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PADOVANI, LuisaA. OCORRENCIA DO SUBTIPO B DO VIRUS DA

IMUNODEFICIENCIA FELINA EM LONDRINA, PARANA. 58 folhas. Produtos do Curso
de Pds-Graduacdo Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias — Universidade

Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Foram apresentados trés produtos finais, separados por capitulos, ao Programa de
Pos Graduacao Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias. O primeiro trabalho,
€ um capitulo de livro, sobre o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) que descreve
aspectos da etiologia, epidemiologia, patogenia, sinais clinicos, prognostico,
diagndstico, tratamento, prevencdo e controle do virus. O segundo trabalho, é um
artigo, formatado nas normas da revista “Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia” (ABMVZ), intitulado “Ocorréncia do subtipo B do virus da
imunodeficiéncia felina em Londrina, Parand” O virus da imunodeficiéncia felina
(FIV) infecta gatos, e causa insuficiéncia progressiva do sistema imune. O FIV é
dividido em cinco subtipos (A, B, C, D e E), de acordo com a diversidade genética da
regido v3-v5 do gene env ou da regido pl7 — p-24 do gene gag. O conhecimento da
diversidade genética pode auxiliar no conhecimento da patogenia e da epidemiologia
da doenca. Assim, o presente trabalho investigou a ocorréncia do subtipo do virus
em gatos oriundos de Londrina, Parana. Foi realizado o sequenciamento de 168pb
do gene gag de amostras coletadas de 13 animais, cujos resultados foram
analisados pelo método de substituicdo nucleotidica Tamura-Nei. A analise
filogenética demonstrou que todas as amostras pertenciam ao subtipo B. Esse
resultado confirma que até o presente momento, apenas o subtipo B foi encontrado
no Brasil. O terceiro trabalho, é um artigo sobre o relato de 3 casos de insulinoma
canino aceito para publicagao na revista “Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria
e Zootecnia”.

Palavras-chave: Virus da imunodeficiéncia felina, subtipo, insulinoma.
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ABSTRACT

Three final products were presented, separated by chapters, to the Postgraduate
Program Professional Master in Veterinary Clinics. The first work is a book chapter
on the feline immunodeficiency virus (FIV) that describes aspects of the etiology,
epidemiology, pathogenesis, clinical signs, prognosis, diagnosis, treatment,
prevention and control of the virus. The second work, is an article, formatted in the
norms of the "Brazilian Archive of Veterinary Medicine and Zootechnics" (ABMVZ),
entitled "Occurrence of subtype B of the feline immunodeficiency virus in Londrina,
Parana" The feline immunodeficiency virus (FIV) Infects cats, and causes
progressive failure of the immune system. FIV is divided into five subtypes (A, B, C,
D and E) according to the genetic diversity of the v3-v5 region of the env gene or the
pl7-p-24 region of the gag gene. Knowledge of genetic diversity may help in
understanding the pathogenesis and epidemiology of the disease. Thus, the present
work investigated the occurrence of the virus subtype in cats from Londrina, Parana.
Sequence of 168bp of the gag gene from samples collected from 13 animals was
performed, whose results were analyzed by the Tamura-Nei nucleotide substitution
method. Phylogenetic analysis demonstrated that all samples belonged to subtype B.
This result confirms that up to the present moment, only subtype B has been found in
Brazil. The third paper is an article on the report of 3 cases of canine insulinoma
accepted for publication in the journal "Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia".

Key words: Feline imunnodeficiency virus, subtype, insulinoma.
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CAPITULO 1 - INFECCAO
PELO VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV)
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Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

M.V. Luisa Padovani

M.V. Prof. Dr. Marcelo de Souza Zanutto

INTRODUGCAO

O virus da imunodeficiéncia felina (do inglés “feline immunodeficiency virus” -
FIV) foi descrito na Califérnia, Estados Unidos, em 1986 por Pedersen et al (1987)%,
e desde entdo varios estudos tém sido realizados para determinar a sua
distribuicdo?. No Brasil o virus foi identificado pela primeira vez em 19933

O FIV infecta gatos, causa insuficiéncia progressiva do sistema imune do
hospedeiro, podendo levar a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (“AIDS
felina”)®. E importante ressaltar que os humanos ndo sdo susceptiveis a infeccdo
pelo FIV°.

ETIOLOGIA

O FIV é um retrovirus do género Lentivirus que esta intimamente relacionado
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Ambos sdo estruturalmente
semelhantes e possuem ciclo de vida e patogenicidade também similares, mas
antigenicamente distintos®.

Os lentivirus sdo complexos contendo genes acessorios gag, pol e env. O
gene gag do FIV codifica proteinas estruturais como matriz (MA), p24 do capsideo
(CA) e nucleocapsideo (NC), que sdo importantes para o diagnostico. O gene pol
codifica a protease, integrase e a transcriptase reversa, assim como outras enzimas
gue sao importantes para a viruléncia do virus. O gene env codifica a glicoproteina
viral (gpl20) e a proteina transmembrana (gp4l), que s&o o0s principais

determinantes da diversidade entre os isolados virais®.

Em todo o mundo, cinco subtipos principais do virus, geneticamente distintos
(A a E) sao descritos com consideravel divergéncia (até 26%) principalmente no

gene env®. Além disso, novos subtipos foram descritos em gatos do Texas (subtipo
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F), Nova Zelandia e Portugal®. No Brasil, estudos epidemioldgicos realizados nos
estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul relataram

a ocorréncia do subtipo B do virus’:8910,

O virion tem 105-125nm de diametro, possui forma esférica a helicoidal e um
envelope externo com projecBes pouco definidas. A particula viral é constituida por
duas fitas simples de RNA n&o complementares, idénticas, de polaridade positiva

com 9,4 kilobases!,

Devido as caracteristicas estruturais, o FIV sobrevive apenas alguns minutos
fora do hospedeiro e é susceptivel a maioria dos desinfetantes incluindo o sabao

comum>.

EPIDEMIOLOGIA

O FIV encontra-se amplamente disseminado em todo o mundo, e as taxas de
prevaléncia variam em diferentes regides?®. No Brasil, estudos epidemiolégicos
realizados nas cidades de Belo Horizonte, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e no estado do
Rio Grande do Sul, demonstraram uma variacdo de 4% a 37,5% nas taxas de
prevaléncial1>1314  sendo que os menores valores foram relatados em gatos

assintomaticos e os maiores em gatos doentes.

A prevaléncia do virus no hospedeiro depende do sexo, forma de criacdo e do
estado de saude dos gatos. O risco de infec¢ao pelo FIV é significativamente maior
em gatos adultos machos do que em fémeas e animais jovens e, isso pode ser
explicado pela diferenca no comportamento social dos felinos, ja que as feridas por
mordedura constituem o modo mais frequente na transmissao do virus (Figuras 1 e
2)
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Figura 1: Gato infectado pelo FIV, SRD, de onze anos com cicatriz em ponte nasal e
pavilhdo auricular direito decorrente de brigas (HV-UEL, 2010).
FONTE: Marcelo de Souza Zanutto.

: | o’ 4 -

Figura 2: Mesmo gato da Figura 1 com pioderma e abscesso na regido masseterica

direita desencadeado por brigas (HV-UEL, 2010).

FONTE: Marcelo de Souza Zanutto.

Os gatos semi-domiciliados, com acesso a rua, tém maior taxa de infeccao

em comparacdo com os gatos domiciliados, sem acesso ao exterior e castrados?*°.
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A frequéncia da infeccao é geralmente menor em gatos saudaveis do que em gatos
doentes®.

A transmisséao vertical pode ocorrer no Utero, durante o parto ou pela ingestao
do colostro e do leite!>. Os filhotes podem se tornar persistentemente infectados,

dependendo do titulo viral da progenitora durante a gravidez e no parto®.

Embora a transmissé@o oronasal e venérea ndo tenham sido documentadas
em infec¢do natural, os gatos foram infectados experimentalmente por inoculacéo do
virus na cavidade nasal e oral, vagina e reto®. O virus também pode ser encontrado
no sémen®. A transmissdo por fomites ou por excrecdes encontradas no ambiente é
pouco provavel pela baixa viabilidade viral no ambiente. Além dos gatos, o FIV ja foi

isolado em diversos felinos ndo domésticos como pumas, ledes e leopardos®.

