32+0,452 0-0,85'
Basofilos (X10%/uL) 0402 0,01+0,062 Raros'
g PT sérica (g/dL) 810,422 7,73+1,032 5,4-7,1%
§- 8 Albumina (g/dL) 1,990,148 1,9840,46" 2,6-3,3°
[ Globulina (g/dL) 6,01+0,282 5,74+1,142 2,7-4,4°

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de
Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média(CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), PPT (Proteina Plasmatica Total) e Proteina
total (PT sérica). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993 e Kaneko, 19972
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Tabela 6. Valores médios e desvio padrdao dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos séricos nos gatos infectados por FIV nas trés diferentes localidades do

Distrito Federal.

X . Valores de
Parametro Hvet Fercal Abrigo referéncia
VG (%) 25.94+10,872 30,0315,4D 33,04+5,26° 24-45'
b
Hemécias (x10%uL) 5,95+2,632 8,0941,7 8,9+1,7° 5,00-10,00'
b
Hemoglobina (g/dL) 8,733,722 1,712,4 13,27+2,44° 8,00-15,00
b a
VCM (fl) 45,74+11,732 37,58746,34 37,8316,02¢ 39,00-55,00'
b b
CHCM (%) 33,774,242 39,33744,55 40,47£7,18 30,00-36,00'
b Plaquetas (x10%/uL 295217+191068° 346570%+161246 349619+11562°  150000-500000'
E o
S PPT (g/dL) 6,680,952 7,06£073° 8,3710,8 6,0-8,0'
b
g Leucocitos(X10%pL) 9,88+6,432 14,37+46,59 22,71+9,95° 5,50-19,50'
[}] a a
T Bastonetes (/ uL) 0,05+0,132 0,03%0,16% 0,01+0,04% 0-0,30"
a b
Neutréfilos(X10%/uL) 8,055,972 8,3044,76° 14,7048,66 2,50-12,50'
b
Linfécitos(X10%/ pL) 2,302,092 4,10£2,66 5,35+3,78° 1,50-7,00'
Eosindfilos(X10%/pL) 0,390,592 1,43+1,034° 2,07+1,70° 0-1,50'
Monécitos(X10%/ pL) 0,300,532 0,370,43° 0,240,332 0-0,85'
Baséfilos (X10%/uL) 0,007+0,022 0,01£0,05 0,0320,11° Raros'
8 PT sérica (g/dL) # 7,52+1,112 8,08+0,91° 5,4-7,12
£
§ Albumina (g/dL) # 2,120,472 1,73+0,33° 2,6-3,3
2
Globulina (g/dL) # 5,42+1,12 6,35+1,01° 2,7-4.42

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de
Duncan do SAS. # ndo avaliados, Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média(CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), PPT (Proteina Plasmatica
Total) e Proteina total (PT sérica). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993 e Kaneko, 19977

Os resultados para a eletroforese de proteina se apresentam na tabela 7.

Para confirmar a especificidade da reacédo, bem como verificar os possiveis
subtipos virais dos quatro animais positivos, foram realizadas clonagens dos
produtos de PCR e sequénciamento genético. As sequéncias de bases obtidas
foram comparadas com aquelas de outros genes no Genbank utilizando-se o
programa BLAST Local Alignment

(Basic Search Tool)

disponivel em
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/. Sequéncias das amostras 2, 3 e 4 apresentaram

identidade de 95 a 98% com amostras ja conhecidas do subtipo B. As sequéncias da

amostra 5, no entanto, apareceram heterogéneas as demais (Tabela 8).

43



Tabela 7. Valores das fracdes de proteinas encontradas em dois animais

positivos para FIV no abrigo de animais.

Fracoes (g/dL) Gato 3 Gato 4 Referéncia'
Albumina 2.88 2.56 2,1-3,3
Alfa 1 -Globulina 0.59 0.51 0,2-1,1
Alfa 2 — Globulina 1.12 1.27 0,4-0,9
Beta — Globulina 0.4 0.81 0,6-1,1
Gama - Globulina 2.71 3.14 0,3-2,5

Kaneko, 1997

Tabela 8 — Amostras, sequéncias, consensos de pares de bases encontrados

e identidade de alinhamentos das amostras positivas com amostras depositadas no

GenBanK para o FIV e subtipos

Consenso Coverage Identidade
Amostra Clone Sequéncia bp Subtipo Referéncia (%) (%)
2 3 R 298 B EU375642.1 100 98
2 13 F:R 331 B Y13867.1 99 97
2 15 R 331 B Y13867.1 100 97
3 5 F;R 341 * DQ365589.1 97 96
3 16 F:R 334 * DQ365589.1 99 96
3 18 X X - - - -
4 9 R 317 * M59418.1 100 96
4 10 F 303 B EU130945.1 99 95
4 20 F 320 B EU130945.1 99 95
4 21 F 309 * DQ365589.1 96 96
5 6 F;R 334 ? AB027304.1 98 96
5 8 F:R 334 ? ABO027304.1 98 96
5 24 F;R 345 ? AB027304.1 95 96
5 25 R 319 ? EF413016.1 99 97

R- reverse, F- Foward, X- amostra sem seqlenciamento, * - amostras encontradas dentro do

gene, porém nao ha definicdo de subtipo, ?- amostras encontradas dentro do gene, porém de subtipo

heterogéneo aos demais.

A arvore de Neighbor Joining demonstrou que as amostras encontradas

estavam na mesma ramificacdo do virus da imunodeficiéncia felina, suportada por

alto valor de Bootstrap (Figuras 6 e 7). A similaridade para subtipos se encontrava
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apenas nas amostras 2,3 e 4, se encaixando em

ramos que pertenciam as amostras

subtipo B (Aomori 1 e 2, TM2 e ITTO). A amostra nimero 5 se manteve fora deste

ramo, encontrando-se em um ramo heterogéneo a todos os subtipos.
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Figura 6. Arvore de Neighbor Joining mostrando a distancia p entre as sequéncias parciais do gene gag.

A barra de escala representa 20% de divergéncia entre as sequéncias. (A — numero da amostra; C-

numero do clone)
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a frequéncia da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia felina nas diferentes localidades do Distrito Federal € muito baixa,
apresentando uma taxa de infeccdo de 2% na populacdo estudada. Entretanto, a
freqUéncia para o virus é muito variavel em diferentes regides do mundo. Segundo
Baharak et al. (2010), a soroprevaléncia de FIV apresenta taxas de 1% em animais
sadios na América do Norte, até 30% em animais doentes no Japdo. Kelly et al.
(2010) apresentam dados de outros paises, também com alta variagdo: 14,6% no
oeste da India, 22% no Vietnan, 10% na Inglaterra, 11% em Israel e 22% na
Australia. Cabe salientar que esses estudos foram baseados em analises
sorolégicas, nos quais os resultados obtidos podem ser elevados devido a existéncia
de falsos positivos. Entretanto, a freqiiéncia encontrada no Brasil por meio de teste
molecular é de aproximadamente 14% (Lara et al., 2008), também uma freqiiéncia
maior do que a observada neste estudo. Varios fatores podem influenciar os dados
no estudo do virus, como a sensibilidade do teste utilizado, o tipo de
compartimentalizagdo marginal dos linfocitos observada nos felinos (Clinkenbeard e
Meinkoth, 2000), a compartimentalizacédo viral (Hayward et al., 2010) e replicacao
viral e efeitos locais.

