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RESUMO

JUNQUEIRA-JORGE, J. Estudo dos fatores de risco da leucemia viral felina (LVF) no
municipio de S&o Paulo. [Study of the risk factors on the feline leukemia virus (FeLV) in the
city of Sao Paulo]. 2005. 42 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2005.

Este estudo visou identificar os fatores de risco da leucemia felina, em uma amostragem de
812 gatos provenientes do municipio de S3do Paulo. O teste usado para o diagndstico da
infeccao foi a imunofluorescéncia indireta (IFT). Amostras de esfregacos sangiiineos de 812
gatos foram enviadas por clinicos veterinarios de diferentes regides da cidade. Cada animal
teve uma ficha de identificacdo na qual pesquisou-se os seguintes fatores: sexo, idade, acesso
a rua, vida reprodutiva, origem e numero de contactantes. Os dados foram tabelados e
armazenados para posterior andlise estatistica. O teste utilizado para identificar os felinos
infectados pelo VLF foi a imunofluorescéncia indireta, utilizando-se anticorpos anti-VLF
(Primary Reagent for FeLV IFA, VRMD, Inc.) e o conjugado anti-IgG FITC (Secondary
Reagent for IFA, VRMD, Inc.). Foram obtidas 50 reacdes positivas, correspondendo a 6,16%
da amostra estudada. O teste de y* foi usado para triagem das varidveis a serem analisadas
pela regressao logistica. Os resultados obtidos pelo modelo multiplo final demonstraram que
na populacao estudada os fatores de risco para a leucemia felina foram: ter acesso a rua
(RC=47,221; p<0,001), ter sido adotado na rua (RC=3,221; p=0,008) e ter idade entre 3 e 6
anos (RC=3,046; p=0,009), sendo o acesso a rua o fator de risco mais importante. Outros

fatores associados a infec¢do na analise univariada, como sexo e vida reprodutiva, deixaram

de ser significativos, tendo sido sobrepujados pela variavel acesso a rua.

Palavras chaves: Gatos. Leucemia viral felina. Fatores de risco. Epidemiologia.



ABSTRACT

JUNQUEIRA-JORGE, J. Study of the risk factors on the feline leukemia virus (FeLV)
in the city of Sdo Paulo. [Estudo dos fatores de risco da leucemia viral felina (LVF) no
municipio de Sao Paulo]. 2005. 42 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2005.

This study aimed to identify the risk factors of feline leukemia in a sample of 812 cats from
the city of Sdo Paulo. Blood samples of 812 cats were sent by veterinary clinicians from
different regions of the city. Each sample had an identification form with the following
factors: sex, age, access to the street, reproductive status, origin, number of contactants and
breed. These factors were assessed in the risk factors analysis. The test used to identify the
infected animals was the indirect immunofluorescence, with antibodies anti-FeLV (Primary
Reagent for FeLV IFA, VRMD, Inc.) and the conjugate anti-IgG FITC (Secondary Reagent
for IFA, VRMD, Inc.). Fifty positive reactions were found, corresponding to 6,16% of the
total sample. The y* was used to select the variables to be analyzed by logistic regression. The
results obtained through the final multiple model demonstrated that, in the studied population,
the risk factors to feline Leukemia were: access to the street (OR=47,221; p<0,001), adoption
from the street (OR=3,221; p=0,008) and age range between 3 and 6 years old (OR=3,046;
p=0,009), with the first one considered the most important. Other factors associated with the

infection in the univariate analysis, such as sex and reproductive status, became non-

significant, having been overcome by the variable access to the street.

Key words: Cats. Virus, Feline leukemia virus. Risk factors. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

A leucemia viral felina (LVF) ¢ uma doenca contagiosa causada por um retrovirus
pertencente a sub familia Oncornavirinae que, como os demais retrovirus, vale-se da enzima
transcriptase reversa para produzir seu material genético e se integrar no DNA do hospedeiro
(HARDY et al., 1973). O virus da leucemia felina (VLF) foi descoberto em 1964, na Escocia,
em um gato oriundo de um abrigo de animais, onde varios deles apresentavam linfoma
(JARRET et al., 1964). A partir do isolamento do agente e sua caracterizagdo, foram
desenvolvidos testes imunologicos para o diagndstico da infeccdo (HARDY, 1971, HARDY
et al.,1973). Os testes soroldgicos baseados na pesquisa de anticorpos nao se prestam ao
diagnéstico de infecgdo atual, pois cerca de 40% dos gatos que se infectam com o VLF sao
capazes de eliminar a infec¢ao tornando-se imunes (BARR, 1998; JARRET, 1999). Assim, o
titulo de anticorpos pode indicar apenas uma infec¢do passada naqueles hospedeiros que
foram capazes de eliminar a infeccdo (HARDY; ZUCKERMAN, 1991a). Desta forma, os
testes empregados atualmente baseiam-se na pesquisa de antigenos nos fluidos corporais. O
teste ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay) baseia-se na pesquisa destes antigenos
soliveis no plasma, soro, saliva ou lagrimas (AUGUST, 1992) enquanto o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI) permite identificar as células infectadas presentes em
esfregacos de sangue periférico (CHARREYRE; PERDENSEN, 1991; HARDY et al.,1973).
Desde sua introdugdo, o teste de IFI para deteccdo do VLF vem sendo utilizado em pesquisas
devido a sua especificidade, sensibilidade, acuracia e praticidade (LAPPIN, 1998). A IFI ¢
considerada como teste de referéncia para o diagnodstico da infec¢do possuindo correlagdo de
aproximadamente 100% com o isolamento viral (HARDY; ZUCKERMAN, 1991a).