PATOGENIA

Os principais alvos da infeccdo pelo FIV sdo os linfécitos T CD4+ ativados.
Essas células também conhecidas como células T auxiliares, tém um papel central
na funcdo imune, tanto na imunidade humoral, producdo de anticorpos, quanto
celular®. Diferente do HIV que tem como receptor primario o CD4, o FIV tem como
receptor primario o CD134, também conhecido como OX40, um membro da familia
dos receptores dos fatores de necrose tumoral (TNF), que é altamente expresso nas
células T CD4+ ativadas'®. A glicoproteina 120 (gp120) localizada no envelope do
virus se liga ao receptor primario na superficie da célula, o CD134 (OX40) e essa
ligagéo promove alteragdes no envelope viral que favorecem uma segunda interagao
com o co-receptor, CXCR4, resultando-se assim na fusao viral a membrana celular e
a entrada do virus na célula hospedeiral? (Figura 3). A regido genética do envelope
(env) de lentivirus sofre mutacbes rapidamente e exibe grande diversidade

genética®.
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FIV

Viral envelope

Capsid protein

Reverse
transcriptase

Viral RNA

CD134 &
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Nucleus

Figura 3: Diagrama demonstrativo do Ciclo Celular do FIV. 1: Adsorcédo -
penetracdo: a entrada da particula viral € mediada pela ligagdo de glicoproteinas do
envelope ao receptor celular CD134 e ao co-receptor CXCR4. 2: Desnudamento - o
material genético do virus e suas enzimas séo liberadas no citoplasma celular. 3:
Transcricdo reversa - 0 RNA viral sofre transcricdo reversa, produzindo DNA dupla
fita. 4: Entrada no ndcleo e integracdo ao DNA do gato - o DNA viral junto com
proteinas virais como a integrase migram para o nacleo. O DNA viral integra-se
entdo no genoma da célula hospedeira felina, sendo denominado de pré-virus. 5:
Transcricdo e saida dos RNAs mensageiros do nucleo - a transcricdo do DNA pro-
viral realizada pela RNA polimerase celular origina transcritos, que sédo exportados
para o citoplasma da célula. 6: Traducdo - os transcritos sdo traduzidos por
ribossomos no reticulo endoplasmatico, gerando as proteinas virais como a Gag,
polimerase, do envelope, outras enzimas e proteinas estruturais. 7: Morfogénese -
0s componentes dos virions sdo envelopados, inclusive o RNA viral. 8: Brotamento -

as particulas virais brotam da célula hospedeira pela fusdo com a membrana celular.

Embora a diminuigdo do numero de células T CD4+ seja a marca da infecgéo
pelo FIV, o virus pode infectar uma variedade de tipos de células em seus
hospedeiros, como os linfécitos T CD8+, linfocitos B, células de linhagem neuronal,

mondcitos, macréfagos e células dendriticas*’.
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A infeccdo experimental pelo FIV também progride através de varios estagios,
semelhante a infec¢do pelo HIV no homem, incluindo uma fase aguda, uma fase
clinicamente assintomatica, e uma fase terminal, por vezes, chamada "sindrome de
imunodeficiéncia adquirida" (AIDS). No entanto, ndo ha distincdo clara entre estes

estagios em gatos naturalmente infectados pelo FIV18.

Nos primeiros dias apos a infec¢éo experimental, o FIV se replica em células
dendriticas, macrofagos e linfocitos T CD4+, e dentro de duas semanas é detectado
no plasma. O pico de titulo viral ocorre entre oito a doze semanas apos o inicio da
infecgdo. A perda de células CD4+ leva a inversdo da relagdo CD4/CD8%, embora
com a evolucéo da infeccédo os linfécitos T CD8+ também diminuam gradualmente?.
A diminuicdo dos titulos virais marca o inicio da fase assintomatica que pode durar
anos. Durante este tempo, a disfuncdo progressiva do sistema imune ocorre
lentamente*. O periodo assintomatico pode evoluir para o estagio caracterizado por
uma variedade de disturbios associados a sindrome de imunodeficiéncia que pode
resultar na morte dos animais. Nesta Ultima fase ha um aumento do titulo viral®>*.
Diferente das pessoas infectadas pelo HIV, gatos classificados em "fase de AIDS",
ou seja, titulo viral elevado e sinais clinicos graves decorrentes de infeccdes
secundarias, podem se recuperar e se tornar assintomaticos novamente, e sua
carga viral pode até diminuir drasticamente® (Figura 4).

1

— — Fase de
Fase “AIDSY
assintomatica tffp—

Fase aguda

Replicagdo do virus em células Perda das células CD4+; Disturbios associados a
dendriticas, macrafagos e inversdo da relagdo sindrome da
linfcitos TCD'H:JC'E carga - CmeDs;ida carga viral; === imunodeficiéncia felina;
viral entre 8212 sem apds a disfuncdo progressiva do Tda carga viral; morte dos
infeccdo. sist. imune animais
e i

Figura 4: Imunopatologia da infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia felina em

diferentes fases.
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Apesar da resposta imune rpida e vigorosa dos hospedeiros infectados pelo
virus, essa resposta é incapaz de eliminar a infec¢do, e o gato continua infectado
pelo resto da vida®. A infeccéo torna-se latente quando as células apresentam o pro-
virus integrado no DNA celular, porém nao ha producéo de particulas virais, a menos
que a célula seja ativada. Células com infeccdo latente representam um

"reservatorio” de infeccdo que néo é atingido por anticorpos neutralizantes?.

Demonstrou-se diferencas de viruléncia entre 0s subtipos geneticamente

distintos de FIV que circulam em gatos domésticos®2!,

SINAIS CLINICOS

A maioria das manifesta¢cdes clinicas ndo é desencadeada diretamente pelo
FIV, mas em decorréncia de afeccdes e infecgcbes secundarias, que devem ser
identificadas e tratadas®.

Os sinais clinicos nas infeccdes pelo FIV sao variaveis de acordo com a fase.
Na primeira fase ou fase aguda, os sinais clinicos sao transitorios e leves, e incluem
febre, letargia, enterite, estomatite, dermatite, conjuntivite, doenca do trato
respiratério e linfadenomegalia generalizada!®'°. Esta fase pode durar varios dias a
algumas semanas. Entretanto, por causa da auséncia de sinais ou por serem muito
discretos, a fase aguda da infec¢éo viral pode passar despercebida, o que dificulta o
estabelecimento precoce do diagndstico®22,

A duracdo da segunda fase, ou fase assintomética, € varidvel. Entretanto,
geralmente é prolongada e pode durar anos, dependendo da viruléncia do isolado
infectante, do subtipo do FIV, exposicdo a agentes patogénicos secundarios, e a
idade do gato no momento da infeccdo?®.

Na ultima fase, ou fase sintomatica de infeccdo (AIDS), os sinais clinicos séo
um reflexo de infeccbes oportunistas, neoplasia, mielossupressdo e doencas
neuroldgicas'®®®. A consequéncia clinica mais importante da infeccéo pelo FIV é a
imunossupressao caracterizada pela perda do repertério imunoldgico que leva a uma
condicdo de anergia, ou seja, auséncia de resposta humoral e celular mediada. A
imunossupressado pode predispor ndo sO6 a doencas infecciosas secundarias,
representando a maioria dos sinais clinicos, mas também pode levar a uma

diminuicdo dos mecanismos de vigilancia imunologica frente a células neoplasicas e



20

causar um aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias®. Gatos infectados
com FIV tém cerca de cinco vezes maior probabilidade de desenvolver linfoma ou
leucemia do que os gatos ndo infectados*®.

Gatos infectados com retrovirus também podem desenvolver doencas
mediadas pelo sistema imunoldgico provocadas por uma resposta imune exagerada.
A resposta imune mediada mais comum é uma hipergamaglobulinemia causada por
uma resposta excessiva humoral contra infecgGes cronicas persistentes®>!®, Os
anticorpos produzidos ndo sao neutralizantes e, por conseguinte, pode levar a
formacdo de complexos antigeno-anticorpos. Estes complexos imunes podem se
depositar em leitos capilares estreitos, causando glomerulonefrite, poliartrite, uveite,
e vasculite®,

O complexo gengivite-estomatite Ulcero-proliferativa (Figuras 5 e 6) é muito
comum nas infec¢des pelo FIV, sendo encontrado em até 50% dos gatos infectados.
Na maioria das vezes essa alteracdo esta associado a outras infec¢des, como o

calicivirus819,

Figura 5: Cavidade oral de gato infectado pelo FIV, SRD, de oito anos com lesbes
ulcero-proliferativas em regido caudal da cavidade oral (fauce) (HOSPMEV-UFBA,
2005).

FONTE: Marcelo de Souza Zanutto.



21

Figura 6: Cavidade oral do mesmo gato da Figura 5 com enantema gengival
(HOSPMEV-UFBA, 2005).
FONTE: Marcelo de Souza Zanutto.

Os sinais neuroldgicos tém sido descritos em gatos infectados e incluem
espasmos em face e lingua, comportamento psicético, andar compulsivo, deméncia,
perdas do controle de miccdo e defecacdo, além de perturbacbes do sono. Outros

sinais descritos incluem nistagmo, ataxia, convulsdes e tremores de intencéo?®.

PROGNOSTICO

O progndstico da infeccao varia de favoravel a desfavoravel. Embora o FIV
possa ocasionar a AIDS felina, na maioria dos gatos infectados o periodo para
chegar a essa fase é longo, por isso, 0s gatos infectados quando tratados podem
viver por anos e ocasionalmente morrerem por causas nao relacionadas a infeccao

retrovirall9.23.24.

DIAGNOSTICO

Devido a variedade e inespecificidade de sinais clinicos, o diagnostico clinico
da doenca é impossivel. Gatos que apresentam infec¢des crénicas ou recidivantes,
perda de peso, disturbios digestorios, respiratorios, oftalmolégicos ou neuroldgicos,
alteracdes hematoldgicas e neoplasias devem ser submetidos a testes laboratoriais

para o diagndstico preciso??.
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Diversas alteracdes clinico-patolégicas foram descritas em gatos infectados,
mas nenhuma é especifica ou patognomodnica para a infeccéo®. Esses animais
podem ter uma variedade de citopenias. A anemia, geralmente arregenerativa,
linfopenia e neutropenia podem ser observadas, embora estas anormalidades
podem ser decorrente de infecgbes concomitantes em consequéncia da infeccao
pelo virus®?>, Em estudo recente, 25% dos gatos infectados apresentaram
neutropenia®®. Trombocitopenia e combinagdes de citopenias, incluindo pancitopenia
ja foram observadas em gatos infectados assintomaticos na auséncia de outras
causas identificadas®?°. Alguns gatos podem apresentar alteragées bioquimicas
como hiperproteinemia por hipergamaglobulinemia?®.