A sensibilidade e especificidade do teste podem ser melhoradas quando se
utiliza a nested PCR, ou seja, a primeira amplificacédo € realizada utilizando um par
de oligonucleotideos externos, seguida por uma segunda amplificacdo usando um
par de oligonucleotideos internos (Arjona et al., 2007). O presente estudo utilizou
esta técnica de PCR e, portanto, esta justificativa ndo é valida para a baixa taxa da
infeccdo encontrada.

Outra hipbétese seria a compartimentalizacdo celular (pool) descrito por
Clinkenbeard e Meinkoth, (2000), na qual os gatos possuem trés vezes mais
linfécitos no compartimento marginal que outros animais. Considerando que 0s
linfécitos sdo um dos principais sitios de replicagao viral, se por acaso as células que
possuem virus em replicacdo fizessem parte deste compartimento, elas nao
estariam dentro do lumen do vaso, ndo sendo puncionadas com o sangue, € assim,
0 virus nao teria sido detectado pela PCR. Por outro lado, gatos em condigdes de
estresse agudo, como ocorre durante a colheita e contencdo, sofrem efeito da
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epinefrina e liberam essas células do compartimento, fazendo com que sejam
dirigidas para o lumen do vaso (Jain, 1993), o que leva a negativa desta hipotese.

Hayward et al. (2010), descreve outro tipo de compartimentalizacdo, aquela
ocasionada pela restricaio da movimentacdo dos virus entre diferentes tecidos ou
células. Estudos com HIV mostram compartimentalizacdo no trato genitourinario,
SNC e intestino quando comparado ao sangue periférico de alguns individuos.
Hudson et al. (2008), corrobora descrevendo que a infeccao expde o virus a um
rapido acesso a células mononucleares do sangue e disseminacdo nos 6rgaos,
particularmente linfonodos. No estudo atual, ndo foi realizada pesquisa para
verificacdo da presenca do virus em outros tecidos, porém, até 0 momento, ndo ha
dados mostrando uma restricdo extensiva do movimento de FIV em animais
naturalmente infectados (Hayward et al., 2010)

A técnica de PCR utilizada no estudo identifica o provirus. A replicacao dos
retrovirus necessita da transcricao reversa do RNA viral em DNA de dupla fita, que
se integra ao DNA cromossomal do hospedeiro e, assim, quando a célula do
hospedeiro sofre transcricdo, também transcreve e traduz o mRNA viral (Murphy,
1999). Hipoteticamente outro fator que poderia ocorrer é que alguns animais
infectados ndo estariam sob replicacdo viral, assim ndo haveria possibilidade de
identificacdo do DNA dupla fita da transcricdo reversa (provirus), jA que a extracéao
realizada no estudo era para obter DNA, porém nado ha citagdes que demonstrem
essa possibilidade.

A possibilidade mais aceita para a baixa taxa de infeccdo por FIV encontrada
no presente estudo, pode o fato de que a populagéo felina do Distrito Federal ainda
tenha tido pouco contato com o virus. Isso pode ser explicado quando consideramos
as caracteristicas proprias de Brasilia. Pelo fato do Distrito Federal ter sido
construido ha apenas cinglienta anos, a populacdo humana é oriunda de varias
regides do Brasil e, assim sendo, os animais trazidos para a cidade também tém
origem distinta (genética diferencial) e, aliado ao elevado poder aquisitivo da
populacdo residente, que possibilita a maior aquisicdo de animais de raca
(teoricamente de animais livres do virus) e também melhor assisténcia a saude.
Juntamente a este fator, a populacédo de felinos no DF ainda é pequena e restrita,

quando comparada a outras cidades que possuem aproximadamente 400 anos,
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como Sao Paulo e Rio de Janeiro, e, logo, possuem uma populagao felina intensa e
errante, o que contrasta com os animais do Distrito Federal.

Curiosamente, os animais que teriam maior possibilidade de terem contato
com o virus, por serem domiciliados de vida livre, eram os animais da regido da
Fercal, no entanto ndo foram encontrados animais positivos nesta localidade,
denotando que provavelmente o virus ndo exista naquela regido. No estudo de Lara
et al. (2008), verificou-se que a ocorréncia da infeccado em animais domiciliados com
acesso a rua era superior em relacao aos animais de abrigos, o que foi inesperado,
devido o FIV ocasionar uma doenca infecciosa, portanto mais facilmente transmitida
em ambientes com alta densidade de individuos. Esse pensamento corrobora com o
nosso estudo, onde os animais do abrigo analisado foram os que obtiveram maior
ocorréncia da infeccao para o virus - 3,12% -, ainda assim sendo uma taxa baixa
guando comparada com os resultados mundiais.

A ocorréncia obtida dentre os animais oriundos do Hvet foi de 2,7%, também
baixa quando comparada a outros trabalhos. Considerando que esses animais
teriam grande possibilidade de possuir o0 virus, pois na sua maioria sdo animais
atendidos por algum motivo de alteragdo de estado fisiolégico, a reduzida taxa de
infeccdo observada reforgca a hipétese de que o virus da imunodeficiéncia felina nao
estd amplamente distribuido no DF. Lara et al. (2008) também descrevem que
caracteristicas como género, estado de saulde, estilo de vida podem estar
associados com a probabilidade de infec¢ao dentro de uma populagéo.

No presente estudo 75% dos animais com infeccdo para FIV tinham co-
infeccdo para FelV. Recentes estudos descrevem que aproximadamente 7% dos
animais com FelV teriam co-infeccdo por FIV (Helfer et al., 2010). Contudo, em
estudo realizado por Courchamp et al. (1997), a respeito de um modelo estatistico
de epidemiologia comum para os virus FIV e FelLV, demonstrou que FIV tem sido
identificado em todas as populag¢des, enquanto ha ainda algumas populagdes livres
de FelV. No nosso estudo e em outros estudos em andamento (Aquino et al., 2010)
verificou-se que o FeLV é um retrovirus mais comum que o FIV no Distrito Federal,
reiterando as diferencas particulares anteriormente citadas referentes as esta regiao.