Segundo diversos pesquisadores, alguns dos fatores associados a infec¢do pelo VLF

sdo: idade, sexo, vida reprodutiva, origem e o acesso a rua. Aparentemente, os adultos jovens,
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de um a cinco anos de idade (média de trés anos de idade), costumam ser mais predispostos a
infeccdo (HOSIE et al., 1989; KNOTEK et al., 1999; SHELTON et al., 1989). A taxa de
infec¢do ¢ maior entre os felinos que convivem em grupos quando comparada com aqueles
que vivem sozinhos (BARR, 1995; BRALEY, 1994; KNOTEK et al., 1999; LEVY, 2000;
O’CONNOR JR. et al., 1991). Em locais que abrigam um gato positivo para VLF, cerca de
30% dos gatos contactantes tornam-se persistentemente infectados em um curto periodo de
tempo (LEVY, 2000). Animais castrados geralmente apresentam menores indices de infec¢ao
(KNOTEK et al., 1999). Aparentemente, os machos sdo mais predispostos a infec¢do (BARR,
1995; HAGIWARA et al., 1997, KNOTEK et al., 1999; LEVY, 2000; McMICHAEL et al.,
1986). A incidéncia da infecgdo € significativamente maior em gatos que tem acesso a rua, em
comparagdo com os confinados (BRALEY, 1994; KNOTEK et al., 1999; MARUYAMA et
al., 2003; O'CONNOR JR. et al., 1991; SHERDIND, 1994).

A profilaxia da infeccdo baseia-se na imunizacdo dos susceptiveis e isolamento dos
gatos sabidamente infectados (HANLON et al., 2001; PERDENSEN et al, 1979;
PEDERSEN, 1993). Entretanto o uso da vacina contra LVF pode estar associado ao
desenvolvimento de fibrossarcomas, geralmente localizados no sitio da injecao (RICHARDS,
1998).

Assim a identificacdo dos fatores de risco envolvidos na infec¢do pelo VLF adquire
importancia na prevencdo da doenga possibilitando a indicagdo seletiva da imunizacao,
especifica para os animais que forem expostos ao risco.

A regressao logistica ¢ frequentemente usada em estudos que visam estimar os fatores
de risco de uma doenca quando existe mais de uma variavel independente envolvida como
fator predisponente. O método stepwise de regressao logistica ¢ um método sensivel, acurado
e de facil aplicacdo para a avaliagdo de multiplos fatores. Existem varios programas de

computador que estdo aptos a realizar este tipo de andlise. Entre eles o programa SPSS for
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Windows. Inicialmente, as variaveis devem ser analisadas por meio de um teste de associagao
univariado, recomendando—se que sejam testadas na analise multipla variaveis com p entre
0,15 ¢ 0,20. A permanéncia de uma variavel em um modelo multiplo ¢ baseada na analise de
sua “importancia” no conjunto das varidveis. Para determinar a inclusdo ou exclusdo de uma
variavel é analisada a sua contribuigdo para a significincia do modelo multiplo final
(HOSMER; LEMESHOW, 1989).

Constitui-se no objetivo deste trabalho evidenciar os fatores de risco envolvidos na
leucemia viral felina, em uma area geografica urbana com alta densidade demografica de
pessoas e de animais de companhia, especificamente felinos. Desta forma, foi escolhido o
municipio de Sdo Paulo, pela existéncia de uma populagdo mista de gatos: os de rua ou
lougradouros publicos, os de abrigos de animais e os domiciliados em grupos ou

individualmente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O virus da leucemia felina (VLF) ¢ composto por uma série de proteinas que estdo
envolvidas em diferentes fungdes bioldgicas, podendo estar presentes no envelope ou no
nicleo (AUGUST, 1992; ROJKO; HARDY, 1994). Os genes que codificam as proteinas
estruturais apresentam-se da seguinte forma: 5’-gag-pro-pol-env-3’. O gene gag (antigeno
especifico de grupo) codifica as proteinas virais nucleares dentre as quais a p27 e outras
proteinas estruturais como a pl5, pl2 e pl10; o gene pro codifica uma protease; o gene pol
codifica a enzima transcriptase reversa e o gene env codifica as glicoproteinas do envelope
gp70 e p15E (VAN REGENMORTEL, 2000), das quais a primeira ¢ responsavel pela ligagao
do virion aos receptores de superficie das células do gato e a segunda estd relacionada a
imunossupressao e ao desenvolvimento da anemia (AUGUST, 1992; BARR, 1998, COFFIN,
1996).

O antigeno do oncornavirus felino associado a membrana celular (AOFAMC) ¢
expresso nas células hematopoiéticas ou linféides que sofreram transformacio maligna pelo
VLF ou VSF (virus do sarcoma felino) (COUTO, 1994). A producdo de anticorpos contra este
antigeno protege o animal do desenvolvimento de linfomas e outras doengas
mieloproliferativas. Baixos titulos de anticorpos anti-AOFAMC, em gatos que nao
apresentam infeccdo persistente pelo VLF, indicam que estes animais foram infectados
transitoriamente pelo virus em alguma época da vida (AUGUST, 1992).

O reservatorio do VLF ¢ o gato assintomatico, persistentemente virémico, que pode
eliminar particulas virais através da saliva (ROJKO; KOCIBA, 1991). O gato pode excretar o
virus durante meses antes de adoecer ou vir a sucumbir (BARR, 1995). A infec¢do pelo VLF

ocorre também em felideos silvestres (DANIEL’S et al., 1999; FROMONT et al., 2000
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MERIC, 1986; RASHEED; GARDNER, 1981), incluindo os brasileiros (SCHMITT et al.,
2003).

A infec¢do ocorre principalmente pela via oronasal. A transmissdao do VLF pela saliva
infectada ¢ facilitada pelo comportamento social dos felinos (HARDY et al., 1977; ROJKO;
HARDY, 1994). O gato susceptivel entra em contato com a saliva, secregdes oculares e/ou
secrecdes nasais de gatos infectados, como conseqiiéncia do comportamento de lambeduras
e/ou utilizacdo conjunta de bebedouros e comedouros (ARJONA et al., 2000; LAPPIN, 1998).
O VLF esta presente em outros liquidos corporais incluindo plasma, urina, leite e lagrimas
(COUTO, 1994; SHERDING, 1994). A transmissao transplacentaria pode ocorrer em fémeas
na fase de viremia. Os neonatos que ndo se contaminarem por essa via ou pelo leite, poderao
contaminar-se através da saliva da gata durante os cuidados de limpeza e higiene (AUGUST,
1992).

