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Resumo

O virus da leucemia felina (FeLV) representa um desafio significativo nas clinicas veterindrias
em todo o mundo. Diversos estudos tém demonstrado alta prevaléncia de FeLV em varios locais
no Brasil. A transmissdo ocorre através do contato proximo entre gatos infectados e suscetiveis.
Ja a deteccdo pode ser feita por meio de testes imunologicos (rapidos) e técnicas moleculares,
como a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR ou gqRT-PCR) que também permite
avaliar a carga viral. Esta dissertagdo teve como objetivo (1) estudar a frequéncia de infecg¢des
por FeLV em gatos domésticos no municipio de Caxias do Sul e (2) avaliar os dados de carga
viral dos animais infectados. A amostragem inicial consistiu de 598 gatos atendidos
sequencialmente em 7 clinicas e 2 hospitais veterinarios de janeiro de 2022 a margo de 2023.
Foram obtidas informacdes gerais (motivo da consulta, local de residéncia, idade, sexo, estado
reprodutivo, acesso a rua, vacinacao), avaliada a condi¢do clinica geral e coletadas amostras de
sangue total. A partir dessa populacao, foram selecionados 366 animais que possuiam resultados
de testes rdpidos para a deteccdo do antigeno p27 usando kits comerciais no momento da
consulta e tiveram amostras de sangue coletadas adequadamente. Essas amostras foram
submetidas a extragdo de DNA/RNA e detecg¢ao/quantificagdo do DNA proviral usando qPCR.
As amostras positivas para o DNA proviral do FeLV também foram testadas para
detectar/quantificar o RNA viral usando RT-qPCR. Os resultados demonstraram um total de
112 (30,6%) positivos no teste rapido e/ou qPCR, incluindo machos (n=64/112, 57,1%) e
fémeas (n=48/112, 42,9%), castrados (n=80/112, 71,3%) e gatos sexualmente intactos
(n=32/112, 28,6%), com acesso ao exterior (n=76/112, 67,9%) ou nio (n=34/112, 30,4%),
vacinados (n=36/112, 32,1%) ou ndo (n=74/112, 66,1%). A avaliacdo comparativa das
diferentes categorias demonstrou que gatos nao vacinados (OR 2,52, p < 0,001), clinicamente
doentes (OR 2,88, p < 0,001), com acesso ao exterior (OR 2,70, p < 0,001) e com
comportamento apatico (OR 3,06, p < 0,001) tiveram maiores chances de estarem infectados
pelo FeLV. Entre as manifestagdes clinicas letargia (OR 3,09, p < 0,001), anemia (OR 13, p <
0,001) e neoplasias (OR 5,9, p <0,001) foram mais frequentes nos animais positivos para FeLV.
A andlise multivariada foi realizada para verificar a correlacdo dos fatores de risco com a
infeccdo por FeLV e observou-se significancia estatistica para gatos ndo vacinados (OR 9,67,
IC 95%: 1,85-23,69) e gatos vacinados com triplice (OR 9,67, IC 95%: 3,37-27,76) e quadrupla
(OR 2,74, IC 95%: 1,53-4,89), além de gatos com acesso ao exterior (OR 2,52, IC 95%: 1,49-
4,23). Anemia e neoplasia estavam associadas a infec¢ao por FeLV (OR 9,11, IC 95%: 2,41,
29,49 e OR 4,14, OR 95%: 1,42-12,11, respectivamente). Amostras de 103 gatos foram
submetidas a andlise de carga proviral e viral. As anélises de carga viral e proviral possibilitaram
a classificacdo preliminar das infec¢des, sendo classificadas como progressivas altas
(n=12/109, 11%), progressivas baixas (n=35/109, 32,1%) e regressivas (n= 11/109, 10,1%). A
alta prevaléncia de FeLV demonstrada neste estudo destaca a necessidade de estabelecer
estratégias eficazes de controle e prevencdo na regido para reduzir os fatores de risco de
transmissao.

Palavras-chave: Retrovirus; FeLV; Prevaléncia; PCR; qPCR
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Abstract

The feline leukemia virus (FeLV) represents a significant challenge in veterinary clinics
worldwide. Several studies have demonstrated a high prevalence of FeLV in various locations
in Brazil. Transmission occurs through close contact between infected and susceptible cats.
Detection can be performed through immunological (rapid) tests and molecular techniques such
as quantitative polymerase chain reaction (QPCR or qRT-PCR), which also allows for viral load
assessment. This dissertation aimed to (1) study the frequency of FeLV infections in domestic
cats in the municipality of Caxias do Sul and (2) evaluate the viral load data of infected animals.
The initial sampling consisted of 598 sequentially attended cats in 7 clinics and 2 veterinary
hospitals from January 2022 to March 2023. General information was collected (reason for
consultation, residence, age, sex, reproductive status, outdoor access, vaccination), general
clinical condition was evaluated, and samples of total blood were collected. From this
population, 366 animals with rapid test results for p27 antigen detection using commercial kits
at the time of consultation and properly collected blood samples were selected. These samples
underwent DNA/RNA extraction and detection/quantification of proviral DNA using qPCR.
Samples positive for FeLV proviral DNA were also tested for viral RNA
detection/quantification using RT-qPCR. The results showed a total of 112 (30.6%) positive
cases in the rapid test and/or qPCR, including males (n=64/112, 57.1%) and females (n=48/112,
42.9%), neutered (n=80/112, 71.3%) and sexually intact cats (n=32/112, 28.6%), with outdoor
access (n=76/112, 67.9%) or not (n=34/112, 30.4%), vaccinated (n=36/112, 32.1%) or not
(n=74/112, 66.1%). Comparative evaluation of different categories demonstrated that
unvaccinated cats (OR 2.52, p < 0.001), clinically ill cats (OR 2.88, p < 0.001), cats with
outdoor access (OR 2.70, p <0.001), and cats with apathetic behavior (OR 3.06, p < 0.001) had
higher odds of being infected with FeLV. Among clinical manifestations, lethargy (OR 3.09, p
<0.001), anemia (OR 13, p <0.001), and neoplasms (OR 5.9, p < 0.001) were more frequent
in FeLV-positive animals. Multivariate analysis was performed to verify the correlation of risk
factors with FeLV infection, showing statistical significance for unvaccinated cats (OR 9.67;
95% CI: 1.85-23.69) and cats vaccinated with triple (OR 9.67, 95% CI: 3.37-27.76) and
quadruple (OR 2.74, 95% CI: 1.53-4.89) vaccines, as well as cats with outdoor access (OR 2.52,
95% CI: 1.49-4.23). Anemia and neoplasia were associated with FeLV infection (OR 9.11, 95%
CI: 2.41-29.49 and OR 4.14, 95% CI: 1.42-12.11, respectively). Samples from 103 cats
underwent proviral and viral load analysis. Viral and proviral load analyses allowed for
preliminary classification of infections as high progressive (n=12/109, 11%), low progressive
(n=35/109, 32.1%), and regressive (n=11/109, 10.1%). The high FeLV prevalence demonstrated
in this study emphasizes the need to establish effective control and prevention strategies in the
region to reduce transmission risk factors.

Keywords: Retrovirus; FeLV; Prevalence; PCR; qPCR.
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1 INTRODUCAO

O virus da leucemia felina (FeLV, do inglés feline leukemia virus) infecta gatos
domésticos (Felis catus) e ocasionalmente felinos selvagens (Felis silvestris, Felis margarita,
Puma concolor coryi, Panthera tigris, entre outros) em todo mundo (BROWN, et al., 2008;
FROMONT, et al., 2000; OSTROWSKI, et al., 2003; TANGSUDIJAI et al., 2010). O FeLV ¢
um retrovirus que pode causar alteracdes hematoldgicas e neopldsicas no hospedeiro,
principalmente anemia, imunossupressdo, linfoma e leucemia (HARTMANN, 2015; ADDIE,
etal., 2000).

A transmissdo do FeLV ocorre principalmente pelo contato proximo entre felinos
infectados e susceptiveis, assim como da mde contaminada para os filhotes (DEZUBIRIA, et
al, 2023). Apo6s a contaminagdo, existem trés possiveis desfechos no processo infeccioso:
progressivo, regressivo ou abortivo (LITTLE et al., 2020). A infecgdo progressiva, na qual os
gatos apresentam viremia persistente e constantemente eliminam particulas virais no ambiente,
¢ a de maior preocupagdo na clinica de felinos (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN,
2020).

A detecg¢ao do FeLV ¢ amplamente realizada com testes imunologicos rapidos, como o
ensaio de imunoabsorg¢do enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
(PARRY; HOLLOWAY; STUDERT, 1989; HARTMANN, 2015). A confirmag¢ao da infecg¢ao
por FeLV pode ser realizada por isolamento viral ou de técnicas de biologia molecular, como a
reagao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction). Diferentes
modalidades de PCR permitem a detec¢do do RNA viral ou do DNA proviral e constituem as
metodologias mais recentes de detec¢do do FeLV (TORRES; MATHIASON; HOOVER, 2004;
GOMES-KELLER, et al., 2006; TANDON, et al., 2005).

Os dados epidemiologicos relativos a frequéncia do FeLV nas populagdes de gatos
domésticos e principais fatores de risco ainda sdo escassos no Brasil. Também existe uma
grande variacdo entre resultados dos estudos existentes devido a diferencas nas populagdes
investigadas e nos métodos de deteccao (ALMEIDA, 2009; BIEZUS 2017). Informagdes
epidemioldgicas consistentes sdo fundamentais para conhecer a prevaléncia dessa importante
infec¢dao, bem como identificar fatores de risco e estabelecer medidas adequadas de controle

(HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020).



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a frequéncia das infec¢des pelo FeLV em gatos domésticos (Felis catus) de

Caxias do Sul.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Analisar a frequéncia de FeLV em gatos domésticos nos bairros de Caxias do Sul.

— Identificar possiveis fatores de risco para a infec¢ao por FeLV.

— Estabelecer critérios preliminares para classificagdo dos processos infecciosos
(progressivo, regressivo, abortivo) nos animais infectados com base nas andlises de

carga proviral e viral (QPCR e qRT-PCR).



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 TAXONOMIA E ESTRUTURA

O FeLV foi descoberto em 1964 por William Jarrett, que identificou particulas virais
ligadas @ membrana celular de linfoblastos em um gato que apresentava linfoma de ocorréncia
natural ao desenvolver um estudo a respeito da transmissao de linfomas em gatos (JARRETT,

1964).

Em relacdo a sua classificacdo taxondmica, o FeLLV pertence a familia Retroviridae, a
subfamilia Orthoretroviridae e ao género Gammaretrovirus. Trata-se de um retrovirus
envelopado com RNA de fita simples (JARRETT; NEIL, 2012). O processo de replicacao
envolve a sintese de DNA proviral e integracao ao DNA do hospedeiro pela agdao das enzimas
transcriptase reversa, integrase e protease (HARTMANN, 2015; WILLETT; HOSIE, 2013).
Entre os retrovirus de gatos domésticos, o FeLV ¢ o de maior potencial patogénico (ABCD,

2019).

A transcriptase reversa (TR, do inglés reverse transcriptase) trata-se de uma enzima
essencial para o ciclo de replicacao dos retrovirus. Essa enzima tem fun¢ao de catalisar a sintese
de DNA a partir de um molde de RNA, ao contrario do fluxo convencional das informagdes
genéticas na biologia, que seria de DNA para RNA. A transcriptase reversa permite que o
retrovirus tenha o seu genoma de RNA de fita simples convertido em duas fitas de DNA, para
entdo poder integrar o genoma do hospedeiro através da enzima integrase e formar o provirus

(VARMUS, 1988; TEMIN, 1992; COFFIN; FAN, 2016).

A integrase € responsavel pela integragdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro. Ela
desempenha um papel crucial na formacao de um reservatorio viral permanente dentro da célula
hospedeira. A integrase realiza duas etapas principais: processamento 3' e transferéncia de
cadeia. No processamento 3', a enzima remove um dinucleotideo das extremidades 3' do DNA
viral, expondo extremidades reativas necessarias para a integragdo. Em seguida, ocorre a
transferéncia de cadeia, onde a integrase insere covalentemente o DNA viral em um
cromossomo da célula hospedeira, formando um provirus. Essa integragdo permite que o
material genético retroviral seja mantido e transcrito juntamente com o DNA da célula

hospedeira (BUSHMAN, et al, 2005).

