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Peritonite Infeciosa Felina: correlacdo entre formas clinicas e a detecdo de

mutagdes virais

Resumo

O coronavirus felino (FCoV) apresenta dois biotipos distintos, o FECV e o FIPV. Este ultimo
é formado a partir de mutagbes ocorrentes no FECV, sendo responsavel pelo
desenvolvimento de peritonite infeciosa felina (PIF) em cerca de 10% dos felideos infetados.
A doenca resulta de uma desregulacdo imunitaria, podendo apresentar trés formas clinicas
(himida, seca e mista), as quais estdo dependentes do tipo de resposta imunitaria
desenvolvida pelo animal. Existem ainda inUmeros fatores capazes de predispor o animal ao
aparecimento de PIF, nomeadamente fatores genéticos e ambientais, entre outros.

A PIF constitui assim uma doenca sistémica progressiva e fatal, para a qual ndo existe
gualquer farmaco licenciado capaz de promover cura definitiva. Todavia, recentemente tém
vindo a ser reportados resultados promissores associados a terapéuticas com recurso a GS-
441524 e GC 376. Ambos os agentes interferem com o processo de replicacdo viral, um
através do término do processo de transcricdo do RNA viral e o outro ao bloquear a clivagem
da poliproteina viral.

A presente investigacao teve como principal objetivo a identificacdo da possivel associacao
entre a mutacdo detetada por RT-PCR em tempo real com pirosequenciacdo e a forma
clinica apresentada. O estudo incluiu todos os felideos diagnosticados com PIF na Unidade
de Isolamento e Contencdo Bioldgica do Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa, no periodo compreendido entre outubro de 2013 e
junho de 2021. O método de diagnostico definitivo utilizado foi a técnica de RT-PCR em
tempo real simples ou com recurso a pirosequenciacdo para detecdo de mutacdes virais. As
amostras utilizadas em ambas as técnicas consistiam em amostras de liquido de derrame,
amostras colhidas por puncéo aspirativa com agulha fina ou biopsias de lesdes, liquido
retroperitoneal e ainda liquido cefalorraquidiano.

A analise dos dados desta pesquisa revelou que a totalidade dos gatos com mutagéo
S1060A (n=3, 100%) apresentou forma efusiva da doencga, apesar desta associagdo ndo se
ter mostrado estatisticamente significativa. Porém, este resultado foi fortemente influenciado
pela pequena amostragem, tornando-se importante a repeticdo deste estudo numa

populacdo mais representativa.

Palavras-chave: coronavirus, mutagéo, peritonite infeciosa felina.
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Feline Infectious Peritonitis: correlation between clinical forms and viral

mutation detection

Abstract

Feline coronavirus (FCoV) presents two distinct biotypes, the FECV and FIPV. The latter is
formed from mutations that take place in the original FECV and is responsible for the
development of feline infectious peritonitis (FIP) in about 10% of the infected felids.

The disease results from an immune dysregulation, and may present three different clinical
forms (wet, dry and mixed), which depend on the type of immune response developed by the
animal. There are still many factors capable of predisposing the animal to the onset of FIP,
including genetic and environmental factors, among others.

FIP is a progressive and fatal systemic disease, for which there is no licensed drug available
capable of achieving a definitive cure. However, promising results associated with therapies
using GS-441524 and GC 376 have recently been reported. Both drugs interfere with the viral
replication process, one by blocking the viral RNA transcription process and the other by
blocking the viral polyprotein cleavage.

The main purpose of the present investigation was to identify the possible association
between the mutation detected by real-time RT-PCR with pyrosequencing and the presented
clinical form. This study included all felids diagnosed with FIP at the Isolation and Biological
Containment Unit of the Teaching Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine of the
University of Lisbon, in the period between october 2013 and june 2021. The definitive
diagnostic method used was the simple real-time RT-PCR technique or using additionally
pyrosequencing to detect viral mutations. The samples accepted in both techniques
consisted in samples of effusions, samples collected by fine needle aspirates or biopsies of
the lesions, retroperitoneal fluids and cerebral spinal fluid.

Data analysis of this research revealed that all cats with the S1060A mutation (n=3, 100%)
had effusive form of the disease, although this association did not shown to be statistically
significant. However, this result was strongly influenced by the small number of cats included

in this analysis, making it important to repeat this study in a more representative population.

Keywords: coronaviruses, feline infectious peritonitis, mutation.
Vi
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Descri¢cdo do estagio curricular

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinéria, correspondente
a area de Sanidade Animal, foi realizado em dois locais distintos e apresentou uma carga
horaria total de 752 horas. A primeira parte teve lugar na Unidade de Isolamento e
Contencdo Bioldgica (UICB) da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de
Lisboa (FMV-UL), no periodo decorrente entre dia 21 de setembro de 2020 e dia 21 de
dezembro de 2020, sob a orientagdo da Professora Doutora Solange Gil Neves e supervisdo
da Dra. Inés Machado, contabilizando uma carga horéaria de cerca de 504 horas. A segunda
parte foi realizada no Centro Veterinario Ponto Vet, no periodo decorrente entre dia 1 de
janeiro de 2021 e dia 1 de fevereiro de 2021, sob a tutoria do Dr. Claudio Cabral, com uma
carga horaria de 248 horas. O estagio na UICB foi organizado em turnos semanais rotativos,
das 9h as 16h ou das 14h as 20h, incluindo ainda, na sua totalidade, a realizagdo de 7
sabados, com horario compreendido entre as 10h e as 16h. No Centro Veterinario Ponto Vet
o horario semanal era compreendido entre as 10h30 e as 14h30, recomecando das 16h até
as 20h apos pausa estipulada para almoco. Na UICB foi assim cumprido um regime entre 35
horas a 41 horas semanais, dependendo da realizacao de sabado, enquanto no Centro

Veterinario Ponto Vet o regime foi de 40 horas semanais.

No decorrer do estagio na UICB pude familiarizar-me com todas as normas de
biosseguranca adoptadas numa unidade desta natureza. Segundo estas normas aprendi:
gual o equipamento de protecdo individual (EPI) a escolher e como o colocar e retirar
corretamente antes e depois do contacto com cada paciente, respetivamente; a proceder a
correta higienizacdo e desinfecdo das méaos a entrada e saida da unidade e entre cada
paciente; como executar a limpeza e desinfecdo dos materiais e jaulas presentes no
internamento e os periodos de quarentena adequados a cada situacdo. Relativamente aos
EPIs, o mais usual inclui a colocagéo de touca, bata, luvas, protecdo de calgado e mascara
cirurgica descartavel, porém, em casos de doencas zoonéticas, devem ser utilizados 6culos
de protecdo e fatos de macaco descartaveis para uma protecdo acrescida. Todos o0s
materiais, superficies e jaulas séo limpas e desinfetadas no inicio de cada turno e apds
manipulacdo de cada animal incluindo estetoscépios, termémetros, tesouras, tagas de agua
e comida, marquesa, entre outros. As diferentes salas de internamento e jaulas, apés alta do
animal, sdo limpas e desinfetadas, sendo sujeitas a periodos de guarentena estipulados de

acordo com o agente infecioso em questéo.

No decorrer do estagio, executei procedimentos como: execugao diaria de limpeza,
alimentacdo e exames fisicos dos animais internados e respetivo registo da informacao
obtida nos programas hospitalares utilizados, colheitas de sangue, colocacéo de cateteres e

sondas de alimentacdo nasograstica, colocacdo e remo¢do de pensos simples, limpeza e
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desinfecéo de feridas cutaneas, algaliacdo, preparacédo e administracdo da medicacdo dos
pacientes em internamento (via oral, subcuténea, intravenosa, muscular e tdpica), execucao
dos calculos necessérios para a administracéo de fluidoterapia e respetivos suplementos e
ainda monitorizacdo de transfusdes. Tive ainda a oportunidade de assistir e ajudar na
realizacdo de exames complementares de diagndstico de alguns animais, como radiografias
e ecografias, consultas de segunda opinido e de referéncia. Aprendi ainda a realizar
relatérios de alta clinica, sob supervisdo da Dra. Inés Machado, participei na discussao de
casos e procedi a apresentacdo mensal de um caso clinico de relevancia. Acompanhei
varios casos clinicos desde a sua hospitalizacdo até ao seu desfecho, alguns deles, casos
de peritonite infeciosa felina (PIF), com os quais pude perceber o impacto clinico e gravidade
desta doenca com um olhar mais préximo, despertando assim um interesse acrescido pela
mesma. Procedimentos como a execuc¢do de altas clinicas, contactos telefénicos com os
tutores para marcar visitas ou informar o estado do seu animal, gestdo de situacdes
delicadas como eutanasia, entre outras, foram cruciais no desenvolvimento das minhas
competéncias de comunicacao e estabelecimento de empatia com os tutores dos pacientes.
Desenvolvi ainda as minhas competéncias de trabalho em equipa e cooperacdo com 0s

meus colegas estagiarios e restante equipa da UICB.

Na segunda parte do estagio curricular, no Centro Veterinario Ponto Vet, pude
aprofundar os meus conhecimentos de Medicina Interna e Cirdrgia. Assisti a consultas de
primeira e segunda opinido, bem como consultas de referéncia, em especial, da area de
Ortopedia. Ajudei na realizacdo de exames complementares de diagndstico, como
radiografias e ecografias, e nha preparacdo de animais para diversos procedimentos
cirdrgicos. Preparei a medicacdo e indicagbes de alta, sob a supervisdo da Dra. Catarina
Silva e Dra. Juliana Pereira. Em regime de internamento, ajudei em diversos procedimentos
como colocacdo e remocao de cateteres, administracdo de medicacdo e/ou fluidoterapia,
execucdo de pensos simples e ainda prestacdo de cuidados de higiene e alimentacgéo,
incluindo pacientes com sondas esofagicas. No decorrer deste periodo pude acompanhar
casos extremamente diversificados, permitindo-me desenvolver e aprofundar os meus
conhecimentos nas diferentes areas como endocrinologia, dermatologia, ortopedia e
oncologia. Na Cirurgia, sob a supervisdo do Dr. Claudio Cabral, pude assistir e participar em
procedimentos como osteotomia de nivelamento do plateau tibial (TPLO), esplenectomia,
colocacdo de sondas esofagicas, entre outros. Finalmente, assisti e participei em consultas
de urgéncia, onde aprendi a importancia do trabalho em equipa e coordenacdo da mesma
para que tudo corra da melhor forma, mas também a gestdo e a abordagem clinica a adoptar

nestas situacoes.

Ambos os locais de estagio proporcionaram experiéncias enriquicedoras e
gratificantes tanto a nivel profissional, como pessoal, fomentando o trabalho em equipa e
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consolidacdo de conhecimentos previamente adquiridos.



Capitulo I: Reviséao Bibliografica



1. Coronavirus felino

1.1. Taxonomia e Genoma viral

O coronavirus felino (FCoV) é um alfacoronavirus, pertencente a ordem Nidovirales,
familia Coronaviridae (Greene 2011, Sykes 2013). O seu genoma € formado por uma cadeia
simples de RNA de sentido positivo e possui, aproximadamente, 29 kb, representando um
dos maiores genomas de RNA viral. A sua configuracdo € esférica, apresentando uma
nucleocépside, de estrutura helicoidal, e um envelope lipidico externo, cujas funcbes se
prendem com a estabilizacédo e protecdo do RNA viral (Greene 2011, Jaimes and Whittaker
2018).

Os coronavirus séo classificados em 4 géneros distintos, os Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gamacoronavirus e Deltacoronavirus. Os virus pertencentes ao género
Alphacoronavirus sdo capazes de infetar uma vasta gama de hospedeiros, entre os quais furdes,
gatos, caes, suinos, humanos, entre outros. O FCoV, juntamente com 0 coronavirus canino
(CCoV) e o virus da gastroenterite transmissivel (TGEV), integram as espécies de
Alphacoronavirus 1 (Kipar and Meli 2014, Whittaker et al. 2018).

O FCoV possui um genoma que codifica varias proteinas, estruturais e nao
estruturais. As proteinas estruturais incluem a proteina S, a nucleocapside, a membrana e
0 envelope, e das nao estruturais destacam-se as acessorias 3 (a,b,c) e 7 (a,b) (Tekes and
Thiel 2016, Jaimes and Whittaker 2018).

A proteina S é provavelmente a mais relevante de todas as proteinas estruturais,
visto ser essencial nos processos de entrada, ligacdo ao receptor na célula-alvo e fuséo da
membrana viral, além de constituir o principal antigénio de superficie do virus. Esta
glicoproteina do envelope €, ainda, considerada de extrema relevancia para a transmissao
e patogénese viral, uma vez que influencia o tropismo celular e é parte determinante na
capacidade do agente infetar uma vasta gama de hospedeiros e tecidos (Whittaker et al.
2018). A proteina S, pertence a classe | das proteinas de fuséo viral, apresenta uma
estrutura secundaria em alfa-hélice e compreende 2 subunidades: a S1 e a S2. A S2
encontra-se numa posi¢cao transmembranar, tendo como fungdo a ancoragem da propria
proteina a célula. Por sua vez, a S1 esta numa posi¢cdo mais exterior, sendo crucial para
processo de adeséo do virus, bem como, para a neutralizagdo por parte dos anticorpos e
determinacao do serotipo viral (Drechsler et al. 2011; Jaimes and Whittaker 2018).