Avaliando distintamente o animal positivo somente para FIV e os animais
positivos para as duas retroviroses FIV e FelV, verificamos que, o animal infectado

apenas pelo FIV possuia alteracbes de igual proporcao para alguns padrdes
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hematoldgicos, quando comparado aos outros animais co-infectados com FelLV.
Esta analise sugere que ndo ha diferencas hematolédgicas entre a infeccao para os
dois retrovirus, porém outros fatores também devem ser levados em consideracao,
como o fato de todos os animais com infeccao para o FIV apresentarem também co-
infeccdo para hemoplasma e ainda a pequena proporcao de animais infectados.

O fato de todos os animais positivos para FIV estarem co-infectados com
hemoplasma dificultou qualquer analise referente a anemia e reitera a necessidade
de estudos futuros. Contudo, é descrito que anemias nao regenerativas em gatos
estdo associadas a processos inflamatérios crénicos, neoplasias, endocrinopatias e
também sao decorrentes de viroses como FelV e FIV. Por outro lado, relata-se que
gatos infectados com estas retroviroses teriam maiores chances de se infectar por
hemoplasmas (Hagiwara, 2009).

Trabalhos sugerem que diferentes espécies de hemoplasmas podem causar
diferentes graus de anemia. Tasker et al. (2010), descreveram grande ocorréncia de
co-infeccao entre FIV e Candidatus M. turicensis, sugerindo que esta co-infeccéao
agiria como co-fator para a patogénese do hemoplasma. Diferenciar quais espécies
de hemoplasmas infectam os animais com FIV poderia levar a uma possivel
distincdo entre as anemias. Desta forma, ndo € possivel prever se a anemia,
encontrada em alguns animais, seria oriunda do virus ou do hemoplasma, o que
corrobora com Hagiwara (2009) para o qual a interacdo entre os dois levaria a
maiores alteracdes hematoldgicas.

Gatos portadores de retroviroses talvez estejam sob grande risco de
desenvolverem anemias quando infectados com hemoplasmas entretanto em
estudos experimentais com animais naturalmente infectados com hemoplasma, e
inoculados com retroviroses, observou-se 0 desenvolvimento da mesma anemia que
em animais que tinham somente o hemoplasma (Macieira et al., 2008). Firmino
(2008) demonstrou que a média da populagéo felina do Distrito Federal infectada
somente por hemoplasmas nao possuia alteragcdes hematoldgicas, o que implicaria
ainda mais na necessidade de diferenciagdo entre grupos com e sem co-infeccao.
Nosso estudo corrobora com Firmino, (2008), pois a média dos valores do
eritrograma dos animais sem infeccéo para o virus, bem como a média dos animais
com infecgdo para o virus e o hemoplasma se mantinha dentro do padrdo de
referéncia (vide tabela 5).
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Contudo, ao analisar os dados hematolégicos dos animais positivos para o
FIV individualmente (Tabela 4), observou-se animais que apresentam indices fora
dos padrbes de referéncia. Em nosso estudo identificou-se 4 animais positivos em
200 testados, sendo que dois desses animais eram oriundos do Hvet e dois do
abrigo de animais. Separadamente, os dois animais positivos encontrados no Hvet
apresentavam indices hematoldgicos abaixo dos valores de referéncia para os
seguintes padrdes: VG, contagem de heméacia, hemoglobina, VCM e CHCM; ambos
0S animais apresentavam anemia macrocitica hipocrédmica, o que nao ocorre nos
animais do abrigo, que mantém os parametros dentro dos valores de referéncia,
sendo que estes animais também apresentavam leucopenia.

Foi observado que animais positivos do Hospital Veterinario eram
domiciliados e encontravam-se em estado clinico patolégico pior do que aqueles do
abrigo. Isso pode sugerir que apesar de infectados, os animais do abrigo ainda
conseguiam manter seu estado fisiolégico dentro do normal, mantendo o virus
latente, ja que nenhum dos animais apresentava sinais de alteracao fisiol6gica.
Outro fato que merece destaque € que mesmo com uma populacdo grande, a
imunidade individual dos animais do abrigo foi capaz de manter o virus em animais
restritos, 0 que leva a pensar que sdo necessarios mais estudos sobre transmissao
e imunidade do FIV. J& nos animais do Hospital, ndo tem como afirmar se esses
tinham ou ndo acesso a rua, contato com outros animais, procedéncia dos mesmos,
ou estado de saude, o que poderia esclarecer a origem destas alteracoes.

Apesar de muitos autores descreverem que a infeccao por FIV é um fator de
risco para a ativacdo de toxoplasmose em gatos, o que levaria 0 aumento do risco a
populacdo humana (Baharak et al., 2010), ndo obtivemos nenhum animal positivo
com co-infeccdo para toxoplasmose, assim também ficaram impossibilitadas as
analises hematoldgicas e bioquimicas. Um estudo para avaliar a dindmica entre FIV
e Toxoplasma gondii seria de grande importancia para novas estratégias de
sanidade publica. No nosso estudo, o ndo achado pode ser devido ao fato de
utilizarmos PCR e nao sorologia para o diagnéstico da toxoplamose e que, segundo
Lyon et al. (2002), a infecgdo aguda com alta replicacao dos taquizoitas, ocorre num
periodo de 10 a 14 dias, e apds isso ha transformacdo em bradizoitas, que se
replicam mais vagarosamente e que formam cistos em tecidos, o que impossibilitaria

0 achado do DNA no sangue circulante.
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De acordo com estudos em gatos naturalmente e experimentalmente
infectados com FIV, sdo achados comuns: neutropenia, linfopenia, anemia e
trombocitopenia (Gleich et al., 2009). No nosso estudo as médias para todo
hemograma dos animais infectados e nao infectados se mantiveram dentro dos
padrbes de referéncia. Isso pode ter ocorrido devido ao pequeno numero de animais
infectados. No entanto, diferencas (p<0,05) ocorreram mesmo dentro dos padrdes
de normalidade entre as médias dos dois grupos, positivo e negativo, e também
quando feita comparacao entre localidades (Tabela 3).

Valores significantes (p<0,05) entre os grupos positivos e negativos para o
virus foram obtidos para a contagem total de leucécitos, contagem absoluta de
neutréfilos segmentados, proteina plasmatica total e VCM. A auséncia de linfopenias
nos animais positivos do estudo seria outra caracteristica contrastante. Normalmente
€ esperado que animais com retroviroses tenham linfopenias, isso pode ser
explicada segundo estudo de Gleich et al. (2009), que também nao observou essa
caracteristica, e afirmou que tal auséncia se deve aos diferentes subtipos do virus,
patogenicidade ou estagio clinico da doengca. Embora a média dos animais nao
apresentar linfopenia, na andlise individual dos dados de dois dos quatro animais
verificou-se linfopenia (tabela 4),que corrobora com Gleich et al. (2009).