A protease desempenha um papel vital na maturagdo viral e na capacidade de infectar

células hospedeiras. Sua fungdo principal € clivar ligagdes peptidicas especificas dentro da



poliproteina viral, que € sintetizada durante o processo de replicagao do virus. A protease realiza
a clivagem da poliproteina em componentes funcionais, como proteinas estruturais € enzimas,
permitindo a montagem de novas particulas virais infecciosas. Ao cortar a poliproteina nos
locais adequados, a protease assegura a formacao correta e a funcionalidade das proteinas virais
necessarias para a montagem do virus e sua capacidade de infectar células (KOHL et al., 2006).

Figura 1- Ilustracdo esquematica da particula viral do FeLV e suas respectivas
estruturas.
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Fonte: Adaptado de HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020.

O genoma do FeLV apresenta os genes gag, pol e env, além de regides de repetigdes
terminais longas (LTR: do inglés, long terminal repeats) (Figura 2). O gene gag codifica os
precursores das proteinas estruturais do retrovirus, sendo pl5, p12 e p27 (JARRETT; NEIL,
2012). O gene pol codifica proteinas de fungdo enzimatica, incluindo a protease, integrase e
transcriptase reversa, fundamentais no processo de replicacdo (JARRETT; NEIL, 2012). O gene
env codifica a glicoproteina de superficie (SU) gp70 do envelope e a proteina pl15E. A gp70
representa um papel importante na defini¢do do subgrupo viral e o consequente tropismo
celular, além de ser o alvo de anticorpos neutralizantes (RAMSEY; SPIGBEY; JARRETT,
1998; RIEDEL, et al, 1986).



Figura 2- Estrutura genomica do FeLV.
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Fonte: Adaptado de DUNHAM; GRAHAM, 2008.

Os gatos domésticos também apresentam sequéncias de DNA muito semelhantes ao
DNA proviral do FeLV, que se trata de elementos enddgenos do endogenous feline leukemia
virus (enFeLV). Em um processo de infecgdo ativa, o FeLV pode sofrer interagcdes com
elementos enddgenos, ocorrendo eventos de recombinacao, e assim, culminando na geragdo de
muitas novas variantes virais (POLANI et al, 2010; CHIU; HOOVER; VANDEWOUDE, 2018;
POWERS et al., 2018).

A classificagdo do FeLV inclui diversos subgrupos que consideram a interacdo com
enFeLVs. Os subgrupos virais considerados de maior importancia incluem o FeLV-A, B, C, D
e T. Acredita-se que as variantes virais resultantes da recombinagdo estejam relacionadas as
diferentes manifestagdes clinicas apresentadas pelos felinos infectados (HARTMANN;
HOFMANN-LEHMANN, 2020; JARRETT; NEIL, 2012; STEWART et al., 1986; RIGBY et
al., 1994; SYKES; HARTMANN, 2014).

O subgrupo FeLLV-A ¢ transmitido quase que exclusivamente de forma horizontal entre
os felinos (ERBECK et al., 2021; WILLETT; HOSIE, 2013). No entanto, a recombina¢do do
genoma do FeLV-A com genomas celulares ou genes do enFeLV no genoma do hospedeiro ¢
capaz de provocar o surgimento dos outros subgrupos virais, sendo FeLV-B o mais comum
(ERBECK et al., 2021, STEWART, et al., 1986). A disseminagao do FeLLV-B entre os gatos s
ocorre com a presenca do FeLV-A (JARRETT; NEIL, 2012). O FeLV-B ¢ geralmente associado
a maior viruléncia e oncogenicidade, podendo resultar em neoplasias malignas, principalmente
as hematopoiéticas, como o linfoma e a leucemia (ERBECK et al., 2021; JARRETT; NEIL,
2012).



Outros eventos de recombinagdo entre FeLV-A e elementos endogenos podem ocorrer.
O FeLV-C possui potencial altamente patogénico e estd relacionado a anemia arregenerativa
(frequentemente fatal), por promover o bloqueio da diferenciacdo de células da linhagem
eritroide através da interferéncia em vias de transducdo de sinais fundamentais para a
eritropoiese (HOOVER; et al., 1987; RIEDEL; et al., 1986; ABKOWITZ; HOLLY;
ADAMSON, 1987). Ha relatos de outros subgrupos virais como o FeLV-T, que possui tropismo
por linfocitos T estd associado a imunossupressdo. O FeLV-D, de patogenicidade pouco
elucidada até o momento, foi identificado em animais portadores de linfoma e leucemia
(KAWASAKI; NISHIGAKI, 2018; CHENG; ANDERSON; OVERBAUGH, 2007;
OVERBAUGH, et al, 1988).

Apesar da existéncia da classificagdo em subgrupos virais, estudos mais recentes
reportam que a grande quantidade de sitios de recombinagdo, somada a grande variabilidade
genética e a possibilidade de mais de um evento de recombinagdo em um mesmo individuo,
pode levar ao desenvolvimento de inimeras variantes dentro dos subgrupos virais previamente
estabelecidos. A grande variabilidade genética funciona como um mecanismo evolutivo do
FeLV e contribui para a perpetuagao do virus (ERBECK, et al., 2021; KOMINA, et al., 2019;
LE, etal., 2023).

3.2 TRANSMISSAO

Em gatos com infec¢do progressiva, ocorre a eliminagdo constante de particulas virais
no ambiente por meio da saliva, mesmo na auséncia de manifestagoes clinicas, o que possibilita
a transmissao horizontal do virus (FRANCIS; ESSEX; GAYZAGIAN, 1979; HARTMANN;
HOFMANN-LEHMANN, 2020). A presenca do FeLV também ¢ detectada em outras secregdes
e excrecdes, incluindo urina, fezes, secrecdo nasal e leite, sendo o leite relacionado a
transmissao vertical (HARDY, et al., 1973). A transmissao geralmente ocorre durante o contato
préximo entre gatos infectados e gatos sadios pela via oronasal, por meio de lambedura ou
mordedura. O compartilhamento de utensilios como comedouros, bebedouros e caixas de areia
também representa risco de transmissdo (HARDY, et al., 1977; HARDY, et al., 1976). Além
disso, estudos in vitro demonstraram que pulgas sdo potenciais vetores do FeLV (VOBIS, et al.,
2003).

A transmissao iatrogénica pode ocorrer através de agulhas e instrumentos contaminados,
além da transfusdo sanguinea. A transmissao através da transfusdo sanguinea ¢ relatada até

mesmo quando o gato doador ¢ portador de infeccao regressiva, de forma que todos os doadores



devem ser comprovadamente negativos para FeLV por meio de técnicas de diagnostico

molecular (HARTMANN, 2015; NESINA, et al., 2015).

A transmissao vertical ¢ mais comum em fémeas com infec¢ao progressiva, mas também
pode ocorrer em fémeas regressivamente infectadas, especialmente se a infecg¢ao for reativada
durante a gestagdo (PACITTI; HAY, 1986). O FeLV pode ser transmitido por via
transplacentaria ou durante a amamentagdo e lambedura dos filhotes pela mae. As infec¢des
comumente provocam abortos e natimortos, mas a prole pode sobreviver em até 20% dos casos,

gerando adultos com viremia persistente (HARTMANN, 2015, LEVY, et al., 2000).

Os gatos que apresentam maior risco de infec¢ao sdo machos jovens, ndo castrados, que
possuem livre acesso a rua e convivem com outros gatos. Estes animais possuem maior
tendéncia ao contato proximo prolongado com gatos infectados por meio da socializagdo, mas
também devido ao comportamento territorial, que favorece a transmissdo de lesdes
provenientes de interacdes antagonistas com outros gatos (HARTMANN; HOFMANN-
LEHMANN, 2020; WESTMAN et al., 2019).

3.3 PATOGENESE

Apds a exposicdo inicial ao FeLV, a replicacdo viral ¢ iniciada em linfocitos e
macrofagos na orofaringe e tecido linfoide local. Para possibilitar a entrada do virus na célula,
ha a ligagdo da proteina de superificie (SU, gp70) com receptores da membrana celular. Apos a
adsor¢do e penetragao, ocorre o desnudamento do virus e posterior transcrigdo reversa por meio
da enzima transcriptase reversa (RT, do inglés reverse transcriptase), fazendo com que o RNA
viral seja copiado em uma fita simples de DNA complementar (cDNA, do inglés
complementary desoxirribonucleic acid). O DNA sintetizado serve como molde para a
formacgao do provirus, que ¢ integrado ao genoma do hospedeiro por meio da acdo da enzima
integrase. A sintese e integracdo do provirus ocorre somente em células que passam por sintese
de DNA. Apos a integracdo, o RNA ¢ transcrito do provirus integrado por RNA polimerases
dependentes do DNA, e entdo, traduzido nos ribossomos do hospedeiro, a fim de gerar
precursores estruturais e poliproteinas do envelope, que passam por clivagem por meio da
protease viral. Tais proteinas migram para a membrana plasmatica e inicia-se o processo de
montagem e brotamento. Apos a maturagao, novas particulas de FeLV sdo liberadas através da
membrana da célula hospedeira e assim perpetua-se o ciclo bioldgico do virus (Figura 3).

(ROJKO; OLSEN, 1984; JARRETT; NEIL, 2012; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN,



2020). A proteina ou antigeno p27 ¢ produzida em grande quantidade durante a replicagdo viral

(PARRY; HOLLOWAY; STUDDERT, 1989).

Figura 3 - Esquema representativo da replicag@o viral do FeLV na célula hospedeira.
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Fonte: adaptado de HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN (2020).

A replicacdo viral inicial na orofaringe resulta na infeccdo de linfocitos e mondcitos
periféricos, que por possuirem carater circulante, provocam a viremia primaria e a consequente
disseminag¢do do virus para os tecidos linfoides sistémicos, com infec¢do da medula 6ssea. Uma
vez que ocorre a integracdo do material genético viral as células-tronco hematopoiéticas e na
auséncia de resposta imune, o virus passa a ser liberado no sangue, resultando na viremia
secundaria e persistente. Nos animais com viremia persistente, o virus é disseminado nas
mucosas ¢ tecidos glandulares (ROJKO, et al., 1979). Sendo assim, particulas virais passam a
ser eliminadas no ambiente por meio das secreg¢des e excrecdes, especialmente a saliva (Figura

4) (FRANCIS; ESSEX; HARDY, 1977; GOMES-KELLER, et al., 2006).



Figura 4- Esquema representativo da patogénese do FeLV no felino hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN (2020).

3.4 EVOLUCAO DA INFECCAO

A infecgdo por FeLV pode seguir diferentes cursos: infeccdo progressiva, regressiva ou
abortiva. Alguns autores descrevem também a infec¢do focal ou atipica. A evoluc¢ao da doenca
tem como principais fatores determinantes o estado imunoldgico do animal e com a dose de

virus a qual este foi exposto (MAJOR, et al., 2009; LITTLE, et al., 2020)
3.4.1 Infec¢do Progressiva

A infeccdo progressiva tem como principal caracteristica a presenga de viremia
persistente no hospedeiro (HARTMANN, HOFMANN-LEHMANN, 2020). Nos gatos com
infec¢do progressiva, a resposta imune ¢ insuficiente para conter a replicagdo do FeLV, e sdo
detectados baixos niveis de anticorpos neutralizantes (BEALL et al., 2021). Sendo assim,
ocorre a viremia primaria devido a replicacdo viral no tecido linfoide da orofaringe, seguida da
viremia secundaria ap6s a infeccdo da medula 6ssea, que persiste durante toda a vida do animal
(ROJKO, et al., 1979, HARTMANN, 2015). Devido a infec¢do das mucosas e tecidos
glandulares, animais com infec¢do progressiva sao capazes de eliminar grandes quantidades de

particulas virais no ambiente por meio de suas secregdes e excrecdes, sendo considerados a
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principal fonte de transmissdao do virus (FRANCIS; ESSEX; HARDY, 1977, GOMES-
KELLER, et al., 2006)).