As proteinas acessorias, 3 abc e 7 ab, cujas fungbes especificas ainda ndo séo
totalmente claras, tém sido alvo de varios estudos. A proteina 3c, especificamente,
aparenta ser fundamental no processo de replicacdo viral e tem sido associada a
alteracdes de viruléncia e tropismo do FCoV (Jaimes and Whittaker 2018). Segundo Chang
et al. (2010), a perda de fungéo por parte da proteina 3c parece estar associada a perda de

capacidade de replicacdo do virus a nivel intestinal. As proteinas 7 ab, por sua vez,
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desempenham um papel importante na resposta imunitaria a infecao pelo FCoV. A proteina
7a representa um antagonista tipo | de interferdo (INF), cuja funcdo assenta na protecéo
das particulas virais, interferindo com a resposta imunitéria induzida pelo INF. Por outro
lado, a proteina 7b, constitui uma glicoproteina, que tem vindo a ser associada a inducao
de uma resposta humoral, com producdo de anticorpos, em gatos com infecdo natural
(Kipar and Meli 2014, Jaimes and Whittaker 2018).

1.2. Serotipos e bidtipos

A nivel antigénico, os FCoV séo divididos em 2 serotipos diferentes, o serotipo | e 0
Il. A sua classificacdo € baseada na sequéncia de aminoacidos que a proteina S apresenta
e na neutralizacdo por parte dos anticorpos monoclonais, sendo estas diferencas
dependentes da origem genética do agente (Greene 2011, Jaimes and Whittaker 2018). O
serotipo | é predominante a nivel mundial, atingindo cerca de 98% de prevaléncia em
animais seropositivos, e deriva exclusivamente do FCoV (Kipar and Meli 2014, Jaimes and
Whittaker 2018). O serotipo Il, & semelhanca do reportado para outros coronavirus, €
obtido através de uma recombinacao genética entre estirpes de FCoV, pertencentes ao
serotipo |, e 0 CCoV (Terada et al. 2014, Jaimes and Whittaker 2018). A semelhanca entre
a proteina S presente nas estirpes do serotipo Il e a presente no CCoV, constitui um dos
principais fatores que suportam esta teoria e parece ter um papel fundamental na facilidade
e rapidez de crescimento in vitro destas estirpes (Terada et al. 2014, Jaimes and Whittaker
2018). O isolamento e propagacao em cultura de células do serotipo | é considerado arduo,
e como tal, apesar da sua maior importancia a nivel clinico e epidemiolégico, dada a sua
prevaléncia, o serotipo Il continua a ser o mais utilizado para fins experimentais (Greene
2011, Jaimes and Whittaker 2018). As manifestacfes clinicas provocadas séo idénticas em
ambos o0s serotipos, apesar das diferencas significativas apresentadas nos receptores de
entrada celular (Sykes 2013).

O FCoV apresenta 2 bio6tipos, o Coronavirus Entérico Felino (FECV) e Virus da
Peritonite Infeciosa Felina (FIPV), os quais sdo idénticos do ponto vista morfoldgico e
serolégico, e ambos podem pertencer a qualquer um dos serotipos existentes (Kipar and
Meli 2014, Jaimes and Whittaker 2018). O FECV é um agente ubiquitario, responsavel por
infecbes benignas, a nivel intestinal, caraterizadas maioritariamente por quadros de
enterite moderada ou sem sintomatologia aparente. Este bibétipo é, ainda capaz de
provocar infegfes persistentes e, menos frequentemente, induzir quadros de enterite grave
(Tekes et al. 2012, Tekes and Thiel 2016). O FIPV, ao contrario do anterior, € responsavel
pelo desenvolvimento de uma doenca sistémica fatal, designada peritonite infeciosa felina
(PIF), a qual é caraterizada pela formagcdo de piogranulomas disseminados e lesdes
inflamatérias nas membranas serosas (Drechsler et al. 2011, Chang et al. 2012).

Anteriormente, era aceite que a principal diferenga entre os dois bibtipos residia no
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seu tropismo para células-alvo distintas. Desta forma, o FECV foi considerado um virus
exclusivamente entérico, infetando apenas o epitélio intestinal sem capacidade de
ultrapassar a barreira gastrointestinal, ao passo que o FIPV, considerado um agente
sistémico, teria um tropismo aumentado para 0os mondcitos e macréfagos, nos quais se
replica, invadindo a circulagdo e induzindo doenga (Kipar and Meli 2014, Porter et al.
2014). Contudo, foram realizados varios estudos que contestaram esta Visdo
demonstrando a capacidade de disseminacao sistémica por parte de estirpes pertencentes
ao bidtipo FECV. Nestes estudos foi demonstrado que, ndo s6 o virus tem a capacidade de
se disseminar a partir do local de infecéo inicial, através de uma virémia associada a
mondcitos, em animais saudaveis (Kipar et al. 2010), mas também evidéncias de que cerca
de 80 a 90% dos gatos saudaveis apresentam virémia transitoria (Gunn-Moore et al. 1998).
Contudo, sabe-se que, apesar do FECV apresentar a capacidade de replicacdo nos
mondcitos, o FIPV aparenta replicar-se em maior nimero (Kipar and Meli 2014). Alguns
destes estudos investigaram, ainda a persisténcia do agente nos varios 6rgaos de animais
sdos, sendo o colon considerado o principal 6rgdo de persisténcia do virus (Kipar et al.
2010).

1.3. Origem do virus da peritonite infeciosa felina
O FCoV apresenta uma seropositividade que ronda os 90% na populacéo felina
(Drechsler et al. 2011, Tekes et al. 2012). No entanto, apesar da elevada incidéncia de
infecdo e existéncia de animais portadores cronicos, 0s quais excretam cronicamente o
virus sem sintomalogia aparente, menos de 10% dos animais desenvolvem PIF. A principal
guestdo que se coloca é a razéo pela qual alguns destes animais desenvolvem quadros de
PIF e outros permanecem saudaveis. Existem 3 hipoteses propostas para explicar esta
situacdo: a hipdtese da circulacdo de estirpes virulentas e avirulentas, a hipétese da
mutacao interna e, por fim, a proposta de que ambas as hipGteses possam ser validas
(Sykes 2013). A hipoétese da circulagdo de estirpes virulentas e avirulentas, a qual defende
a coexisténcia de estirpes de FCoV com viruléncias distintas na populagéo felina, explica
gue a infe¢cdo por uma estirpe virulenta em combinag@o com fatores genéticos individuais e
ambientais predisponentes pode levar ao desenvolvimento de PIF (Brown et al. 2009,
Sykes 2013). Por sua vez, a teoria da mutagéo interna, atualmente a mais aceite, defende
gue o FIPV se origina a partir do FECV, através da ocorréncia de determinadas mutagcdes
no mesmo (Tekes et al. 2012, Pedersen 2014). Esta teoria tem vindo a ser suportada por
véarias pesquisas que, ao longo do tempo, tém vindo a associar as mais variadas mutacdes
a conversao do FECV em FIPV (Licitra et al. 2013, Bank-Wolf et al. 2014, Oguma et al.
2018), sendo que estas mutagbes podem ocorrer logo apés infecdo inicial ou anos mais
tarde (Sykes 2013). Vérios estudos foram realizados para tentar identificar as mutagdes

responsaveis por esta conversdo, tendo os genes acessorios e o gene codificante da
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proteina S sido considerados os locais mais provaveis para a ocorréncia das mesmas e,
consequentemente, associados ao desenvolvimento de PIF (Tekes and Thiel 2016).

Delecbes no gene 7ab tém sido propostas como mutacbes associadas ao
desenvolvimento de PIF (Tekes and Thiel 2016). O gene 7a foi alvo de varios estudos,
incluindo um realizado com gatos Persa, no qual se procedeu a sua analise sequencial a
partir de estirpes de FECV e FIPV, obtidos desses mesmos animais, tendo sido proposto
gue delecbes neste gene seriam caracteristicas do FIPV (Kennedy et al. 2001). No entanto,
estas mutacdes ndo sao, atualmente, consideradas cruciais na alteracdo dos biétipos do
FCoV (Tekes and Thiel 2016). O gene 7b foi também avaliado em alguns estudos, nos
guais se concluiu que os virus com delecdes apresentavam uma reducao da viruléncia em
infecdes experimentais (Dedeurwaerder et al. 2013), porém estas mesmas dele¢bes ndo
eram exclusivas do biétipo FIPV, aparecendo igualmente no FECV (Lin et al. 2009).

O gene 3c, crucial para a replicacdo no epitélio intestinal, foi também foco de
algumas destas investigacfes, sendo considerado alvo de mutacbes em maior parte do
FIPVs e intacto na maior parte dos FECVSs, 0 que suporta a ideia de que tenha um papel na
conversdo de um bi6tipo para outro (Vennema et al. 1998, Chang et al. 2010, Pedersen et
al. 2012). As mutacdes identificadas consistiam em dele¢des e introducéo de codbes stop
prematuros, as quais provocavam o0 aparecimento de uma proteina truncada (de menor
tamanho) ou a auséncia completa da transcricdo da proteina, respetivamente, levando em
ambos 0s casos a uma perda de funcdo da mesma (Pedersen 2009). Contudo, estudos
recentes vieram constestar estas descobertas, demonstrando a presenca de FIPVs com
gene 3c mutado nas fezes, assim como presenca de FIPVs com gene 3c intacto, tanto nas
fezes, como em amostras de liquidos de derrame. A luz destes achados, para além de ndo
poder excluir-se a possibilidade de ocorréncia de transmisséo horizontal do FIPV, foi ainda
proposta a hip6tese de que mais do que um gene mutado possa ser responsavel pela
converséo de bidtipo (Bank-Wolf et al. 2014). Atualmente, é considerado mais provavel que
as mutacdes, ocorrentes no gene 3c, ndo constituam efetivamente marcadores de
viruléncia para PIF, mas sejam antes uma consequéncia da disseminagdo sistémica e
aumento da replicacdo dos FIPVs (Tekes and Thiel 2016).

Recentemente, a pesquisa e analise do gene S tem sido o principal foco das
investigacbes. Este gene codifica a proteina S, sendo esta uma pega crucial para o
processo de ligagdo ao receptor e entrada celular. Sabendo que a conversao entre biotipos
de FCoV envolve diferencas no tropismo dos virus para as células-alvo, ndo se torna
surpreendente a proposta de que mutagdes no gene S, por si s6 ou em combinagdo com
alteracdes noutros genes, possam contribuir para a conversdo do FECV em FIPV (Tekes
and Thiel 2016). Neste sentido, Chang et al. (2012) realizou um estudo, no qual se
procedeu a andlise do genoma completo de FIPV e FECV, onde foram identificadas duas

mutacdes pontuais no gene S, as quais se correlacionavam com o fenétipo de PIF na
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maioria dos casos. As mutagfes descritas consistiam em 2 substituicdes nos nucledtidos
23531 e 23537, as quais dao origem a uma alteracdo dos aminoacidos presentes na
sequéncia da proteina S. A primeira mutacdo, designada M1058L, corresponde a uma
substituicdo de uma metionina por uma leucina na posi¢cdo 1058, e a segunda, designada
S1060A, corresponde a uma substituicdo de uma serina por uma alanina na posi¢do 1060.
Neste estudo, observou-se a presenca de uma ou ambas as mutacbes em
aproximadamente 96% dos FIPVs e a sua auséncia em todos os FECVs submetidos a
analise, o que levou os autores a concluir que, para além de um fator discriminatério entre
os biétipos do FCoV, a aquisicdo do tropismo para os monécitos e macréfagos, e a
consequente disseminagdo sistémica e desenvolvimento de PIF, seria responsabilidade
das referidas mutacdes (Chang et al. 2012). Varios estudos seguintes obtiveram resultados
semelhantes ao anterior, estando as mutacfes presentes na maioria dos FIPVs, apoiando
a ideia de que estas estariam associadas a conversao dos bi6tipos e, consequentemente,
ao desenvolvimento da doenca (Lewis et al. 2015, Oguma et al. 2018, Sangl et al. 2019).
Curiosamente, um dos estudos acima mencionados identificou uma nova mutagdo, no
nucleétido 23486, presente no dominio S2, a qual teve como resultado a substituicdo de
uma isoleucina para treonina na posicao 1108 da sequéncia de aminoacidos da proteina S.
Esta mutacao esteve presente em todas as amostras de PIF e ausente em todas as outras,
0 que levou os autores a concluirem gue representa mais uma mutacao Util na distincdo
dos bidtipos do agente (Lewis et al. 2015). Contudo, uma investigacado recente veio
contrapor esta permissa, afirmando que a mutacdo M1058L seria, mais provavelmente, um
marcador de infecdo sistémica pelo FCoV, em oposicdo a um marcador de PIF como
inicialmente pensado (Porter et al. 2014). Neste estudo, procedeu-se a colheita de
amostras de fezes e tecidos post-mortem, de gatos com e sem PIF, nas quais se
pesquisou a presenca da mutacdo M1058L. Os resultados da investigacdo levaram os
autores a afirmar que a referida substituicdo ndo se correlacionava com o fenétipo de PIF,
como proposto anteriormente, sendo esta conclusdo baseada em duas observacgdes
distintas. Primeiro demonstrou-se, em concordancia com outros trabalhos, que o coddo de
leucina estava presente na maioria (91%) das amostras de tecidos de animais com PIF, no
entanto a mutagéo foi também detetada em 89% das amostras de tecidos de felideos sem
PIF. Contudo, foi referido que devido ao procedimento de colheita de amostras ter sido
realizado post-mortem, ndo se pode excluir a possibilidade de que os 6 animais sem
doenca e com mutacdo pudessem ter vindo a desenvolver PIF, caso ndo tivessem sido
eutanaziados por outros motivos. Em adi¢éo, foi ainda encontrada um namero significativo
(9%) de amostras de tecidos de gatos com PIF que apresentavam metionina na posi¢cao
1058 (Porter et al. 2014).