Linenberger et al. (1991) verificaram que animais sintomaticos com neutrofilia
demonstraram, por meio de analise sorolégica, a supressdao de fatores para
unidades formadoras de colbnias, e Gleich et al. (2009) citam que os mecanismos
para as alteragées hematoldgicas incluem alteragdo na celularidade e citocinas da
medula éssea. No nosso estudo ndo foram realizadas pesquisas com o intuito de
investigar as causas dos disturbios hematolégicos, bem como ficaria impossibilitada
a diferenciacao real de uma causa, ja que todos os animais do estudo também
tinham co-infecgao para hemoplasma, que é descrito como responsavel por grandes
alteracoes hematoldégicas em animais com retroviroses. Contudo Linnenberger et al.
(1991), por meio de andlises de culturas de animais naturalmente infectados,
demonstraram freqiiéncia normal nos progenitores eritréides e mieléides na medula.

Comparando os animais e suas localidades, foram observadas alteracdes
(p<0,05) em quase todos os parametros (Tabela 6). Isso ja era esperado, devido ao
fato de serem trés grupos heterogéneos. Os animais oriundos do Hvet sdo animais

trazidos por proprietarios, com alguma queixa ou histérico de moléstias, o que fica
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bem demonstrado j& que a média da maioria dos parametros hematologicos se
encontra no limite inferior da referéncia. Os animais da Fercal, cujas amostras foram
obtidas em seus domicilios e sem queixa de proprietarios, apresentaram valores
dentro da referéncia para espécie em todos os parametros, demonstrando estarem
adaptados ao meio em que vivem, pois sd0 animais domiciliados de vida livre e
ausentes ao virus felino. Por ultimo os animais do abrigo, que apresentaram
alteracées na média para alguns parametros, dentre eles o que mais se destaca
seria a contagem total de leucdcitos apresentando leucocitose por neutrofilia.
Contudo, analisando os numeros (ANEXO ), foi verificado que esta alteragdo na
média ocorreu devido a alguns animais que apresentaram contagem superior a 40
mil leucécitos, o que pode ser decorrente a processos inflamatérios de diversas
origens (Jain, 1993).

Em relacédo a significancia (p<0,05) das proteinas plasmaticas totais (tabela
5), que nos animais com infeccao para o FIV se mantiveram acima dos padroes de
referéncia (média 8,35 @/dL), inUmeras variaveis poderiam ser levadas em
consideracao, bem como niveis de hidratacao, e condicao fisiolégica dos animais.
Porém Gileich et al. (2009) citam que animais naturalmente e experimentalmente
infectados com o virus desenvolvem uma aberrante hiperatividade policlonal de
células B, resultando na expansdao de areas linfaticas de células B,
hipergamaglobulinemia e produgcdo de anticorpos contra uma variedade de
antigenos virus-especificos e ndao especificos. Em dois dos animais positivos do
estudo, foi realizada a curva de proteinas através de eletreoforese, na qual
encontrou-se hipergamaglobulinemia (Tabela 7), estando de acordo com o descrito
pelo autor.

Poucos dados sobre subtipos de FIV sdo encontrados no Brasil. Teixeira et
al. (2010) publicaram um estudo com isolados de 3 animais, um de Minas Gerais e
dois de Sao Paulo; Martins et al. (2008) publicaram um estudo com 26 animais do
estado do Rio de Janeiro e Caxito et al. (2006) publicaram um estudo com 10
animais de Minas Gerais. Todas as sequéncias dos virus descritas por esses
autores pertenciam ao subtipo B, sendo que subtipos A e B sdo os mais encontrados
no mundo (Yamamoto et al.,, 2007). No nosso estudo os quatro animais positivos
foram clonados. Os resultados obtidos do sequenciamento (tabela 8) foram similares
para 3 animais ao previamente descrito, ou seja, eram do tipo B. Contudo a analise
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filogenética de um dos animais com infeccédo para o virus demonstrou que o0 mesmo
pertencia a um subtipo diferente, localizando-se em uma ramificacdo diferente dos
demais. Observando ainda que este animal possuia valores hematol6gicos abaixo
da referéncia para espécie, também sendo o Unico animal que nao apresentou co-
infecao para FelV.

As andlises de subtipos podem ser realizadas por meio de dois genes env e
gag. Devido ao fato do gene gag ser considerado um gene mais estavel, a maioria
dos autores prefere utilizar o gene env por sua variabilidade e maior capacidade de
avaliacdo mutacional (Teixeira et al., 2010). Embora nossas amplificacdes foram
baseadas no gene gag, ha uma sobreposicao dos genes gag e env nas sequéncias
de nucleotideos amplificadas (Pistello et al., 1997), possibilitando a obtencdo de
sequéncias clonadas correspondentes também a partes do gene env.

Os resultados das analises génicas para todos os isolados do subtipo B
obtidos no nosso estudo apresentaram acima de 95% de identidade com outros
isolados do GenBank. Por outro lado, os isolados do subgrupo heterogéneo estavam
enquadrados com 96 e 97% de identidade aos isolados da Argentina (LP20 e LP24),
descrito por Pecoraro et al. (1996) que encontraram um novo grupo diferente de
todos os outros subtipos existentes na época (A,B,C e D), porém quando estes
isolados foram submetidos a analise filogenética, eles se mantiveram separados
tanto do subtipo da Argentina, quanto das outras amostras clonadas no estudo
(figura 6 e 7), o que sugere que devido a maior estabilidade do gene testado, que ha
possibilidade que realmente trata-se de um subtipo diferente dos demais.

Estudos comparativos em espécies ndo humanas sao inestimaveis
ferramentas de genética molecular, sendo informativos essenciais na evolugao de
patdgenos emergentes e provendo informacdes essenciais tais como identificacao,
associacdo de subtipos particulares ou novos dentro de surtos, alteracdes
mutacionais e origem geogréfica ou evolucionaria. O melhor entendimento das
emergéncias virais na populagdo natural é possivel principalmente devido aos
estudos filogeograficos. (Sllatery et al., 2008).

Diversidades genéticas entre os subtipos e mesmo dentro de sequéncias dos
mesmos isolados se referem a um processo adaptativo do virus necessario a sua
evolucao, essas informagdes sao muito vastas em relacdo ao FIV. O conhecimento
de subespécies é necessario para diferenciar sinais clinicos e patolégicos bem como
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desenvolver vacinas e tratamentos (Teixeira et al., 20010). Leslie et al. (2000) ainda
relatam que h& possibilidade de diferentes vias de transmissdo entre os diferentes
subtipos, o que pode ter sido observado no abrigo de gatos, ja que apenas dois
animais apresentaram a infeccdo, mesmo convivendo em um grande grupo de
animais.