Sao diversos os métodos diagnosticos para o FIV. O ensaio de reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) detecta, através de amostras de sangue total, 0 DNA
proviral®. A PCR associada ao sequenciamento genético pode ser utilizada com
finalidade epidemiolégica para a identificacdo de subtipos do virus predominante em
determinada regido. O conhecimento da diversidade genética de cepas circulantes é
fundamental para a producao e validacdo de testes diagndsticos que se baseiam na
pesquisa de material genético do virus e no uso racional de vacinas especificas*>®.
Resultados falso-negativos na PCR podem ocorrer pela inadequacao das amostras,
erro no emparelhamento entre os iniciadores (primers) e as sequencias virais,
guando ha insuficiente quantidade do virus na amostra ou inadequada preparacéo
dos componentes da reacdo de PCR?®,

O método por deteccdo direta € realizado quando se busca o antigeno
através do isolamento do virus, em sangue total heparinizado, sendo um método
diagndstico confiavel, porém bastante trabalhoso e néo é utilizado rotineiramente*>9,

Os diagndsticos de rotina sdo realizados por meio da deteccéo indireta®, sdo
0s testes sorologicos, que utilizam amostras de soro ou plasma, para deteccéo de
anticorpos que reconhecem proteinas estruturais do virus (proteina p24 e pl5) e
uma das glicoproteinas do envelope viral, a gp412’. Esses testes rapidos para
triagem podem ser encontrados na forma de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
imunocromatografia. O Western Blot é considerado o teste sorolégico “padrao ouro”
e é utlizado para confirmacédo de testes inconclusivos. Neste teste, o virus é
primeiramente purificado e suas proteinas separadas em um gel de eletroforese.
Desta maneira, as proteinas podem ser detectadas por anticorpos especificos

presentes nos soros dos animais infectados. Amostras contendo anticorpos que se
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ligam em uma ou mais proteinas séo interpretadas como reagentes para FIV>?7,
Resultados falso-negativos podem ocorrer no inicio da infeccdo, jA& que os gatos
produzem anticorpos anti-FIV, em média, dentro de 60 dias ap0s exposicao; tambéem
podem ocorrer nas fases terminais da doenca, devido a anergia do sistema imune,
que leva a baixos titulos de anticorpos. Quando a infec¢do recente ndo pode ser
descartada, o teste deve ser repetido no minimo apdés 60 dias da exposicado
potencial??,

Os resultados dos testes de triagem (rapidos) devem ser interpretados
cuidadosamente. Quando é encontrado um resultado positivo em um animal com
baixo risco de infecgcdo, em uma populacao de baixa prevaléncia, o resultado deve
ser confirmado por novos testes, como Western Blot ou a PCR. Ja o resultado
positivo em um gato criado em alto risco, tem um valor preditivo alto, ou seja, é
provavel que se trate realmente de um animal infectado?’.

A presenga de anticorpos maternos em filhotes nascidos de maes infectadas
pelo FIV pode resultar em testes falso-positivos. Portanto, os testes devem ser
realizados apos 16 semanas de idade, tempo suficiente para eliminacdo dos
anticorpos maternos. Em alguns casos, 0s anticorpos maternos podem persistir por
mais de 16 semanas e, desta maneira, um novo teste deve ser realizado dois meses
apos o primeiro®®. A PCR neste caso pode ser utilizada para a confirmacdo da
infeccdo. A vacinacdo com virus inativado leva a uma rapida producao de anticorpos
nos gatos, o que também pode resultar em testes falso-positivos, entretanto essa

vacina nao é comercializada no Brasil?® .

TRATAMENTO

Na maioria das vezes, o tratamento é de suporte para as afeccoes
concomitantes e secundarias. Os gatos infectados respondem bem as medicacgdes,
embora possa ser necessario um tratamento mais longo e agressivo com
antibioticos, por exemplo, quando se compara aos gatos doentes nao infectados

com FIV45,

Alguns autores relatam beneficios clinicos com o uso de corticosteroides e
outros farmacos imunossupressores em gatos infectados com estomatite crénica,

mas a sua utilizagcdo é controversa devido aos seus efeitos colaterais. Em casos de
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estomatite grave e refrataria, a extracdo dos dentes é preferida sobre a utilizacdo a

longo prazo de corticosteroides #°.

A griseofulvina ndo deve ser utilizada em infec¢des fungicas secundarias por
causar supressdo da medula*®. Quando ha mielossupresséo, a filgrastina, um fator
de estimulacdo de col6nias de granuldcitos humana recombinante (rhuG-CSF), tem
sido utilizada em gatos com neutropenia profunda na dose de 5u/Kg uma vez ao dia,
por via subcutanea (SC), até 21 dias. A medicacdo pode aumentar as contagens de

neutréfilos, mas pode também levar a um aumento da carga viral®.

A eritropoietina estd disponivel como produto recombinante humano e é
utilizada em gatos com FIV que apresentam anemia arregenerativa, na posologia de
100 Ul/kg SC a cada 48 horas até que o volume globular desejado seja atingido.
Observa-se um aumento gradual nas contagens de hemacias e inclusive de

leucdcitos®s.

O tratamento especifico para o FIV é estudado ndo s6 para ajudar os gatos
infectados, mas também para os beneficios potenciais para humanos infectados pelo
HIV. Diagndstico rapido e preciso é essencial para permitir a intervencéao terapéutica
precoce e um desfecho de tratamento bem sucedido® O tratamento inclui
quimioterapia antiviral e terapia imunomoduladora para gatos infectados

sintomaticos e cuidados de suporte®.

Hoje a terapia antirretroviral é o pilar do tratamento em pacientes infectados
pelo HIV’. Infelizmente, muitos dos agentes antivirais utilizados em seres humanos
sdo toéxicos para gatos ou ineficazes e existem poucos estudos controlados para
apoiar a sua utilizacéo clinica®%. O AZT (3'-azido-2 ', 3'-didesoxitimidina), conhecido
como zidovudina, é um analogo de nucleosideo (derivado de timidina), que bloqueia
a transcriptase reversa do retrovirus e inibe a replicacdo de FIV in vitro e in vivo>®.
Seu uso pode reduzir a carga viral plasmatica e melhorar além do estado clinico e
imunolégico, a qualidade de vida desses animais®f. Em um estudo controlado com
placebo, o AZT melhorou a estomatite em gatos naturalmente infectados?®. A dose
indicada é de 5 a 10 mg/kg via oral (PO) ou SC a cada 12 horas. Para a aplicagédo
SC, o produto liofilizado deve ser diluido em solucédo isotbnica de cloreto de sédio
para evitar a irritagdo local®. Durante o tratamento, o hemograma deve ser realizado
semanalmente durante o primeiro més, devido ao efeito colateral representado pela

anemia arregenerativa que ocorre principalmente em doses elevadas®®. Se a
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anemia nao for constatada, avaliagcbes mensais séo suficientes. Alguns gatos podem
desenvolver uma ligeira diminuicdo do hematdcrito, nas primeiras trés semanas, que
se resolve mesmo que o tratamento continue. Gatos com supressdo da medula
6ssea ndo devem ser tratados®>®. Se o hematdcrito cair abaixo de 20%, o tratamento
deve ser descontinuado, e a anemia, geralmente se resolve dentro de alguns dias.
Tal como no HIV, os FIV mutantes resistentes ao AZT podem surgir ap0s seis meses
do inicio do tratamento®. A lamivudina (3TC) também é um inibidor da transcriptase
reversa que pode ser utilizada na mesma posologia da zidovudina, com a vantagem
de induzir menos frequentemente anemia. Os antirretrovirais n&o s&o
disponibilizados para o uso veterinario®, inclusive no Brasil, médicos veterinarios nao

tém permissao para prescreverem antirretrovirais.

Terapias imunomoduladoras s&o utilizadas para aumentar a imunidade em
gatos infectados sintomaticos. Imunomoduladores tais como acemanan, proteina A
de Staphylococcus e Propionibacterium acnes podem ser utilizados com intuito
hipoteticamente de restaurar a funcdo imune comprometida, o que permitiria ao
paciente controlar a carga viral e melhora da sindrome clinica associada a doenca.
Entretanto, ndo ha estudos controlados que comprovem a eficacia dessas

medicacGes®.

Os interferons séo citocinas com atividade antiviral, imunomoduladora e anti-
tumoral, espécie-especificos. O interferon alfa recombinante humano (IFN-a),
administrado por via oral, pode induzir um estado antiviral nas células e também
apresentar efeito imunomodulador. Por ser espécie especifico o seu uso em gatos é
bastante controverso®. A administracdo parenteral de IFN-a parece ser mais eficaz
do que pela via oral. O IFN- a pode ser administrado em doses elevadas (10° a 10°
Ul/kg) por até seis ou sete semanas pela via subcutanea. Alternativamente, o
interferon humano pode ser administrado por via oral em doses baixas, porém como
ele ndo serd absorvido pelo trato gastrointestinal, acredita-se que sua atuacéo
ocorra pela estimulacéo do tecido linfoide local na cavidade oral. A dose utilizada é
de 10 Ul/kg a cada 24 horas, durante sete dias em semanas alternadas durante seis
meses, seguido de uma pausa de dois meses, e, em seguida, repete-se mais seis
meses de tratamento®. O interferon dmega felino é uma citocina que esta
comercialmente disponivel em alguns paises europeus e no Japao e, pode ser

utilizado durante toda a vida do animal sem induzir anticorpos. Além disso, os efeitos
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colaterais ndo foram relatados em gatos. Esta citocina é ativa contra FIV in vitro,
mas no unico estudo controlado realizado em gatos a campo, ndo houve melhora

significativamente das taxas de sobrevivéncia°.