O desenvolvimento de infecg@o progressiva ¢ mais comum em filhotes, enquanto gatos
adultos geralmente desenvolvem infec¢des regressivas ou abortivas apos a exposi¢do ao virus
(COTTER, 1991). A resisténcia relacionada a idade nao ¢ absoluta, porém o risco de infec¢ao
progressiva ap6s o contato com um animal virémico ¢ menor em animais mais velhos
(HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). Aparentemente, o numero de receptores
celulares necessarios para a entrada do FeLLV-A nas células-alvo pode diminuir com o passar do
tempo. Outra hipotese € que a maior resisténcia nos adultos esteja relacionada a maturacdo da

funcao dos macrofagos (HOOVER; MULLINS, 1991).

A infeccdo progressiva esta associada a ocorréncia de manifestagdes clinicas graves,
como neoplasias, anemia e imunossupressao, que frequentemente levam ao o6bito. Os felinos
que apresentam este curso de infeccdo tém prognoéstico reservado a ruim, com sobrevida
estimada de até trés anos apds o diagnostico (KENT, et al., 2022; ADDIE, et al., 2000;
HARTMANN).

3.4.2 Infec¢ao Regressiva

Alguns gatos expostos ao FeLV podem apresentar infec¢ao regressiva. Nesses casos, hé
ocorréncia de resposta imune parcialmente efetiva antes ou pouco apos a infeccao da medula
ossea. Ocorre a producdo de anticorpos neutralizantes, que impedem a continuidade da
replicagdo viral e o desenvolvimento da viremia secundéria, porém sem eliminar
completamente a infeccdo, visto que o provirus permanece integrado ao genoma do hospedeiro

(ROJKO, et al., 1982; MADEWELL; JARRETT, 1983).

Nesses animais, testes de deteccdo de antigeno p27 frequentemente apresentam
resultados negativos (exceto durante a viremia primaria ou transitoria), porém a detec¢do do
DNA proviral do FeLV no sangue ¢ possivel por meio de PCR (HARTMANN, 2015;
CATTORI, 2006; TORRES, et al., 2005).

Normalmente, os gatos com infec¢do regressiva ndo sdo passiveis de transmissdo
horizontal, exceto durante a viremia primdria (com duracdo em média de 3 a 6 semanas,
podendo durar até 16 semanas) ou pela realizacdo de transfusdo sanguinea, na qual o provirus

pode ter potencial infectante (NESINA, et al., 2015; HARTMANN, 2012).
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O desenvolvimento de manifestacdes clinicas graves ndao ¢ comum em animais
regressivamente infectados (HARTMANN, 2015). Todavia, existem relatos de ocorréncia de
linfoma, anemia e panleucopenia nesses pacientes (JACKSON, et al., 1993; SUNTZ, et al.,
2010; NESINA, et al., 2015);

Historicamente, as infec¢des regressivas foram denominadas “infecgdes latentes”,
havendo relatos de reativacdo da infec¢do apds a imunossupressdo, geralmente associada a
eventos estressantes, gestacdo ou a administragdo de glicocorticoides (PARDI, et al., 1991;
ROJKO, et al., 1982; PACITTI, 1987). Uma vez que a infecgdo ¢ reativada, ¢ estabelecida a

viremia secundaria e a infeccdo passa a ser considerada progressiva (HARTMANN, 2012).
3.4.3 Infec¢ao Abortiva

Em gatos imunocompetentes, ocorre a produgdo de anticorpos neutralizantes apds o
contato inicial com o virus. A replicacao viral é contida pela resposta imune humoral e celular
no seu estagio inicial no tecido linfoide local na orofaringe, o que impede o estabelecimento da
viremia e evolucdo da infeccdo (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). Acredita-se
que a infec¢do abortiva seja o desfecho mais comum apds a exposigao natural ao FeLV, sendo
caracterizada por resultados negativos em testes de deteccao de antigeno p27, auséncia de RNA
viral ou DNA proviral ¢ auséncia de virus cultivavel (HOFMANN-LEHMANN et al., 2007).
O tnico indicador da ocorréncia deste desfecho ¢ a presenca de anticorpos neutralizantes

(LITTLE et al., 2020).
3.4.4 Infec¢ao Focal, Localizada ou Atipica

A infecgdo focal, também denominada localizada ou atipica, ¢ considerada rara, na qual
a replicagcdo do FeLV permanece restrita em determinados tecidos, incluindo glandulas
mamarias, baco, linfonodos ou intestino delgado. Animais com infec¢do focal podem apresentar
resultados discordantes nos testes, como a detec¢do de antigeno p27 no sangue na auséncia de
resultados positivos no isolamento viral, PCR ¢ RT-PCR (JARRETT, et al, 1991; LUTZ;
PEDERSEN; THEILEN, 1983; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020; MIYAZAWA;
JARRETT, 1997;).

Aparentemente, a infeccdo focal ndo ¢ de grande importincia epidemioldgica
(HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020), com apenas um relato de transmissdo de uma
gata ndo virémica para a ninhada através do leite (PACITTI; JARRETT; HAY, 1986). Sendo

assim, o diagndstico ¢ dificil e a literatura a respeito deste desfecho ¢ variavel, visto que alguns
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autores classificam os cursos apenas em infec¢ao progressiva, regressiva e abortiva (LITTLE,

et al., 2020; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020).
3.5 DIAGNOSTICO

Entre as metodologias empregadas para auxiliar no diagnostico das infecg¢des por FeLV,
existem métodos de deteccado direta ou indireta do virus. A maioria dos métodos utilizados na
rotina clinica sdo diretos. Entre estes, destacam-se o isolamento viral, ensaios de
imunofluorescéncia direta (IFA: do inglés immunofluorescence assays), ensaios de
imunoabsor¢do enzimatica (ELISA: do inglés enzyme-linked immunosorbent assays), incluindo
ensaios imunocromatograficos, ¢ modalidades biologia molecular de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR: do inglés polymerase chain reaction). A detec¢do indireta de anticorpos

também pode ser realizada, mas ¢ pouco empregada na rotina clinica (HARTMANN, 2015).

3.5.2 Isolamento Viral

O isolamento viral foi o primeiro método direto de detec¢do do FeLV e ¢ considerado
eficiente devido a capacidade de detectar a presenca do virion em amostras de sangue total. No
entanto, requer instalagdes especiais e a realizagdo da técnica ¢ considerada complexa e
demorada. Por conta dessas desvantagens, nao ¢ um método utilizado frequentemente na rotina

(HARTMANN, 2015; HOFMANN-LEHMANN; HARTMANN, 2020).
3.5.3 Imunofluorescéncia direta

Ensaios de IFA podem ser aplicados para a detec¢ao do antigeno p27 intracelular em
esfregacos sanguineos ou da medula 6ssea. No entanto, atualmente a técnica ndo ¢ recomendada
como um método de triagem, visto que possui menor sensibilidade que os testes ELISA e a
detec¢do do antigeno p27 so6 € possivel apos a infec¢do da medula dssea e o estabelecimento da
viremia secundaria. Sendo assim, esta metodologia ¢ capaz de estabelecer o diagnostico
somente das infecgdes progressivas, com possibilidade de resultados falso-negativos em

animais que apresentam leucopenia (LITTLE, et al., 2020).

3.5.4 Ensaio de Imunoabsorc¢io Enzimatica e Ensaios Imunocromatograficos

No diagnodstico de infeccdes por FeLV, o ELISA tem como funcdo detectar
concentragdes do antigeno p27 no soro ou plasma de animais infectados, indicando a presenga

de viremia (transitoria ou persistente) (HARTMANN, et al, 2001; LUTZ, et al., 1983). Quando
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comparados a IFA, os métodos baseados no ELISA apresentam maior sensibilidade, detectando

concentragdes mais baixas de p27 soluvel (LOPEZ; et al., 1989).

O primeiro ELISA comercial foi aprovado em 1979 e com o passar do tempo, a
metodologia foi aperfeicoada, sendo aplicado como base para a producdo de ensaios
imunocromatograficos (ICGA: do inglés, immunochromatographic assays), nos quais ocorre a
producdo de cor em consequéncia da reagdo imunologica (HARTMANN, et al., 2001);
HARTMANN, 2015; LUTZ, et al., 1983). Os ICGA estao disponiveis comercialmente como
testes rapidos, que podem ser utilizados com amostras de sangue total no local de assisténcia
ao animal (point-of-care tests) e sdo amplamente aplicados na triagem de rotina para o FeLV
atualmente (GISELBRECHT, 2023). No entanto, na auséncia de viremia, a concentragao de
antigeno p27 soluivel no sangue pode encontrar-se abaixo do limite de detec¢do desses testes e
ocasionar resultados falso-negativos, como € o caso das infecgdes regressivas, nas quais nao ha
viremia persistente, mas o provirus permanece integrado ao genoma dos animais (LITTLE et

al., 2020).

3.5.5 Diagndstico Molecular

Ensaios de PCR e RT-PCR possibilitam a deteccdo de sequéncias de DNA proviral no
sangue ¢ do RNA viral no sangue ou na saliva de gatos infectados, respectivamente, e
constituem as metodologias mais recentes utilizadas no diagndstico das infecgdes por FeLV
(GISELBRECHT, 2023; TORRES; MATHIASON; HOOVER, 2004; GOMES-KELLER, et
al., 2006; TANDON, et al., 2005). Quando comparada a outros métodos de diagnostico do
FeLV, como IFA, ELISA e isolamento viral, a PCR apresenta maior sensibilidade e

especificidade (GOMES-KELLER, et al, 2006; HOFMANN-LEHMANN, et al., 2008).

A qPCR para deteccio do DNA proviral no sangue ¢ o método de diagndstico mais
recomendado atualmente, por possuir alta sensibilidade e especificidade e possibilitar a
quantificacdo de copias de DNA proviral do FeLV, tornando possivel o diagnostico mesmo em
casos de infecgdes regressivas, ou seja, mesmo na auséncia de viremia no momento da coleta
da amostra (HOFMANN-LEHMANN, et al., 2001; TANDON et al, 2005; CATTORI,
HOFMANN-LEHMANN, 2008; BEALL, et al., 2021).

Estudos demonstram que infecgdes progressivas estdo associadas a cargas de DNA
proviral mais altas, enquanto animais com infec¢do regressiva geralmente apresentam cargas

mais baixas (HOFMANN-LEHMANN, et al., 2001; HOFMANN-LEHMANN, et al., 2008).
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Sendo assim, a qPCR também pode ser empregada na classificacao dos cursos da infec¢ao e no

monitoramento dos animais infectados (BEALL, et al., 2021).
3.5.1 Deteccao de Anticorpos

A deteccao de anticorpos especificos contra o FeLV pode ser realizada por métodos de
ELISA e imunofluorescéncia, mas que nao sdo amplamente utilizados na rotina clinica
(MAIJOR, et al, 2010; HARTMANN, 2015). A presenga de anticorpos anti-FeLV pode ser um
indicativo de exposigao prévia ao virus (infec¢ao abortiva) ou vacinagdo (MAJOR, etal., 2010).
No entanto, animais com infec¢des regressivas também podem apresentar anticorpos, sendo
assim, € necessdaria a associagdo com outros testes para estabelecer o diagnéstico e a

classificag@o dos cursos das infec¢des (WESTMAN, et al., 2019).
3.6 CONTROLE E PREVENCAO

Entre as principais medidas de prevencao do FeLV, destacam-se a implementacdo de
protocolos de testagem e vacina¢do. A educacgdo sanitdria de tutores e de funciondrios de
estabelecimentos veterinarios € o0 manejo do ambiente com o objetivo de minimizar fatores de
risco associados as infecgdes por FeLV também sdao acdes preventivas para reduzir a

disseminag¢do do FeLLV (LITTLE et al, 2020).

Nas primeiras décadas apds a descoberta do FeLV, a principal medida de prevencao
consistia na implementacao de programas de identificagdo e remog¢do de animais positivos do
ambiente, a fim de evitar o contato destes com gatos saudaveis e assim, impedir a transmissao
(WEIJER et al, 1976; HARDY et al, 1976). Tais programas contribuiram para a redug¢do da
prevaléncia na Europa e na América do Norte e sdo aplicados efetivamente até os dias atuais.
No entanto, a prevaléncia do FeLV permaneceu estagnada em varios paises, sugerindo a
necessidade da adogdo de estratégias de controle adicionais (BURLING et al 2017,
HOFMANN-LEHMANN et al, 2018; WEIJER 1989; STUDER et al, 2019).