Em face do exposto, maiores levantamentos devem ser realizados a procura
de um nuamero maior de animais infectados por FIV no Brasil. Este estudo
demonstrou a presenca de diferentes subtipos virais em pequenos grupos de
animais portadores do FIV em regides restritas. Assim mais pesquisas para
avaliacao clinica, interacdo de subtipos e rastreamento da origem destes animais
seriam de extrema importancia para uma melhor caracterizacao desta retrovirose no

Distrito Federal.
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CONCLUSAO

O resultado do estudo realizado nas diferentes regides do Distrito Federal,
nos permitiu concluir:

- A ocorréncia do virus da imunodeficiéncia felina é baixa (2%);
- Co-infeccoes com hemoplasma e virus da leucemia felina foram achados
comuns e sugere-se que somente ha alteragdes hematoldgicas quando ha co-
infeccao;
- Alteracoes hematoldgicas apresentadas nos animais infectados por FIV
ocorreram apenas na contagem total de leucécitos, no diferencial de neutréfilos,
no volume corpuscular médio e nas proteinas plasmaticas totais;
- A maioria dos subtipos encontrados foi caracterizada como sendo do subtipo B

e ainda foi identificado um subtipo n&o caracterizado no Brasil.
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CAPITULO 1lI

CONSIDERAGCOES FINAIS

O virus da imunodeficiéncia felina ainda é pouco distribuido dentro das
populacdes existentes no Distrito Federal. Nas populacées estudadas as taxas de
ocorréncia sdo bem baixas para a populacdo mundial, sendo que a ocorréncia total
na populacao foi de 2%. Uma avaliacao epidemiolégica em maior proporcao poderia
demonstrar a frequéncia do virus na populacdo, em conjunto com as reais
alteracées hematoldgicas e fatores de risco entre as co-infecgdes com o retrovirus,

bem como avaliacGes teciduais para verificar possiveis compartimentalizagdes.

Sao comuns as co-infecgdes entre FIV, FelV e hemoplasma, o que limita
ainda mais um estudo comparativo hematoldgico, onde exista somente a infeccao
pelo FIV. No estudo ndo houve a possibilidade de diferenciacdo de padrdes
hematoldgicos devido a todos animais possuirem a maioria das co-infecgdes, e
também devido ao pequeno numero de animais infectados. Assim, os animais
infectados bem como os nao infectados apresentavam médias dentro do padrao e

em sua maioria sem alteracdes estatisticas.
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A co-infeccdo por Toxoplasma gondii nao foi observada, porém o uso de
outras técnicas diagndsticas para este protozoario seria necessario, ja que €

sugerido que a co-infeccao entre os agentes pode levar danos na saude humana.

Sugere-se a existéncia de um subtipo viral heterogéneo dentro da populagao
estudada, o que pode evidenciar um novo subtipo na populacdo do Brasil.
Estabelecer padrdées geograficos filogenéticos do FIV, em conjunto com as
alteracées hematoldgicas, clinicas e padrées de transmissao, bem como alteracdes
mutacionais na populagcdo de FIV brasileira, sdo necessarias para melhor
elaboracao de medidas preventivas e diagndésticas.
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ANEXO

Local
HV
HV
GT
GT
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV

| — Tabela de hemogramas de todos animais testados.

Grp
G2
G2
G2
G2
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

VG
18
19
36
33
14
12

25

29
12
18
13

10
20
34
34
18
19
20
10
31
38
33
23
30
29
33

HM
3.16
2.94
8.33
7.68
3.42
1.97
1.90
1.54
2.01
6.18
1.37
6.67
3.07
4.06
3.21
2.32
1.40
5.01
8.49
8.90
6.51
3.92
5.79
2.77
7.36
9.68
8.88
5.97
7.51
8.00
7.90

HB
5.90
4.90
15.10
13.00
4.80
3.90
3.00
2.20
2.80
9.00
2.30
10.10
3.90
5.80
4.30
3.00
3.20
7.20
11.80
12.00
5.40
5.90
7.20
3.10
10.00
12.50
11.80
7.90
10.30
10.00
10.20

PPT
9.00
8.00
8.80
7.60
6.20
8.40
7.80
5.20
8.00
6.20
7.20
6.20
8.20
6.20
7.00
9.00
7.80
7.00
6.40
6.40
6.00
5.60
6.00
5.20
8.60
8.00
6.80
7.80
5.80
6.40
5.80

LEU
5200
4900
9700
8800
15300
10900
11700
10600
5900
5200
15000
7000
32700
12200
3560
27300
7900
14900
4600
4900
12600
21600
11200
5400
7700
4400
9400
1600
10400
16700
5100

MONOABS
104
11
194
0
612
654
117
0
236
884
0
140
0
480
99
546
170
447
46
49
444
216

324
154
88

64

51

LINFABS
312
32
1261
4400
3213
4578
2691
7738
2655
2080
3450
2870
327
976
330
273
5610
3576
966
1372
2664
2160
3024
108
462
2596
376
560
832
4509
2142

EOSABS
0
4
485
352
459

1521
424

52
150
420
327
610
141

340

276
98

864
1792

748
752

4008
612

SEGABS
4784
53
7760
3960
11016
5559
6318
2226
2891
1872
11400
3570
32046
10126
2990
26481
10710
10877
3312
3283
11544
18360
6272
4968
7084
968
8272
640
9568
8016
2193

BASABS
0

O OO O OO0 O0OO0OO0OO0O0O0O0OO0OO0OOoOOoOOoOo

©
©

—_

OOOOOQOO

o

167
102

BASTABS

-
O OO OO0 PA»AOOONOOOO OO

—_

336

o O o

PLAQUETAS
100000
150000
442000
470000
626000
250000
320000
17500
157000
120000
320000
275000
620000
400000
210000
500000
20000

360000
280000
20000
452000
365000
15000

296000
25000
400000
270000
610000

VCM
56.96
64.63
43.22
42.97
40.94
60.91
47.37
45.45
39.80
40.45
58.39
43.48
39.09
44.33
40.50
38.79
71.43
39.92
40.05
38.20
27.65
48.47
34.54
36.10
4212
39.26
37.16
38.53
39.95
36.25
41.77

CHCM
32.78
25.79
41.94
39.39
34.29
32.50
33.33
31.43
35.00
36.00
28.75
34.83
32.50
32.22
33.08
33.33
32.00
36.00
34.71
35.29
30.00
31.05
36.00
31.00
32.26
32.89
35.76
34.35
34.33
34.48
30.91

ALBUMINA

7.70
8.30

PROTEINA

1.89
2.09

GLOBULINA

581
6.21
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HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

31
32
29
27

16
36
40
12
33
39
37
32
31
32
39
33
37
34
20
22
36
14
13
45
29
39
38
35
33
11
30
28
30
31
28

35
30

7.60
8.25
7.02
6.85
1.21
2.23
8.53
9.68
2.91
7.29
8.55
5.95
7.65
7.73
8.53
10.00
7.29
9.90
6.50
6.70
5.80
7.93
2.78
2.28
4.16
5.19
10.04
9.63
8.20
6.26
2.74
6.00
5.60
6.60
6.37
8.00
1.00
9.14
8.39