PREVENCAO E CONTROLE

A castracdo dos gatos infectados deve ser realizada, com o intuito de diminuir
a agressividade desses gatos e, portanto, diminuir o risco de transmissdo®. Os gatos
infectados com FIV ndo devem ter acesso a rua, para diminuir o risco de infeccéo
para outros gatos e para evitar que esses animais infectados adquiriram outras
doencas infecciosas*3!. Se um gato é diagnosticado com infeccéo pelo FIV, todos os

gatos da casa devem ser testados*31.

Geralmente, os gatos de domicilios com estabilidade social apresentam baixo
risco para infecgdo®. Se um gato infectado é identificado em uma casa com grande
guantidade de gatos ou em um gatil, o melhor método de prevencao da transmissao
para outros gatos € isolar o animal infectado para evitar a interacdo desses animais®.
Se a separacdo nédo for possivel, nenhum gato deve ser introduzido no ambiente

para reduzir o risco de agressao territorial 4.

Como o FIV pode ser transmitido verticalmente por maes infectadas, gatas
também devem ser esterilizadas se a sua condi¢dao clinica for estavel para a

realizacdo da cirurgia®.

A prevaléncia de infec¢des retrovirais nos ambientes controlados de gatis
parece ser baixa, contudo, € necessaria vigilancia constante para prevenir a
introducéo do virus ao gatil. Deve-se ter cuidado em colocar os filhotes com gatos
mais velhos, evitar o contato proximo de outros gatos durante o acasalamento e a
introduc&@o ocasional de novos gatos. Apenas gatos saudaveis devem ser utilizados
para a reproducdo, e deve ser conhecido o estado de infec¢do para retrovirus de
todos os gatos no gatil. Gatas que sairem do gatil para acasalamento devem ser
testadas antes de deixar o gatil e, quando retornam devem ser mantidas em

quarentena, e testadas novamente em 60 dias*>32,

Quando o teste é realizado pela primeira vez no gatil, todos os animais devem

ser negativos em dois testes com 60 dias de intervalo e os gatos infectados devem
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ser removidos dos gatis. Todos os gatos recém adquiridos devem ser colocados em
isolamento e testado para FIV assim que chegam ao local. Idealmente, eles devem

permanecer isolados até que um segundo teste negativo for obtido apds 60 dias*°.

Os gatos infectados com FIV devem ser submetidos a exames clinicos a cada
seis meses pelo menos e monitorados quanto a perda de peso. Exames laboratoriais

de rotina devem ser considerados®.

Em gatis que seguem diretrizes de testes e se mantem soronegativos para
retrovirus, a imunizacdo contra FIV ndo € necessaria. A imuniza¢éo contra o FIV ndo
€ recomendada, porque a infeccdo é incomum nesses gatis e a imunizacdo pode

interferir com o resultado dos testes®.

A imunizacado contra o FIV é dificil porque as vacinas ndo induzem imunidade
protetora ampla contra as estirpes ou clades do virus. Vacinas desenvolvidas com
um Uanico subtipo protegem contra a infeccdo homéloga, mas podem falhar na
protecdo contra cepas divergentes que apresentem mais de 20% de diferenca nas
sequéncias do gene env. Apenas uma Unica vacina esta atualmente disponivel para
prevencédo da infeccdo pelo FIV4®, mas ela ndo é comercializada no Brasil. A vacina
€ dupla (subtipos A e D), composta pelo virus inteiro inativado combinado com um
adjuvante que induz a uma rapida producao de anticorpos. No entanto, um estudo
demonstrou imunidade protetora de 12 meses contra uma estirpe do subtipo B com
a utilizacdo da vacina dupla. Nesse experimento 10 dos 14 gatos vacinados foram
completamente protegidos contra a infeccdo®. A vacina esta licenciada para a
imunizacdo de gatos saudaveis com oito semanas de idade ou mais velhos. Esta
vacina esta disponivel na Austrdlia, Nova Zelandia e no Japdo, mas ndo esta
licenciada na Europa, foi retirada do mercado americano em 2016 e nao deve ser
utilizada onde se desconhece os subtipos prevalentes locais ou regionais do virus,
como € o caso do Brasil. A vacina para FIV ndo é essencial e pode ser considerada
para gatos cujo estilo de vida os coloque em alto risco de infeccéo, tais como gatos
com acesso a rua que brigam ou gatos que vivem com gatos infectados. O protocolo
de trés doses é administrado por via subcutanea com trés semanas de intervalo. A
revacinacdo anual € recomendada subsequente a primeira série se o risco de
infeccdo continua. Os clientes devem ser informados de que os gatos vacinados
terdo resultados reagentes em testes sorolégicos. Os gatos devem ser testados e

devem ser néo reagentes para a infeccdo antes de serem vacinados®.



28

A imunizacgdo de rotina de gatos infectados pelo FIV contra outros agentes é
controversa. Gatos infectados assintomaticos nas fases iniciais da infecgdo podem
desenvolver uma forte resposta imune ap6és a vacinacdo®. No entanto, ndo se sabe
se gatos nas fases posteriores, e aqueles mostrando imunodeficiéncia, irdo
desenvolver uma resposta adequada a vacinacdo. Se for optado pela imunizagéo
deve-se utilizar vacinas inativadas. A estimulacdo imune causada pela vacina pode
levar & progressdo da doenca, dado que a estimulacdo de linfécitos in vitro é
conhecida por promover a producdo do virus. Assim, os riscos e beneficios de

imunizar gatos infectados pelo FIV devem ser ponderados caso-a-caso®.
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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) infecta gatos, e causa insuficiéncia
progressiva do sistema imune. O FIV é dividido em cinco subtipos (A, B, C, D e E),
de acordo com a diversidade genética da regido v3-v5 do gene env ou da regiao pl7
— p-24 do gene gag. O conhecimento da diversidade genética pode auxiliar no
conhecimento da patogenia e da epidemiologia da doenca. Assim, 0 presente
trabalho investigou a ocorréncia do subtipo do virus em gatos oriundos de Londrina,
Parana. Foi realizado o sequenciamento de 168pb do gene gag de amostras
coletadas de 13 animais, cujos resultados foram analisados pelo método de
substituicdo nucleotidica Tamura-Nei. A analise filogenética demonstrou que todas
as amostras pertenciam ao subtipo B. Esse resultado confirma que até o presente
momento, apenas o subtipo B foi encontrado no Brasil.

Palavras — chave: virus da imunodeficiéncia felina, gato, subtipo.

ABSTRACT
Feline immunodeficiency virus (FIV) infects cats, and causes progressive failure
of the immune system. FIV is divided into five subtypes (A, B, C, D and E) according

to the genetic diversity of the v3-v5 region of the env gene or the p17-p-24 region of
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the gag gene. Knowledge of genetic diversity may contribute to understanding the
pathogenesis and epidemiology of the disease. Thus, the present work investigated
the occurrence of the FIV subtype in cats from Londrina, Parana. Sequence of 168bp
of the gag gene from samples collected from 13 animals was performed, whose
results were analyzed by the Tamura-Nei nucleotide substitution method.
Phylogenetic analysis demonstrated that all samples belonged to subtype B. This
result confirms that up to the present moment, only subtype B has been found in
Brazil.

Keywords: immunodeficiency feline virus, cat, subtype.

INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi descrito na Califérnia, Estados
Unidos, em 1986 por Pedersen et al (1987). No Brasil o virus foi reconhecido pela
primeira vez em 1993 (Hagiwara et al., 1993). O FIV é um retrovirus do género
Lentivirus que infecta gatos e causa insuficiéncia progressiva do sistema imune,
semelhante ao observado em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (Pedersen et al., 1989).

A prevaléncia da infeccdo varia entre as localizacbes geogréficas e a
populacdo de gatos avaliada. Alguns paises como a Itdlia e o Japdo, com alta
densidade populacional de gatos de vida livre, possuem taxas de infeccdo elevadas
(Ishida et al., 1989; Bandecchi et al.,1992). No Brasil, um estudo realizado na cidade
de Séao Paulo, avaliou 454 felinos e demonstrou que 14,7% destes estavam
infectados (Lara et al., 2008). No municipio do Rio de Janeiro, um estudo
epidemioldgico, testou 126 gatos e 16,6% foram positivos (Souza et al., 2002), e em
Belo Horizonte, Minas Gerais, dos 145 gatos testados, 4,14% estavam infectados
(Teixeira et al., 2007). No Rio Grande do Sul, um estudo constatou uma taxa de
infeccdo de 37,5% (Caldas et al., 2000), porém as 40 amostras testadas eram
provenientes de gatos sintomaticos, com suspeita de imunodeficiéncia, o que pode
explicar a alta prevaléncia no estado.

O FIV é classificado em cinco subtipos diferentes (A, B, C, D e E) com base na
diversidade genética da regido v3-v5 do gene env (Sodora et al.,1994; Kakinuma et
al., 1995; Pecoraro et al., 1996). Outros estudos mostraram ser possivel a mesma

classificacdo genética para o FIV através da sequéncia de nucleotideos da regido
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pl7-p24 do gene gag (Kakinuma et al., 1995; Hohdatsu et al., 1998; Steinrigl e Klein,
2003; Duarte e Tavares, 2006). Recentemente, foram descritos dois novos subtipos,
0 subtipo F, detectado nos Estados Unidos e Portugal, e o subtipo U-NZenv,
encontrado na Nova Zelandia (Weaver et al., 2004; Duarte e Tavares, 2006;
Hayward et al, 2007).