A testagem € uma medida essencial para o controle e prevencao do FeLV, pois permite
a identificagdo precoce dos gatos portadores do virus. Sendo assim, algumas estratégias de
prevencdo devem ser adotadas durante o manejo dos gatos infectados a fim de evitar a
transmissdo. Em domicilios, recomenda-se que todos os gatos sejam testados individualmente
€ que os animais positivos sejam isolados dos negativos, que devem ser vacinados (LITTLE et

al, 2020). O compartilhamento de utensilios como tigelas de alimento e caixas de areia deve
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ser evitado, o acesso a rua nao deve ser permitido e os gatos devem ser castrados (HARDY, et
al., 1977, HARDY, et al., 1976). Em estabelecimentos veterinarios, gatos infectados por FeLV
podem permanecer no mesmo ambiente que gatos nao infectados, desde que permanecam em
gaiolas separadas e sejam realizados os procedimentos rotineiros de higiene e desinfeccao
(TERPSTRA et al, 2007, KRAMER; SCHWEBKE; KAMPF; 2006, LITTLE et al, 2020).
Animais doadores de sangue devem ser comprovadamente negativos para DNA proviral do

FeLV por meio de PCR (NESINA, et al., 2015).

A vacinagdo ¢ outra estratégia de grande importancia na preven¢ao de infecgdes por
FeLV. Atualmente existem algumas vacinas disponiveis comercialmente, incluindo vacinas de
virus inativado, com virus vetores recombinantes ¢ de subunidades (LITTLE et al, 2020;
HARTMANN, 2015). Entre as vacinas contra o FeLV disponiveis no Brasil, as duas mais
frequentemente utilizadas sdo as de virus inativado, sendo as principais a Fel-O-Vax LvK IV +
CaliciVax (Zoetis Inc., Parsipanny-Troy Hills, New Jersey, United States) ¢ a Nobivac Feline
1-HCPCh+FeLV (Merck Sharp & Dohme, Rahway, New Jersey, United States). Essas vacinas
sdo eficazes na prevencgao das infecgdes progressivas e, consequentemente, de enfermidades
graves associadas ao FeLV (HOFMANN-LEHMANN et al, 2008; HOFMANN-LEHMANN et
al; 2007). A American Association of Feline Practicioners (AAFP) recomenda que todos os
filhotes de até um ano de idade e adultos em risco de transmissdo sejam vacinados (SCHERK

etal, 2013).

3.7 EPIDEMIOLOGIA

Dados de prevaléncia em diferentes locais do mundo demonstram que o FeLV ¢ um dos
agentes infecciosos mais frequentemente detectados em gatos domésticos, ocorrendo
importantes variacoes de acordo com a regido geografica (Tabela 1). No entanto, também ¢
perceptivel uma variagdo no niimero de amostras testadas em cada regido (BUCH et al., 2017;
HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020; STUDER etal., 2019; BURLING etal., 2017,
GLEICH; KRIEGER; HARTMANN, 2009; HOFMANN-LEHMANN et al., 2018).
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Tabela 1 — Prevaléncia estimada do FeLV em diferentes regidoes do mundo baseada na
deteccio do antigeno p27 (ELISA).

Regido N Ag FeLV (sangue total)
América do Norte 2.500.000 4%
América Latina 9984 13%
Caribe 6882 9%
Norte da Europa 95.800 7%
Sul da Europa 206.157 12%
Oriente Médio e Africa 4787 14%
Asia e Pacifico 81.201 6%

Fonte: Adaptado de BUCH, et al. (2017).

A prevaléncia geral na Europa foi de aproximadamente 2,3% tendo como método de
detecgao a RT-PCR para RNA viral do FeLV em amostras de saliva. Os paises com o maior
nimero de animais positivos foram Portugal (8,8%), Hungria (5,9%) e Italia/Malta (5,7%). Os
dados somados demonstram que o sul da Europa apresenta maior prevaléncia (12%) (Tabela 1).
Os fatores de risco identificados neste estudo incluiram machos adultos sexualmente intactos,
com acesso ao exterior, vivendo em grupos de >5 gatos e estando clinicamente doentes no

momento do teste (STUDER et al., 2019).

Entre os estudos realizados na Africa, a frequéncia de detecgdo do antigeno p27 do FeLV
por ELISA foi de 41% dos gatos avaliados no Zimbabue, 14,5% em Mogambique e em
contraste, ndo foram relatadas infec¢des por FeLV no Quénia e Etidopia. Em relacdo aos fatores
de risco, foi observado que gatos clinicamente doentes, sexualmente intactos, com acesso a rua,
vivendo em domicilios com varios gatos € em areas suburbanas tinham maior probabilidade de

infeccdo (MUCHAAMBA et al., 2014, TCHAMO, 2019; TIAO etal., 2012; SCHULTZ, 2023).

Na América do Norte, aproximadamente 4% dos gatos eram positivos (BUCH et al.,
2017). Estudos que incluiram gatos de propriedade privada e abrigos nos Estados Unidos (EUA)
e no Canada em 2006 e 2010 identificaram positividade (ELISA) em 2,3% e 3,1% dos gatos,
respectivamente (LEVY et al., 2006; BURLING et al., 2017). Ao avaliar gatos de clinicas
veterindrias, abrigos, programas de resgate e programas de manejo de gatos de rua no Canada,
a prevaléncia do FeLV foi de 3,4% (LITTLE et al., 2009). Nos trés estudos, os machos adultos
sexualmente intactos com acesso a rua e clinicamente doentes no momento do teste tinham

maior probabilidade de serem soropositivos (LEVY et al., 2006; LITTLE et al., 2009;
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BURLING et al., 2017). A presenga abscessos cutaneos e/ou feridas de mordida também foram
considerados como um fator de risco nos EUA (GOLDKAMP et al., 2008).

Na América Latina, a prevaléncia geral do FeLV ¢ de aproximadamente 13% (BUCH et
al., 2017). No México, 7,5% dos gatos eram positivos para o antigeno p27 do FeLV por ELISA,
¢ a idade adulta foi identificada como fator de risco (ORTEGA-PACHECO et al., 2013). Na
Costa Rica e na Colombia, 16,7% e 22% dos gatos eram soropositivos, respectivamente. Gatos
de raga mista eram mais frequentemente infectados pelo FeLV na Coldmbia, enquanto gatos
em idade adulta foram descritos como em risco no México (BLANCO et al., 2009; MOLINA,
2019).

No que diz respeito ao Brasil, varios estudos de frequéncia do FeLV foram realizados e
mostraram resultados altamente variaveis, variando de 0,33% em Aracatuba, Sao Paulo, a
47,5% em Belo Horizonte, Minas Gerais (Quadro 1) (SOBRINHO et al., 2011; COELHO et
al., 2011). Essa varia¢@o pode ser devido a diferengas nas populagdes de gatos estudadas, visto
que a maioria dos estudos utilizou de amostragem por conveniéncia e uma maior prevaléncia
foi observada entre populagdes com um maior nimero de gatos doentes (ALMEIDA et al.,
2012; BIEZUS et al., 2019). Outro fator importante pode ser o método diagnostico aplicado em
cada estudo, pois sua sensibilidade e especificidade podem levar a resultados diferentes. Uma
prevaléncia especialmente alta do FeLV (47,5%) foi identificada em Belo Horizonte, Minas
Gerais, em um estudo em que a PCR foi utilizada para a detec¢do, em comparacdo com outro
estudo realizado em Sao Paulo (6,2%), onde ensaios de IFA foram utilizados (COELHO et al.,
2011; JORGE; FERREIRA; HAGIWARA, 2011).

Apesar das diferencas, a maioria dos estudos brasileiros concordou quanto aos fatores
de risco identificados, incluindo gatos machos, idade adulta, acesso a rua, domicilios com vérios
gatos e estar doente no momento do teste. No Brasil, ¢ comum que os gatos possuam acesso a
rua, fator que somado ao comportamento reprodutivo e territorial frequentemente apresentado
por gatos machos adultos jovens, propicia a disseminacdo do virus. Aglomeragdes de animais
em domicilios também contribuem para a transmissdo, visto que o contato proximo com
animais infectados é considerado como a principal forma de transmissdo. Adicionalmente,
como uma das manifestacdes mais comuns da infec¢ao por FeLV é a imunossupressao, o virus
¢ mais frequentemente detectado em populacdes de animais clinicamente doentes, o que

contribui com a alta prevaléncia em animais atendidos em clinicas e hospitais veterinarios
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(ALMEIDA et al., 2012; JORGE; FERREIRA; HAGIWARA, 2011; MEINERZ et al., 2010;
FEITOSA et al., 2021; HARTMANN, 2015; LITTLE, et al., 2020).
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4 METODOLOGIA
4.1 POPULACAO E LOCAL

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade de Caxias do Sul (CEUA; protocolo n°006/2022) e foi conduzido de janeiro de
2022 a marco de 2023 no municipio de Caxias do Sul, no estado do Rio Grande do Sul, no Sul
do Brasil, e incluiu gatos pertencentes a tutores, atendidos em clinicas e hospitais veterinarios

particulares.

Durante a anamnese ¢ o exame clinico geral, foram coletados dados relativos a
localidade onde o animal vivia, idade, sexo, status reprodutivo, status vacinal e acesso a rua,
assim como alteragdes clinicas presentes. Tais informagdes foram priorizadas com base nos
principais fatores de risco associados a disseminacdo do FeLV em estudos antecedentes, nos
quais foi observada maior frequéncia em machos jovens, ndo castrados € com acesso a rua

(HOFMANN-LEHMANN, 2020; WESTMAN et al, 2019).

4.2 COLETA DE AMOSTRAS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Durante a anamnese e exame clinico, os proprietarios de gatos responderam a uma ficha
de anamnese que continha perguntas sobre os seguintes dados: idade, sexo, status reprodutivo,
estado de satude e principais manifestagdes clinicas apresentadas, status vacinal, acesso a rua e
o bairro de residéncia. A coleta dessas informagdes foi priorizada com base nos principais
fatores de risco associados a disseminacao do FeLV em estudos anteriores, nos quais uma maior
frequéncia foi observada em machos adultos jovens, sexualmente intactos, com acesso ao

exterior (HOFMANN-LEHMANN, 2020; WESTMAN et al, 2019; STUDER et al, 2019).

Utilizando técnicas de abordagem cat friendly para a contencao fisica (RODAN et al,
2022), foi realizada a coleta de sangue por pun¢do das veias cefalica ou jugular externa. O
sangue total coletado de cada animal foi acondicionado em tubos de 0,5 mL, previamente
identificados, contendo anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e mantidos

refrigerados (2 a 8 °C) até a chegada ao laboratdrio.

No laboratorio foi procedida a centrifugagcdo das amostras (12.000 rpm por 3 minutos)
para possibilitar a separagdo dos componentes do sangue (plasma, capa leucocitaria e

hemacias). Tais hemocomponentes foram separados manualmente com o auxilio de um
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micropipetador e posteriormente armazenados em criotubos e congelados (-20 °C) até a

realizagdo das etapas seguintes.

Foram selecionadas 252 amostras de gatos saudaveis ou doentes a incluir no estudo.
Todos os animais selecionados foram previamente submetidos a triagem para retroviroses
felinas com o uso de testes imunocromatograficos individuais (testes rapidos) SNAP FIV/FeLV

Combo® Test (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, United States).
4.3 EXTRACAO DE DNA E ENSAIOS DE QPCR

A extragdo do DNA das amostras de sangue foi realizada com a utilizagdo dos kits
NewGene® Prep e PreAmp (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha, RS, Brasil). Para a detecg¢ao
e quantificagdo do DNA proviral de FeLV, o DNA extraido das amostras foi submetido ao ensaio
de qPCR, com o uso de NewGene® FeLVAmp Mastermix (Simbios Biotecnologia,
Cachoeirinha, RS, Brasil). Ambos os processos foram realizados de acordo com as instrugdes
do fabricante dos reagentes. As reagdes foram procedidas sob as seguintes condig¢des:
desnaturagdo a 95 °C por 3 minutos, e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, e entdo anelamento
e extensao a 60 °C por 60 segundos. Para a determinacao da carga de DNA proviral e de RNA
viral, a extragdo do DNA do sangue total com anticoagulante EDTA e do RNA do plasma
sanguineo foi realizada utilizando os kits comerciais NewGene® Prep e PreAmp (Simbios
Biotecnologia, Cachoeirinha, RS, Brasil), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
resultados foram considerados positivos quando abaixo do valor limite de Ct=38 (BIONDO, et

al., 2023).