Existe ainda uma hipGtese prosposta por varios autores, a qual defende que mais

do que uma mutacdo possa estar na base da conversao do biétipo. Segundo os resultados
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obtidos por Bank-Wolf et al. (2014), observou-se que 13 dos 15 FIPV, obtidos de amostras
de ascite, continham alteracées no gene 3c e que 0s 2 restantes apresentavam alteracdes
no gene S. Em adicéo, verificou-se que apenas 1 dos FIPV obtidos de amostras de fezes
com 3c intacto e 1 dos FIPV obtidos de amostra de ascite com 3c truncado, ndo possuiam
mutacdes no gene da proteina S. Estes achados, além de fornecerem suporte a hip6tese
de que mutacdes do gene 3c e S estariam envolvidas na conversao dos biétipos, levaram
0s autores a considerar que possa existir uma interacao entre ambas as proteinas 3c e S.
Em concordancia com a pesquisa anterior, um estudo recente abordou esta tematica,
fornecendo novo apoio a esta hipétese. Os resultados alcancados, ap6s a andlise de
amostras de derrames cavitarios e tecidos, demonstaram que, em adicdo as mutacdes
M1058L e S1060A presentes no gene S, uma mutacgéo truncada do gene 3c constitui outro
fator genético relativamente carateristico dos FCoVs presentes neste tipo de amostras
(Oguma et al. 2018). Apurou-se ainda, que a grande maioria dos FCoVs (80%), obtidos das
amostras de liquidos de derrame, possuiam ambas as mutacfes, M1058L ou S1060A,
juntamente com a mutacdo do gene 3c. Considerando os achados acima citados, aliados
ao conhecimento de que a maioria das amostras fecais, analisadas no presente estudo,
nao exibiam nenhuma das muta¢cdes mencionadas, os autores foram levados a sugerir que
mutacBes em um ou ambos 0s genes estariam envolvidas na alteracdo do tropismo do
FCoV (Oguma et al. 2018).

2. Epidemiologia e patogénese

O FCoV, agente etiolégico da PIF, é capaz de provocar doenca tanto em felideos
domésticos como selvagens (Jaimes and Whittaker 2018). A infecdo tem sido reportada
nas mais variadas espécies de felideos selvagens, dos quais sao exemplo gato selvagem
europeu (Felis silvestris), ledo (Panthera leo), tigre (P. tigris), jaguar (P. onca) e leopardo
(P. pardus), sendo a chita (Acinonyx jubatus) considerada uma espécie particularmente
vulneravel ao FIPV (Heeney et al. 1990, Greene 2011).

Este agente apresenta seroprevaléncia elevada, em particular em ambientes com
multiplos gatos, chegando a atingir os 90% de seropositividade em certas populacdes,
podendo alguns animais permanecer seropositivos por 10 ou mais anos (Drechsler et al.
2011). Em ambientes com mdltiplos gatos, os animais sdo repetidamente infetados,
iniciando a excre¢cdo viral, e posteriormente podem recuperar ou tornar-se
persistentemente infetados, excretando o virus cronicamente no ambiente, situagdo esta
gue contribui para o aumento da exposicdo ao agente (Sykes 2013). Existem varios fatores
capazes de influenciar a frequéncia de infe¢@o pelo virus, como a densidade populacional,
as praticas de criacdo e o tempo de permanéncia dos animais nos diferentes ambientes
(Drechsler et al. 2011). Segundo a investigacdo de Cave et al. (2004), tempos de
permanéncia prolongados em abrigos foram associados a aumento do risco de
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seropositividade, sendo que em animais que permanecem mais de 60 dias o aumento do
risco parece estar associado a uma mudanca de gestdo para habitacdo comunitéria.
Apesar da elevada seroprevaléncia do FCoV na populacdo, apenas uma minoria dos
animais desenvolve PIF, existindo varios factores de risco que, ao longo do tempo, tém
vindo a ser associados a sua ocorréncia (Sykes 2013).

A PIF constitui uma das causas mais frequentes de morte em gatos jovens e jovens
adultos, em particular em animais que habitam em ambientes com mdultiplos gatos, como
acontece em abrigos e instalagfes de criadores. A maioria dos gatos desenvolve a doenca
entre 0os 3 meses e 0s 3 anos de idade, sendo que cerca de 50% desenvolve aos 12 meses
ou mais cedo (Sykes 2013). Caso os gatinhos sejam infetados antes da completa
maturacéo do seu sistema imunitario, os niveis de replicacdo do FECV serdo notoriamente
mais elevados, o que consequentemente ird favorecer as mutacdes responsaveis pela
conversdo do FECV em FIPV. Em adicao, a imunodeficiéncia inerente a faixa etaria destes
animais podera prejudicar a capacidade de contencdo de virus mutantes que possam
surgir, predispondo os mesmos ao aparecimento de doenca (Pedersen et al. 2008). Existe
ainda, um segundo pico de incidéncia em animais geriatricos, acima de 10 anos,
provavelmente devido a uma funcdo imunitaria enfraquecida. Porém, esta afecdo pode
atingir animais em qualquer idade (Sykes 2013).

As racas puras parecem estar associadas a uma maior prevaléncia de PIF, em
particular nas racas Sagrado da Birméania, Ragdoll, Bengal, Rex, Abissinios e Himalaias.
Todavia, além da maior predisposicdo das racas puras para a doenca, foi também descrito
gue algumas linhagens dentro das mesmas possam ser mais responsaveis por este
aumento na susceptibilidade que a propria raca em si (Pesteanu-Somogyi et al. 2006).

O sexo e estatuto reprodutivo aparentam ser outros dos fatores de risco associados,
tendo sido reportada uma maior prevaléncia de doenca em machos e animais inteiros
comparativamente com a populacdo geral (Pesteanu-Somogyi et al. 2006, Worthing et al.
2012).

O stress representa outro fator relevante para o desenvolvimento da doenca. A
movimentagdo para um novo ambiente, densidade populacional elevada, cirurgias e
introducéo de novos animais no ambiente sdo algumas das situacdes capazes de provocar
stress e, consequentemente, aumentar o risco de ocorréncia de PIF. Todos os gatos de
abrigos ou outros ambientes com multiplos gatos experienciam algum nivel de stress e
maior exposi¢do a agentes patogénicos, como tal & expectavel uma maior incidéncia e
ocorréncia de surtos de PIF nestes ambientes.

Os animais podem ainda apresentar infe¢cbes virais concomitantes, como por
exemplo, infecdo pelo virus da leucemia felina (FeLV) ou virus da imunodeficiéncia felina
(FIV), tornando-os mais susceptiveis a doenga (Drechsler et al. 2011, Greene 2011). Um

trabalho realizado por Poland et al. (1996) em gatos FIV positivos, demonstrou que estes
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possuem um comprometimento significativo na sua capacidade de eliminar a infegéo pelo
FECV. Esta conclusdo foi retirada com base na observacdo de que estes animais
apresentavam maiores cargas virais nas fezes e maior duracdo da excrecao viral. Além
disso, os gatos FIV positivos apresentaram ainda maior taxa de replicagdo viral quando
comparados com os restantes animais. Esta observagao levou os autores a proporem que
este aumento da replicacdo, aliada ao facto de serem animais incapazes de combater
eficientemente a infecdo viral e o possivel aparecimento de virus mutados, poderia
favorecer a selegéo de FIPV, contribuindo para o aumento do risco de desenvolvimento de
PIF (Poland et al. 1996).

O estilo de vida também parece ter alguma influéncia, tendo sido reportado que o
aumento do numero de gatos exclusivamente de interior e a sua detengdo em maior
namero possa ter aumentado a exposicdo dos animais aos agentes presentes nas fezes,
como o FCoV (Greene 2011). No estudo realizado por Luria et al. (2004), foi reportado que
a seroprevaléncia em gatos errantes e ferais era significativamente mais baixa quando
comparada com a de gatos domésticos, 0 que sugere minima exposicado ao FCoV por parte
destes animais. Os autores afirmaram que esta diferenca se deve, provavelmente, ao
diferente comportamento adoptado pelos gatos com este estilo de vida, visto néo
partiiharem caixas de areia, enterrando as fezes no exterior, e apresentarem menor
densidade populacional, em oposi¢cdo ao que acontece com 0s gatos domeésticos.

O virus possui um envelope lipoproteico, e como tal, pode facilmente ser eliminado
por desinfetantes comuns, sendo que a sua sobrevivéncia a temperatura ambiente €,
geralmente, cerca de 1 a 2 dias. Contudo, esta descrito que, sob certas circunstancias,
essa sobrevivéncia pode ser prolongada até 7 semanas, atribuindo as fomites um possivel
papel determinante na transmisséo viral (Sykes 2013). Os gatinhos normalmente infetam-
se por volta das 4 a 8 semanas de idade, aquando do decréscimo da imunidade materna,
apesar de ja terem sido reportadas infecdes em pacientes com apenas 2 semanas (Sykes
2013). Em casos de ocorréncia de PIF natural, o periodo de incubagéo da doenca néo é
conhecido, no entanto, foi demonstrado que, apds infecdo experimental, o periodo de
incubagéo varia com a forma clinica da doenca, podendo ir de 2 a 14 dias, na forma
hamida, até varias semanas, na forma seca (Kipar and Meli 2014).

As fezes constituem a principal fonte de FCoV no ambiente e, como tal, a partilha
de caixas de areia representa a fonte primaria de infecdo oral em grupos de gatos (Addie et
al. 2009). A excrecdo do FCoV através da saliva € rara, tendo sido sugerido que a sua
ocorréncia se restringe a fases iniciais de infe¢do, o que propde que o contato préximo e
partilha de comedouros e bebedouros tenham uma menor importancia na transmissao viral
(Addie and Jarrett 2001). Por fim, apesar de se tratar de um processo raro, foi ainda
reportada a ocorréncia de transmissdo transplacentaria (Addie et al. 2009). Uma das

7

principais questdes que se coloca sobre a transmissibilidade do FIPV é se existe
12



transmissdo horizontal do agente ou se este processo é conseguido através da mutacdo
interna do FECV (Pedersen 2014). A excre¢ao fecal de FIPV, observada em alguns
animais, constitui um dos argumentos que suporta a possivel transmissdo horizontal da
PIF. Contudo, o estudo de Pedersen et al. (2012) veio demonstrar a falha na capacidade
de infec@o apresentada por este agente, suportando assim a teoria da mutacgao interna e a
permissa de que gatos com PIF ndo aparentam transmitir eficientemente a doenca a outros
gatos.

Segundo Pedersen et al. (2008), o estadio primario de infecéo pelo FECV tem uma
duracdo de 7 a 18 meses, correspondendo ao periodo de maior excre¢do viral, sendo a
excrecdo fecal deste agente significativamente mais elevada em gatos jovens, quando
equiparados a populagcdo adulta. Existem diferentes padrdoes de excrecao viral, sendo os
animais agrupados em 3 categorias distintas: 0s portadores, 0s quais excretam
continuamente o virus por longos periodos de tempo, permanecendo infetados toda a vida,
0s excretores intermitentes, 0s quais representam a maioria dos animais, e 0s animais ndo
excretores. Estes Ultimos, aperentam ser resistentes a infecdo, ndo demonstrando
gualquer excrecao viral, e permanecem seronegativos ou com titulos de anticorpos muito
baixos (Addie and Jarrett 2001). A excrecdo fecal tem inicio 1 semana apés infecdo e
mantém-se a niveis elevados durante um periodo de 2 a 10 meses (Pedersen et al. 2008).
Contrariamente ao que se poderia pensar, apesar de promoverem a manutencao do virus
no ambiente, os portadores ndo estdo mais predispostos ao desenvolvimento de PIF
comparativamente a qualquer outro felideo (Addie and Jarrett 2001).

Os gatos podem eliminar a infecdo dentro de 6 a 8 meses, caso ndo ocorra
processo de reinfecdo (Pedersen et al. 2008), podendo esta reinfecdo ser pela mesma ou
uma estirpe diferente do virus (Kipar and Meli 2014). O processo de eliminac&o viral tem
vindo a ser correlacionado com tipo de resposta imunitaria, humoral ou celular, criada
contra o virus (Drechsler et al. 2011). As conclusdes gerais de estudos com gatos
experimentalmente infetados, indicam que a imunidade humoral ndo tem um papel
importante no processo de prevencdo da infecdo e disseminagéo pelo FIPV, podendo
ainda contribuir para a patogénese. Em contraste, a imunidade celular contribui de forma
essencial no combate contra a infe¢éo pelo FIPV (Pedersen 2009; Drechsler et al. 2011).

A patogénese da PIF tem sido foco de pesquisa por varios investigadores a nivel
mundial e, apesar de ainda ndo ser entendida na sua totalidade, foram recentemente
identificados alguns pré-requisitos essenciais para a sua ocorréncia. Estes pré-requisitos
incluem a infecdo sistémica por uma estirpe virulenta de FCoV (FIPV), capacidade de
replicacdo efetiva e duradoura deste agente nos mondcitos e ativacdo dos mondcitos
infetados pelo virus (Kipar and Meli 2014).

O processo através do qual o virus adquire o seu tropismo para O0sS

macréfagos/mondcitos, parece estar associado a ocorréncia de mutacdes do FECV, o qual
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perde a seu tropismo original para os enterdcitos (Pedersen 2014). Véarios estudos foram
realizados no sentido de identificar a mutacao responsavel por esta alteracdo, sendo que
segundo Rottier et al. (2005), esta se localiza na proteina S do FCoV. Por sua vez, Licitra
et al. (2013), sugeriu que as mutacles identificadas na regido S1/S2 do FIPV seriam
responsaveis por uma alteracdo do tipo de protéases capazes de clivar esta regiao. As
referidas mutacBes poderiam ter como possivel consequéncia a clivagem da proteina S por
protéases especificas de macrofagos/mondcitos, o que explicaria a mudanca de tropismo
célular, crucial no desenvolvimento da PIF. As mutacdes podem ocorrer a nivel intestinal,
aquando da replicacao viral, ou no interior dos mondcitos/macréfagos (Pedersen et al.
2012). Contudo, mesmo tendo sido reportado que ambos os biotipos, FECV e FIPV, tém a
capacidade de se replicar nos macréfagos e mondcitos in vitro, apenas o FIPV é capaz de
alcancar uma replicagdo sustentavel e disseminar a infecdo em cultura de células (Kipar
and Meli 2014).