A evolucao da LVF estd na dependéncia de fatores virais, como dose inoculada, cepa
viral, tempo de exposi¢ao e dos fatores intrinsecos ao hospedeiro como imunidade individual
e idade (BARR, 1998). Apds a exposicao oronasal, o virus alcanga inicialmente os tecidos
linféides regionais, a seguir infecta as células mononucleares no sangue e, finalmente, a
medula 6ssea e os tecidos epiteliais da bexiga urindaria, trato gastrointestinal e glandulas
salivares (CHARREYE; PERDENSEN, 1991).

O animal pode reagir de diferentes formas a infec¢do pelo VLF. Pode passar por um
estagio de viremia transitoria, se ocorrer a resposta imune com produgdo de anticorpos anti-
gp70, capazes de neutralizar o virus (ROJKO; KOCIBA, 1991). Neste caso, a eliminacdo do
virus ocorre apds aproximadamente seis a oito semanas (BARR, 1995). De modo geral, os
filhotes sdo protegidos por anticorpos maternos até seis semanas de idade, podendo apresentar
infec¢do transitdria caso entrem em contato com o virus (COUTO, 1994, SHERDING, 1994).

Muitas vezes, apos a fase inicial de viremia, ocorre uma aparente recuperacao do animal; os
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testes ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay) e IFI (Imunofluorescéncia Indireta)
apresentam resultados negativos, entretanto, os gatos infectados mantém o virus sob a forma
latente, pois existem células transformadas pelo virus na medula dssea e linfonodos (ROJKO;
HARDY, 1994). Pode haver uma reativacdo viral caso o animal passe por situagdes de
estresse, doengas bacterianas ou virais, ou quando for submetido a altas doses de corticoides
(AUGUST, 1992). Apoés esta reativagdo os gatos tornam-se persistentemente virémicos. A
laténcia ocorre devido a resposta imune parcial do animal, o que resulta na inativagao e ndo na
eliminagdo do virus (BABYAK et al., 1998). Os animais que apresentam viremia persistente
ndo sdo capazes de desenvolver resposta imune, resultando no 6bito do animal trés a cinco
anos apos o inicio da viremia. Apenas 30% dos gatos que entram em contato com o VLF
apresentam viremia persistente (ROJKO; HARDY, 1994).

Como conseqiiéncia da infeccdo persistente pelo VLF ocorrem alteragdes,
principalmente nos mecanismos de defesa inespecificos ou imunes do hospedeiro (COUTO,
1994), sendo observados neutropenia, disfun¢io neutrofilica, deplecdo dos linfocitos TCD', e
TCD'g, além da formagio de complexos imunes, provocando deplegdo de anticorpos
circulantes e diminuicdo dos componentes do sistema complemento (AUGUST, 1992). A
maioria destes efeitos ¢ mediada pela proteina gp70 (ROJKO; HARDY, 1994).

A leucemia viral felina estd associada a doengas degenerativas ¢ a doengas neoplasicas
(LEVY, 2000). A maioria dos gatos infectados apresenta sintomas de doencas nao
neoplasicas, de carater cronico, como enterites, periodontites, estomatites, gengivites,
infecgdes respiratorias e dermatites, além de febre e perda de peso (HARDY et al, 1976, 1980,
HARDY, 1981; JARRET, 1991; SHELTON et al., 1989).

As principais queixas dos proprietarios referem—se a sintomas inespecificos como
anorexia, emagrecimento progressivo e¢ depressdo (BARR, 1993; BARR, 1995, LAPPIN,

1998). Alguns gatos apresentam claudicagdo ou fraqueza dos membros anteriores e
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posteriores, devido a poliartrite neutrofilica, atribuida ao deposito de complexos imunes nas
articulagdes (COUTO, 1994). Multiplas exostoses cartilaginosas também podem ocorrer em
alguns gatos (ROJKO; HARDY, 1994;). Problemas reprodutivos também sdo comuns. O VLF
estd associado a infertilidade, morte fetal e ao aborto (AUGUST, 1992). Também podem
ocorrer disturbios no sistema nervoso, como incontinéncia urindria, anisocoria, mielopatia e
neuropatia periférica (HOOVER; MULLINS, 1991). Muitas doengas imunomediadas também
sdo atribuidas a infecgdes pelo VLF, incluindo glomerulonefrites, poliartrites, lapus
eritematoso e anemia hemolitica imunomediada (LOAR, 1993). O linfoma ¢ a neoplasia mais
freqiientemente associada ao VLF, ocorrendo geralmente em 20% dos animais infectados
(LOAR, 1993) e podendo se apresentar nas formas multicéntrica, alimentar e extranodal, de
acordo com sua localizagcdo (ROJKO; HARDY, 1994).

Analisando-se uma série de estudos, concluiu-se que a prevaléncia de gatos infectados
pelo VLF, nos EUA, esta ao redor de 4% da populacdo. Nos gatos doentes esta propor¢ao
sobe para aproximadamente 13%. Na Europa, em estudos realizados na Bélgica, Franga,
Noruega, Suica e Alemanha foi encontrado 10% de animais infectados pelo VLF, enquanto na
Inglaterra, 5% dos animais sadios ¢ 18,5% dos doentes foram positivos (BARR, 1995; BARR,
1998; BRALEY, 1994; HOSIE et al., 1989; KNOTEK et al., 1999; MALIK et al., 1997;
(ROJKO; KOCIBA, 1991).

Gomez et al. (1999) pesquisaram a ocorréncia de VLF e VIF (virus da
imunodeficiéncia felina) em 300 gatos na Argentina e encontraram a seguinte distribui¢ao:
44% dos animais foram positivos para o VIF enquanto 5% foram positivos para o VLF.