Para a obtencdo dos dados quantitativos, utilizou-se amostras padrdo com carga viral
pré-definida e a concentracdo de FeLV foi convertida em logl0 e entdo o alcance linear foi
analisado por meio da representa¢do dos dados em scatter plots e comparagdo com uma linha
de equidade. Os calculos de coeficiente de correlagdo e andlises de regressdo linear foram
realizados com o uso do software Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA)
(BIONDO et al., 2023).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no software IBM SPSS®, versdo 23.0 € no R studio. Para os
dados continuos, a normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, com corregao
Lilliefors. As variaveis quantitativas ndo paramétricas foram apresentadas como mediana

minimo ¢ maximo, sendo os valores de p obtidos pelo teste U de Mann-Whitney. As analises
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bivariadas foram realizadas para avaliar a associagdo entre variaveis categoricas e¢ o desfecho,
bem como para obten¢ao do odds ratio (OR) bruto com o respectivo intervalo de confianga de
95% (IC 95%). As frequéncias absolutas e relativas foram estimadas para os dados categdrico
através do teste qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, conforme apropriado. Valores
de p <0,20 na analise bivariada, foram inseridos na analise multivariada. No modelo
multivariado final, realizado pela regressdo de logistica binaria, foram considerados

significativos os valores de p <0,05.



23

5 RESULTADOS

Os resultados da presente dissertagdo estdo organizados em um manuscrito com o titulo
“Prevalence and preliminary characterization of Feline Leukemia Virus (FeLV)
infections in domestic cats in South Brazil”, que estd apresentado na sua forma preliminar
nas proximas paginas e serd submetido para publicagdo na revista Preventive Veterinary

Medicine (ISSN 0167-5877, fator de impacto 3.372, classificagdo Qualis A1).
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Prevalence and preliminary characterization of feline leukemia virus (FeLV) infections

in domestic cats in southern Brazil

Laura Pancich Diesel!, Lauren Santos de Mello?, Weslei de Oliveira Santana’, Nilo Ikuta?,
André Salvador Kazantzi Fonseca?, Diéssy Kipper?, Vagner Reinaldo Zingali Bueno Pereira’,

André Felipe Streck®, Vagner Ricardo Lunge'-**

'"Programa de P6s-Graduagdo em Saude Animal, Universidade de Caxias do Sul (UCS), Caxias
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Medicina Veterinaria, Universidade de Caxias do Sul, Travessado Solferino, 610-782, Bloco 57,

Cruzeiro, CEP 95070-560, Caxias do Sul, RS, Brazil.

Abstract

Feline leukemia virus (FeLV) is a prevalent retrovirus in domestic cats worldwide. FeLV
infection risk groups are young adults, non-castrated males, animals with outdoor access and
living with many other cats. FeLV positive cats can also have different disease outcomes,
including progressive, regressive, and abortive infections. Progressive infection frequently
results in severe clinical manifestations, as anemia, immunosuppression, leukemia, lymphoma,
and death. Even cats with regressive infections carry FeLV provirus and the disease can
reactivate anytime. The present study aimed to perform an epidemiological survey of FeLV
prevalence as well as to evaluate the main risk factors and disease outcomes in southern Brazil.

A total of 366 cats with p27 FeLV antigen result (negative and positive) and sociodemographic
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information (age, health and reproductive status, neighborhood of residence, behavior, clinical
manifestations, vaccination history) were included in the study. Blood samples were collected
and FeLV infection was detected by quantitative polymerase chain reaction (QPCR). FeLV
positive available plasma samples were further submitted for analysis of proviral (DNA) and
viral (RNA) loads by qPCR and reverse transcription — qPCR (RT-qPCR), respectively. The
results demonstrated a total of 112 (30.6%) positive cats by the rapid test and/or qPCR,
including males (n=64/112, 57.1%) and females (n=48/112, 42.9%), castrated (n=80/112,
713.4%) and sexually intact cats (n=32/113, 28.6%), with outdoor access (n=76/112, 67.9%) or
not (n=34/112, 30.4%), with immunization care (n=36/112, 32.1%) or unvaccinated (n=74/112,
66.1%). Cats without receiving any vaccine in the life (OR 2.52, p < 0.001), clinically ill (OR
2.88, p<0.001), with access to outdoors (OR 2.70, p <0.001) and exhibiting apathetic behavior
(OR 3.06, p < 0.001) were more likely to be FeLV positive. FeLV infected cats also present
lethargy (OR 3.09, p <0.001), anemia (OR 13, p <0.001), and neoplasia (OR 5.9, p <0.001).
After multivariate analysis, higher risk to FeLV infection included non-vaccination (OR 9.67;
95% CI: 1.85-23.69) and outdoor access (OR 2.52, 95% CI: 1.49-4.23). Fifty-eight FeLV
positive cats could be evaluated for RT-qPCR. A total of 11 (19%) animals present regressive
infection (FeLV RNA negative), 35 (60.3%) progressive infection with low FeLV RNA loads
(<10* particles / mL) and 12 (20.7%) progressive infection with high FeLV RNA loads (>10°
particles / mL). The high prevalence of FeLV, including many progressive infections, highlights
the need to establish effective control and prevention strategies to reduce transmission and
progressive infections in South Brazil.

Keywords: FeLV, prevalence, Brazil, PCR, proviral load, viral load
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Introduction

Feline Leukemia Virus (FeLV) is a retrovirus with worldwide distribution that infects domestic
cats (Felis catus). FeLV belongs to the family Retroviridae, subfamily Orthoretrovirinae and
genus Gammaretrovirus. It is an enveloped virus with single-stranded RNA (JARRETT; NEIL,
2012). FeLV replication requires proviral integration into the host's DNA (CATTORI, et al.,
2006; WILLETT; HOSIE, 2013). FeLV genome contains the genes gag, pol, and env, along
with long terminal repeat regions (LTRs). The gag gene encodes precursor proteins for the
retrovirus's structural proteins, including p15, p12, and p27 (JARRETT; NEIL, 2012), while
pol gene synthesizes the viral enzymes protease, integrase, and reverse transcriptase
(JARRETT; NEIL, 2012). The env gene encodes the surface glycoprotein (SU) gp70 of the
envelope and the protein pl15E. gp70 plays a significant role in defining viral subgroups and
cellular tropism, and it is the main target of neutralizing antibodies (RAMSEY; SPIGBEY;

JARRETT, 1998).

FeLV prevalence studies in North America and Europe have demonstrated 1 to 4% of infected
cats (BUCH et al., 2017STUDER et al; 2019). In Latin America, the estimated prevalence is
much higher, approximately 13% (BUCH et al., 2017). In Brazil, previous reports demonstrated
highly variable FeLV infection frequencies (ALMEIDA et al., 2012, BIEZUS et al., 2019).
More recent studies in the general cat populations have shown FeLV prevalence approaching
20% in some urban perimeters (BIEZUS et al., 2019; COSTA et al., 2017; ALMEIDA et al.,

2021).

FeLV transmission occurs through close contact between infected and naive cats, typically by
social behavior such as licking or biting as well as sharing foods and utensils (HARDY, et al.,
1976a, 1976b). Iatrogenic transmission, resulting from medical procedures, can occur through

contaminated needles, instruments, and blood transfusions (HARTMANN, 2015; NESINA, et
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al., 2015). Vertical transmission, from mother to offspring, is also common and transmission
can occur through the placenta, nursing, or licking of offspring (HARTMANN, 2015; LEVY,
et al., 2000). Most studies around the world reported that the cats at the highest risk of FeLV
infection are typically young, unneutered males with access to the outdoors and living in multi-
cat households. These cats are more likely to engage in territorial behavior, increasing the risk
of transmission through fighting-related injuries (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN,
2020; WESTMAN, et al., 2019). Additionally, the main risk factors identified in Brazilian
studies also include young and adult cats, non-neutered males, cats with outdoor access or
rescue cats, and households with numerous cats (ALMEIDA et al., 2012; JORGE et al., 2011;

SOBRINHO et al., 2011; COELHO et al., 2011).

FeLV infected cats can course with different outcomes: progressive, regressive, and abortive.
Progressive infection is the most clinically important because it usually results in severe clinical
manifestations such as anemia, immunosuppression, and the development of neoplasia,
frequently progressing to death. Even cats with regressive infections carry FeLV provirus and
the disease can reactivate anytime. Finally, abortive infection represents the best prognosis, as
animals can spontaneously clear FeLV (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020;

LITTLE, et al., 2020).

Successful programs have been implemented to remove FeLV-positive animals from the
environment and prevent contact with healthy cats (WEIJER, et al., 1976; HARDY, et al., 1976;
STUDER, et al., 2019). Individual testing and isolation of positive cats, along with vaccination
of negative cats, are the most recommended preventive measures (LITTLE, et al., 2020). FeLV
can be detected in the cat’s blood by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), mainly
with immunochromatographic method (rapid test), and polymerase chain reaction (PCR). FeLV
proviral (DNA) and viral (RNA) loads can be determined by quantitative PCR (qPCR) and

reverse transcription — qPCR (RT-qPCR), respectively (TORRES; MATHIASON; HOOVER,
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2004; GOMES-KELLER, et al., 2006; TANDON, et al., 2005). In addition, immunization

against FeLV can be achieved using available vaccines (LITTLE et al., 2020).

The present study aimed to investigate the frequency of FeLV infection, to identify the risk
factors associated with this infection and to determine the main disease outcomes in domestic

cats from South Brazil.

Material and Methods
Population, data and sample collection

The whole study included privately owned cats attended in private veterinary facilities in the
municipality of Caxias do Sul (Rio Grande do Sul state, South Brazil) from March 2021 to
March 2023. Prior to the clinical examination, cat tutors answered a questionnaire with the
following information: age (years), sex, reproductive status (intact or neutered), behavior (alert
or apathetic), health status and clinical signs and/or diseases presented, vaccination status,
external access (yes or no) and neighborhood where the cat lived. Clinical signs information
was used to determine the health status (clinically healthy or sick). The major clinical
manifestations were sorted by biological systems for further analysis. Samples with missing
data information were categorized as “not informed”. According to age, animals were divided
into four categories, based on the definition of feline life stages by the American Association of
Feline Practitioners: kitten (up to one year), young adult (1-6 years), mature adult (7-10 years)

and senior (>10 years) (QUIMBY et al, 2021).

Using cat-friendly approach techniques for physical restraint, blood was collected by puncture
of the cephalic or external jugular veins (RODAN et al, 2022). Feline retroviruses screening
was performed using individual SNAP FIV/FeLV Combo® Test (IDEXX Laboratories,

Westbrook, Maine, United States). Additionally, a 0.5 mL whole blood sample was collected
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from each animal and placed in tubes containing EDTA (ethylenediamine tetra acetic acid)
anticoagulant and after kept refrigerated (2 to 8 °C) to transport to the laboratory. All samples
were further centrifuged (12000 rpm for 3 minutes) to separate to separate the general layers of
the blood components: red blood cells at the bottom, the bufty coat (containing the various
white blood cells and platelets) in the middle, and the blood plasma at the top of the tube. All
layers were removed with a micropipette to be stored in separate cryotubes at the freezer (-20

°C) for all other laboratorial analyses.
DNA Extraction and gPCR Assays

DNA extraction from blood cells with EDTA anticoagulant was performed using the
commercial kits NewGene® Prep and PreAmp (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha, RS,

Brazil), according to the manufacturer’s instructions.

For detection and quantification of FeLV provirus, extracted DNA was evaluated by qPCR
assays with the use of NewGene® FeLVAmp-qPCR Mastermix (Simbios Biotecnologia,
Cachoeirinha, RS, Brazil) in a Step One Plus™ Real-Time PCR System Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Norwalk, CT, USA) under the following conditions: denaturation at 95°C
for 3 minutes, 40 cycles of 95°C for 15s, and then annealing/extension at 60°C for 60s. Samples

results were considered positive when below the threshold value of Ct=38.