A infecdo culmina numa desregulacdo imunitaria, caraterizada por uma profunda
deplecédo das células CD4+ e CD8+, producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
fator estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e fator
estimulador de colbnias de granulécitos (G-CSF) pelos macrofagos infetados, sendo ainda
observada hipergamaglobulinémia (Sykes 2013). O mecanismo por detrds da apoptose das
células CD4+ e CD8+, e da consequente linfopenia associada, apesar de nao estar
totalmente esclarecido, parece estar ligado ao papel nefasto que o TNF-a desempenha na
PIF (Pedersen 2009).

O TNF-a e o IFNy tém vindo a demonstrar um papel significativo na imunidade e
patogénese associada a infecdo pelo FIPV. Animais que desenvolvem doenca apresentam
niveis elevados de TNF-a e niveis reduzidos de IFNy, em oposicao aos animais saudaveis,
cujos valores se apresentam invertidos, estando o valor de IFNy elevado e o de TNF-a
baixo. Em suma, as investigacdes sugerem que a infecdo pelo FIPV reduz a resposta
imunitaria celular, possivelmente devido ao comprometimento da libertacdo de IFNy pelos
leucocitos, aumento da libertagdo de TNF-a pelos mondcitos e macréfagos infetados e,
subsequente, deplecéo de células T (Drechsler et al. 2011).

Os mondécitos infetados, além de TNF-a, expressam ainda outras citoquinas e
moléculas de ades&o, como a interleucina 1B (IL-1B) e a CD18, respetivamente, as quais
permitem a sua interacdo com as ceélulas endoteliais. Existe ainda, a expressdo de uma
enzima especifica, a metaloproteinase-9, cuja funcdo assenta no aumento da
permeabilidade da membrana vascular nos locais de ligagdo aos mondcitos. Além disso, foi
também observado o aumento da transcricdo do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) pelos mondcitos infetados, levando a um aumento dos niveis séricos do mesmo.
Estas interacdes sdo, provavelmente, as responsaveis pelo aparecimento de flebites e

periflebites granulomatosas, que correspondem as lesdes iniciais carateristicas da PIF
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(Kipar and Meli 2014).

Kipar et al. (2006) realizou um estudo com o objetivo de avaliar a atividade e
composicao de tecidos hemolinfaticos em gatos naturalmente infetados por FCoV, focando-
se particularmente na populacdo de macrofagos e nas citoquinas produzidas. Os autores
concluiram assim que os gatos infetados por FECV sé@o capazes de montar uma resposta
imunitaria efetiva, associada a inibicdo da ativacao excessiva dos macréfagos e aumento da
citotoxicidade celular mediada pela IL-10, enquanto a falta de produgéo de IL-12, nos
animais que desenvolvem PIF, podera ser responsavel tanto pela falha da resposta
imunitaria celular, quanto pela reducédo da carga viral.

Segundo pesquisas recentes, sabe-se que 0s animais com PIF, devido a acrescida
ativacdo das células B, apresentam um aumento do nimero de plasmdcitos no sangue
periférico e, consequentemente, dos niveis de gamaglobulinas (Takano et al. 2009; Malbon
et al. 2020). Na maioria das infe¢cBes virais, a resposta humoral resulta na formacéo de
anticorpos neutralizantes, os quais sao Uteis na prevencao da infecao (Drechsler et al.
2011). Todavia, no caso das infecbes pelo FIPV, além da imunidade humoral ndo ser
protetora contra o agente, 0os anticorpos tém vindo a ser associados a dois processos
imunitarios distintos: o primeiro corresponde a uma reacdo de hipersensibilidade tipo 1l
(Arthus-type hypersensitivity) centrada nas vénulas; o segundo um processo de aumento da
entrada e replicacao viral nos macrofagos mediada por anticorpos (Pedersen 2009).

Este tipo de reacdo de hipersensibilidade € caraterizada por vasculites, edema,
migracdo de células inflamatérias e necrose, e ocorre devido a deposicdo de
imunocomplexos na periferia das vénulas (Pedersen 2009). Contudo, foi reportado que a
vasculite tipica da PIF ndo apresenta carateristicas semelhantes a vasculite mediada por
imunocomplexos, como o0 envolvimento de artérias e predominancia de neutréfilos. As
reacdes de hipersensibilidade tipo lll ndo aparentam assim ser essenciais na patogénese da
doenca, porém ndo se pode excluir a sua contribuicdo para a ocorréncia da mesma. Outros
autores sugeriram ainda o envolvimento de reag¢fes de hipersensibilidade do tipo IV na
patogénese da PIF para explicar o desenvolvimento das lesbes granulomatosas
caracteristicas (Kipar and Meli 2014).

Existem evidéncias, em estudos experimentais, de que a presenca de anticorpos
contra o coronavirus promove a infecéo pelo FIPV, sendo que 0s epitopos responsaveis por
este processo parecem residir na proteina S do FCoV (Pedersen 2014). A resposta imune
humoral contribui assim para a patogénese da doencga, uma vez que 0s anticorpos para a
proteina S, responsavel pela adeséao viral, facilitam a entrada viral nos macréfagos, através
dos receptores Fc dos mesmos (Drechsler et al. 2011). Porém, foi ainda referido que este
fendmeno podera ndo ter tanta importancia na natureza, quanto aquela que apresenta a
nivel experimental (Pedersen 2009).

Os mecanismos de evasao do virus ao sistema imunitario tém vindo a ser estudados
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ao longo do tempo, tendo sido apontados 2 processos distintos como explicacdo. Um dos
processos parecia estar relacionado com as proteinas virais, cuja expressao a superficie
das células infetadas conferia a capacidade de prevenir a lise mediada pelo complemento.
Mais tarde, foi reportado outro mecanismo de evasdo que se baseava na observagédo de
gue essas mesmas proteinas virais expressas a superficie dos mondcitos infetados, apés
ligacdo aos anticorpos, eram rapidamente internalizadas, escapando assim a lise celular
dependente de anticorpo (Pedersen 2014).

Em suma, o desenvolvimento ou ndo de PIF estd dependente ndo s6 de fatores

relacionados com o virus, como também da resposta imunitaria montada pelo hospedeiro.

3. Apresentacdo clinica e sinais clinicos
3.1. Sinais clinicos associados a infe¢cdo por FECV

A infecdo inicial pelo FECV esta geralmente associada a quadros de diarreia
moderada de intestino delgado, podendo ser aguda ou cronica, persistente ou
intermitente. Menos frequentemente, sinais como vomito e/ou inapeténcia podem também
desenvolver-se, sendo ainda comum alguns animais permaneceram assintomaticos
(Drechsler et al. 2011, Sykes 2013). Os gatos desenvolvem assim uma enterite, nao
necessitando na maioria dos casos de tratamento (Drechsler et al. 2011). Contudo, ja
foram reportados alguns casos de enterite fatal em gatos jovens e adultos apés infecao
pelo FECV (Kipar and Meli 2014). Além da enterite, estes gatos podem ainda apresentar
sinais clinicos de aparelho respiratério superior em fases inicais da infecdo (Greene 2011,
Sykes 2013).

3.2. Infecéo pelo FIPV

A PIF é tipicamente caraterizada por serosites fibrinosas e granulomatosas, efusdes
serosas ricas em proteina e/ou lesdes piogranulomatosas em diversos érgaos (Kipar and
Meli 2014). O piogranuloma consiste numa acumulacdo de macrofagos, neutrdfilos,
linfécitos e, ocasionalmente, plasmaocitos que tendem a formar pequenas agregacdes em
torno das vénulas nos tecidos-alvo. Estas lesfes estéo fortemente associadas a edemas e
derrames, por vezes de grandes volumes, sendo o fluido rico em proteinas plasmaticas,
produtos de degradacédo da hemoglobina, proteinas inflamatérias de varios tipos e fatores
de coagulacdo ativados (Pedersen 2014). O processo de vasculite tipico da PIF tem
distribuicdo relativamente limitada, apresentando maior afinidade para as veias de
pequeno a médio calibre presentes nas leptomeninges, coértex renal e olhos
(maioritariamente as vénulas da iris, corbide e retina), sendo menos provavel de ocorrer
ao nivel do pulméo e figado (Kipar and Meli 2014).

Clinicamente é feita uma distincdo entre a forma efusiva (humida ou nao

parenquimatosa) e a forma ndo efusiva (seca ou parenquimatosa) da doenca. Todavia,
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muitas vezes a forma clinica apresentada ndo € estavel, podendo esta vir a alterar-se ao
longo da progressdo da doenca (Norris et al. 2005), originando assim formas mistas, as
quais apresentam carateristicas tanto da forma efusiva, como da nédo efusiva (Kipar and
Meli 2014). Gatos que originalmente apresentavam forma seca da doenca podem, em fases
terminais, desenvolver derrames cavitarios, sendo esta converséo para manifestagées mais
caracteristica da forma efusiva responsabilidade da progressiva faléncia da resposta
imunitaria (Norris et al. 2005, Sykes 2013).

O tipo e intensidade da resposta imunitaria gerada pelo hospedeiro, contra a infe¢do
pelo FIPV, aparenta determinar a forma clinica que a doenca ird assumir (Pedersen 2009).
E amplamente aceite que a imunidade, quando ocorre, € maioritariamente do tipo celular e
gue a producdo de anticorpos constitui um processo contraproducente. Assume-se assim,
gue muitas alteracdes em casos de PIF sejam associadas a forma como os macréfagos
respondem a infecdo viral, bem como ao modo como o sistema imunitario do hospedeiro
responde as células infetadas. Neste sentido, a forma efusiva resulta da falha imunitaria ao
montar uma resposta mediada por células T, face a uma resposta vigorosa de células B. No
extremo oposto, 0s gatos resistentes a doenca montam uma resposta imune celular
vigorosa, capaz de superar qualquer efeito negativo de anticorpos. Os animais com a forma
seca da doenca apresentam um estado intermédio, envolvendo uma resposta celular,
parcialmente eficaz na contencéo viral, possuindo um namero relativamente pequeno de
macrofagos em escassos focos no interior de érgdos-alvo especificos (Pedersen 2014).

A doenca pode desenvolver-se em poucas semanas apos infecdo ou apds anos da
mesma, mas mais frequentemente ocorre entre 6 a 18 meses apos infeccao inicial. Mesmo
apos o inicio da doenca inflamatdria sistémica piogranulomatosa, os sinais clinicos podem
nao ser aparentes por meses (Sykes 2013).

Ambas as formas clinicas apresentam uma vasta gama de sinais clinicos, porém
nenhum deles parece ser patognomonico de PIF (Drechsler et al. 2011). A apresentagéo
clinica da doenca é assim altamente variavel, como reflexo da distribuicdo das lesdes
piogranulomatosas e da vasculite (Addie et al. 2009). Os primeiros sinais de PIF, presentes
em ambas as formas clinicas, incluem febres flutuantes, n&o responsivas a antibioterapia ou
anti-inflamatorios nédo esterdides (AINES), anorexia, perda de peso, atrasos de crescimento,
nos mais jovens, e letargia progressiva (Pedersen 2009, Tasker 2018). Contudo, muitos
gatos permanecem ativos, com apetite e em boa condi¢do corporal em estados precoces da
doenca (Sykes 2013). A linfadenomegalia e ictericia sédo outros dois achados passiveis de
serem observados em ambas as formas clinicas, embora a ictericia seja mais comum na
forma efusiva da PIF (Tasker 2018). Alguns pacientes podem ainda apresentar um aumento
da ingestdo de agua e da miccdo, possivelmente secundéria a pirexia (Sykes 2013).
Existem ainda muitos casos de sinovites generalizadas, seja por deposicdo de

imunocomplexos ou pela migracdo de mondcitos/macrofagos infetados para as sinovias,
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gerando claudica¢gbes nos animais afetados (Pedersen 2009). Os restantes sinais clinicos
desenvolvem-se mais tardiamente, estando dependentes da forma clinica e distribuicdo da
inflamacéo (Pedersen 2009).