No Brasil foi realizado um estudo clinico, com 298 gatos doentes ou que haviam tido
contato com animais positivos para leucemia felina. Destes, 12,5% estavam infectados pelo
VLF. A média de idade dos gatos infectados foi de 33 meses, ¢ 67,5% dos animais infectados

eram machos, ndo havendo, aparentemente, predisposi¢ao racial (HAGIWARA et al. 1997).
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Souza et al. (2002) realizaram um estudo com 196 animais provenientes do municipio
do Rio de Janeiro, utilizando um kit comercial (teste ELISA) para deteccdo do antigeno do
VLF e de anticorpos para o VIF. Os resultados mostraram que 17,46% (22/126) dos gatos
foram positivos para o VLF, 16,66% (21/126) foram positivos para o VIF e 1,58% (2/126)
foram positivos para ambas as viroses.

Segundo diversos pesquisadores, alguns dos fatores associados a infec¢do pelo VLF
sdo: idade, sexo, vida reprodutiva, origem e acesso a rua. Aparentemente, os adultos jovens,
de um a cinco anos de idade (média de trés anos de idade), costumam ser mais predispostos a
infeccdo (HOSIE et al., 1989; KNOTEK et al., 1999; SHELTON et al., 1989). A taxa de
infec¢do ¢ maior entre os felinos que convivem em grupos quando comparada com aqueles
que vivem sozinhos (BARR, 1996; BRALEY, 1994; KNOTEK et al., 1999; LEVY, 2000;
O’CONNOR JR. et al., 1991). Em locais que abrigam um gato positivo para VLF, cerca de
30% dos gatos contactantes tornam-se persistentemente infectados em um curto periodo de
tempo (LEVY, 2000). Animais castrados geralmente apresentam menores indices de infec¢ao
(KNOTEK et al., 1999). Aparentemente, os machos sdo mais predispostos a infec¢do (BARR,
1995; HAGIWARA et al., 1997, KNOTEK, et al., 1999; LEVY, 2000; McMICHAEL et al.,
1986). A incidéncia de infecgdo € significativamente maior em gatos que tem acesso a rua, em
comparac¢do aos confinados (BRALEY, 1994; KNOTEK et al., 1999; MARUYAMA et al.,
2003; O'CONNOR JR. et al., 1991; SHERDIND, 1994;).

Devido a multiplicidade de sintomas observados durante o curso da infec¢do, o
diagnéstico da leucemia viral felina s6 pode ser estabelecido por meio de testes imunologicos
especificos (HOOVER; MULLINS, 1991; ZENGER, 2000). Em muitos paises o teste
diagnéstico da infec¢do pelo VLF tornou-se um dos procedimentos mais freqiientes na rotina
clinica veterindria. Os objetivos deste procedimento seriam: a elucidacdo diagnoéstica de

varias enfermidades que podem estar associadas a infec¢do pelo VLF, a identificagdo de
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animais infectados porém assintomaticos e, finalmente, o controle da moléstia em gatis, por
meio da identificagdo e segregacdo dos animais infectados. (SHERDING, 1994).

Anteriormente a padronizacao da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) por Hardy
et al. em 1973, o diagndstico da LVF era feito por meio da pesquisa de particulas virais
utilizando—se a microscopia eletronica (LAIRD et al., 1968), ou por meio de testes
sorologicos como a fixagdo de complemento (SARMA;HUERBNER, 1970) ou a
imunodifusdo (HARDY, 1971). Em 1980, o teste ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-
Assay) foi introduzido na rotina hospitalar para o diagnostico da infecgdo pelo VLF. Este,
baseia—se na pesquisa de antigenos soliveis do VLF no plasma sanguineo, lagrima e saliva
(HARDY; ZUCKERMAN, 1991b), enquanto, pelo teste de IFI, sdo pesquisados antigenos ou
particulas virias presentes em leucocitos e plaquetas (HARDY et al., 1973). Sdo, portanto,
testes de imunodetec¢do especificos e indicam infeccdo presente. Os testes sorologicos
baseados na pesquisa de anticorpos ndo se prestam ao diagnéstico da infecg¢do atual, pois
podem indicar infec¢do passada naqueles hospedeiros que foram capazes de eliminar a
infeccdo. (HARDY; ZUCKERMAN, 1991a).

As proteinas estruturais internas do VLF sdo produzidas em grande quantidade no
citoplasma, sem causar danos significativos a célula infectada (SHERDING, 1994). A maioria
destes antigenos nao ¢ incorporada nas particulas virais, permanecendo no citoplasma das
células ou sob a forma soltvel no plasma, possibilitando sua deteccdo através das técnicas de
IFT ou ELISA, respectivamente (HARDY; ZUCKERMAN, 1991a). Ambos detectam os
antigenos nucleares do grupo p27, a maior proteina do core viral produzida em células
infectadas. O ELISA detecta o antigeno p27 presente em fluidos como soro, plasma, saliva ou
lagrima (HARDY; ZUCKERMAN, 1991b). Existem kits comerciais para uso em clinicas,
sendo o resultado observado pela mudanca na coloragdo da reagdo (SHERDING, 1994). A

técnica de IFI detecta antigenos em esfregacos de sangue periférico, nos quais as células e as
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plaquetas infectadas apresentam fluorescéncia, o que requer um microscopio de fluorescéncia
(HARDY et al., 1973).

Desde sua introducao, a IFI para detec¢do do VLF vem sendo utilizada em pesquisas
sendo, na maioria destes estudos, o unico teste utilizado, devido a sua especificidade,
sensibilidade, acuracia e praticidade (SHERDING, 1994). E considerado teste de referéncia
para o diagnoéstico da infecg¢do, possuindo correlacdo de aproximadamente 100% com o
isolamento viral (HARDY et al., 1973). Outra vantagem ¢ que os animais diagndsticados
positivos ja tem a infeccdo estabilizada, desta forma os animais em viremia transitdria ndo sao
considerados positivos (HARDY; ZUCKERMAN', 1991).

Devido a estabilidade, inclusive a temperatura ambiente, os antigenos virais podem ser
detectados nos leucocitos mesmo apods a perda da infectividade do virus. Portanto, as 1aminas
de esfregagos sangiiineo podem ser enviadas aos laboratorios in natura, mesmo por via postal,
sem que haja degradacao do antigeno (HARDY; ZUCKERMAN, 1991a).