Quantitative data were obtained using standard samples with pre-defined amounts of specific
gene targets in the DNA synthetic constructs (U3 for FeLV). Standard curve was generated
based on a serial dilution of the gBlock and used to convert real-time PCR crossing points for
FeLV DNA to quantitative values of proviral loads. The linear range was examined by plotting
the data and comparing them to a line of equality. FeLV virus concentrations were logl0-

transformed for analysis.
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RNA Extraction and RT-gPCR Assays

RT-gPCR was performed on all samples considered positive by qPCR (Ct<38). RNA from
blood plasma was performed using the commercial kits NewGene® Prep and PreAmp (Simbios

Biotecnologia, Cachoeirinha, RS, Brazil), according to the manufacturer’s instructions.

To detect and quantify plasma FeLV viral loads, extracted RNA samples were evaluated by RT-
gPCR using the NewGene® FeLVAmp-RT-qPCR Kit (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha,
RS, Brazil) in a Step One Plus™ Real-Time PCR System Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Norwalk, CT, USA) under the following conditions: reverse transcription at 37°C for 30
minutes, denaturation at 95°C for 3 minutes, 40 cycles of 95°C for 15s, and then
annealing/extension at 55°C for 60s. No-template control were included as negative control in

each independent run.

Viral load quantitative data were obtained using standard samples with pre-defined amounts of
specific gene targets in the DNA synthetic constructs (U3 for FeLV). Standard curve was
generated based on a serial dilution of the gBlock and used to convert real-time PCR crossing
points for FeLV DNA to quantitative values of provirus and viral loads. The linear range was
examined by plotting the data and comparing them to a line of equality. FeLV virus
concentrations were loglO-transformed for analysis. No-template control were included as
negative control in each independent run. The FeLV viral load was quantified as described

above.
FeLV disease outcomes

FeLV infection outcomes were divided into four categories according to the rapid test and
molecular biology laboratorial analyses: not infected (SNAP and qPCR negative / RT-qPCR

negative), regressive (SNAP or qPCR positive / RT-qPCR negative), progressive with low viral
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load (SNAP or qPCR positive / RT-qPCR positive with <10? virus / mL), progressive with high

viral load (SNAP or qPCR positive / RT-qPCR positive and >10° virus / mL).
Statistical Analysis

All evaluated data were analyzed using IBM SPSS® software, version 23.0, and R Studio. For
continuous data, normality was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test with Lilliefors
correction. Non-parametric quantitative variables were presented as median, minimum, and
maximum values, with p-values obtained using the Mann-Whitney U test. Bivariate analyses
were conducted to assess the association between categorical variables and the outcome, as well
as to obtain the crude odds ratio with its respective 95% confidence interval (CI 95%). Absolute
and relative frequencies were estimated for categorical data using either the Pearson chi-square
test or Fisher's exact test, as appropriate. Variables with p-values <0.20 in the bivariate analysis
were included in the multivariate analysis. In the final multivariate model, performed using

binary logistic regression, p-values <0.05 were considered statistically significant.

Results
Sample selection

A total of 598 samples were obtained from seven animals care clinics and two veterinary
hospitals in the urban perimeter of Caxias do Sul. Seventy-three cats did not undergo the SNAP
test and were excluded from the study. Another 144 animal samples were also excluded from
the study due to missing important information in the questionnaires answered by the tutors.
Finally, 11 cats were excluded because they resided in other municipalities (and not in Caxias
do Sul). Therefore, the final number was 366 cats and blood samples from them were further

evaluated by molecular assays (Figure 1).
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« Original dataset of samples collected from randomly selected cats in
veterinary facilities;
« 77 excluded (no rapid test result data available).

¢ Selected samples with available rapid test results data;
* 144 excluded {(duplicate sampling / missing of the animal samples
or information ).

¢ Selected samples for FeLV proviral DNA gPCR assays;
* 11 excluded (samples from other municipalities);

* Final sample number for qPCR assays, frequency, and risk
factor analysis;

Fig. 1. Flowchart summarizing the selection process of the samples included in the study.

Population characteristics

The total sampling population included 200 males (54.6%) and 166 females (45.4%) cats from
44 different neighborhoods in Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil (Figure 2). Information
regarding reproductive status was available for 363 cats (99.2%), with 250 (68.3%)
spayed/castrated animals and 113 (30,9%) sexually intact. Age data was available for 359
(98.1%) cats and 206 (56.3%) were young adults (1-6 years), 83 (22,7%) kittens, 36 (9.8%)
mature adults and 34 (9,3%) seniors (Table 1). Approximately half of all cats had outdoor access
(n= 187, 51.1%), while 168 (45.9%) not (missing information for 11, 3%). Most animals were
also clinically sick (n= 202, 55.2%), while 159 (43.4%) cats were healthy at the time of
veterinary consultation (health status was not informed for 5 animals, 1.4%). Finally, 185
(50.5%) cats had never received any immunization vaccine, while 172 (47%) had been

vaccinated at least once (vaccination history was not informed for 9 cats, 2.5%). Importantly,
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the type of vaccine administered (with or without FeLV protection) was available for only 97

cats. Of these, 62 (63.9%) were vaccinated against FeLV.
FeLV frequency and risk factors

A total of 112 cats (30.6%) were positive for FeLV in the SNAP test and/or the qPCR. There
were FeLV positive cats in 24 different neighborhoods of the city, highlighting Centro (n=29 /
79, 36.7%), Santa Catarina (n=6 / 26, 23.1%), Cinquentenario (n=9 / 20, 45%), Pioneiro (n=7 /
19, 36.8%), and Sao Pelegrino (n=7 / 19, 36.8%) (Figure 2). FeLV was frequent in males (n=
64, 32%) and females (n= 48, 29%) (OR 1.16, p=0.524). Also, FeLV infection occurred in
neutered cats (n=80, 21%) as well as sexually intact cats (n=32, 40%) (OR 0.84, p=0.482).
Regarding age, young adults (1-6 years) were affected more frequently (n=63, 31%) than kittens
(<1 year; n=23, 28%), mature adults (7-10 years; n=15, 42%), and seniors (n=8, 23.5%). Being
a mature adult or a senior cat were identified as protective factors (OR 0.09, p <0.001 and OR
0.06, p <0.001, respectively). Clinically sick cats were more frequently FeLV-infected (n=81,
40%) than clinically healthy cats (n=30, 19%) OR 2.88, p <0.001). A high prevalence of FeLV
was observed among cats that had outdoor access (n= 76 41%) than in those that remained

exclusively indoors (n=34, 20%) (OR 2.70, p <0.001) (Table 1).
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Map legend:

@ Cats tested D Urban perimeter %
® FelV-positive cats

D Meighborhoods
° Veterinary facilities

Fig. 2- Map of Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil, with the respective veterinary

facilities, positive and negative cats in each neighborhood.

Animals never vaccinated for any disease were more frequently infected with FeLV (n=74,
40.0%) and had higher odds of being FeLV-infected (OR, 9.67, p <0.001) than those receiving
any vaccine in their lifetime (n=36, 20.9%). Information regarding the nature of the
administered vaccine was available for 97 cats (26.5%). Cats that were vaccinated with
quadruple and triple vaccines (n=8, 44% and n=7, 41.2%, respectively) were more frequently

FeLV-infected than those that had received quintuple vaccines (n=4, 6.5%).
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In the evaluation of the clinical signs presented by the sick animals, FeLLV-positive cats
commonly presented lethargy (n=32, 52.5%), anemia (n=19, 8%, and neoplasia (n=14, 70%)
(Table 1). FeLV-infected cats also had higher odds of presenting all these three main clinical
manifestations (lethargy: OR 3.09, p <0.001; anemia: OR 13, p <0.001; neoplasia: OR 5.9, p

<0.001) (Table 1).

All risk factors associated with FeLV infection were compared in a multivariate analysis (Figure
3). Variables with statistically significant results were non-vaccinated cats (OR 9.67; 95% CI:
1.85-23.69) and cats that were vaccinated with triple (OR 9.67, 95% CI: 3.37-27.76) and
quadruple (OR 2.74, 95% CI: 1.53-4.89) vaccines, and cats that were allowed outdoor access
(OR 2.52,95% CI: 1.49-4.23). Anemia and neoplasia were associated with FeLV infection (OR

9.11, 95% CI: 2.41, 29.49 and OR 4.14, 95% CI: 1.42-12.11, respectively).

Comparison between FeLV proviral and viral loads

A total of 109 cat’s blood samples (51 negative and 58 FeLV positive) could also be evaluated
by RT-qPCR to determine FeLV DNA and RNA loads. All 51 previously negative samples were
also FeLV RNA negative, while 47 from the 58 (81%) FeLV DNA positive samples were also
FeLV RNA positive. The remaining eleven FeLV DNA positive samples presented FeLV RNA
negative result in the RT-qPCR. Therefore, these eleven animals were considered with
regressive infection. In the analysis of the RT-qPCR results of the remaining 47 animals, 35
presented less than 1000 copies/mL, so they were classified as progressive with low FeLV viral
load, and 12 presented more than 1000 copies/mL, so they were classified as progressive with
high FeLV viral load (Table 5). The comparison of all FeLV DNA and RNA viral loads can be

seen in the scatterplot in Figure 4.
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257 Table 3 — Major clinical problems presented by FeLV-infected and uninfected cats.
FeLV- FeLV-
Major clinical problem infected % uninfected % OR p
(n=112) (n=254)
Nonspecific clinical signs 12 54,55 10 4545 2.928(1.226-6.995)  0.012°
Other 12 50,00 12 50,00  2.420(1.052-5.569)  0.033°
Lymphoma 11 84,62 2 15,38 13.723 (2.989-63.009) 0.000°
Renal disease 7 33,33 14 66,67 1.143(0,448-2.913)  0.078°
Respiratory disease / signs 7 43,75 9 56,25 1.815(0.658-5.002)  0.243°
Skin disease 7 46,67 8 53,33 2.050 (0.725-5.799)  0.168°
Mycoplasmosis 5 100,00 0 0,00  3.374(2.878-3.955)  0.003*
Trauma 3 25,00 9 75,00  0.749 (0.199-2.822) >0.999*
Gas“"‘“tessitg“:s‘l discase / 3 16,67 15 83,33 0.439(0.124-1.546)  0.293°
Oral disease 3 50,00 3 50,00 2.303 (0.458-11.590) 0.375*
Neurological disorders 3 60,00 2 40,00 3.468 (0.571-21.048) 0.170*
Hepatobiliary disease 1 20,00 4 80,00 0.563 (0.062-5.095) >0.999*
Endocrinopathies / a
Metabolic diseases 1 16,67 5 83,33 0.449 (0.052-3.885)  0.671
Leukemia 1 100,00 0 0,00 0.76 (0.03-18.82) 0.867*
Ocular disease 0 0,00 1 100,00 0.75 (0.03-18.58) 0.861
Other neoplasias 0 0,00 5 100,00 0.202 (0.011-3.678)  0.280°
2 Fisher's Exact Test; ® Chi-Square Test
Wariable OR  [95%-IC]

Anemia (Yes against No)
Meoplasia (Yes against No)

258

Vaccination (Non vaccinated against Vaccinated)
Vaccine (Mon-vaccinated against Triple)
Vaccine (Non-vaccinated against Quadruple)
Vaccine (Non-vaccinated against Quintuple)
Health status (Sick against Healthy)

Outdoor access (Yes against No)

Behavior ( Apathetic against Alert)

Age ( Senior (>10) against Kitten (<1 year)
Apathy/Lethargy (Yes against No)

Age ( Young adult (1-6 years) against Kitten (<1 year})
Age ( Mature adult (7-10) against Kitten (<1 year))

f1

[ I
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I
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30

Adjusted Odds Ratio (95% CI)

6.63 [1.85, 23.69]
0.67 [3.37, 27.76]
274153, 4.89]
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252 [1.49, 4.23]
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259 Fig. 3 — Factors associated with FeLV-infections after multivariate analysis.
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Table 4. The outcome of FeLV exposure in 109 cats based on viral load and provirus or p27

results.
RT-qPCR No. of cats
Outcome of Exposure P27 or qPCR % of cats
(Viral RNA) /total
Uninfected Negative Negative 51/109 46,8%
Regressive Positive Negative 11/109 10,1%
Progressive High Positive >1000 12/109 11,0%
Progressive Low Positive <1000 35/109 32,1%

In most qPCR-positive cats, the proviral load was concentrated in logs greater than 3.0
and less than 6.0, while the viral load was concentrated between logs 1.0 to 4.0. In cats whose
viral loads had logs greater than 3.0 (progressive high) were also followed by proviral loads
also greater than 3.0, although this relationship is not necessarily proportional. In cases where
the log viral load was less than 1.0, a wide variation in the log proviral load from 0.9 to 6.0 was

observed.
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Fig. 4. Scatter plot correlating proviral and viral RNA loads. The red diamonds were the cats

categorized as progressive high and the blue diamond the progressive low and regressive.