A forma efusiva tem sido apontada por varias investigadores como a forma clinica
mais comum de PIF (Pedersen 2009, Riemer et al. 2016), sendo frequentemente aguda em
natureza, progredindo dentro de poucos dias ou semanas (Barker and Tasker 2020). Esta
forma é caraterizada por acumulacdo de exsudados altamente proteicos, 0s quais
tipicamente contém baixo numero de células. Um dos fatores que contribui para o
aparecimento destes derrames é a producao de VEGF, pelos mondcitos infetados, o qual
promove um aumento da permeabilidade vascular (Sykes 2013). Os derrames carateristicos
podem formar-se em apenas uma ou mais cavidades corporais, sendo as manifestacdes
mais frequentes o derrame abdominal e as, consequentes, apresentacdes clinicas de ascite
e distensdo abdominal (Barker and Tasker 2020). O abdémen, além de se apresentar
bastante distendido, esta frequentemente doloroso a palpacéo e é facilmente detetavel a
presenca de fluido aquando da sua percussao. O fluido € mucinoso de cor amarelada e de
aspeto leve a moderadamente turvo (Pedersen 2009). Muitas vezes, as distensdes
abdominais séo de tal ordem que podem mesmo camuflar a perda de peso acentuada que
estes pacientes apresentam ao longo da doenca (Sykes 2013). Os pacientes com
envolvimento toracico podem apresentar sinais de dispneia e taquipneia e, devido ao
desenvolvimento de derrame pleural, pode observar-se padrdo de respiracdo rapida e
superficial (shallow breathing), assim como sons cardiacos e pulmonares abafados a
auscultacéo, durante o exame fisico (Sykes 2013). Os animais podem ainda apresentar
envolvimento cardiaco, sendo a PIF responsavel por aproximadamente 10% dos derrames
pericardicos em gatos (Sykes 2013), estando estes raramente associados a tamponamento
cardiaco (Barker and Tasker 2020). Existem ainda alguns achados mais raros reportados
em gatos com forma humida da doencga, como a sindrome de fragilidade cutanea (Pedersen
2009) e ainda, distensao escrotal em machos inteiros (Pedersen 2009, Barker and Tasker
2020). Este ultimo achado é resultado da serosite da tanica vaginal e, consequente, edema
por extenséo do processo de peritonite existente (Pedersen 2009). Por fim, foram também
referidas infe¢bes por FIPV in-utero em ninhadas de gatas que desenvolveram a forma
efusiva da doenca durante a gestacdo, sendo que as principais les6es observadas nos
gatinhos incluiam pneumonia, pleurite e hepatite (Pedersen 2009).

A forma seca estéa frequentemente associada a sinais clinicos inespecificos e vagos,
em particular nas fases iniciais da doenga (Barker and Tasker 2020), apresentando
geralmente total auséncia ou quantidade muito baixa de liquido de derrame (Pedersen
2009). Esta forma é caraterizada por inflamagéo piogranulomatosa a granulomatosa em
varios orgdos, em particular no sistema nervoso central (SNC), olhos e 6rgédos abdominais,

como linfonodos mesentéricos, rins, figado e trato gastrointestinal (TGI), estando assim o
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aparecimento de sinais mais especificos dependente dos érgaos afetados pelas lesdes
granulomatosas (Sykes 2013, Barker and Tasker 2020). Porém, qualquer tipo de tecido
pode ser afetado, ja tendo sido descritos casos de envolvimento primario dos pulmdes e
pele (Barker and Tasker 2020). Os casos de envolvimento pulmonar estdo relacionados
com o desenvolvimento de pneumonia piogranulomatosa difusa, que se traduz em graves
episédios de dispneia nos animais afetados (Addie et al. 2009). Os sinais dermatoldgicos
manifestam-se tipicamente pelo aparecimento de pequenos ndédulos ou pépulas mdultiplos
ndo pruriticos (Tasker 2018), possivelmente devido ao processo de flebite dermal
piogranulomatosa necrética que se desenvolve (Addie et al. 2009). Sabe-se que o
envolvimento ocular e/ou do SNC predomina em cerca de 60% dos animais com forma néo
efusiva (Pedersen 2009), assim sendo um exame neurolégico e ocular cuidadoso destes
animais pode revelar alteracbes que apoiem o diagnostico de PIF, bem como indicar
possiveis fontes de colheita para testagem (Barker and Tasker 2020). Os sinais
neuroldgicos séo frequentemente observados na forma nao efusiva da doenca, estando
dependentes, ndo s6 dos 6rgdos envolvidos no processo, mas também da localizacdo exata
e gravidade das lesbes (Pedersen 2009). Estes sinais resultam primariamente de
meningoencefalites, meningomielites, ependimites, coroidites e hidrocefalia obstrutiva,
sendo este Ultimo secundario a ependimites e coroidites (Sykes 2013), estando
representada na figura 2. Os sinais mais comuns incluem ataxia, por vezes acompanhada
de tetraparésias ou paraparésias, hiperestesia, head tilt, nistagmos, convulsées, alteracdes
comportamentais, alteracbes de estado mental, défice dos nervos cranianos e défice de

reacdes posturais (Barker and Tasker 2020).

W N SN % »

Figura 1. Felideo de raca Sagrado Figura 2. Hidrocefalia obstrutiva num felideo macho
da Birméania, macho inteiro de 5 castrado de 8 meses de idade, de raga Exdético de pelo
anos com PIF e presenca de curto, o qual desenvolveu ataxia e tremores (Sykes
precipitados queraticos (Sykes 2013).

2013).

O envolvimento ocular, a semelhanga do SNC, € comum na forma seca da PIF,
sendo a uveite e a corioretinite as suas manifestagées oculares predominantes (Pedersen
2009). A uveite pode estar associada a alteragcBes de coloragdo da iris, discoria e
anisocoria, provavelmente secunddrias a processo irite, mas também a perda de visédo

repentina e hifema (Addie et al. 2009). Esta alterac@o de coloragéo da iris € frequentemente
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um dos sinais precoces de PIF ocular. Existem lesbes focais, similares aos granulomas
presentes nos 0Orgdos parenquimatosos, que podem ser observadas na iris, as quais
explicam as distor¢cdes na forma da pupila, que muitas vezes se observam nesta doenca
(Pedersen 2009). Os precipitados queraticos constituem outro achado caracteristico da PIF,
formados por acumulagdo de fibrina, macréfagos e outras células inflamatérias (Pedersen
2009), os quais se depositam na zona ventral do endotélio corneal (Addie et al. 2009), como
se pode observar na figura 1. No exame oftalmoldgico, além do referido anteriormente, pode
também observar-se a presenca de conjuntivite, corrimento ocular mucopurulento,
espessamento e hiperémia da membrana nictitante, flare do humor aquoso, hipépion,
infiltrados perivasculares e descolamento da retina (Sykes 2013). Por fim, a doenca ocular
presente na PIF seca pode ocorrer solitariamente ou em associacdo com lesées no SNC e
cavidade peritoneal (Pedersen 2009). As lesdes abdominais presentes na PIF seca, apesar
de aparecerem em menor numero, sdo bastantes mais extensas e disseminadas que as
presentes na forma himida, estendendo-se das superficies das serosas e pleura para o
parénquima subjacente (Pedersen 2009). As lesbes mais comuns sdo frequentemente
encontradas nos rins (Pedersen 2009, Kipar and Meli 2014) e linfonodos mesentéricos,
sendo menos comuns no figado e linfonodos hepaticos (Pedersen 2009). A palpacéo
abdominal pode revelar renomegalia, com ou sem superficie renal irregular, hepatomegalia
e/ou massas abdominais resultantes de linfadenomegalia dos mesentéricos, por vezes
associadas a dor local (Pedersen 2009, Sykes 2013). A PIF seca pode ainda estar
associada a envolvimento toracico em cerca de 10% dos animais, com o0 aparecimento de
pequenos granulomas na pleura e parénquima pulmonar subjacente, tendo sido também
descrita a possibilidade de envolvimento cardiaco (Pedersen 2009).

Ocasionalmente pode ocorrer uma forma particular de PIF seca, designada PIF
focal, a qual tipicamente se apresenta como uma massa abdominal a palpacédo (Tasker
2018). As lesbes associadas sdo frequentemente encontradas ao nivel do colén ou juncéo
ileocecocolica, consistindo em granulomas, focais ou multifocais, formados nesta regido
(Greene 2011, Sykes 2013). Os sinais clinicos resultantes desta forma correspondem
tipicamente a sinais de colite ulcerativa, incluindo fezes moles com presenca de sangue e

muco (Pedersen 2009).

4. Diagnostico
A PIF permanece até aos dias de hoje uma das doengas mais desafiantes e dificeis
de diagnosticar, particularmente em gatos que nao apresentam derrames cavitarios (Felten
and Hartmann 2019). O diagnéstico definitivo é feito apenas através da técnica de
imunohistoquimica (IHC) para detecdo de antigénio em amostras de lesbes
piogranulomatosas carateristicas desta doencga (Sykes 2013). Porém, a impossibilidade de

obtencdo destas amostras em seguranca nos felideos com PIF, obriga muitas vezes a que o
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diagnostico ante-mortem seja feito com base no conjunto da histéria pregressa, incluindo
avaliacao de fatores de risco, sinais clinicos e alteragfes clinicas e laboratoriais (Drechsler
et al. 2011). Contudo, nenhuma destas alteragcbes é patognomonica da doenga e, como tal,
outros diagnosticos diferenciais comuns devem ser tomados em consideragdo na

investigacao clinica (Barker and Tasker 2020).

4.1. Diagnésticos diferenciais

A PIF apresenta alguns diagnésticos diferenciais comuns, entre 0s quais se
encontram as infecdes por retrovirus (FIV/FelLV), toxoplasmose, colangite linfocitica,
pancreatite, peritonite séptica, piotorax, insuficiéncia cardiaca congestiva e neoplasias,

como linfoma (Barker and Tasker 2020).

4.2. Hematologia e bioquimicas séricas

As alteracdes hematoldgicas encontradas na PIF, apesar de ndo serem especificas,
podem ajudar a sustentar o diagnéstico da doenca (Tasker 2018). Os hemogramas destes
felideos frequentemente demonstram alteracdes graves, as quais tendem a ser similares,
independentemente da forma clinica da doenca apresentada (Pedersen 2009). A linfopenia
€ particularmente comum, por vezes acompanhada de neutrofilia com desvio a esquerda e
trombocitopenia (Felten and Hartmann 2019), podendo esta ultima refletir a presenca de
coagulacdo intravascular disseminada (CID) ou destruicdo plaquetaria imunomediada
(Sykes 2013). Segundo uma pesquisa recente, a linfopenia constituiu a alteracdo
hematoldgica mais comum em ambas as formas clinicas de PIF, apesar de ter sido mais
frequentemente documentada em animais com efusdes (Riemer et al. 2016). Nestes
pacientes pode ainda observar-se anemia ndo regenerativa (normocitica e hormocromica), a
semelhanca do que ocorre em outros felideos com doenca crénica (Drechsler et al. 2011),
tendo sido referidos casos de microcitose, com ou sem associacdo a anemia (Riemer et al.
2016, Tasker 2018). A pesquisa de Norris et al. (2005) referiu ainda a ocorréncia de casos
de anemia hemolitica imunomediada em felideos com PIF, apesar de constituir um achado
extremamente incomum.

A grande maioria dos gatos com PIF apresenta também alteracbes nos valores
referentes as bioguimicas séricas. Algumas destas alteracdes incluem a hiperproteinemia,
em especial a hiperglobulinémia, a qual pode ocorrer sem que haja aumento das proteinas
séricas totais, a hipoalbuminémia e hiperbilirrubinémia, ambas mais frequentemente
observadas em gatos com efusfes, e potencialmente azotémia e aumento das enzimas
hepéticas, dependendo do 6rgéo afetado (Felten and Hartmann 2019). A alteragdo mais
frequentemente encontrada nos gatos com PIF corresponde a uma gamopatia policlonal,
apesar de ja terem sido reportadas gamopatias monoclonais num escasso numero de

animais (Barker and Tasker 2020). A hiperproteinemia pode ndo estar presente em alguns
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felideos, visto que muitas vezes a hiperglobulinemia aparece associada a valores de
albumina perto do limite inferior de referéncia ou mesmo abaixo deste (Tasker 2018). Por
outro lado, sabe-se que a concentracdo de globulinas séricas pode decrescer em fases
terminais da doenca, podendo as concentracdes de proteinas totais encontrar-se dentro dos
intervalos de referéncia nestes animais (Sykes 2013). A hipoalbuminémia na PIF é
frequente devido ao envolvimento hepatico, ao extravasamento a partir dos vasos
lesionados, a proteinaria em gatos com glomerulonefrite e/ou pelo facto de ser uma proteina
de fase aguda negativa (Sykes 2013), contribuindo assim para a reducdo do racio
albumina:globulina (A:G). Este ultimo parametro é bastante mais util para apoiar o
diagndstico de PIF, que as préprias concentracbes de gama-globulina ou proteinas séricas
totais, tendo sido sugeridos varios cut-offs para incluir (<0,4) ou excluir (>0,6-0,8) a PIF da
lista de diferenciais (Felten and Hartmann 2019). Os réacios A:G reduzidos sdo assim
fortemente associados a doenca, porém deve proceder-se a exclusdo de outras causas de

hiperglobulinémia (Drechsler et al. 2011).

4.2.1. Medicao da concentracéo de proteinas de fase aguda

As proteinas de fase aguda sdo produzidas no figado em resposta a citoquinas
libertadas por macréfagos ativados e mondcitos (Barker and Tasker 2020).

A a1- glicoproteina acida (AGP) representa uma destas proteinas de fase aguda,
cuja medicdo pode ser util para dar suporte ao diagnéstico de PIF. Apesar das elevacbes de
AGP (>0,48 mg/ml) ndo serem especificas para a doenca por si, aumentos marcados dos
niveis de AGP (>1,5 mg/ml) sdo frequentemente encontrados em casos de PIF (Tasker
2018). Destacaram-se ainda outras duas proteinas de fase aguda, a amiloide sérica A e a
haptoglobina, as quais poderiam contribuir para o diagnéstico da doenca, apesar de ambas
demonstrarem menor sensibilidade e especificidade que a AGP (Barker and Tasker 2020).

Todavia, as concentragfes elevadas destas proteinas sédo também observadas em
felideos com outras doencas inflamatdérias, neoplésicas e até em gatos saudaveis infetados

por FECV, ndo sendo assim patognoménicas de PIF (Felten and Hartmann 2019).

4.3. Urianalise

Os felideos com lesdes glomerulares ou tubulares podem apresentar proteindria,
podendo também ser observada hematuaria e, mais raramente, pidria e cilindrdria. Em gatos
com envolvimento hepéatico pode verificar-se bilirubindria, sendo que em alguns animais as

analises podem néo apresentar qualquer alteracéo (Sykes 2013).