Os subtipos A, B e C estdo mundialmente distribuidos. O subtipo D é
encontrado no Japéo e Vietnd (Kakinuma et al., 1995; Nakamura et al., 2003), e o
subtipo E foi identificado somente na Argentina (Pecoraro et al., 1996). No Brasil, a
caracterizagdo molecular do virus foi realizada nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Rio Grande do Sul, onde apenas o subtipo B foi identificado
(Caxito et al., 2006; Martins et al.,2008; Lara et al., 2007; Silva et al., 2014). No
Distrito Federal, um suposto novo subtipo do FIV foi identificado (Marcola et al.,
2013). Além disso, estudos recentes demonstraram a ocorréncia de subgrupos
dentro do subtipo B (Weaver et al.,, 2004; Caxito et al., 2006; Duarte e Tavares,
2006; Steinrigl et al., 2010; Teixeira et al, 2010). A combinacdo de um ou mais
subtipos também ja foi descrita (Beczkowski et al., 2014).

O conhecimento da variabilidade genética do FIV é fundamental no
desenvolvimento de vacinas que induzam imunidade protetora a subtipos
especificos, além, de possibilitar a associacdo de subtipos do FIV com o quadro
clinico apresentado pelo paciente (Teixeira et al., 2010B). Estudos de infeccéo
experimental demonstraram haver diferenca na viruléncia entre 0s subtipos
(Pedersen et al., 2001; de Rozieres et al., 2008).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi determinar e caracterizar o
subtipo viral do FIV em gatos domeésticos oriundos do Hospital Veterinario da

Universidade Estadual de Londrina, da cidade de Londrina, Parand, Brasil.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UEL, protocolo CEUA numero 3760.2016.82 (Anexo B).

Durante o periodo de fevereiro de 2007 a outubro de 2016, 63 gatos atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), de diversas

racas e idades, sintomaticos e assintomaticos, ndo vacinados, foram avaliados e
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confirmados como positivo para FIV em teste rapido por ensaio imunoenzimatico
(Snap FIV/FeLV combo test - IDEXX). Esses gatos foram testados diante da
suspeita da infeccdo pelo FIV pela sintomatologia apresentada, como teste de
triagem para introducdo de novos gatos ou por serem contactantes de gatos
infectados. Os testes rapidos foram realizados nesses animais no momento do
primeiro atendimento, e n&o foram repetidos posteriormente.

Em 2016, dos 63 gatos reagentes, 25 foram convocados a retornar ao HV, 14
gatos eram sintomaticos e 11 assintomaticos, e tiveram amostras de sangue
coletadas, que foram encaminhadas para a confirmacao do diagnéstico, por meio da
reacdo em cadeia de polimerase (nested PCR e quantitativa) e para o
sequenciamento genético, no Laboratério de Diagnostico Molecular, Instituto de
Biotecnologia (IBTEC) da Unesp — Botucatu. Foi possivel colher amostra de 25, dos
63 gatos reagentes para infeccdo por FIV nos testes rapidos, porque 27 desses
animais vieram a Obito ou desapareceram e, 11 deles ndo tiveram as amostras
colhidas porque os proprietarios, por diversos motivos, néo retornaram ao HV-UEL.

As amostras sanguineas desses gatos foram obtidas por puncdo venosa,
acondicionadas em frascos contendo anticoagulante EDTA e armazenadas a 4°C. A
extracdo do DNA proviral foi obtida utilizando-se o lllustra Blood GenomicPrep Mini
Spin Kit (GE Healthcare), conforme especificagdes do fabricante. O DNA obtido foi
armazenado a -20°C.

A PCR quantitativa (qPCR) padronizada com um fluoréforo intercalante de DNA
(SYBR) utiliza-se dos primers gFIV 5 — deg (RTGGTTYACAGCCTTYTCDGC) e q
FIV A5- deg (GGGTACGATCATAYTCWGCTGTCA), com bases degeneradas para
amplificar todos os subtipos virais de FIV. Cada reacéo foi realizada num volume
total de 20ul contendo: 10 uL de Go Taq Master Mix (Promega), 0,4 uL de cada
oligonucleotideo especifico a 10 uM e 4,2 uL de agua nuclease-free foram
adicionados a 5uL das amostras de DNA. A reacéao foi realizada no aparelho 7500
Fast Real Time PCR System (Life Technologies), com o programa térmico que
consiste em uma desnaturacéo inicial de 5 minutos a 95 °C seguidos de 40 ciclos de
uma desnaturacao por 15 s a 95 °C e anelamento e extenséo por 60 s a 60 °C. Ao
final da reagcdo uma curva de dissociacéo € lida através da ciclagem 95°C por 15s,
60°C por 1min, leitura a 1% até 95°C por 30s, 60°C por 15s.

Para a PCR nested foram utilizados primers correspondentes a regido pl7 e

p24 do gene gag, descritos por Hohdatsu et al. (1998). A primeira reagcao amplifica
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uma sequéncia de nucleotideos de 228 pares de base (pb) e a segunda reacdo, uma
de 168 pb. A reacdo de PCR foi realizada num volume total de 25ul contendo: 12,5
uL de 2X GoTag Green Master Mix (Promega), 1 uL de cada primer a 10 pmol/uL, 5
uL de amostra de DNA e agua nuclease-free para completar a reacdo. As condicbes
de ciclagem eram uma desnaturacdo inicial por 6 minutos a 95°C, e 35 ciclos
repetitivos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C e 1 minuto a 72°C, seguidos
por 10 minutos de extensao final a 72°C. A reacdo de Nested-PCR consistia em 25
uL, sendo 12,5 uL de 2X GoTaq Green Master Mix (Promega), 1 uL de cada primer a
10 pmol/uL, 1 uL do produto do PCR anterior e agua nuclease-free para completar a
reacdo, com uma ciclagem de uma incubacéo inicial a 95°C por 7 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos, seguidas de uma extensdao final a
72°C por 5 minutos. Ao final da reacdo, os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em TBE 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido
borico; 12,49 mM EDTA) e corado coml uL de SYBR Safe DNA gel stain (Thermo
Scientific) para cada 10mL de gel. ApOs a corrida, o gel foi visualizado sob luz
ultravioleta (UV) no fotodocumentador Fluor Chem FC2 (Alpha Innotech) e
comparados com marcadores de massa molecular de 100pb (Ludwig Biotec).
Incluiram-se em todas as reacfes amostras contendo agua ultrapura como controle
negativo e uma amostra de DNA, extraida de sangue total de um gato naturalmente
infectado, como controle positivo.

Os produtos da PCR nested que apresentaram fragmento esperado de 168pb
foram purificados utilizando beads magnéticas Agencourt® AMPure® XP (Agencourt
Bioscience Corporation, Beverly, USA). Em seguida, foram submetidos ao
sequénciamento bidirecional direto utilizando o BigDyeTerminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (AppliedBiosystems) e o aparelho de sequenciamento automatico
ABI 3500 (AppliedBiosystems), conforme orientacdo do fabricante. Apenas
fragmentos com alta qualidade (quality value>20) foram utilizados para a
determinacdo da sequéncia consensus através do Bioedit Sequence Alignment
Editor version 7.0.5.3.

As sequéncias de nucleétidos de 168pb do gene gag das 13 amostras foram
alinhadas com CLUSTAL_W (Thompson et al., 1997). A relagédo filogenética entre as
sequéncias de cada regido gendmica foi inferida pelo método de Tamura Nei

(Tamura e Nei, 1993) com uma distribuicdo gama de 0,26 que foi determinada como
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o modelo de evolugdo mais adequado para a substituicdo de nucleotideos usando
MODELTEST (Posada e Crandall, 1998). A arvore filogenética foi construida com o
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), verséo 6 para Windows
(Kumar et al., 2004) usando o método de neighbor joining (Saitou e Nei, 1987). A
andlise de boostrap foi utilizada com 1000 repeticbes para validar a consisténcia da

arvore.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 25 gatos que tiveram amostras de sangue coletadas em 2016, 19 foram
positivas ha PCR quantitativa, em tempo real, e tiveram o diagnéstico de FIV
confirmados e 6 foram negativos. Os 6 animais que foram negativos na PCR
quantitativa eram assintomaticos no momento do exame. O resultado negativo desta
PCR nesses gatos, pode ser explicado, pela menor carga viral nos pacientes
assintomaticos e portanto, uma quantidade insuficiente do virus na amostra
(Barlough et al., 1991) ou por um resultado falso-positivo nos testes rapidos que sao
testes sorologicos de rotina, realizados por ensaio imunoenzimatico, considerados
teste de triagem no diagnéstico de FIV e que tem 92 a 99 % de especificidade e 92 a
94% de sensibilidade (Crawford, 2010). Estudos epidemiolégicos demonstraram uma
maior prevaléncia da infeccdo em pacientes sintométicos comparados com 0s
pacientes assintomaticos (Caldas et al., 2000; Souza et al., 2002; Lara et al., 2008).

Os pacientes sintomaticos, no momento do teste rapido, apresentavam
alteracbes como gengivoestomatite, gastroenterite cronica, micoplasmose,
paraparesia, complexo respiratério felino, glomerulonefrite, ictericia, anemia
arregenerativa e leucocitose persistente.