Discussion

FeLV is one of the main pathogenic viruses infecting domestic cats (HARTMANN;
HOFMANN-LEHMANN, 2020). Previous scientific studies demonstrated prevalence data
from 2.4% to 3.6% in countries in the north hemisphere, such as the United States, Canada and
Germany (LEVY etal., 2006; LITTLE et al. 2009; GLEICH; KRIEGER, HARTMANN, 2009).
On oppose, studies in Brazil have reported much higher FeLV prevalence values, including in
the south region of the country. In Porto Alegre, the prevalence values oscillated from 14% to
31%, while in other cities even higher prevalence values were observed (MEINERZ, et al, 2017,
COSTA, et al, 2017; SANTOS, et al; 2021). However, these studies were performed with
specific populations, mainly cats examined at university veterinary hospitals. In the present

study, which sampled animals domiciled in the city of Caxias do Sul, in the Serra Gatcha



284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

41

region, 30.6% of the cats were infected with FeLLV. This high FeLV prevalence in domestic cats
in Brazil and Latin America is concerning due to several factors: (1) there is no available
treatment at the moment; (2) transmission is frequent through close contact between susceptible
and infected cats, and (3) morbidity and mortality rates are high. Thus, FeLV infection is one
of the major challenges in feline medicine (LITTLE, et al, 2020, COELHO, et al, 2011, BUCH

etal, 2017).

The high FeLV prevalence identified in Caxias do Sul agrees with the prevalence reported in
some previous studies in other brazilian municipalities and regions (14%-47.5%) (BIEZUS et
al, 2019; COELHO et al, 2011; ALMEIDA et al, 2021). However, it is significantly higher than
previously reported in Latin America (13%) and some other brazilian studies that used other
methodologies such as IFA, for example (BUCH et al, 2017; JORGE; FERREIRA;

HAGIWARA, 2011).

In this study, no significant association was observed between FeLV and sex or reproductive
status, as previously reported (MUIRDEN et al., 2002, LEE et al., 2002, COSTA et al., 2017).
However, there are studies in which sex and reproductive status were considered a risk for FeLV
infection. Despite this, it was described that this risk is higher for FIV infection (GLEICH et
al.,, 2009, LITTLE et al., 2009, BIEZUS et al., 2019). It probably occurs because FIV
transmission occurs mainly by blood inoculation, observed in fights, and more frequently
attributed to intact males. While close friendly contact is the main route of FeLV transmission

(MEDEIROS et al., 2012, LITSTER, 2014).

Regarding age, no age group was a risk factor, but mature adults (7-10 years) and senior (>10
years) ages were protective factors, agreeing with previous studies that have shown that FeLV
infections are less frequent in older animals. Also, cats become less susceptible to FeLV

infection with age (ZANUTTO; COSTA; ARAUJO, 2023; HARTMANN; HOFMANN
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LEHMANN, 2020; HOOVER et al, 1976). In the present study, over half of the cats were young

adults (1-6 years), which could be related to the high prevalence identified.

Cats with outdoor access were more frequently infected and had a higher likelihood of FeLV
contamination. This observation is consistent with previous studies that found higher FeLV
prevalence among cats with free access to the outdoors, as it increases the occurrence of direct
contact between healthy and infected cats, which is essential for virus transmission (LEVY et

al., 2006; GELICH; HARTMANN, 2009a, 2009b; HOFMANN-LEHMANN et al., 2018).

Cats that had never been vaccinated were more frequently infected and had a higher probability
of FeLV infection. Vaccination is considered the main preventive measure against the virus, but
only a small parcel of the cats included in the study was vaccinated against FeLV (LUTZ et al,
2009). In addition, data regarding FeLV vaccination rates in Brazil is scarce, which highlights
the need to establish measures to increase FeLV vaccination in Brazil. Although information
about the specific vaccine used was not available for all animals, vaccination has been
significantly associated with receiving veterinary advice in a previous study, contributing to

proper health status (HABACHER; GRUFFYDD-JONES; MURRAY, 2010).

Approximately one third of the cats included in the study were clinically sick. FeLV frequency
was higher in these animals, and they also had higher odds of being FeLV-infected. Previous
studies conducted in Brazil and around the world have identified higher FeLV prevalence
among clinically sick cats too (BIEZUS et al, 2019; STUDER et al, 2019). FeLV-infected cats
can be asymptomatic, but data demonstrates that they frequently present clinical manifestations,
including mainly lethargy, anemia and neoplasia, which were reported in this study (LITTLE

et al, 2020).

Regarding the clinical manifestations presented, FeLV-infected cats had higher odds of

presenting lethargy, anemia and neoplasia. Lethargy is an unspecific clinical sign that can be
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secondary to other alterations caused by FeLV, such as immunosuppression, which makes the
infected cats susceptible to other opportunistic pathogens (LUTZ et al, 2009, LITTLE; 2020;
HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). Anemia is another frequent clinical
manifestation presented by FeLV-positive cats (COSTA et al, 2017; HARTMANN, 2015). It is
suggested that it occurs due to FeLV-C subgroup, which interferes in mechanisms that are
essential for erythropoiesis and leads to severe non-regenerative anemia and often causes death
(HARTMANN, 2012). However, anemia can also be a secondary alteration due to other
infirmities, including neoplasia. Cats with progressive FeLV infection have higher odds of
presenting neoplasia, especially lymphoma and leukemia, since the virus plays an essential role
in oncogenesis through mechanisms that include insertional mutagenesis, transduction,

transactivation and immunosuppression (PARISI et al., 2023).

The qPCR analysis results were considered confirmatory, as the technique provides higher
sensitivity and specificity compared to other methods used for FeLV detection (HARTMANN;
HOFMANN-LEHMANN, 2020). These results demonstrated a high prevalence of FeLV in the
studied region, similar to previous studies in nearby regions such as the Metropolitan Region
of Porto Alegre, Pelotas, and Rio Grande, where prevalence ranged from 14% to 38.3%
(COSTA et al., 2017; MEINERZ, 2010; SANTOS et al., 2021). Despite differences in the
studied populations and methodologies used (some studies used IFA, while others preferred
ELISA), they all indicate active circulation of the virus among felines within the state of Rio
Grande do Sul, since several FeLV-infected cats were identified in several neighborhoods and
veterinary facilities. This highlights the need for control and prevention measures, such as
testing and vaccinating cats, as well as preventing outdoor access, to mitigate the identified risk

factors.
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Conclusion

In conclusion, a high FeLV frequency was observed in Caxias do Sul, South Brazil. This high
prevalence seems to be the current scenario in other cities in these region, highlighting the needs
for more measures to control and prevent the spread of this virus.Laboratorial methodologies
can be useful to detect FeLV as well as to monitor DNA and RNA viral loads in progressive and

regressive disease outcomes.
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6 DISCUSSAO

A alta prevaléncia de FeLV em felinos no Brasil e América Latina ¢ preocupante devido
a uma série de fatores: (1) ndo existe tratamento disponivel até o presente momento, (2) o
contagio ¢ frequente pelo contato proximo entre gatos susceptiveis e infectados, e (3) a

morbidade e mortalidade sdo elevadas. Assim, a infeccdo pelo FeLV ¢ um dos grandes desafios

na medicina de felinos (LITTLE, et al, 2020, COELHO, et al, 2011, BUCH et al, 2017).

Contribuigdes cientificas anteriores demonstraram alta prevaléncia de FeLV em regides
e municipios do Rio Grande do Sul. Em Porto Alegre, a prevaléncia varia entre 14% e 31%,
enquanto em Pelotas e Rio Grande, a prevaléncia foi de 38,3% (MEINERZ, et al, 2017;
COSTA, et al, 2017; SANTOS, et al; 2021). O presente estudo permitiu determinar a
prevaléncia das infeccdes por FeLV e fornecer uma caracterizacdo inicial das infec¢des
progressivas e regressivas em Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, sendo o primeiro estudo desse

tipo no municipio.

A elevada prevaléncia de FeLV identificada em Caxias do Sul nesse estudo (31%) esta
de acordo com estudos anteriores em outros municipios e regides brasileiras, que variaram entre
14% e 47,5% (BIEZUS et al., 2019; COELHO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2021). No entanto,
¢ significativamente maior do que a prevaléncia relatada anteriormente na América Latina
(13%) e em alguns outros estudos brasileiros que usaram outras metodologias, como IFA, por

exemplo (BUCH et al., 2017; JORGE; FERREIRA; HAGIWARA, 2011).

Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na
frequéncia das infecgdes por FeLV entre os sexos e o estado reprodutivo. No entanto, o sexo e
o estado reprodutivo sao considerados aspectos importantes na epidemiologia do FeLV. Estudos
anteriores mostraram que os gatos machos ndo castrados podem ser mais frequentemente
infectados devido ao seu comportamento territorial e agressivo, o que facilita a transmissdo e
disseminagdo do virus (GOLDKAMP et al., 2008; GELICH; HARTMANN, 2009a; LEVY et
al., 2006; HOFMANN-LEHMANN et al., 2018).

Quanto a idade, nenhum grupo etario foi identificado como fator de risco, mas os gatos
adultos maduros (7-10 anos) e idosos (>10 anos) foram considerados fatores de protegdo.
Estudos anteriores identificaram maior frequéncia de FeLLV em filhotes (<1 ano) e adultos
jovens (1-6 anos), possivelmente devido ao comportamento reprodutivo ativo desses grupos,
especialmente os adultos jovens, e a transmissdo vertical (ZANUTTO; COSTA; ARAUJO,

2023; CITACOES). Gatos adultos maduros e idosos foram considerados menos suscetiveis a
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infeccdo, o que concorda com estudos que mostraram que as infec¢des por FeLV sao menos
frequentes em animais mais velhos (ZANUTTO; COSTA; ARAUJO, 2023; HARTMANN;
HOFMANN-LEHMANN, 2020).

Gatos com acesso ao exterior foram mais frequentemente infectados e tiveram maior
probabilidade de contrair FeLV. Essa observagdo ¢ consistente com estudos anteriores que
encontraram maior prevaléncia de FeLV entre gatos com livre acesso ao exterior, pois iSso
aumenta o contato direto entre gatos saudaveis e infectados, o que ¢ essencial para a transmissao
do virus (LEVY et al., 2006; GELICH; HARTMANN, 2009a, 2009b; HOFMANN-
LEHMANN et al., 2018).

Gatos que nunca foram vacinados foram mais frequentemente infectados e apresentaram
maior probabilidade de contrair FeLV. A vacinagao ¢ considerada a principal medida preventiva
contra o virus, mas apenas uma pequena parcela dos gatos incluidos no estudo foi vacinada
contra o FeLV (LUTZ et al., 2009). Além disso, informacdes sobre as taxas de vacinagao contra
FeLV no Brasil sdo escassas, o que destaca a necessidade de medidas para aumentar a vacinagao
no pais. Embora informagdes especificas sobre a vacina usada ndo estivessem disponiveis para
todos os animais, a vacina¢ao foi significativamente associada a receber orientacao veterinaria
em um estudo anterior, contribuindo para o estado de saude adequado (HABACHER;

GRUFFYDD-JONES; MURRAY, 2010).

Aproximadamente um terco dos gatos incluidos no estudo estavam clinicamente
doentes. A frequéncia de FeLV foi maior nesses animais, que também apresentaram maior
probabilidade de estar infectados pelo FeLV. Estudos anteriores no Brasil e em todo o mundo
identificaram maior prevaléncia de FeLV entre gatos clinicamente doentes (BIEZUS et al.,
2019; STUDER et al., 2019). Gatos infectados pelo FeLV podem ser assintomaticos, mas os
dados demonstram que frequentemente apresentam manifestagdes clinicas, incluindo
principalmente letargia, anemia e neoplasia, que foram relatadas neste estudo (LITTLE et al.,

2020).