4.4. Andlise de liquido de derrame
As analises de qualquer derrame obtido a partir de um caso suspeito de PIF séo

extremamente Gteis para o diagndstico, razdo pela qual a colheita destas amostras deve ser
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sempre considerada uma prioridade nestes animais (Tasker 2018). A maioria dos felideos
com PIF apresenta liquidos de derrame, cujo fluido é tipicamente viscoso, cor de palha,
translicido a moderadamente turvo, formando usualmente coagulos devido ao elevado
conteudo proteico (Felten and Hartmann 2019), sendo caraterizado como um transudado
modificado ou exsudado piogranulomatoso nédo séptico (Drechsler et al. 2011). Estes fluidos
assumem normalmente teores proteicos acima de 3,5g/dL e baixas contagens celulares (<
5000 células/uL), correspondendo, estas Ultimas, a macrofagos, neutréfilos néo
degenerados e alguns linfocitos, os quais podem ser observados aquando do exame
citologico (Sykes 2013, Barker and Tasker 2020).

Os derrames tipicos de PIF, além de possuirem elevado contetdo proteico e baixas
contagens celulares, apresentam ainda baixo valor de racio A:G (Felten and Hartmann
2019). Segundo alguns autores, valores de racio inferiores a 0,4 sdo considerados muito
sugestivos de doenca (Sykes 2013), porém estas alteracbes podem também ocorrer em
derrames de outras etiologias (Felten and Hartmann 2019).

O teste de Rivalta constitui um teste rapido e pouco dispendioso, o qual pode ser
facilmente executado na pratica clinica, devendo, por estes motivos, ser incluido no
protocolo de diagnéstico de gatos com derrames cavitarios. Este teste apresenta uma boa
sensibilidade para a exclusdo de PIF, no entanto um resultado positivo deve-se
frequentemente a teores de proteinas e mediadores inflamatérios elevados no fluido
analisado, o que pode ser observado em outras afecBes, ndo sendo assim especifico para a
PIF (Felten and Hartmann 2019).

4.5. Andlise do liquido cefalorraquidiano
O ligquido cefalorraquidiano (LCR) é frequentemente colhido apds diagndstico por
imagem do SNC, sendo a sintomatologia neurolégica mais comum em felideos com PIF
seca (Felten and Hartmann 2019). Este liquido apresenta tendencialmente um contetdo
proteico elevado (30-1000 mg/dL, para um limite de referéncia inferior a 25 mg/dL) e um
aumento da contagem de células nucleadas totais (20-10000 células/uL), correspondendo
normalmente a um misto celular com predominancia de pleocitose neutrofilica (Sykes 2013).
Todavia, deve ser tido em conta o fato de que estas alteragcbes podem estar presentes em
gatos com outras doencas neuroldgicas, assim como gatos que apresentem sinais
neurolégicos provocados por PIF podem demonstrar analises de LCR normais (Felten and
Hartmann 2019).

4.6. Andlise do humor aquoso
O envolvimento ocular na PIF inclui processos de uveite e corioretinite com
ocorréncia de infiltrados celulares inflamatérios mistos, nos quais predominam os linfécitos

B e plasmdécitos. A aquacentese do humor aquoso pode assim fornecer amostras para
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execucdo de exames citolégicos e clinicopatologicos nestes felideos, apesar de muitas
vezes ndo permitir atingir o diagnaostico final, sendo mais util em outras doengas (Felten and
Hartmann 2019).

4.7. Imagiologia

O diagnéstico por imagem pode ser Gtil na PIF, ndo s6 para identificar as diversas
lesbes presentes, mas também para auxiliar na colheita de amostras das mesmas, as quais
sdo essenciais a execucdo de outros testes de diagnostico complementar (Barker and
Tasker 2020).

As radiografias toracicas simples podem revelar a presenca de derrame pleural,
aumento da silhueta cardiaca e infiltrados nodulares peribronquicos, em pacientes com
derrame pericardico e pneumonia piogranulomatosa. Relativamente a radiografia abdominal
os achados encontrados incluem perda de detalhe peritoneal e do espaco retroperitoneal,
em animais com derrames, e ainda hepatomegalia, esplenomegalia, renomegalia,
linfadenomegalia e massas associadas ao TGI (Sykes 2013).

A ultrassonografia é util para o diagnostico de PIF, permitindo a obtencdo de
amostras de tecidos e fluidos nestes animais com recurso a técnicas minimamente
invasivas, como sdo exemplo a toracocentese, abdominocentese e puncéo aspirativa com
agulha fina (PAAF) ecoguiada (Barker and Tasker 2020). Os achados ecograficos
abdominais incluem presenca de fluido peritoneal anecogénico, hiperecogenicidade
mesentérica e ainda linfadenomegalia e hipoecogenicidade dos linfonodos abdominais
(Sykes 2013). A nivel renal podem ainda estar presentes achados como assimetria renal,
hiperecogenicidade da cortical, acumulacéo de fluido subcapsular e perda de transicao
cortico-medular (Sykes 2013). Recentemente foi também sugerida uma associacdo entre a
presenca de sinal de margem medular e a PIF, constituindo este achado um suporte ao
diagnostico em casos suspeitos da doenca (Ferreira et al. 2020). Relativamente aos
restantes 6rgaos da cavidade abdominal, pode ser observada organomegalia e areas de
hipoecogenicidade no figado e bago, mas também espessamento da parede intestinal ou
massas intestinais (Sykes 2013).

Nos felideos que apresentam sinais clinicos neurolégicos de PIF, a imagiologia,
nomeadamente a ressonancia magnética, pode tornar-se util para identificar as alteragdes
presentes SNC (Tasker 2018). Os achados imagiolégicos presentes nestes animais
consistem na dilatagdo ventricular, devido a hidrocefalia, hérnia do fordmen magno,
aumento variavel do contraste das regibes periventriculares, cordides e meningeas, entre
outros (Crawford et al. 2017, Tasker 2018), porém existem gatos que ndo apresentam

qualquer alteracdo (Sykes 2013, Crawford et al. 2017).
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4.8. Serologia

A serologia, baseada na detecdo de titulos de anticorpos de FCoV por diversas
metodologias, € amplamente utilizada para assistir o diagnostico de PIF (Kipar and Meli
2014). Os meétodos utilizados atualmente incluem testes de imunofluorescéncia indireta,
testes de neutralizacdo viral, testes de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA) e testes de
imunocromatografia, sendo que podem utilizar quer o FCoV, quer o TGEV como antigénio
no substrato (Felten and Hartmann 2019). Contudo, apesar da existéncia dos diversos
testes, nenhum deles tem a capacidade de conferir um diagnéstico definitivo de PIF, visto
nao fazerem distingéo entre as infe¢cdes pelo FECV e as infe¢des pelo FIPV (Drechsler et al.
2011). Posto isto, a obtencdo de um resultado positivo num destes testes indica apenas que
o animal sofreu infecdo por FCoV e seroconversdo, a qual ocorre normalmente apés 2 a 3
semanas da infecao inicial (Tasker 2018).

Sabe-se que animais com PIF apresentam geralmente titulos de anticorpos mais
elevados, quando comparados com animais sem a doenca (Tasker 2018), sendo titulos
superiores a 1:400 considerados suspeitos de PIF (Norris et al. 2005). Porém, ja foram
reportados falsos negativos em alguns gatos doentes (Kipar and Meli 2014). Uma das
razdes para esta situacao € o facto de existir grande quantidade de virus presente o qual se
liga aos anticorpos, impedindo-os de estar disponiveis para a detecdo. Por outro lado, em
animais com efusGes ocorre perda de proteina, devido ao processo de vasculite,
contribuindo assim para a falha na detecéo destes anticorpos (Drechsler et al. 2011, Felten
and Hartmann 2019). Reportou-se também gue gatos em fases terminais de doenca podem
ser seronegativos, visto existir falha na producdo de anticorpos decorrente da
imunossupressao carateristica da PIF (Sykes 2013), podendo atingir aproximadamente 10%
da populacédo (Felten and Hartmann 2019). Em adicdo, foram também registados alguns
falsos positivos no decorrer destes testes, os quais se atribuiram a certos acontecimentos
como vacinagao recente, utilizacdo de farmacos, como o tiamazol e metimazol, ou ainda
infecdes concomitantes pelo FIV e doengas auto-imunes (Drechsler et al. 2011).

Os testes para detecdo de anticorpos podem ser realizados em amostras de sangue,
liguido de derrame e LCR, sendo neste Ultimo, muitas vezes, dificil obter a quantidade de
amostra suficiente para a andlise (Sykes 2013). Segundo uma pesquisa recente, a detecao
anticorpos no soro ou plasma nao é conclusiva de PIF, no entanto a sua medi¢cdo pode ser
atil na elaboragcédo de medidas preventivas e controlo de FCoV em ambientes com mdultiplos
gatos (Felten and Hartmann 2019). Relativamente a detecdo de anticorpos em amostras de
liquido de derrame e LCR, a semelhanca do referido para as amostras de sangue,
apresentam também valor de diagndstico para a doenca limitado (Felten and Hartmann
2019).
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4.9. Detecdo de RNA de FCoV por reagdo em cadeia de polimerase com
transcriptase reversa (RT-PCR) em tempo real

A técnica de RT-PCR é frequentemente utilizada para diagnostico de PIF,
procedendo a amplificacdo de RNA do FCoV em diferentes materiais (Felten and Hartmann
2019), podendo estas amostras incluir tecidos, liquido de derrame, sangue, LCR e humor
aquoso em casos suspeitos de doenca (Tasker 2018). A presenca de RNA viral nestas
amostras é assim sugestiva de PIF, no entanto ndo é capaz de fornecer diagndstico
definitivo (Tasker 2018), uma vez que animais sem a doenca podem também apresentar
resultado positivo para a presenca RNA viral no sangue e tecidos (Sykes 2013), como
resultado da disseminacdo sistémica do FECV. Contudo, sabe-se que animais com PIF
apresentam cargas virais bastantes mais elevadas quando comparados com felideos
saudaveis infetados pelo FECV (Felten and Hartmann 2019).

Existem fatores capazes de influenciar a eficacia desta anélise como a baixa carga
viral presente na amostra, a degradacdo do RNA viral (Sykes 2013) ou a presenca de
mutacdes no local de ligacdo dos primers (Tasker 2018), podendo resultar no aparecimento
de falsos negativos. A amostra de sangue, apesar de poder ser utilizada para esta analise,
nao constitui uma amostra ideal pelo facto de muitas vezes apresentar baixas cargas virais,
contribuindo assim para a reducéo da sensibilidade do teste (Felten and Hartmann 2019). A
RT-PCR pode ainda ser realizada em amostras fecais para identificar os gatos em excrecao
viral, com o propaésito de controlar a infecao viral em ambientes com multiplos animais e ndo
para o diadndstico de PIF (Drechsler et al. 2011, Tasker 2018).

Adicionalmente, podem ainda ser aplicadas técnicas moleculares complementares a
RT-PCR, como a pirosequenciacdo, sequenciacdo de sanger e PCR com sondas de
hidrolise, as quais sdo capazes de caraterizar sec¢des especificas da sequéncia gendmica
do FCoV (Tasker 2018). Este agente, a semelhanca de outros virus de RNA, é propenso a
ocorréncia de mutagdes, devido a erros decorrentes do processo de replicagdo, tendo sido
algumas destas mutac¢des associadas ao aparecimento do bidtipo FIPV, constituindo assim
um elemento-chave na patogénese da PIF (Felten and Hartmann 2019). A analise das
mutacdes presente no gene da proteina S aparece como a mais frequentemente utilizada
para este proposito, sendo a técnica de pirosequenciagdo considerada como altamente

sensivel (Barker and Tasker 2020).

4.10.Detecdao de antigénio de FCoV por imunocoloracéao
Os testes de imunocoloracdo sdo executados em tecidos fixados em formalina
utilizando a técnica de IHC, ou em amostras citolégicas (tipicamente de efusdes) utilizando
as técnicas de imunocitoquimica (ICC) ou imunofluorescéncia (IF). Estas técnicas exploram
a ligacdo existente entre os anticorpos e os antigénios de FCoV presentes nas células

hospedeiras, a qual pode ser observada através de reac¢Bes enzimaticas, que produzem
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alteracao de cor, ou por fluorescéncia (Tasker 2018).

A IHC para detecdo de antigénio de FCoV no interior de lesdes histopatolégicas
caracteristicas permanece como técnica gold standard para o diagnéstico de PIF,
apresentando sensibilidade e especificidade elevadas. Contudo, em muitos casos apenas
pode ser realizada post-mortem, visto a colheita de amostras por laparotomia ou
laparoscopia apresentar varios riscos para os doentes, sendo necessario colher amostras
de varios oOrgaos devido a distribuicdo variavel do antigénio no interior das lesdes
tecidulares (Felten and Hartmann 2019). Existe ainda a possibilidade de obtencéo destas
amostras através de técnicas menos invasivas, como a PAAF ecoguiada ou as biépsias Tru-
cut, no entanto ambas apresentaram baixa sensibilidade (Kipar and Meli 2014, Felten and
Hartmann 2019). A detecdo de antigénio viral no interior dos macrofagos presentes no
liquido de derrame constitui uma ferramenta ndo invasiva alternativa para a obtencdo do
diagnostico de PIF ante-mortem, sendo um resultado positivo altamente sugestivo de PIF
(Kipar and Meli 2014). Contudo, foram registados alguns falsos positivos, possivelmente
devido a ligacdo do anticorpo a outra estrutura celular ndo especifica no interior dos
macréfagos ou a disseminacao sistémica e subsequente detecdo de FECV em gatos sem
PIF (Felten and Hartmann 2019). Além disso, recentemente foi ainda sugerida a utilizacédo
de LCR e humor aquoso para detecdo de antigénio viral, apresentando sensibilidades na
ordem dos 85 a 91 % e 82%, respetivamente (Felten and Hartmann 2019). Todavia, estas
técnicas apresentam limitaces, tendo sido reportados alguns falsos negativos associados a
numero insuficiente de células infetadas, baixa carga viral ou indisponibilidade de antigénio

para detecao, por este se encontrar retido em complexos imunes (Sykes 2013).