As 19 amostras positivas na PCR quantitativa, foram submetidas a reacéao de
PCR nested para amplificacdo do DNA e, para posterior sequenciamento genético e,
13 apresentaram fragmento esperado de 168pb e puderam ser sequenciadas. A
PCR quantitativa, foi realizada para um diagnéstico mais rapido e pratico durante a
rotina e por ter uma sensibilidade maior em relacdo a PCR nested, o que explica um
namero menor de animais positivos nessa segunda técnica (Sellon e Hartmann,
2012).

Os numeros do GenBank de adesdo dos subtipos A, B, C, D e E do FIV

utilizados para o alinhamento das sequéncias obtidas sdo mostrados na Fig 1. As 13
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amostras da cidade de Londrina que foram submetidas ao sequenciamento genético
neste trabalho foram alocadas dentro do subtipo B (Figura 1).

Londrina 18
g3 | Londrina 12
Londrina 22
Londrina 23

Londrina 2

56

23

Londrina 5
2841 | Londrina 13

76 Londrina 21

L——Londrina 19
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W p3rs19.1
55| | D37824.1
711D37823.1
AF474246.1
M36968.1
100 L— M25381.1
D37822.1
100 1D37818.1
EU117992.1

86

Figura 1 — Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor-Joining obtida
através da analise de 13 sequéncias de nucleotideos do gene gag do virus da
imunodeficiéncia felina do Parana-Brasil. NUmeros de acesso Genbank: Petaluma
(M25381.1), Fukuoka (D37822.1), Aomori 1 (D37823.1), Sendai 2 (D37821.1),
ItalyM3 (Y13866.1), TM2 (M59418.1), Yokohama (D37819.1), Aomori 2 (D37824.1),
Shizuoka (D37818.1), San Diego (M36968.1), British Columbia (AF474246.1), 1027
(EU117992.1).

O subtipo B encontrado no presente trabalho, também foi descrito em estudos
anteriores realizados no Brasil, o que caracteriza, até o presente momento, a

ocorréncia de um unico subtipo do FIV no pais (Caxito et al., 2006; Lara et al., 2007;
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Martins et al.,2008; Silva et al., 2014). As amostras de Londrina, podem ser alocadas
dentro de um subgrupo dentro do subtipo B, como indicado pelos valores de
boostrap. A existéncia de subgrupos dentro do subtipo B ja havia sido descrita,
inclusive no Brasil (Steinrigl e Klein, 2003.,Caxito et al., 2006). Em Portugal, um
estudo filogenético identificou apenas o subtipo B do FIV (Duarte et al., 2002).
Entretanto, outro estudo com amostras de cidades de Portugal identificaram também
a ocorréncia do subtipo A e possivelmente um novo subtipo, designado subtipo F
(Duarte e Tavares, 2006). Os resultados encontrados em Portugal ressaltam a
importancia dos trabalhos j4 realizados e da necessidade de estudos com maior
ndmero de amostras para se conhecer o real cenario da diversidade genética do FIV
no Brasil.

As diferencas geograficas entre os subtipos do FIV foram demonstradas por
trabalhos sobre a variabilidade genética realizados em varios paises (Pecoraro,
1996, Steinrigl e Klein, 2003; Weaver et al., 2004; Duarte e Tavares, 2006). A
variabilidade genética do FIV pode influenciar a resposta a vacina e dificultar o
diagnéstico molecular (Steinrigl e Klein, 2003). Assim, a identificacdo dos subtipos (e
possiveis subgrupos) é essencial numa determinada regido antes da introducdo de
uma vacina. Embora este estudo represente apenas um passo inicial para o
conhecimento da diversidade genética de isolados de FIV no Brasil, a identificacdo
dos subtipos é um passo essencial para a producdo de vacinas eficazes e para

auxiliar no diagndéstico molecular com menor margem de resultados falso negativos.
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RESUMO

O insulinoma é um tumor das células B do pancreas, que tém a funcédo de
produzir e secretar insulina e, geralmente sdo malignos em caes. O presente
trabalho descreve o diagndstico e o manejo terapéutico de trés casos de insulinoma.
Os sinais clinicos dos animais relatados variaram de acordo com a severidade e a
duracédo da hipoglicemia. O diagndstico presuntivo se deu através dos sinais clinicos
e da dosagem de insulina sérica no momento de mais intensa hipoglicemia e, o
diagnéstico definitivo foi obtido por meio de exame histopatolégico nos trés casos
relatados. O tratamento realizado variou de acordo com a intensidade dos sinais
clinicos.

Palavras — chave: Tumor, células B3, hipoglicemia.

ABSTRACT

Insulinoma is a tumor of the B cells of the pancreas, which have the function to
produce and secrete insulin and are usually malignant in dogs. This paper describes
the diagnosis and therapeutic management of three cases of insulinoma. The clinical
signs reported animals varied according to the severity and duration of hypoglycemia.
The presumptive diagnosis was based on clinical signs and serum insulin dosage at
the time of hypoglycemia and more intense, the definitive diagnosis was made by
histopathological examination in three of the reported cases. The treatment was

varied according to the severity of clinical signs.
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INTRODUCAO

Os insulinomas, também conhecido como tumores de células B secretores de
insulina ou carcinomas de células B, sdo tumores funcionais de células B do
pancreas que secretam insulina independente dos efeitos supressores da
hipoglicemia e sdo os tumores pancreaticos endocrinos mais comuns descrito em
cdes (Goutal et al., 2012).

Embora outros hormdnios sejam produzidos, a insulina é prevalente e € devido
ao excesso de sua producdo que surgem o0s sinais clinicos que resultam de
neuroglicopenia induzida pela hiperinsulinemia e incluem letargia, fraqueza, ataxia,
mudancgas de comportamento, convulsdes, coma e morte. As alteragdes decorrentes
do aumento nas concentragbes de hormodnios antagonistas da insulina (ex.
glucagon, catecolaminas, cortisol e horménio de crescimento) incluem fasciculacées,
tremores musculares, alteracbes de comportamento e inquietacdo (Leifer et al.,
1986; Hess, 2005; Goutal et al., 2012).

O diagndstico presuntivo de insulinoma inclui a combinag&o dos sinais clinicos,
exames laboratoriais e de imagem (Goutal et al., 2012; Nelson, 2015). O achado
laboratorial mais consistente nesses pacientes € a hipoglicemia, que na maioria dos
casos esta abaixo de 70mg/dL(normal: 70mg/dL-110mg/dL), e a elevacdo dos niveis
séricos de insulina (Goutal et al., 2012; Fossum e Caplan, 2015). Os exames de
imagem, particularmente o ultrassom, auxiliam o cirurgido pelas informacdes quanto
a localizacdo, tamanho, quantidade de tumores no pancreas e presenca de
metastases (Meleo, 1990; Goutal et al., 2012). O diagnéstico definitivo de insulinoma
se da através do exame citoldgico e histopatoldgico (Nelson, 2015).

O tratamento de pacientes com insulinoma pode ser cirirgico e/ou médico
dependendo do caso (Fossum e Caplan, 2015). O progndéstico da doenga varia de
reservado a ruim e é influenciado pela presenga de metastase, da quantidade e do
tamanho dos tumores e da facilidade ou ndo de remoc¢ao da massa no momento do
diagnéstico (Goutal et al., 2012).

O presente trabalho tem como objetivo além de descrever os sinais clinicos,
diagnéstico e a abordagem terapéutica de trés casos de insulinoma atendidos no

Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina no periodo de abril de
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2013 a junho de 2015, contribuir sobre o alerta para os clinicos, da suspeita
diagndstica, uma vez que a sintomatologia apresentada pelo animal € inespecifica e

pode ser confundida com outras doencas.

RELATO DE CASOS

CASO 1

Uma fémea canina, sem raca definida, dez anos, 18 quilos, foi atendida com
queixa de ataxia, Emese e um episédio convulsivo. Exame fisico sem alteragfes. Os
exames laboratoriais revelaram hipoglicemia (50 mg/dL). Durante o internamento o
animal apresentou quatro episédios convulsivos. Realizou-se aplicacdo de diazepam
e bolus lento de glicose 1V, pois a glicemia durante os episédios estava entre 29 e 38
mg/dL. No mesmo momento, com o animal em jejum, foram obtidas amostra de soro
para dosagem de insulina por radioimunoensaio (B.E.T. Laboratories-RJ) que
revelou concentracdo de 13,7 pU/mL(normal: 5-25uU/mL)e de sangue para
dosagem de glicose que estava 30mg/dL. Iniciou-se terapia com glicocorticoide
(dexametasona) durante seis horas e, apdés o animal foi submetido a celiotomia
exploratéria diante da suspeita de insulinoma. Por meio da cirurgia visualizou-se
nddulo em péancreas (Figura 1A, B e C), que foi retirado e encaminhado para analise
citologica e histopatoldgica. A citologia havia predominio de células epiteliais, ora em
agregados coesos, ora dispersas, com moderada relacdo nucleo:citoplasma, ndcleos
redondos, nucléolos inconspicuos a pequenos e Unicos, citoplasma levemente
basofilico, finamente vacuolizado e granular e baixo pleomorfismo celular e nuclear,
nao permitindo a diferenciacdo entre adenoma e carcinoma. Ao exame
histopatolégico observou-se nédulo parcialmente infiltrativo inserido no parénquima
pancreatico, caracterizado por ninhos e trabéculas de células epiteliais envoltos por
tecido fibrovascular delicado, permeando o tecido pancreatico normal e a
musculatura lisa duodenal. As células apresentavam pleomorfismo discreto,
citoplasma eosinofilico, granular, finamente vacuolizado, nudcleos redondos e
nucléolos pequenos e Unicos com areas eventuais de pleomorfismo nuclear
moderado (Figura 2A, B). A paciente veio a 6bito ao final do procedimento cirdrgico
decorrente de complicagdes anestésicas. Nao se encontrou evidéncia de metastases
a necropsia e ao exame histopatologico. A proprietaria ndo permitiu a abertura do