10.90
11.50
10.00
9.20
2.60
5.50
12.40
13.60
4.10
11.30
12.80
12.30
11.50
11.00
11.50
14.00
11.30
13.00
12.10
6.60
7.20
12.60
5.20
3.80
14.20
8.40
14.00
13.40
12.50
10.20
3.50
10.00
9.30
9.90
10.20
10.00
2.50
13.30
11.50

7.20
5.60
6.60
6.80
5.40
7.00
7.00
7.00
5.40
6.60
7.00
6.80
6.40
6.00
6.20
6.60
6.60
6.60
6.40
5.00
7.00
6.40
6.80
6.80
6.40
8.00
7.00
6.20
6.40
6.90
5.00
6.00
6.40
7.00
6.60
7.20
7.40
6.80
7.20

7000
8500
9500
5600
8600
9200
5700
6600
12000
15800
7000
8050
4600
16200
9800
5500
15800
5500
4800
7100
7000
3800
9700
11800
6600
6400
5100
4400
15300
4800
16600

10
18400
18000
13000
9500
3000
6900

140
85
475
112
172
92

198
240
316
140
242

92
1134

316

48
284
140

38
679
826
264

51
132
153

3984
0
0

368

1260

390

1045

0
207

1260
2805
2660
1512
2150
828
1083
660
960
790
1680
2335
1380
5022
2744
1815
790
1815
1008

1680
228
1843
4248
1914
2880
663
1364
8721
1104
2158
2299
3383
7544
2700
5330
2850
180
1794

140
255
1615
168

285
264
360
1264

161
322
324
490
275
1264
275
240
71

304

264
512
765
88
918
432

0.363
0.4975
5562

650
95

690

5460
5355
4750
3752
5762
7820
4332
5478
10320
13430
5180
5313
2806
9072
6468
3410
13430
3410
3456
6745
5180
3230
6693
6726
4158
2944
3621
2816
5508
3264
9628
30855
56715
7544
14040
6630
3230
2640
4209

o O o

OOOOOOOOOOOOOO%

S
o]

O OO O OO0 O0OO0OO0ODO0OO0OO0OO0OOO0OO0OO0OOoOOoO oo

o O o

o

516
460

O O O o oo

o

162

O O OO o oo

485

64

o O o

664

o O O o o

380
180

255000
360000
740000
285000
20000
20000
325000
415000
315000
330000
805000
400000
350000
355000
255000
455000
500000
455000
270000
95000
805000
160000
156000
199000
463000
171000
220000
255000
265000
356000
232000

351000
309000
200000
66000
222500
255000

40.79
38.79
41.31
39.42
66.12
71.75
42.20
41.32
41.24
45.27
45.61
62.18
41.83
40.10
37.51
39.00
45.27
37.37
52.31
29.85
37.93
45.40
50.36
57.02
108.17
55.88
38.84
39.46
42.68
52.72
40.15
50.00
50.00
45.45
48.67
35.00
40.00
38.29
35.76

35.16
35.94
34.48
34.07
32.50
34.38
34.44
34.00
34.17
34.24
32.82
33.24
35.94
35.48
35.94
35.90
34.24
35.14
35.59
33.00
32.73
35.00
37.14
29.23
31.56
28.97
35.90
35.26
35.71
30.91
31.82
33.33
33.21
33.00
32.90
35.71
62.50
38.00
38.33
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HV
HV
HV
HV
HV
HV
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

24
37
23
44
27
53
26
28
27
40
35
28
29
26
34
38
26
22
27
26
22
37
26
30
33
31
37
31
15
30
38
29
28
38
31
37
36
36
33

4.80
6.82
5.20
9.83
4.52
10.95
6.80
6.99
7.89
9.95
9.15
8.02
7.78
7.22
9.13
9.95
6.46
5.59
6.42
7.10
6.20
11.26
7.12
9.43
9.07
8.13
9.62
8.35
4.49
7.64
9.95
7.63
6.18
9.25
10.15
9.12
7.15
10.15
8.42

8.00

10.00
6.40

14.90
7.40

16.50
9.30

10.30
10.70
12.80
12.60
10.50
10.50
9.90

12.30
13.50
9.50

7.70

9.30

11.40
10.40
13.90
9.20

11.10
14.10
11.40
13.80
12.20
6.60

11.90
14.00
10.70
11.10
14.80
14.70
12.50
12.00
12.00
13.30

5.20
4.60
6.20
8.20
5.60
7.20
6.60
7.20
8.00
8.20
8.00
8.00
7.00
7.80
6.80
6.60
6.80
6.40
6.00
7.20
7.00
7.00
5.80
7.20
8.00
7.60
7.00
7.00
6.00
6.00
7.00
6.20
6.40
6.80

7.00

16700
4200
30000
6700
18100
16500
21000
8800
26800
17000
15000
26700
13800
21600
17400
12000
6600
19100
7900
10000
10200
15600
11000
15400
26700
11600
8700
7500
6400
7200
15800
6500
34000
16600
11000
13300
23400
13600
15000

84
900
603
362
825
420
440
1340
850
300
267
552
432

360
66

382
158

204
312
220
616
534

174
750

216
316

1360

133
234
136
600

9352
2478
900
1139
905
6930
1680
2200
2680
1360
1500
1335
1794
2808
2088
3840
3036
7831
2054
2300
2346
4212
4070
3388
7743
4640
3567
3750
2816
3024
4898
2600
10200
5810
3740
6251
7020
5848
4350

334
210
300
268
362
825
2520
528
1072
1020
150
1068
966
3240
1218
840
858
1910
948
2000
510
936
990
616
4272
2088
1131
525
1152
432
3002
780
1020
2822
550
2527
1404
1088
1500

7014
1428
27900
4690
14661
7920
16380
5632
21708
13600
13050
24030
10488
15120
14094
6960
2640
8977
4740
5700
6732
10296
5720
10780
14151
4872
3828
2475
2432
3528
7584
3120
21420
7968
6600
4389
14742
6528
8550
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80000
119000
440000
232000
368000
262000
375000
285000
100000
225000
185000
255000
275000
475000
285000
230000
445000
155000
420000

335000

410000
415000
155000
115000
305000
130000
397000
370000
800000
240000
250000
160000
20000

595000

365000

50.00
54.25
44.23
44.76
59.73
48.40
38.24
40.06
34.22
40.20
38.25
34.91
37.28
36.01
37.24
38.19
40.25
39.36
42.06
36.62
35.48
32.86
36.52
31.81
36.38
38.13
38.46
37.13
33.41
39.27
38.19
38.01
45.31
41.08
30.54
40.57
50.35
35.47
39.19