Quanto as manifestagdes clinicas, gatos infectados pelo FelLV tiveram maior
probabilidade de apresentar letargia, anemia e neoplasia. A letargia ¢ um sinal clinico
inespecifico que pode ser secundario a outras alteracdes causadas pelo FeLV, como
imunossupressao, tornando os gatos infectados suscetiveis a outras patologias oportunistas
(LUTZ et al., 2009; LITTLE; 2020; HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). A anemia

¢ outra manifestacdo clinica frequente em gatos positivos para FeLV (COSTA et al., 2017
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HARTMANN, 2015). Sugere-se que ocorra devido ao subgrupo FeLV-C, que interfere em
mecanismos essenciais para a eritropoiese € leva a anemia grave nao regenerativa ¢ muitas
vezes fatal (HARTMANN, 2012). No entanto, a anemia também pode ser uma alteragdo
secundaria a outras doengas, incluindo a neoplasia (REINACHER, 1989). Gatos infectados pelo
FeLV tém maior probabilidade de apresentar neoplasias, especialmente linfoma e leucemia,
pois o virus desempenha um papel essencial na oncogénese por meio de mecanismos como

mutagénese por inser¢ao, transdugdo, transativagdo e imunossupressao (PARISI et al., 2023).

Os resultados da andlise de qPCR foram considerados confirmatdrios, pois essa técnica
oferece maior sensibilidade e especificidade em comparacao com outros métodos usados para
deteccao de FeLV (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). Esses resultados
demonstraram uma alta prevaléncia de FeLV na regido estudada, similar a estudos anteriores
em regides proximas, como a Regido Metropolitana de Porto Alegre, Pelotas e Rio Grande,
onde a prevaléncia variou entre 14% e 38,3%. Apesar das diferengas nas populagdes estudadas
e nas metodologias utilizadas (alguns estudos utilizaram IFA, enquanto outros preferiram
ELISA), todos eles indicam uma circulagao ativa do virus entre os felinos no estado do Rio
Grande do Sul. Isso destaca a necessidade de medidas de controle e prevencdo, como testar e
vacinar os gatos, bem como evitar o acesso ao exterior, para mitigar os fatores de risco

identificados (COSTA et al., 2017; MEINERZ, 2010; SANTOS et al., 2021).

Técnicas de biologia molecular podem ser empregadas no diagnostico e caracterizagdo
das infeccdes por FeLV. A RTq-PCR permite a detecgdo do RNA viral em amostras de plasma
ou saliva apds uma semana da exposi¢ao, enquanto a qPCR possibilita a detecgdo do DNA
proviral no sangue apos duas semanas da exposi¢ao (LITTLE, et al, 2020, HOFMANN-
LEHMANN, et al, 2006).

Gatos com infeccao progressiva por FeLV comumente apresentam altas cargas de RNA
viral e DNA proviral, sendo o RNA viral um indicador de viremia e eliminag¢do do virus no
ambiente (GOMES-KELLER, et al, 2006). Esses felinos normalmente apresentam doengas
associadas ao FeLV, que acarretam o Obito. Sendo assim, o prognostico desses gatos ¢
desfavoravel e a expectativa de vida é reduzida (LITTLE, et al, 2020; MCCLELLAND, et al,
1980; HELFER-HUNGERBUEHLER, et al, 2015).

Diferentemente das infecgdes progressivas, as infecgdes regressivas sao caracterizadas
por baixas cargas de RNA viral e DNA proviral (LITTLE et al, 2020). Gatos com infec¢ao

regressiva ndo eliminam o virus no ambiente, normalmente ndo apresentam qualquer sinal
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clinico e possuem progndstico mais favoravel em comparagdo com gatos com infeccao

progressiva, uma vez que nio ocorra a reativagdo da infec¢io (STUTZER, et al, 2011).

A avaliacdo da carga viral e proviral pode contribuir para a caracterizagao da infecgdo e
consequentemente para o prognostico do paciente (LITTLE et al 2020). Adicionalmente,
estudos demonstraram que o DNA proviral do FeLV possui potencial infeccioso via transfusao
sanguinea, de forma que o emprego da técnica de qPCR torna-se imprescindivel para gatos

doadores de sangue (NESINA, et al, 2015).

Entre as limitagdes desse estudo, destacaram-se a dificuldade na obtencdo dos dados
completos de todos os gatos, além da impossibilidade de acompanhamento dos pacientes apos
a coleta das amostras. O presente estudo também apresenta limitacdo geografica, visto que foi
conduzido somente no Municipio de Caxias do Sul, sendo necessarios estudos mais abrangentes

para a determinagdo da prevaléncia do FeLV na Regido Metropolitana da Serra Gaucha.

O presente estudo possibilitou a determinagdo de perspectivas futuras. Entre estas,
destaca-se a possibilidade da realizacdo de um estudo de coorte a fim de acompanhar as cargas
virais de um grupo de gatos naturalmente infectados por FeLV no decorrer do processo
infeccioso a longo prazo. Em tal estudo, devera ser realizada a observagao das cargas provirais
e virais (com o emprego das técnicas de qPCR e RTq-PCR) junto ao quadro clinico dos animais
infectados em um periodo de trés anos, com o objetivo de demonstrar a correlagdo das cargas

virais e provirais com o prognostico de felinos infectados por FeLV.

Outro aspecto importante a ser considerado para pesquisas futuras € a investigacao mais
aprofundada dos fatores de risco associados a transmissdo do virus FeLV entre os gatos, bem
como a avaliagdo da eficacia de medidas preventivas para limitar sua disseminagdo. Estudos
epidemiologicos abrangendo diferentes areas geograficas e populacdes de felinos poderiam
fornecer uma visdo mais abrangente sobre os determinantes da prevaléncia e incidéncia da
infeccdo. Além disso, o desenvolvimento de estratégias de conscientizacdo e programas de
testagem para FeLV em populagdes de gatos em risco poderia contribuir para a reducao do
impacto do virus nas populacdes de felinos da regido. A combinagdo de estudos clinicos,
epidemiologicos e de prevencao poderia, portanto, fornecer informagdes valiosas para melhorar

0 manejo e o controle do virus FeLV em escala regional.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, o FeLV ainda ¢ um grande desafio na clinica veterinaria de felinos. A
alta prevaléncia do virus observada em Caxias do Sul e em diversos outros locais, somada as
manifestagdes clinicas graves causadas por este, frequentemente levam os gatos infectados ao
obito, visto que o tratamento € sintomatico e nao ha tratamento antirretroviral estabelecido para
a causa base. Sendo assim, a alta prevaléncia indica que o enfoque nas medidas de controle e
prevencdo da disseminagdo do virus € essencial, e que tais estratégias ainda necessitam ser mais

bem estabelecidas a fim de mitigar fatores de risco efetivamente.

As metodologias de diagndstico molecular sdo altamente recomendadas para a
confirmagdo do diagnodstico de FeLV, a fim de evitar resultados falso-negativos principalmente
nos casos de infec¢do regressiva. Os ensaios de qPCR possibilitam a quantificacdo da carga de
DNA proviral nos animais infectados. Entre as perspectivas futuras, pode-se considerar possivel
0 monitoramento a longo prazo de animais infectados e estudos futuros sobre a efetividade de
tratamentos antirretrovirais sob a carga de DNA proviral, o que pode proporcionar maior

longevidade e melhor qualidade de vida aos animais portadores do virus no futuro.
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Anexos

Anexo 1 — Ficha de anamnese aplicada pelos médicos veterindrios previamente a coleta de

amostras.

UMIVERSIDADE

DE CAXLAGS DO S0

PROJETO: DETERMINAGAO DA PREVALENCIA DE INFECGOES
PROGRESSIVAS E REGRESSIVAS PELO VIRUS DA LEUCEMIA FELINA (FelV)
EM GATOS NA REGIAO DA SERRA GAUCHA

Responsavel: Prof. Dr. Vagner Ricardo Lunge
Mestranda em Sadde Animal: Laura Pancich Diesel
FICHA DE ANAMNESE
Clinica (Nome/Cidade):

Endereco onde o animal reside:

Bairro:

Nome do felino: Raca: Idade: Sexo
Possui acesso arua? ( )SIM( )NAO Castrado(a)? ( )SIM( )NAO
Vacinado? ( )SIM( )NAO Data da altima vacinagao:

Qual vacina? ( ) Triplice Felina ( ) Quadrupla Felina ( ) Quintupla felina
O animal convive com outros gatos? ( ) SIM( ) NAO
O animal ja realizou teste rapido de FIVIFeLV? ( ) SIM ( )NAO

Resultado e data do dltimo teste:

O animal apresenta algum sinal clinico durante o exame fisico? Qual(is)?
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Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos tutores dos animais

previamente a coleta de amostras.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa. DETERMINACAC DA PREVALENCIA DE INFECGOES

PROGRESSIVAS E REGRESSIVAS PELO VIRUS DA LEUCEMIA FELIMA (FelLV) EM
GATOS DOMICILIADOS NA REGIAD DA SERRA GAUCHA

Mome do ou Crientadon(a): Prof. Dr. Vagner Ricardo Lunge
Mome do(s) Pesquisadores: Laura Pancich Diesel

1. Natureza da pesquisa: o sra (sr) estd sendo convidada (o) a participar
desta pesquisa gque fem como finalidade deferminar a prevaléncia de
infecgbes progressivas e regressivas pelo Virus da Leucemia Felina (Fel V)
em gatos domiciliados na regido da Serra Gadcha.

2. Participantes da pesquisa: 148 gatos domésticos domiciliados
selecionados  aleatoriamente em  clinicas veterinarias pariculares em
municipios da Serra Galcha

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar desfe estudo a sra (sr) permitira
gue o (a) pesguisador (a) realize a colefa de sangue do seu gato e submeta
a amosira a analises laboratoriais de ELISA e PCR para detecgdo do FelV.
A sra (sr) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a
continwar parficipande em gualguer fase da pesguisa, sem qualguer
prejuizo para a sra (sr.). Sempre que quiser podera pedir mais informagbes
sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesguisadaor (a) do projeto e, se
necessdrio através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

4. Sobre as entrevistas: Serd preenchida uma ficha de anamnese relativa ao
gato contendo o nome do animal, municipio onde reside, raca, idade, sexo,
se este possui acesso A rua, se é castrado, status de vacinacio e se este ja
realizou teste rapido de FIVIFelV.

5. Riscos e desconforto: a parficipacdo nesta pesguisa ndo fraz
complicagbes legais. Os possiveis riscos e desconforfos ao animal
ocorrerdo apenas durante o processo de venopungdo para colefa de
sangue, sendo um procedimento rapido e minimamente invasivo. Os
procedimentos adotados nesta pesguisa obedecem aos Crtérios da Etica
em Pesguisa com Seres Humanos conforme Resolugdo no. 196/96 do



Conselho Nacional de Sadde. Nenhum dos procedimentos usados oferece
riscos a sua dignidade.

6. Confidencialidade: todas as informagdes colefadas neste estudo sdo
esfritamente confidenciais. Somenfe o (@) pesquisador (a) e o (a) orenfador
{a) terdo conhecimento dos dados.

7. Beneficios: ao paricipar desfa pesquisa a sra (sr) ndo fera nenhum
beneficio direto. Entretanto, esperamos gue este estudo fraga informagies
importantes sobre a deferminagao da prevaléncia de infecgbes progressivas
e regressivas pelo virus da leucemia felina (FeLV) em gatos domiciliados na
regido da Serra Gatcha , de forma que o conhecimento que sera consiruido
a partir desta pesquisa possa frazer resulfados refativos a frequéncia da
doenca nessa regido, onde pesguisador se compromefe a divuigar os
resuitados obfidos.

8. Pagamento: a sra (sr.) ndo fera nenhum tipo de despesa para participar
desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma
livre para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que
se sequem.

Obs: N3o assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito.
Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vwvista os itens acima aprezentados, eu, de foma livre e
esclarecida, manifesto meu consentimento em participar da pesquisa. Dedaro que
recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a realizagdo da pesquisa e a
divulgagdc dos dados obtidos neste estudo.

Mome do Paricipante da Pesquisa

Aszinatura do Parlicipants da Pesquiza

Azzinatura do Pesquisador

Assinatura do Orentador

Pesquisador Principal : Lawra Pancich Diesel

Telefone para contato (54) 99134-8115

Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Caxias do Sul -
CEUA-UCS

Telefone da Comissdao: (54) 3218-2118
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