cranio para remogdao e avaliagéo encefalica.
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FIGURA 1: A) Fragmento de pancreas e duodeno, com nédulo pancreatico (*) apos
resseccdo cirargica. B) Cortes transversais seriados de duodeno com infiltragéo
neoplasica em serosa e muscular (seta) a partir de nédulo pancreatico (*). C) Viséo
aproximada dos trés primeiros segmentos observados em “B” com destaque para as
areas de infiltracdo neoplasica na parede do duodeno (setas) oriunda do nddulo
pancreatico (asterisco preto) e sua relagdo com o pancreas normal (asterisco

branco).
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FIGURA 2: Céo, pancreas, carcinoma de células 3. A) Pancreas. Ninhos e trabéculas
de células epiteliais com citoplasma vacuolizado, eosinofilico permeando &cinos
exocrinos (*). HE, 200X. B) Neoformacdo pancreatica. Ninhos e trabéculas bem
delimitados por tecido fibrovascular delicado, compostos por células epiteliais com
pleomorfismo celular e nuclear discretos, nucleos redondos com nucléolos geralmente

presentes, Unicos e pequenos (setas). HE, 400X.

CASO 2

Um canino, fémea, da raca boxer, 16 anos, 18 quilos, ndo castrada foi atendida
com queixa de ataxia, agitacdo e um episodio convulsivo. Ao exame fisico o animal
apresentava nodulos em mamas e demais parametros sem alteracdes. Os exames
laboratoriais revelaram apenas hipoglicemia (30 mg/dL). No atendimento o animal
apresentou convulsdes focais e movimentos de pedalagem que ndo cessaram com a
administracdo de diazepam e fenobarbital. Mesmo com o inicio do fenobarbital,
administracdo em bolus lento de glicose e glicocorticode (dexametasona), o paciente
apresentou mais trés convulsbes que cessaram apenas com administracdo de
propofol. Durante os episddios a glicemia estava entre 27 e 34 mg/dL. No momento
da menor glicemia, foi obtida amostra de soro, com o animal em jejum, para
dosagem de insulina por radioimunoensaio (B.E.T. Laboratories-RJ) que revelou
concentracdo de 3,7 pU/ml. No segundo dia de hospitalizacdo o animal veio a 6bito
e foi realizada necropsia que identificou nédulo de 1cm de didmetro na cabeca do
pancreas (Figura 3A), além de neoformag¢bes em pulmao, miocardio, pele e um
nédulo mamario. Microscopicamente, o nodulo pancreatico era bem delimitado,
parcialmente infiltrativo no tecido adjacente, composto por trabéculas e ninhos
celulares delimitados por estroma fibrovascular delicado (Figura 3B). As células



49

apresentavam citoplasma eosinofilico, levemente granular, nucleos redondos,
pequenos e nucléolos inconspicuos (Figura 3C). O linfonodo peripancreético estava

livre de metastases. As neoformacfes em miocardio e pulm&o eram metastases do

carcinoma mamario.

Figura 3: Cao, pancreas, carcinoma de células 3. A) Discreta neoformacéo circular,
esbranquicada,protruindo do parénquima pancreético. B) Observa-se neoformacédo
infiltrando o estroma pancreatico (*) a partir de uma capsula fibrosa que delimita
parcialmente o tumor (seta). HE, 100x. C) Neoformacao caracterizada por ninhos de
células epiteliais com citoplasma eosinofilico e nucleos redondos, delimitados por
septos fibrovasculares. HE, 200x.
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CASO 3

Um canino, fémea, da raca cocker americano, 13 anos, 14,3 quilos, castrada
foi atendida com queixa de convulsfes e fraqueza intermitentes com evolucéo de 2
meses. Ao exame fisico o animal apresentava nédulos mamarios e demais
parametros normais. Os exames laboratoriais revelaram apenas hipoglicemia (25
mg/dL). O animal foi internado paramonitoragéo e foi coletado sangue, com animal
em jejum, simultaneamente para dosagem sérica de insulina por radioimunoensaio
(B.E.T.Laboratories-RJ) e de glicose que revelaram concentracdo de 36 pU/ml e
28mg/dL respectivamente. Ao exame ultrassonogréfico ndo foram detectadas
alteracdes. Foi iniciado o tratamento médico com glicocorticéide diante da suspeita
de insulinoma (prednisona — na dose inicial de 0,5 mg/kg via oral) trés vezes ao dia.
Durante o tratamento o animal foi submetido & mastectomia unilateral direita. A dose
do corticoide foi reduzida gradualmente até 0,17mg/kg de prednisona uma vez ao
dia e, o animal se manteve sem sinais clinicos em decorréncia da hipoglicemia até
junho de 2015, um ano e seis meses apos o diagndstico presuntivo de insulinoma,
qguando retornou ao HV-UEL com queixa de convulsdo. Durante o internamento
mesmo com o tratamento instituido as convulsées ndo cessaram e 0 proprietario
optou pela eutanasia. O animal foi submetido a necropsia onde foi visualizado tumor
anico, firme e irregular em pancreas, tumores em mamas e nodulos em figado e
pulmdes. Histologicamente observou-se neoformacdo em pancreas, parcialmente
encapsulada, caracterizada por ninhos de células epiteliais moderadamente
dispersas, delimitados por estroma fibrovascular moderado (Figura 4A). As células
apresentavam citoplasma eosinofilico, finamente granular, nucleos redondos e
nucléolos inconspicuos. O linfonodo peripancreatico apresentava infiltracao
neoplasica acentuada (Figura 4B), assim como o figado. As neoformacgfes
pulmonares eram metastases de carcinoma mamario. O encéfalo apresentava
edema perivascular e perineuronal moderados, além de vacuolizagdo moderada do

neurdpilo.
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Figura 4: Cao, pancreas, carcinoma de células B. A) Neoformagédo pancreatica (*)
delimitada e septada por tecido fibrovascular espesso produzindo um aspecto
lobulado no menor aumento. HE, 25x. B) Linfonodo peripancreético (*) parcialmente

substituido pelo tecido neoplasico (seta). HE, 100x.

DISCUSSAO

As pacientes, diagnosticadas com insulinoma, apresentavam porte médio a
grande eidadeacima de nove anos. A idade média de apresentacdo da doenca esta
entre 8,5 e 10 anos de idade (Ellie e Zerbe, 1996; Nelson, 2015). Os cées de racas
médias a grandes sdo mais acometidos, com peso corporal médio acima de 25
quilos (Steiner e Bruyette, 1996; Nelson, 2015).

O exame fisico raramente apresenta alteracfes significativas, a menos que
esses pacientes apresentem sinais devido as obstru¢des pelo tumor primario ou as
metastases (Goutal et al., 2012). As pacientes apresentavam como principal sinal
clinico episédios convulsivos e ao exame fisico ndo foram notadas alteragbes
relacionadas diretamente ao insulinoma. Clinicamente, é importante associar a
presenca de hipoglicemia com a elevacdo dos niveis séricos de insulina e a
presenca de neoplasia de células B (Goutal et al., 2012; Nelson, 2015). A
hipoglicemia frequente, verificada durante o internamento, € o achado laboratorial
mais comum nesses pacientes (Goutal et al., 2012). Os sinais clinicos, descritos
anteriormente, nos casos de insulinoma, séo decorrentes da hipoglicemia induzida
pela hiperinsulinemia, porém mesmo com a queda nos valores da glicemia alguns

animais com insulinoma néo apresentam sinais clinicos, pois eles se adaptam a
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hipoglicemia crénica durante determinado periodo de tempo (Leifer et al.,1986;
Goutal et al., 2012).

O soro foi coletado, em jejum, apds verificacdo de hipoglicemia intensa e
sustentada para a mensuracao da insulina.O resultado da concentracdo de insulina
sérica variou entre os casos relatados. Quando a concentracdo de insulina sérica
esta acima de 20 pU/mL (5pU/mL -25uU/mL) interpreta-se como alta a probabilidade
do insulinoma, quando esta entre 10-20 pU/mL h& possibilidade de ser tumor de
células B3, entre 5-10 pU/mL ha pouca chance de confirmar o diagndstico e abaixo de
5uU/mL é descartada a suspeita de insulinoma (Nelson, 2015), porém no caso 2
relatado a concentracdo de insulina sérica estava abaixo de 5pU/mL e o exame
histopatolégico confirmou o tumor de pancreas. A concentracao da insulina do caso
2 foi incompativel com a suspeita clinica de insulinoma, o que pode ser explicado
pelo aumento do fator de crescimento semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1), que é
produzido em resposta ao hormonio de crescimento (GH) e, que também reduz a
glicemia (Buishand et al., 2012). Em pacientes higidos, os niveis de insulina sérica
devem estar abaixo do normal ou indetectaveis (<5 pU/mL) quando a glicose
sanguinea for inferior a 60 mg/dL(Goutal et al., 2012). O diagndstico presuntivo péde
assim ser estabelecido pela demonstracdo de aumento nos niveis de insulina
inapropriados associados a hipoglicemia nos dois outros casos relatados.