A confiabilidade de um teste ¢ medida por dois indices: sensibilidade e especificidade.
A sensibilidade de uma prova mede a sua capacidade de identificar como positivo um animal
exposto ao virus. A sensibilidade de um teste sorologico varia de acordo com o antigeno
pesquisado, com as variantes do agente infeccioso € com o tempo necessario para que haja a
produgdo de niveis detectaveis de anticorpos ou antigenos. Ja a especificidade mede a
capacidade que o teste possui de identificar como negativos os animais que ndo foram
expostos ao agente em questdo. Fatores que interferem na especificidade sao reagdes cruzadas
com agentes similares ou antigenicamente relacionados, presenca de anticorpos nao
especificos apds a vacinagao e falhas no ensaio (HIETALA; GARDNER, 1999).

A concordancia entre o ELISA e a IFI ¢ 100% quando se trata de reacdes negativas, no
entanto cai para 90% quando se consideram as reagdes positivas. Sendo assim, os animais

considerados positivos pelo ELISA e que ndo apresentem sinais clinicos sugestivos da doenga
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devem ser reavaliados, utilizando—se a técnica de IFI antes de se estabelecer o diagnostico
definitivo de infeccdo pelo VLF (LAPPIN, 1998), pois, como o teste ELISA ¢é capaz de
detectar antigenos precocemente, estes animais podem estar apresentando virémia tansitéria e
serem capazes de debelar a infeccdo (AUGUST, 1992). Porém, deve-se estar atento ao fato de
que ¢é possivel obter resultado falso negativo na IFI em animais que estejam apresentando
leucopenia e trombocitopenia. Portanto, os dados do leucograma do animal sdo importantes
na interpretagdo dos resultados discordantes entre o teste ELISA e a IFT (LAPPIN, 1998).

Na década de 70, anterior a produc¢do de vacinas contra LVF em escala comercial, o
controle da infec¢do baseava-se na eutanasia dos animais positivos ao teste de IFI. No
entanto, esta conduta ndo levou a uma diminui¢do significativa dos casos de leucemia viral
felina (PERDENSEN et al., 1979). Por outro lado, a identificagdo e o isolamento dos felinos
reagentes seguidos da imunizagdo dos gatos susceptiveis resultaram em consideravel reducao
dos casos de infec¢do pelo VLF nos Estados Unidos ¢ na Europa (HANLON et al., 2001;
PEDERSEN, 1993).

Existem diferentes tipos de vacinas produzidas contendo virus inativado, ou sub
unidades do virion, ou vacinas que utilizam proteinas (gp 70) do envelope viral, porém todas
contém adjuvantes (HINES et al.,, 1991; HOOVER et al.,, 1991; LEWIS et al., 1981;
PEDERSEN, 1993; YORK; YORK 1991). Recentemente, o aumento dos casos de fibrossar
ma pods-vacinal e sua possivel associagdo com uso de vacinas com adjuvantes, serviram de
alerta para o uso indiscriminado da vacina contra leucemia felina, que deve ser utilizada
preferencialmente naqueles animais expostos ao risco de se infectarem (RICHARDS, 1998).
Recomenda—se ainda que a vacina seja aplicada exclusivamente nos animais sabidamente
livres da infec¢do, o que torna imprescindivel a realizagdo do teste diagnostico prévio
principalmente nos felinos de origem desconhecida ou que foram adotados, originarios da rua

(LAPPIN, 1998).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Material

A micro-regido escolhida para o estudo de identificacdo dos fatores de risco da
infeccdo pelo VLF foi o municipio de Sdo Paulo. Durante o periodo de janeiro de 2003 a
dezembro de 2004, foram obtidas e processadas amostras provenientes de 812 felinos
domésticos de ambos os sexos, com faixa etaria variando dos seis meses aos vinte anos, com
ou sem raga definida, domiciliados ou pertencentes a criatorios de animais, castrados ou nio.
Todos os animais submetidos ao teste foram atendidos em clinicas veterindrias deste
municipio. As amostras de sangue foram colhidas por venopung¢do jugular ou cefalica. Os
esfregacos de sangue foram preparados em duplicata, adequadamente acondicionados e
enviados ao laboratorio de Imunodiagnostico do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. As laminas
foram acompanhadas de uma ficha de identificacdo (Apéndice A), preenchida pelo médico
veterindrio responsavel pelo envio da material. Nesta ficha havia informagdes quanto a idade,
sexo, raca, origem, vida reprodutiva, contactantes (no domicilio/ gatil/ pet shop), acesso a rua
e outras informagdes quanto ao estado de higidez e antecedentes moérbidos ou familiares,
quando pertinentes.

A amostra estudada foi composta por 427 fémeas e 385 machos. Parte dos felinos
padecia de algum problema de saude (n=325), e os demais eram gatos aparentemente sadios

(n= 487).



24

3.2 Método

3.2.1 Técnica de Imunofluorescéncia Indireta

Conforme as recomendagdes de Hardy et. al. (1973) e Kim Floyd et al. (1983) as
laminas foram secas ao ar livre, acondicionadas de forma a evitar lise celular e enviadas ao
Laboratério de Imunodiagnéstico do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. da Universidade de Sao Paulo, em periodo ndo superior a
sete dias. Imediatamente ap6s o recebimento, as laminas eram fixadas com a finalidade de
preservar o antigeno viral presente nos leucocitos. Para a fixacdo utilizou-se uma mistura de
acetona ¢ metanol (Apéndice B). As laminas permaneciam emergidas nesta solu¢do durante
20 minutos, em temperatura ambiente. Apds secarem, quando ndo processadas
imediatamente, eram conservadas a temperatura de -70°C até o momento da utilizag3o.

Em cada lamina de esfregaco sangiliineo foram demarcadas duas areas circulares de
aproximadamente um centimetro de didmetro, utilizando-se caneta esferografica de tinta
metalica. O circulo da esquerda correspondia ao controle negativo. Neste sitio de reacao
foram colocados 10 pl de tampao PBS com 1% de soroalbumina bovina (Apéndice B). No
circulo da direita, foi realizado o teste para pesquisa do VLF utilizando 10ul de anticorpos
anti VLF (Primary reagente for FeLV IFA,VMRD, Inc.). Além disso, para cada grupo de
laminas testadas utilizou-se uma lamina sabidamente positiva, como controle positivo da
reacao.