4.11.Necrdpsia e Histopatologia

Os achados macroscopicos de necrOpsia em gatos com PIF podem incluir
guantidades variaveis de liquido de derrame pleural, peritoneal e/ ou pericardico (Sykes
2013), observando-se por vezes adesdes de fibrina a superficie dos diferentes 6rgaos
abdominais e mesentério (HORHOGEA et al. 2011). Os 6rgdos abdominais, por sua vez,
podem apresentar-se aumentados de tamanho e irregulares, existindo por vezes
espessamento focal ou difuso da parede intestinal ou massas intestinais, sendo ainda
comum achados como a linfadenomegalia abdominal e toracica (Sykes 2013).

A principal lesdo desta doenca é o piogranuloma, sendo que, na forma efusiva, por
vezes toda a cavidade abdominal, toracica ou ambas podem encontrar-se cobertas por
pequenas placas esbranquigadas de 1 a 2 milimetros (Greene 2011). Os granulomas podem
também surgir como lesdes nodulares multifocais de tamanho varidvel na superficie das
serosas e no interior do parénquima de varios 6rgdos como o pulmao, bago, rins, pancreas
e figado (Sykes 2013). Na forma seca, na qual os derrames sdo minimos a ndo detetaveis,

a reacao inflamatéria pode ser restrita a 6rgdos individuais como o cérebro, olhos ou rins
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(Drechsler et al. 2011), sendo estes ultimos frequentemente afetados, devendo proceder-se
a um exame cuidadoso para a detecdo de piogranulomas no coértex (Greene 2011). A nivel
ocular, as manifestagbes macroscopicas englobam dilatacdo e descoloracdo da iris, bem
como os precipitados queraticos usualmente observados nesta doenca (Pedersen 2009). O
exame do SNC pode revelar um exsudado fibrinoso em associacdo com as meninges, com
ou sem a presenca de dilatacdo ventricular e hidrocefalia (Sykes 2013). Contudo, existem
alguns animais nos quais as alterag6es sdo minimas e o diagndstico € apenas conseguido
através do exame histolégico.

A lesdo carateristica de PIF consiste numa inflamacdo granulomatosa a
piogranulomatosa perivascular e vasculite (Drechsler et al. 2011), a qual contem
predominantemente macréfagos, neutréfilos e, em menor nimero, linfécitos e plasmécitos
(Sykes 2013). Os vasos afetados sdo predominantemente veias de pequeno e médio
calibre, nas quais ocasionalmente ocorre extengéo do infiltrado perivascular, dominado por
macréfagos, as paredes dos vasos, produzindo areas focais de necrose e hiperplasia
esporadica do musculo liso (Drechsler et al. 2011). A nivel ocular as lesdes reportadas sao
uveites granulomatosas anteriores bilaterais, frequentemente acompanhadas de
corioretinites (Drechsler et al. 2011), correspondendo o infiltrado linfocitico e plasmocitico da
Gvea anterior a carateristica morfolégica mais comum (Pedersen 2009). Adicionalmente, a
nivel histoldgico os precipitidos sdo maioritariamente constituidos por macréfagos, outras
células inflamatérias e fibrina (Pedersen 2009). As lesdes relativas ao SNC incluem
meningoencefalomielite e coroidite piogranulomatosa (Sykes 2013), com ou sem a vasculite
como leséo inflamatéria distintiva (Drechsler et al. 2011). As lesdes de SNC sdo assim
centradas nas meninges e epéndima, podendo também extender-se ao cérebro, medula
espinhal e nervos subjacentes (Pedersen 2009). Finalmente, a nivel intestinal os achados
histolégicos encontrados incluem descamacédo do epitélio intestinal, podendo ocorrer atrofia

das vilosidades ou mesmo fuséo destas (Greene 2011).

5. Tratamento

A obtencédo do diagnéstico definitivo de PIF, bem como a exclusdo dos possiveis
diagnosticos diferenciais para a doencga, constituem etapas a serem consideradas antes do
inicio da terapéutica, porém na pratica clinica tal nem sempre é exequivel, instituindo-se o
tratamento quando existe uma forte suspeita da doenca (Barker and Tasker 2020).

A PIF é uma doencga progressiva e invariavelmente fatal, sendo o prognostico dos
animais afetados frequentemente reservado (Sykes 2013). Atualmente, ndo esta disponivel
nenhum farmaco licenciado capaz de promover a cura destes felideos (Barker and Tasker
2020), sendo assim o principal objetivo da terapéutica o prolongamento do tempo e
gualidade de vida, através da reduc¢éo da inflamacéo e tratamento de suporte (Sykes 2013).

A terapéutica de suporte nestes casos assenta na corre¢do da desidratagcdo e
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desequilibrios eletréliticos, através de fluidoterapia adequada, e suporte nutricional. A
remocdo de fluido em pacientes com derrames cavitarios tem sido debatida, estando a
toracocentese indicada em casos de dispneia. A abdominocentese € considerada
controversa, podendo exacerbar a desidratacdo nestes animais, apesar de alguns autores
defenderem a drenagem do fluido seguida da administracdo intracavitaria de
corticoesteroides (Barker and Tasker 2020).

Existem 3 principais abordagens no tratamento da PIF, as quais podem ser utilizadas
individualmente ou em combinagdo. A primeira consiste no uso de imunomoduladores
inespecificos, com o proposito de reduzir os efeitos clinicos provocados pelo virus, a
segunda recorre a utilizacdo de farmacos imunossupressores, a fim de reduzir a inflamacéao
gue assume um papel central na patogénese da doenca, e finalmente uma terceira
abordagem baseada na utilizacdo de farmacos antivirais, capazes de inibir a replicacao viral
(Izes et al. 2020).

Os imunomoduladores ndo especificos tém vindo a ser utilizados durante anos no
tratamento de PIF, tendo como principal propdsito a producdo de uma resposta imune forte
o suficiente para reduzir a carga viral significativamente e consequentemente os efeitos
clinicos da infecdo. A proteina A do Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes,
poliprenil e imunomoduladores de linfocitos T, como interferdo dmega (IFN-w), constituem
alguns exemplos utilizados, porém todos estes agentes demonstraram limitacdes ou mesmo
ineficacia no tratamento da doenca (Izes et al. 2020).

O controlo dos sinais clinicos € assim frequentemente conseguido através da
utilizacdo de terapéuticas imunossupressoras, muitas vezes por falta de alternativas mais
eficazes e seguras (lzes et al. 2020). Os corticosterdides constituem um dos
imunossupressores mais utilizados no tratamento da PIF, sendo benéficos em alguns
felideos, particularmente em termos de qualidade de vida (Barker and Tasker 2020). A
administracdo de prednisolona foi reportada como um dos tratamentos mais eficientes,
resultando em remissdes temporarias em alguns gatos (Sykes 2013). Contudo, o tratamento
com imunossupressores como a prednisolona ou dexametasona ndo assume um carater
curativo, podendo contribuir apenas para retardar a progressédo da doenca (Drechsler et al.
2011). A pentoxifilina e propentofilina, bem como a ciclofosmamida e clorambucil
representam agentes imunossupressores também utilizados no tratamento de PIF (Izes et
al. 2020). A pentoxifilina tem sido utilizada para o controlo da vasculite, bem como a
propentofilina (Barker and Tasker 2020), no entanto, segundo a pesquisa de Fischer et al.
(2011), esta ultima ndo demonstrou qualquer beneficio relativo a qualidade de vida, tempo
de sobrevivéncia ou pardmetro clinico e laboratorial nestes pacientes. A ciclofosfamida e a
ciclosporina A tém também sido administradas no tratamento da doenca a fim de prolongar
o tempo de sobrevivéncia destes felideos, apesar de n&do existirem estudos controlados que

suportem esta utilizagdo (Barker and Tasker 2020).
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Sabe-se que a ciclosporina € capaz de inibir a replicagdo do FIPV in vitro, porém, a
semelhanga do clorambucil, sdo necessarios mais estudos para determinar se a sua
utilizacdo traz beneficios a terapéutica ou, por outro lado, contribui para o agravamento da
imunossupressao nestes pacientes (Sykes 2013). Existem ainda outros farmacos, com
carateristicas antivirais, reportados para o tratamento da PIF, além da ciclosporina, como é
o caso do itraconazol e da hidroxicloroquina. Esta ultima foi alvo de uma pesquisa recente
(Takano et al. 2020), na qual demonstrou ser uma alternativa segura e efetiva no tratamento
da PIF, sendo a sua atividade antiviral potenciada quando utilizada em combinagdo com o
IFN-w felino. A sua acao antiviral € conseguida por dois mecanismos distintos: o primeiro,
interfere no processo de ligacdo das particulas virais ao seu recetor de superficie nas
células-alvo; o segundo, interfere no processo de entrada viral nas células-alvo mediado por
endossomas dependentes de pH (Das et al. 2021). Recentemente foi também realizada
uma investigacdo sobre os efeitos terapéuticos do itraconazol em combinacdo com a
utilizacdo de anticorpos anti-TNF a no tratamento da PIF em felideos com infecédo
experimental (Doki et al. 2020). Os resultados desta pesquisa sugerem fortemente a eficacia
destes dois agentes no tratamento da doenca, tendo-se observado melhoras do quadro
clinico dos felideos em tratamento ap6s 1 a 2 semanas do inicio da terapéutica. O
itraconazol é um agente pertencente ao grupo dos antifungicos, podendo estar associado a
hepatotoxicidade. Os felideos em tratamento revelaram aumento dos niveis dos marcadores
de funcdo hepatica e ictericia no decorrer da terapeutica, retornando estes parametros ao
normal aquando do término da mesma, levando assim os autores a considerarem o
itraconazol como seguro do ponto de vista de efeitos adversos (Doki et al. 2020).

As terapéuticas com recurso a interferdes sdo amplamente utilizadas, com base nos
seus alegados efeitos benéficos no tratamento de PIF (Barker and Tasker 2020). O
interferdo Omega constitui uma glicoproteina monomérica produzida pelos leucécitos
aquando da infecéo viral, a qual possui propriedades antivirais e imunomoduladoras, sendo
mais eficaz quando administrado no local da infe¢éo ou via subcutanea (Addie 2008).

Atualmente, o IFN-w felino constitui uma das opg¢bes terapéuticas em felideos
infetados pelo FIPV (Drechsler et al. 2011), tendo-se observado remissdes prolongadas em
felideos tratados com interferdo recombinante felino em combinacdo com a administragdo
de glucocorticéides num estudo recente (Ishida et al. 2004). Contudo este estudo
apresentou algumas limitagdes a considerar, nomeadamente a falta de grupos controlo e de
confirmacdo de PIF em alguns dos felideos incluidos. Uma outra pesquisa investigou o
possivel papel do IFN-w felino no tempo de sobrevivéncia e qualidade de vida em gatos
com PIF, no entanto os autores ndo observaram diferencas estatisticamente significativas
no tempo de sobrevivéncia dos felideos em tratamento quando comparados com os felideos

pertencentes ao grupo placebo (Ritz et al. 2007).
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5.1. Tratamentos futuros

Recentemente tém vindo a ser estudadas novas moléculas com propriedades
antivirais, como a GS-441524 e a GC376, que demonstraram resultados promissores no
tratamento de PIF. Ambos os agentes interferem com o processo de replicagéo viral, um
através do término do processo de transcricdo do RNA viral e o outro ao bloquear a
clivagem da poliproteina viral (Pedersen et al. 2019).

A GC376 constitui assim um inibidor de protéase do tipo 3C, a qual demonstrou ser
eficaz na reducdo da replicacéo viral e na remissao da sintomatologia de PIF em felideos
com infecdo natural (Pedersen et al. 2018). Segundo uma pesquisa recente, 19 dos 20
felideos analisados apresentaram remisséo significativa dos sinais clinicos e regressao das
lesbes, sendo que 7 destes felideos atingiram remiss@es por periodos iguais ou superiores
a 3 meses apids 12 semanas de tratamento (Pedersen et al. 2018). Os autores deste estudo
identificaram alguns efeitos adversos associados a esta terapéutica, incluindo atraso no
desenvolvimento da denticdo definitiva, retencéo ou atraso da queda dos dentes deciduos,
em gatos jovens, e ainda reacdes inflamat6rias no local da injecéo.

A GS-441524 foi também alvo de uma pesquisa recente, a qual incluiu 31 felideos,
dos quais 26 completaram as 12 semanas de tratamento, tendo os restantes 5 falecido ou
sido submetidos a eutanasia. Destes 26 felideos, 8 recidivaram tendo sido necessario iniciar
um novo protocolo terapéutico, razdo pela qual apenas alcancaram a remissdo apos a
conclusdo do mesmo (Pedersen et al. 2019). Relativamente aos efeitos adversos, a
semelhanca da GC376, também a GS-441524 induziu reacgdes inflamatérias no local de
injecdo. Os autores desta pesquisa verificaram que a resposta positiva ao tratamento foi
independente da raca, idade e forma clinica apresentada pelos felideos em estudo,
contrariamente ao observado para a GC376, para a qual as remissdes demonstraram ser
mais provaveis de ocorrer em gatos mais jovens e com forma efusiva da doenca (Pedersen
et al. 2018, Pedersen et al. 2019).