O exame ultrassonogréfico pode ser utilizado para detectar presenca de massa
em pancreas em muitos casos, além de detectar presenca de metastase (Nelson,
2015). Nos dois primeiros casos, diante da gravidade do quadro, ndo houve tempo
hébil para o encaminhamento do exame.

Clinicamente o termo insulinoma se refere a tumores de células B,
independente da sua malignidade. Histologicamente, o insulinoma pode ser
classificado como adenoma ou carcinoma de células 3, considerando os critérios
que determinem sua malignidade (Capen, 2002).

A escolha do tratamento, médico e/ou cirargico, foi determinado de acordo com
a gravidade dos sinais clinicos, op¢éo dos proprietarios e exames de imagem (Tobin
et al., 1999). A paciente do primeiro relato possuia um nodulo Unico no pancreas que
foi retirado completamente durante a cirurgia. Caso ela sobrevivesse haveria chance
de cura e melhor prognoéstico (Fossum e Caplan, 2015). O tratamento médico com
dextrose por via intravenosa deve ser iniciado durante as crises de hipoglicemia.

Como os tumores de células B, embora secretem insulina independente dos efeitos
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supressores da hipoglicemia, ndo sdo completamente autbnomos, e respondem a
estimulos (e.x., glicose) com a secrecdo de insulina em quantidades excessivas, a
administracdo de dextrose deve ser lenta e cautelosa. ApOGs a estabilizacdo dos
sinais clinicos mantém-se fluidoterapia com dextrose 5% (Leifer et al., 1986; Meleo,
1990; Goutal et al., 2012). Os glicocorticoides também podem ser usados, pois
antagonizam os efeitos da insulina por sua acao hiperglicemiante. Para o tratamento
dos sinais cronicos associados ao insulinoma sao utilizados medicamentos como
prednisona, diazoxido e octreotide (Goutal et al., 2012; Nelson, 2015). Os tumores
de células B geralmente s&do malignos e os locais mais comuns de metastase s&o o
figado e linfonodos (Goutal et al., 2012). A paciente do segundo caso apresentava
metastase em linfonodo regional e figado, porém as metastases pulmonares nos

casos 2 e 3 eram ambas de carcinomas mamarios.

CONSIDERACOES FINAIS

O insulinoma é um tumor de pancreas endocrino, geralmente maligno. Embora
nao tenham estudos que revelem a prevaléncia da doenca em caes, sabe-se que a
taxa de mortalidade é alta e que a intervencdo médica e/ou cirlrgica deve ser 0 mais
rapida possivel a partir do diagnéstico da doenca. Diante do quadro clinico
caracteristico, mesmo que a concentracdo de insulina sérica ndo esteja alta no
momento da constatacdo da hipoglicemia, ndo se deve descartar a possibilidade de

insulinoma, e o exame histopatoldgico deve ser realizado.
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ANEXO A — CARTA CONVITE PARA ESCREVER O CAPITULO DE LIVRO

Prezado Dr. Marcelo Zanutto

E com muita alegria que informamos que estamos pretendendo escrever o Livro
“DOENCAS INFECCIOSAS DE FELINOS”, no qual gostariamos de lhe convidar para nos
prestigiar escrevendo sobre uma ou mais doenga (tema). A ideia é abordar o maior numero de
temas possiveis e atuais de interesse para a salude animal ou com potencial zoonotico que
acometa os felinos domésticos. Para tanto, estamos dando oportunidade aos colegas para que
eles escolham os temas que mais tiverem afinidade. Em caso de mais de um autor escolher o
mesmo assunto, estaremos entrando em contato, para intermediarmos a solugéo do impasse.

Este livro tem por objetivo subsidiar e preencher uma grande lacuna sentida pelos
clinicos veterindrios de “pet’s felinos”, professores ¢ académicos do curso de medicina
veterinaria.

O coordenador do capitulo (tema), como passara a ser chamado o colega que aceitar
nosso convite, podera convidar até dois colaboradores para ajudar na elaboracao do(s) tema(s)
escolhido. Gostariamos de informar que cada participante, incluindo o coordenador, recebera
um exemplar do livro como cortesia.

Informo que a ideia é nova, mas a necessidade é antiga, pois acreditamos que existe
hoje na nossa profissdo uma necessidade permanente de atualizacdo e aquisicdo de novos
conhecimentos cientificos. Portanto, vocé foi selecionado entre muitos profissionais que se
destacam na area para alavancar a sua capacidade de formador de opinido e disseminador da
ciéncia veterinaria.

Até este momento, ndo escolhemos a Editora ou Livraria que ficara responsavel pela
comercializacdo desta obra, pois estamos em negocia¢do com algumas que demonstraram
interesse em nos apoiar, mas ndo descartamos a possibilidade de uma producéo independente
ou com apoio de empresas privadas que tenham interesse em subsidiar a producdo. Esta
negociagdo tem o intuito de tornar a obra final com custo mais acessivel possivel para o maior
namero de colegas do Brasil e exterior.

A inten¢do inicial é que no menor prazo possivel tenhamos o livro “DOENCAS
INFECCIOSAS DE FELINOS” a disposi¢ao da comunidade medica veterinaria, portanto, se
vocé estd pensando em aceitar nosso convite, verifique sua disponibilidade de agenda e
interesse em participar. Para tanto, podemos antecipar que 0 prazo para entrega da primeira
versdo do capitulo que estara sob sua responsabilidade sera 01.11.2015. Assim, solicitamos
antecipadamente a gentileza de respeitarem os prazos que serdo definidos e negociados com
os coordenadores de capitulos para entrega das versdes e correcoes.

Neste momento, aguardo somente a confirmacdo do aceite em participar da
elaboracdo do livro, para encaminharmos as orientacGes necessarias para elaboracdo de cada
capitulo, o cronograma de trabalho e tirarmos as duvidas necessarias.

Para finalizar, gostariamos que informar que a previsdo inicial de entrega para
Editoracdo serd no final do primeiro semestre de 2017.

Agradecemos deste ja a sua participacéo.
Cordialmente,

Prof. Dr. Francisco Anilton Alves Aradjo
Profa. Ms. Giovana Mazzotti



ANEXO B — PROTOCOLO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Universidade
=8 Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 88/2016 Londrina, 09 de Maio de 2016.

Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado "Ocorréncia dos subtipos do virus da
imunodeficiéncia felina no Hospital Veterinario da UEL", protocolo CEUA n° 3760.2016.82, sob a
responsabilidade de Marcelo de Souza Zanutto, que envolve a produgéo, manutengdo e/ou
utilizac&o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunigo realizada
em 03/05/2016.

O objetivo do projeto ¢é realizar a caracterizagdo molecular do virus da imunodeficiéncia
felina, para o conhecimento de qual subtipo do virus ¢ predominante em Londrina PR. O estudo sera
realizado nos gatos infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (VIF) atendidos durante a rotina
do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no ano de 2016. Para o
desenvolvimento do trabalho serdo analisados os prontuarios que contém os resultados dos testes
rapidos para retrovirus realizados nos gatos atendidos. Os animais que tiveram o resultado positivo
no teste rapido para o VIF serdo acompanhados, e com o consentimento do proprietério, sera
utilizado o resto de sangue total, aproximadamente 1 ml, que foi colhido como parte da avaliagéo
laboratorial de rotina da evolugéo da infeccéo e direcionado para o Laboratério da Analises Clinicas
do HV-UEL. A aliquota de sangue encaminhada para hemograma sera acondicionada em tubos com
EDTA. O volume de sangue que sobrar sera encaminhado para o Laboratorio de Diagnostico
Molecular do Instituto de Biociéncias da UNESP, localizada na cidade de Botucatu-SP, onde sera
confirmada a infeccdo pelo VIF pela nested-PCR ao pro-virus e em seguida realizado o
sequenciamento genético do virus para a caracterizag&o molecular e obtencao do subtipo viral. GI 1.

[ Vigéncia do Projeto 01/05/2016 a 01/05/2017
Espécie/linhagem Gato / Variada
N° de animais Indefinido
Peso/ldade Variados
Sexo Machos e Fémeas
Origem . Hospital Veterinario / UEL
Amostras a serem coletadas Sangue

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagcdo da CEUA/UEL anteriormente a execucao
das modificagdes.

Coloco-me a disposicao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

= / /)

Profa. Dra. Glaura/ ,c%;e/mburlo Alves Fernandes
Coordgnadora da CEUA/UEL
/

limo. Sr.

Prof. Dr. Marcelo de Souza Zanutto

Coordenador do Projeto

Departamento de Clinicas Veterinarias / Centro de Ciéncias Agrarias

Com copia para Diretor(a) do Hospital Veterinario, Chefe do Departamento de Clinicas Veterinarias e Diretor(a)
do Centro de Ciéncias Agrarias

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 443), km 380 - Fonc (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet http:/iwww.uel.br
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ANEXO C — CARTA DE ACEITE DA REVISTA ABMVZ

19-Jan-2017

Caro Dra. PADOVANL

E um prazer aceitar seu manuscrito intitulado "CANINO Insulinoma - RELATO DOS CASOS" em sua
forma atual para publicacdo no Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Os comentarios

do revisor (s) que revisou seu manuscrito estdo incluidas no pé desta carta.

Obrigado pela sua contribuicdo bem. Em nome dos editores do Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, estamos ansiosos para suas contribui¢des continuas para o Journal.

Atenciosamente,
Dr. Antonio de Pinho Marques Jr
Editor-in-Chief, Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

ampinho.editor@gmail.com

Editor Associado
Comentario para o autor:

(Ndo ha comentarios.)