As laminas foram incubadas a 37°C em camera umida por 30 minutos (KIM FLOYD,
1983). A seguir foram mergulhadas rapidamente em tampao de lavagem (Apéndice B),
diluido em 4agua destilada na propor¢do 1:4, para remocdo do excesso de reagente,

permanecendo imersas neste tampao por mais 10 minutos. Posteriormente, foram lavadas em
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agua destilada e deixadas na posicao inclinada para que fosse drenado o excesso de liquido.
Ap6s a secagem, foram adicionados 10ul do conjugado anti-IgG FITC Conjugate (Secundary
reagent for IFA, VMRD Inc.) em cada sitio, repetindo-se as etapas de incubagao e lavagem.
Terminada a reagdo, as laminas foram cobertas com uma gota de glicerina tamponada
(Apéndice B) e montadas com laminulas de vidro. Para a leitura da reagdo utilizou-se um
microscopio de fluorescéncia OLYMPUS BX60 com epi-iluminagdo. A amostra foi
considerada positiva quando os leucocitos e plaquetas apresentaram nitida fluorescéncia

(HARDY et al., 1973).

3.2.2 Definicdo das variaveis

Considerou-se a variavel dependente como o status do animal perante a infec¢do pelo
VLF (o0s animais ndo infectados=0 e os animais infectados=1).

As variaveis independentes a serem analisadas foram categorizadas da seguinte forma:

Sexo: fémeas=0, machos=1.

Faixa etaria: gatos com idade inferior a trés anos=0, gatos com idade entre trés e seis

anos=1, gatos com idade superior a seis anos=2.

Vida reprodutiva: inativa=0, ativa=1.

Origem: domicilio=0, gatil=1, pet shop=2, rua=3.

Contactantes no domicilio: nenhum=0, de um a cinco=1, de seis a quinze=2, mais de

quinze=3.

Acesso a rua: nao=0, sim=1.

Os numeros 0, 1, 2 e 3 apenas representavam a codificagdo das variaveis que foram
transformandas em variaveis nimericas e alocadas em uma tabela a ser analisada pelos testes

estatisticos.
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2.2.3 Andlise Estatistica

O teste de quiquadrado () foi utilizado para triagem das variaveis. Aquelas que
apresentaram p<0,20 foram selecionadas para andlise pela regressdo logistica. O modelo
multivariado foi construido pelo método stepwise-forward. Atraves do modelo multivariado
final foi possivel identificar os fatores de risco para a doenga, o que permitiu avaliar a
intensidade de associacdo entre as varidveis independentes e a variavel dependente, por meio
do calculo das ODDS RATIO, ou razao de chances (RC). As variaveis mantidas no modelo

multiplo final apresentaram um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Dos animais testados, 6,16% do total da amostra foi positivo para o VLF. Esta
porcentagem sobe para 12% quando se consideram apenas os gatos que apresentavam alguma
doenca relatada.

Todas as varidveis analisadas pelo teste de x* apresentaram p<0,05. A maioria dos
animais positivos (74%) tinha até seis anos de idade, sendo a faixa etaria mais afetada a de
trés a seis anos. Houve diferenca significativa na ocorréncia da infec¢do entre machos e
fémeas, sendo os machos mais afetados (p=0,015), bem como entre os gatos oriundos da rua
(p=0,001). Maior numero de gatos infectados foi observado entre os animais que tinham
acesso a rua (p<0,001) e naqueles que tinham vida reprodutiva ativa (p<0,001). Com relagdo
ao numero de contactantes, a freqiiéncia de animais infectados foi maior entre aqueles que
conviviam com até cinco animais no domicilio. Os resultados da andlise univariada estdo
apresentados na tabela 1.

Devido aos valores de p obtidos pelo teste de %, todas as variaveis foram incluidas na
analise de regressao logistica, através da qual foi feito o calculo da RC. As variaveis que se
mantiveram significativas no modelo final foram acesso a rua, o fato do animal ser oriundo da
rua e a faixa etaria entre trés e seis anos. As variaveis sexo, numero de contactantes e a vida
reprodutiva perderam a significancia e ndo foram incluidas no modelo final.

Desta forma, na populacao estudada os fatores de risco para a infec¢ao sao: livre acesso
a rua (RC= 47,252, p <0,001), animais originarios da rua (RC=3,221, p= 0,008) e a faixa
etaria entre trés e seis anos (RC=3,046, p=0,009). Na tabela 2 estdo apresentados os valores

de RC e de p obtidos pela regressao logistica.



28

Tabela 1-. Presenca de infecgdo pelo virus da leucemia viral felina segundo as variaveis, sexo,
faixa etaria, origem, contactante, vida reprodutiva, acesso a rua, e valores de p
obtidos pelo teste de y*, Sdo Paulo, 2003-2004.

Variavel VLF (-) VLF (+) Total p
No. % No. % No. %
Sexo Fémea 409 95,78 |18 4,22 427 100,0 0,015
Macho 353 91,59 |32 8,31 385 100,0
Faixa etaria <3 anos 300 93,2 15 4,8 315 100,0 0,042
3-6 anos 249 89,86 |22 10,14 271 100,0
> 6 anos 213 94,83 |13 517 226 100,0
Origem domicilio |183 95,82 |8 4,18 191 100,0 0,001
Gatil 197 98,50 |3 1,50 200 100,0
Pet shop 50 94,0 3 6,00 53 100,0
Rua 332 89,16 (36 10,84 368 100,0
Contactantes nenhum 84 84,85 |15 15,15 99 100,0 <0,001
las 161 92,0 14 8,00 175 100,0
6als 153 96,84 |5 3,16 158 100,0
Mais de 15 |364 95,6 16 421 380 100,0
Vida Inativa 522 97,57 |13 2,43 535 100,0  |<0,001
reprodutiva
Ativa 240 86,64 |37 13,36 277 100,0
Acesso arua Nao 617 99,20 |5 0,80 622 100,0  |<0,001
Sim 145 76,3 |45 23,70 190 100,0
Total 762 93,84 |50 6,16 812 100,0

VLF(-): gato ndo infectado pelo virus da leucemia, VLF(+): gato infectado pelo VLF
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Tabela 2- Valores de RC e p das varidveis mantidas no modelo multiplo final para
identificacdo dos fatores de risco para a infec¢do pelo VLF em felinos do
municipio de S. Paulo (n= 812). Sdo Paulo, 2003-2004.