33.33
27.03
27.83
33.86
27.41
31.13
35.77
36.79
39.63
32.00
36.00
37.50
36.21
38.08
36.18
35.53
36.54
35.00
34.44
43.85
47.27
37.57
35.38
37.00
42.73
36.77
37.30
39.35
44.00
39.67
36.84
36.90
39.64
38.95
47.42
33.78
33.33
33.33
40.30

7.10
6.80
6.40
8.60
8.40
8.30
9.50
7.10
7.20

7.70
7.90
6.40
7.70
6.60
7.40
6.90
6.40
7.70

5.90
8.70
5.90
8.40
8.50
7.80
7.30

7.80
6.80
8.10

9.00

1.82
1.38
2.03
2.21
2.58
2.20
2.23
1.82
3.49

1.65
1.77
0.81
1.93
1.47
1.57
2.18
1.33
1.63

1.37
2.80
3.40
2.45
2.18
1.91
2.17

1.88
2.00
2.23

2.19

5.28
5.42
4.37
6.39
5.82
6.10
7.27
5.28
3.71

6.05
6.13
5.59
5.77
5.13
5.83
4.72
5.07
6.07

4.53
5.90
2.50
5.95
6.32
5.89
5.13

5.92
4.80
5.87
6.81
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FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

37
34
23
24
37
30
21
39
29
27
27
26
30
38
32
33
34
44
33
37
28
25
23
29
26
27
31
27
26
37
32
27
28
27
37
20
20
33
35

9.13
8.44
7.42
6.18
9.65
8.24
6.79
10.57
8.11
6.29
7.33
6.74
8.08
7.20
8.60
8.87
9.28
12.54
8.58
9.82
7.79
7.45
6.61
7.24
6.14
7.06
7.82
7.11
7.08
10.03
8.87
6.64
7.43
6.83
9.14
5.72
4.87
10.01
9.05

13.70
13.00
10.60
8.00

15.40
12.20
11.20
15.40
10.50
10.40
10.20
9.80

13.10
13.60
13.50
13.00
14.70
16.90
12.70
13.90
12.50
10.60
10.30
10.20
9.30

10.30
11.90
9.80

8.10

13.50
12.00
9.30

11.00
10.80
12.60
7.90

7.80

13.70
4.40

5.80
7.20
5.80
7.20
6.80
7.00
6.40
7.80
6.80
7.00
7.40
6.00
7.80
6.80
8.00
8.60
7.40
8.40
7.20
7.00
8.00
7.40
7.40
7.40
6.60
6.00
7.00
6.00
5.80
7.40
7.00
7.20
6.80
7.60
6.20
6.40
6.40
7.40
8.20

14400
14700
20000
24100
17400
10300
9500
13200
14200
7700
9500
12700
5800
8300
10300
12400
5800
9800
16000
8400
13900
10400
11500
10500
17400
10800
11000
14100
10700
12500
15600
10000
12500
6600
38400
20300
21700
14000
4000

144
588
1200
2410
1740
412
475
396
426
231
285
127
58
415
412
620
290
294
800
336

208

210
522
108
110
423
642
375
156
300
375
66

1218

1736
140
40

720
1470
3600
3133
5568
2678
2660

924
2982
3388
4560
3556
3016
2822
2472
3224
1160
3528
4480
3696
6116
5720
5060
5775
5916
3456
2640
4089
3317
4125
9204
2700
2875
2112

16512
3451
3255
6020
1040

1728
3087
4400
1687
3654
2472
1615
132
426
616
285
635
928
249
1133
1116
1044
1764
480
840
973
1040
805
1050
2784
756
330
3384
963
875
780
200
1375
330
4224
2639
868
2520
320

5040
9408
10800
16870
6438
4738
4750
11748
10366
3465
4370
8382
1798
4814
5871
7316
3248
4116
10080
3444
6811
3224
5635
3255
8178
6480
7810
6204
5671
7125
5460
6700
7875
4092
17280
11571
15407
5320
2520

0 0
0 147
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 412
0 124
0 58
0 98
0 160
84 0
0 0
208 0
0 0
210 0
0 0
0 0
0 110
0 0
0 107
0 0
0 0
0 100
0 0
0 0
384 0
0 1421
217 217
0 0
40 40

475000
395000
500000

425000
555000
460000
590000
305000
360000
470000
295000
380000
560000
310000
460000
255000
290000
165000
390000
240000
270000
315000
195000
380000
335000
310000
485000
290000
290000
100000
685000
350000
440000
149000
246000
134000
453000
214000

40.53
40.28
31.00
38.83
38.34
36.41
30.93
36.90
35.76
42.93
36.83
38.58
37.13
52.78
37.21
37.20
36.64
35.09
38.46
37.68
35.94
33.56
34.80
40.06
42.35
38.24
39.64
37.97
36.72
36.89
36.08
40.66
37.69
39.53
40.48
34.97
41.07
32.97
38.67

37.03
38.24
46.09
33.33
41.62
40.67
53.33
39.49
36.21
38.52
37.78
37.69
43.67
35.79
42.19
39.39
43.24
38.41
38.48
37.57
44.64
42.40
44.78
35.17
35.77
38.15
38.39
36.30
31.15
36.49
37.50
34.44
39.29
40.00
34.05
39.50
39.00
41.52
12.57

7.40
8.30
6.50
10.10
7.00
9.00
7.40
9.80
8.20
8.30
7.80
9.80
8.40
8.30
8.90
7.20
8.60
8.40
7.70
7.90
8.20
10.40
8.40
7.90
7.70
7.80
7.60
7.40
6.90
5.70
7.50
5.70
8.10
6.60
6.30
6.70
7.10
6.20
5.80

2.52
1.97
2.00
2.00
1.93
1.98
1.81
2.37
2.42
1.83
2.12
2.27
2.09
2.12
2.22
1.41
2.29
2.27
2.60
1.95
2.37
3.43
2.36
1.69
2.1
2.1
2.63
3.05
1.89
1.86
2.43
1.91
2.56
2.65
2.33
2.45
2.52
2.19
1.68

4.88
6.33
4.50
8.10
5.07
7.02
5.59
7.43
5.78
6.47
5.68
7.53
6.31
6.18
6.68
5.79
6.31
6.13
5.10
5.95
5.83
6.97
6.04
6.21
5.59
5.69
4.97
4.35
5.01
3.84
5.07
3.79
5.54
3.95
3.97
4.25
4.58
4.01
4.12
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FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
FC
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT
GT

G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1
G1

28
25
25
26
33
24
28
33
26
26
31
35
45
44
38
32
37
40
37
22
29
32
28
33
34
33
30
27
27
35
33
27
29
28
27
40
38
38
30

9.32
15.60
6.39
5.20
9.16
6.61
7.50
9.97
7.77
6.74
8.87
8.05
9.96
10.69
10.31
9.91
8.78
11.66
9.30
6.49
8.26
8.08
6.71
7.82
8.87
6.27
12.25
6.38
6.78
9.81
7.23
8.25
7.95
11.50
7.19
9.22
11.73
9.92
7.82

14.10
17.90
11.30
8.60

14.00
9.80

13.60
14.90
11.00
10.30
13.60
17.50
15.80
15.70
14.30
14.90
13.70
14.70
16.10
10.60
12.40
12.60
11.50
11.90
15.60
11.50
10.00
10.40
10.50
14.40
11.70
12.30
9.60

19.40
10.10
14.70
17.80
13.80
11.90

7.00
8.20
6.80
6.60
8.00
6.00
8.20
8.00
6.40
6.60
7.80
8.60
9.60
8.20
9.00
9.20
7.80
8.20
9.20
11.20
9.20
8.40
8.00
8.20
8.20
7.80
7.20
8.80
9.80
8.00
9.00
8.40
8.00
9.20
7.80
7.60
8.40
7.20
7.60

16100
7800
33100
23600
16300
10500
22700
16700
13000
9800
15500
18900
27500
23600
28600
13400
26700
22200
15400
24300
27300
20400
23500
31500
18900
11000
10600
21800
42500
9000
23500
33600
16000
21100
18000
25900
8410
13700
21200

322
1404
10923
9676
7335
2310
8626
3674
3510
1960
5735
9639
11825
13924
10582
2546
3471
10656
5544
4374
7371
3876
940
5040
4536
2970
4028
4142
4675
1440
4230
3024
4640
5908
2700
6216
2691
2466
2756

1288
624
3641
2124
1141
2205
2497
1503
650
490
2015
1890
1100
1652
3718
402
1869
2886
2310
1701
6279
612
470
1575
2646
550
954
2180

540
705
2016
2560
1899
2520
777
1262
959
2756

12880
5772
17874
11800
7824
5880
11350
11022
8840
6958
7595
7182
14575
8024
14300
10318
20292
8658
7238
18225
13377
15708
22090
24570
11529
7480
5618
14388
37400
7020
18095
28560
8640
1266
11880
18648
4121
9727
15264
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423000
601000
206000
155000
770000
345000
174000
486000
611000
725000
300000
290000
171000
252000
360000
624000
184000
652000
396000
216000
228000
202000
441000
238000
451000
246000
180000
164000
280000
454000
395000
396000
325000
319000
515000
267000
426000
393000
310000

30.04
16.03
39.12
50.00
36.03
36.31
37.33
33.10
33.46
38.58
34.95
43.48
45.18
41.16
36.86
32.29
42.14
34.31
39.78
33.90
35.11
39.60
41.73
42.20
38.33
52.63
24.49
42.32
39.82
35.68
45.64
32.73
36.48
24.35
37.55
43.38
32.40
38.31
38.36

50.36
71.60
45.20
33.08
42.42
40.83
48.57
45.15
42.31
39.62
43.87
50.00
35.11
35.68
37.63
46.56
37.03
36.75
43.51
48.18
42.76
39.38
41.07
36.06
45.88
34.85
33.33
38.52
38.89
41.14
35.45
45.56
33.10
69.29
37.41
36.75
46.84
36.32
39.67

8.20
6.50

7.90
5.60
5.60
7.30
6.50

4.80
7.30
8.10
9.2
8.2
8.7
7.8
7.1
7.6
8.8
9.5
9.6
8.1
7.1
7.9
8.5
7.8
7.4
9.3
9.7
8.2
8.4
9.8
7.00
5.4
8.1
8.00
8.7
7.6
8.6

1.95
1.73

1.66
1.77
2.18
2.06
2.92

2.18
2.66
1.60
1.81
1.86
1.9
1.63
1.87
1.88
1.78
1.26
1.57
1.36
1.39
0.93
1.3
1.36
2.15
1.47
1.556
2.04
1.65
1.47
1.82
1.53
1.59
2.18
2.72
1.57
1.35

6.25
4.77

6.24
3.83
3.42
5.24
3.58

2.62
4.64
6.50
7.39
6.34
6.80
6.17
5.23
5.72
7.02
8.24
8.03
6.74
5.71
6.97
7.20
6.44
5.25
7.83
8.15
6.16
6.75
8.33
5.18
3.87
6.51
5.82
5.98
6.03
7.25
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GT G1 37 11.70 1560 8.40 21200 0 8904 1272 10600 424 0 334000 31.62 42.16 8.3 1.77 6.53
GT G1 34 770 11.70 7.40 34400 0 3096 2408 28896 0 0 267000 4416  34.41 7.00 1.87 5.13
GT Gl1 35 996 1560 7.60 12100 0 4598 1694 5808 0 0 411000 35.14 4457 7.2 212 5.08
GT Gi 26 6.14 870 8.20 18100 181 3801 1448 12308 362 0 281000 42.35 33.46 8.1 1.72 6.38
GT Gt 39 11.71 16.30 8.00 16700 0 7849 1503 7348 0 0 433000 33.30 41.79 7.6 2.4 5.20
GT G1 39 10.75 15,50 8.00 34300 0 6860 6517 20923 0 0 442000 36.28 39.74 8.4 2.06 6.34
GT G1 34 726 1190 8.80 36400 1456 2912 3640 28392 0 0 403000 46.83 35.00 7.4 1.5 5.90
GT Gt 27 6.99 10.00 9.00 41300 413 9499 5369 25606 413 0 395000 38.63 37.04 9.1 1.38 7.72
GT Gt 28 955 11.00 9.00 51800 518 6216 7252 37814 0 0 435000 29.32 39.29 8.4 1.97 6.43
GT G1 35 940 1420 7.40 17300 0 2249 1038 14013 0 0 369000 37.23 40.57 7.2 1.9 5.30
GT Gt 27 1138 17.50 9.20 16800 168 3528 1848 11256 0 0 262000 23.73 64.81 8.3 1.79 6.51
GT Gt 28 7.13 11.20 7.20 34000 680 20400 1700 11220 0 0 255000 39.27 40.00 7.2 1.46 5.74
GT Gt 37 9.65 1230 7.80 21500 0 2795 3870 14835 0 0 400000 38.34 33.24 7.1 1.79 5.31

Local - HV: Hospital Veterindrio; FC: Fercal; GT: Abrigo de animais. GrP: Grupo - G1 negativos; G2: positivos. VG: Volume Globular. HM: Contagem de hemdcias. HB:
Hemoglobina. PPT: Proteinas Plasmdticas Totais. LEU: Contagem total de leucdcitos. MONOARBS: Contagem absolurta de mondcitos. LINFABS: Contagem absoluta
de linfécitos. EOSABS: Contagem absoluta de eosindfilos. SEGABS: Contagem absoluta de seguimentados. BASABS: Contagem absoluta de basdfilos. BASTABS:
Contagem absoluta de bastonetes. VCM: Volume cospuscular médio. CHCM: Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
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