Variavel Categoria OR p
Idade (anos) Inferior a trés 0,953 0,871
de trés a seis 3,046 0,009

superior a seis 1,000

Origem ND 1,000
Gatil 1,353 0,687
Pet shop 0,868 0,849
Rua 3,221 0,008
AcCesso a rua Nio 1,000
Sim 47,252 <0,001

ND: nascido no domicilio.
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5 DISCUSSAO

Os gatos diagnosticados positivos eram virémicos persistentes visto que, teste IFI ¢
capaz de diagnosticar o VLF apods a estabilizagdo da infeccdo, ndo sendo considerados
positivos aqueles animais que apresentavam viremia transitoria. A freqiiéncia da infecgdo pelo
VLF na amostra estudada foi 6,16%. Entretanto, quando se analisou a amostragem
correspondente aos felinos que apresentavam alguma doenga relatada, esta proporcio
aumentou para 12%. Esses valores sdo proximos aos relatados por diversos autores em
diferentes partes do mundo (BARR, 1995; HOSIE et al., 1989; KNOTEK et al., 1999;
MALIK et al., 1997; O'CONNOR JR. et al., 1991).

Nas diferentes variaveis analisadas pelo teste de %2, observou—se que havia diferenca na
freqliéncia da infec¢do nos animais que tinham acesso a rua (p<0,001), vida reprodutiva ativa
(p<0,001), origem da rua (p<0,001), sexo masculino (p=0,015) e faixa etaria entre trés e seis
anos de idade (p=0,042). Esses resultados se assemelham aos de outros estudos que se
baseavam na analise univariada (ARJONA et al., 2000; BARR, 1995; HAGIWARA, et al.,
1997; KNOTEK et al., 1999; McMICHAEL et al.,, 1986; O'CONNOR JR. et al., 1991;
SHELTON et al., 1989).

A forma de transmissdo mais importante do VLF ¢ a horizontal, pela via oronasal e
ocorre através de contato dos gatos susceptiveis com os gatos infectados, que eliminam o
virus principalmente através da saliva (ROJKO; HARDY,1994). A transmissdo do VLF pela
saliva ¢ facilitada pelo comportamento social dos felinos, principalmente em locais com
elevada densidade populacional, onde o desfrute dos mesmos fomites ¢ freqiiente entre eles.
Assim, a LVF ¢ considerada uma doenga mais comum nos gatos que vivem em grupos e

mantém contato amigavel (LAPPIN, 1998).
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Diferentemente da maioria dos estudos consultados (BARR, 1995; BRALEY, 1994;
KNOTEK et al., 1999; LEVY, 2000; O’ CONNOR JR. et al., 1991), o fato do animal viver
em grupos de alta densidade populacional ndo se apresentou como fator de risco da infecgao,
j& que o maior numero de animais positivos ao teste de IFI (58%) eram unicos ou conviviam
com poucos gatos em ambiente domiciliar. Este fato também foi descrito por Hosie et al.
(1989). A baixa associa¢do entre o fato de viver em grupos e a positividade ao teste de
leucemia felina pode ser explicada pela grande propor¢do de grupos fechados (52%) que
formou a categoria dos animais que cohabitavam com mais de 15 individuos. Outro fato a se
considerar é que estes animais tinham acesso freqiiente a clinicas veterinarias. Neste grupo, as
medidas de profilaxia instituidas pelos veterinarios, incluindo o confinamento dos animais,
podem justificar a baixa freqliéncia de animais reagentes. Por outro lado, dos 50 gatos
infectados pelo VLF, 29 (58%) eram tnicos ou viviam em pequeno numero no territorio
domiciliar, destes 27 (93%) mantinham acesso a rua, podendo “formar grupos” fora do
ambiente domiciliar, e 40% destes gatos infectados que viviam sozinhos ou, com no maximo
cinco animais, eram oriundos da rua.

Através analise de regressao logistica foi possivel avaliar a interagcdo conjunta de todas
as variaveis independentes com a ocorréncia da infec¢do pelo VLF. Para esta andlise foi
preciso definir uma categoria de base para cada variavel independente. O critério usado neste
estudo baseou-se em dados obtidos na literateratura consultada, sendo considerada como
categoria de base aquela em que ¢ relatada menor freqiiéncia de infecgdo, as fémeas, os gatos
com idade superior a seis anos, 0s gatos com vida reprodutiva inativa, sem contactantes no
domicilio, sem acesso a rua, € os nascidos em domicilio.

Os fatores de risco obtidos no modelo multivariado final foram o acesso a rua, a origem

da rua e a faixa etaria entre trés e seis anos.
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A importancia do livre acesso a rua, onde ha possibilidade de contato com outros gatos,
de status sanitario desconhecido, foi fortemente ressaltada na analise de regressdo logistica
(OR= 47,252). Diversos autores também consideraram o acesso a rua um dos fatores mais
importantes na ocorréncia da infecgdo pelo VLF (BRALEY, 1994; KNOTEK et al., 1999;
MARUYAMA et al., 2003; O'CONNOR JR. et al., 1991; SHERDIND, 1994).

O fato do animal ser oriundo da rua também foi definido como um fator de risco. Os
gatos oriundos da rua foram adotados e domiciliados como o Unico animal de estimacao da
espécie ou introduzidos em pequenos grupos, colonias ou abrigos de gatos. No entanto, 15%
destes animais mantiveram o habito de acessar a rua. Boa parte desses gatos (54%) havia sido
adotada na faixa etaria de um ano a trés anos, assim haviam tido acesso a rua na fase adulta.

No Brasil, ainda ndo se conhece a freqiiéncia da infec¢do pelo VLF entre os gatos
realmente errantes (abandonados ou ferais). Uma limitagdo deste estudo foi que, na amostra
estuda, ndo haviam animais realmente errantes, visto que todo material analisado provinha de
animais domiciliados e que tinham acesso a clinicas veterinarias. No entanto, estudos
realizados com gatos de rua, em outros paises, demonstram que a freqiiéncia relativa da
infeccdo pelo VLF estd em torno de 3,5 a 4,3% da populagdo testada, semelhante ao que ¢
descrito para os gatos domiciliados (DORNY et al., 2002; LEE et al., 2002; LURIA et al.,
2003; MUIRDEN, 2002;).

Outro fator de risco foi a faixa etaria. Observou—se que os adultos com idade entre trés e
seis anos foram mais freqiientes entre os animais positivos . Nesta fase da vida, o animal
apresenta maior vigor fisico, atividade sexual e desta forma possui maior possibilidade e
oportunidade de acesso a rua. Os adultos com idade superior a seis anos foram menos
freqlientes entre os infectados pelo VLF, o que pode ser explicado pelas proprias
caracteristicas da doenga. Como ¢ uma doencga fatal e de curso relativamente curto, o gato

virémico persistente, sobrevive no maximo de trés a cinco anos apds o inicio da doenca
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(AUGUST, 1992; BARR, 1998; NORSWORTHY, 1993). Outra caracteristica da infeccao
pelo VLF ¢ a de que apenas 30% dos gatos que entram em contato com o VLF desenvolvem
viremia persistente (AUGUST, 1992). Os demais sdo capazes de desenvolver imunidade e
eliminar a infeccdo em sua fase inicial, ou ainda de extinguir a infeccdo apds algumas
semanas, tornando—se resistentes (LEVY, 2000). Assim, ¢ possivel que uma consideravel
parcela dos gatos com mais de seis anos de idade ja tivesse adquirido imunidade contra o
virus, justificando—se o menor nimero de gatos infectados observado nessa faixa etaria.

O sexo ¢ a plena capacidade reprodutiva foram considerados por diversos autores como
fatores associados a infec¢do pelo VLF (BARR, 1995; KNOTEK et al., 1999; LEVY, 2000;
McMICHAEL et al., 1986; O'CONNOR JR. et al., 1991). Também neste estudo, quando
consideramos a analise univariada, foi demonstrada a associagdo entre a infecgdo viral ¢ os
fatores sexuais e reprodutivos. Entretanto, estas varidveis perderam a significancia na analise
multivariada. Segundo a analise univariada, os machos eram mais afetados que a fémeas. No
entanto os machos apresentam o comportamento de acessar a rua mais marcante do que as
fémeas e, quando se analisam as variaveis em conjunto o fato do animal ter acesso a rua
predomina sobre o fato do animal ser do sexo masculino. A vida reprodutiva também deixa de
ser considerada fator de risco, possivelmente devido ao fato de que na amostragem estudada
todos os gatos com vida reprodutiva ativa infectados pelo virus tinham acesso a rua e os
proprietarios desconheciam a higidez dos contactantes para fins reprodutivos. Sendo assim,
estas varidaveis ndo foram incluidas no modelo multiplo final e desta forma ndo foram
consideradas como fatores de risco na amostra estudada.

A identificacdo dos fatores de risco na amostragem estudada pode contribuir para a
instituicdo de medidas de prevengdo e controle da infec¢dao. Estas devem ser baseadas no
cerceamento ao acesso a rua e aos gatos de status desconhecido quanto a infecgdo pelo VLF.

Nos casos em que este fato é impossivel, deve-se optar pela vacinagdo dos gatos pertencentes
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ao grupo de risco para a infeccdo. O uso da vacina, ao qual estd associado o risco
desenvolvimento de sarcoma poés-vacinal, poderd ser indicado de forma mais seletiva,

somente para os gatos mais expostos aos riscos de infeccao.
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6 CONCLUSOES

Entre os gatos do municipio de Sdo Paulo amostrados neste estudo, os fatores de risco
associados a infecc¢ao pelo VLF foram: o acesso a rua, o fato do animal ser oriundo da rua e
estar na faixa etaria entre trés e seis anos.

Outros fatores, como sexo e vida reprodutiva considerados fatores associados a
infecgdo, pelo teste de y’, ndo foram evidenciados na analise multivariada. Na anélise
multipla, as varidveis sexo e atividade reprodutiva perderam a importancia, devido a

influéncia da variavel acesso a rua.
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APENDICE A

Ficha de identificacao:

Proprietario:

Endereco:

Clinica veterinaria:
Veterinario Responsavél:
1)Nome do animal:
2)Sexo:

3)Idade:

4)Raga:

5) Origem: () nascido em domicilio ( )gatil ( ) pet shop ( ) encontrou na rua ( ) ndo
relatada.

6) Convive com outros gatos em domicilio/criatério? Quantos?
7) Qual o estado de higidez dos contactantes?
8) Tem acesso a rua?

9) Tem vida reprodutiva ativa? O proprietario tem informacdes sobre a higidez dos
contactantes nestes casos?

10)E vacinado para leucemia viral felina?

11) Anexar o maior nimero possivel de informacdes sobre o historico dos animal, incluindo
exames realizados, enfermidades recentes....



1)

2)

3)

4)
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APENDICE B

Tampdes e solugdes usadas na técnica de

Imunofluorescéncia Indireta para detecgédo do VLF

Solugdo de fixagdo: 3 partes de acetona (p.a), 1 parte de metanol (p.a).

Tampao PBS com 1% de soroalbumina bovina: NaH,P04-0,22g ; NaHPO,4-1,19g;

NaCl -8,55g; BSA-10 g; NaHPO412H,0-3g; NaH,PO4H,0-0,25g; H,O gsp 1000 ml.

Tampao para lavagem 4 vezes concentrado: Na,CO; = 11,4g; NaHCO; -33,6g; NaCl -

8,5g; H,O gsp 1000 ml.

Glicerina Tamponada: 9 partes de glicerina (p.a) e 1parte de dgua destilada.