Infelizmente, tanto a GS-441524 como a GC376 apresentam limitagbes quanto a
penetracdo das barreiras hematoencefalica e hemato-ocular, aumentando assim a
probalidade de recidivas com envolvimento do SNC ou falha na resposta ao tratamento
inicial em gatos com sinais neuroldgicos e oculares de PIF (Barker and Tasker 2020).
Contudo, a pesquisa de Pedersen et al. (2019), verificou a ocorréncia de maior nimero de
recidivas de origem neurolégica e menor resposta a novo tratamento, com dose mais
elevada, em felideos tratados com a GC376, comparativamente ao tratamento com a GS-
441524.

6. Prognéstico
A PIF apresenta um prognostico geralmente muito reservado, sendo que felideos

com forma humida podem sobreviver dias a semanas, enquanto felideos com forma seca
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podem apresentar sobrevivéncias ligeiramente superiores, entre semanas a meses (Sykes
2013, Barker and Tasker 2020). Fatores associados a mau prognostico incluem
hiperbilirrubinémia, a presenca de derrames cavitarios e linfopenia (Sykes 2013). Existem
alguns estudos que descrevem sobrevivéncias na ordem dos 3 a 200 dias (Ritz et al. 2007),
tendo sido sugerido por uma pesquisa recente que as formas mistas possam apresentar
maior sobrevivéncia comparativamente as formas seca e efusiva, apresentando um
intervalo de sobrevivéncia de 7 a 477 dias (Tsai et al. 2011). Ocasionalmente, alguns gatos
podem sobreviver meses a anos com recurso a tratamento, ndo sendo clara a influencia que
esta terapéutica apresenta sobre a sobrevivéncia dos mesmos (Barker and Tasker 2020).
Contudo, eventualmente todos estes animais acabam por falecer, devendo a eutanasia ser

recomendada quando existe degradacdo da qualidade de vida (Drechsler et al. 2011).

7. Prevencao

A forma mais eficaz de evitar o desenvolvimento de PIF é prevenir a infecdo dos
felideos pelo FCoV (Addie 2019). A limpeza e desinfecdo das instalagcbes assumem um
papel crucial na reducdo da carga viral ambiental, visto que este agente sobrevive até 7
semanas em ambiente seco e é transmitido essencialmente via fecal e através de fomites
(Drechsler et al. 2011, Barker and Tasker 2020). Além disso, devem ainda adoptar-se outras
medidas como a colocacdo de numero suficiente de caixas de areia, disponibilizando a
comida e agua longe das mesmas (Barker and Tasker 2020). Atualmente, alguns substratos
tém demonstrado melhores capacidades em neutralizar o FCoV in vitro (Addie et al. 2020),
devendo estes ser escolhidos em detrimento de outras areias comuns.

Existem ainda fatores que devem ser monitorizados como o0 stress e a
sobrepopulacdo a que os animais estao sujeitos (Barker and Tasker 2020), bem como as
possiveis infe¢cdes por outros agentes, como FIV e FeLV (Drechsler et al. 2011), os quais
podem predispor estes gatos ao desenvolvimento de doenga. O isolamento dos gatinhos
com 3 a 4 semanas pode ser util para evitar a exposi¢do viral (Drechsler et al. 2011).
Contudo, os criadores devem evitar o cruzamento de animais que tenham resultado em
casos de PIF em mudltiplas ninhadas, podendo existir um aumento do risco genético de
aparecimento da doenca (Barker and Tasker 2020).

Existe ainda a possibilidade de vacinag¢édo para a PIF em alguns paises, no entanto
esta vacina esta apenas recomendada para animais com idade igual ou superior a 16
semanas. Esta situacdo constitui uma limitacdo a utilizagdo da vacina, visto que a maioria
dos felideos adquire infe¢cdo aquando do declinio dos anticorpos maternos, por volta das 5 a
7 semanas (Addie 2019). Além disso, foi ainda reportado que em felideos seropositivos para

o FCoV a administracéo da vacina ndo se mostrou benéfica (Barker and Tasker 2020).
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Capitulo IlI: Peritonite Infeciosa Felina, correlacao

entre formas clinicas e detecdo de mutacdes virais
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8.0Objetivos

O presente estudo tem como objetivos: (1) a caraterizacdo do quadro clinico das
diferentes formas clinicas de PIF; (2) a identificacdo da possivel associacdo entre a
mutacdo detetada por PCR de transcriptase reversa (RT-PCR) em tempo real com
pirosequenciacao e a forma clinica apresentada (efusiva, seca ou mista); (3) a analise de
sobrevivéncia a doenca da populacéo-alvo.

9. Materiais

9.1. Tipo de estudo, critérios de incluséo e populacéo-alvo
Foi realizado um estudo retrospetivo em felideos com quadro clinico compativel com
PIF e confirmacéo laboratorial de Peritonite Infeciosa Felina (PIF), internados na Unidade de
Isolamento e Contencdo Biolégica (UICB) da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa (FMV-UL), no periodo compreendido entre outubro de 2013 e junho
de 2021.

No presente estudo, a populacdo de felinos internada na UICB neste periodo foi
constituida por 939 felideos, dos quais 76 foram internados por suspeita de infecdo por

FCoV, sendo que 45 destes obtiveram confirmacéo da infecdo posteriormente.

Os critérios de inclusdo aplicados consistiu na existéncia de diagndstico molecular
positivo para Coronavirus Felino e testagem para retrovirus, visto estes serem agentes
capazes de provocar quadros clinicos semelhantes e apresentarem uma maior prevaléncia
na populagéo portuguesa (Studer et al. 2019). Vinte e trés gatos cumpriram estes critérios,

sendo assim incluidos na populacdo-alvo e analisados na presente investigacao.

10. Métodos
10.1.Métodos de diagnostico

O diagnostico definitivo de infecdo por FCoV para o presente estudo, consiste na
execucdo de RT-PCR em tempo real simples, realizado no Laboratério de Virologia e
Imunologia da FMV-UL, ou com recurso a técnica de pirosequenciacdo para detecdo de
mutacdes, sendo este ultimo, realizado em laboratério externo (IDEXX). Estas técnicas
podem utilizar como amostras: liquido de derrame, amostras colhidas por PAAF ou bidpsias
de lesb@es, liquido retroperitoneal e ainda LCR. Todos os resultados obtidos, pelos métodos
de diagndstico acima citados, foram avaliados no contexto da histéria clinica, dos diferentes

sinais clinicos e alteracdes laboratoriais encontradas.

10.2.Exame clinico

No dia da admissdo de cada paciente, bem como durante a hospitalizacdo, foi

realizado o exame fisico dos animais. Este exame incluiu parametros como a avaliagdo da
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coloracdo das mucosas, tempo de replecdo capilar, frequéncia cardiaca e respiratoria,
temperatura e palpagdo abdominal. Outros achados clinicos foram ainda registados, tais
como a presenca e tipo de derrames cavitarios, toracicos, abdominais e/ou pericardicos, e
toda a sintomatologia, abrangendo sinais inespecificos, neurolégicos e oculares.

10.3.Classificacao das formas clinicas
Todos os felideos que apresentaram derrames cavitarios no decorrer do seu quadro
clinico, foram classificados com forma efusiva. Os felideos que ndo apresentaram qualquer
derrame no decorrer do quadro clinico, foram classificados com forma seca da doenca.
Finalmente, os felideos classificados com forma mista da doenca correspondem a animais
com quadro clinico de PIF seca, que em fases terminais da doenca desenvolveram

derrames cavitarios.

10.4.Fontes de dados
Foi utilizada uma base de dados, criada em Microsoft® Office Excel 365 para
Windows®, editada com base em informacéo recolhida a partir de trés fontes distintas. As
referidas fontes incluem relatérios clinicos dos pacientes, disponiveis nos programas de
gestdo de clinicas veterinarias GuruVet e Qvet, utilizado pelo HE da FMV, e fichas clinicas

arquivadas em papel de alguns pacientes da UICB.

10.5.Analises estatisticas

A analise estatistica do presente estudo, foi realizada recorrendo ao programa de
analise Rx64, verséo 4.0.3. A possivel associacdo entre a mutacado detetada por RT-PCR
com pirosequenciacao e a forma clinica foi avaliada por meio de um teste de qui-quadrado
(x2) de Pearson, para um intervalo de confianca de 95%, sendo a probabilidade de
significancia 0,05 (nivel de significancia de 5%). O Teste de Fisher foi também realizado
para calcular o p-value, visto existirem células com valores inferiores a 5 nas tabelas de
contingéncia construidas.

A andlise da sobrevivéncia foi obtida através da execug¢do de uma curva de Kaplan-

Meier.
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11.Resultados
11.1.Caracterizacdo da populacédo de felideos diagnosticados com PIF na UICB
por meio de métodos de diagndstico molecular
11.1.1.Sexo e estatuto reprodutivo
Dos 23 felideos incluidos no presente estudo, 12 (52,2%) eram do sexo feminino e

11 (47,8%) eram do sexo masculino. Relativamente ao estatuto reprodutivo da populagéo
alvo, foram observados 12 animais (52,2%) esterilizados, sendo os restantes 11 gatos
(47,8%) inteiros.

11.1.2.1dade
A populagéo-alvo foi classificada de acordo com 4 escaldes de idades, sendo que,
segundo os dados do grafico 1, dos 23 felideos analisados, 9 gatos (39,1%) apresentaram
idade inferior a 1 ano, 6 gatos (26,1%) idade igual ou superior a 1 ano e inferior a 3 anos, 4
gatos (17,4%) idade igual ou superior a 3 anos e inferior a 7 anos e, por fim, 4 gatos

(17,4%) apresentaram idade igual ou superior a 7 anos e inferior a 10 anos.

Gréfico 1. Classificacdo da populacdo-alvo consoante os diferentes escal@es etarios (N=23)
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11.1.3.Raca
Os 23 felideos admitidos na UICB, incluidos no presente estudo, foram classificados
guanto a sua raca. Os resultados obtidos, esquematizados no grafico 2, demonstraram a
presenca das seguintes ragas: 2 gatos (8,7%) Persa, 1 gato (4,3%) Sphynx, 1 gato (4,3%)
Scottish Fold, 1 gato (4,3%) British Shorthair, 1 gato (4,3%) Bosques da Noruega, 1 gato
(4,3%) Bengal. Os restantes 16 felideos (69,6%) foram classificados como animais sem

raca definida.
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Grafico 2. Classificagcao da populacédo-alvo de acordo com respetiva raca de cada felideo
(N=23)
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11.1.4.0rigem

Os 23 felideos investigados no presente trabalho, foram agrupados consoante a sua
origem, como é possivel observar no grafico 3. Segundo os resultados obtidos nesta
analise, 8 gatos (34,8%) foram recolhidos da rua, 4 gatos (17,4%) adquiridos a criadores, 3
gatos (13,0%) adoptados de abrigos, 3 gatos (13,0%) oferecidos por particulares e os

restantes 5 gatos (21,7%) de origem desconhecida.

Grafico 3. Caracterizagdo da populacdo-alvo de acordo com a origem de cada felideo (N=23)
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11.1.5.Estilo de vida
Os 23 gatos abrangidos no presente estudo foram classificados de acordo com o
estilo de vida adotado por cada animal, tendo sido obtidos os seguintes resultados (grafico
4): 14 gatos (60,9%) apresentaram estilo de vida exclusivamente de interior, 7 gatos
(30,4%) apresentaram estilo de vida misto e nos restantes 2 gatos (8,7%) n&o foi possivel
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obter informacgé&o sobre o estilo de vida adotado, sendo considerados animais com estilo de
vida desconhecido.

Grafico 4. Caracterizagdo da populacédo-alvo de acordo com o estilo de vida adotado por cada
felideo (N=23)
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11.1.6.NUmero de felideos coabitantes

A populacao-alvo foi avaliada quanto ao nimero de gatos coabitantes, estando os
resultados desta analise expostos no grafico 5. Dos 23 felideos avaliados, 5 (21,7%) nao
tinham gatos coabitantes, 7 (30,4%) coabitavam com mais 1 gato, 4 (17,4%) coabitavam
com mais 2 gatos, 2 (8,7%) coabitavam com mais 4 gatos, 4 (17,4%) coabitavam com 10 ou

mais gatos e, por fim, 1 gato (4,3%) apresentou nimero de gatos coabitantes desconhecido.

Grafico 5. Caracterizagdo da populagao-alvo quanto ao nimero de felideos coabitantes (N=23)
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11.1.7.Caracterizagéo temporal dos casos de PIF

A populagéo-alvo do presente estudo foi submetida a uma caracterizagéo temporal
do aparecimento dos casos de PIF, tendo sido avaliada de acordo com 0 més de admisséo
para consulta e/ou hospitalizacdo na UICB. Esta avaliagdo, esquematizada pelo gréafico 6,
permitiu verificar que no més de janeiro, maio, julho e agosto foram admitidos 3 gatos, em
cada um, em fevereiro foi admitido apenas 1 gato, assim como o sucedido ho més de margo
e abril, e em setembro foram admitidos 2 gatos. Os restantes 6 felideos foram admitidos no
més de novembro, constituindo assim o0 més em que se registou 0 maior nimero de casos
de PIF. Esta andlise permitiu ainda verificar que, ao longo de 8 anos, ndo houve registo de
gualquer animal admitido na UICB com PIF nos meses de junho, outubro e dezembro.

Grafico 6. Caracterizacdo temporal da populagao-alvo de acordo com o més de admissao para
consulta e/ou hospitalizacao dos felideos na UICB (N=23)
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11.1.8.Tipo de consulta de admisséo
Os 23 felideos analisados foram classificados quanto ao tipo de consulta de
admissao realizada, sendo esta andlise representada pelo grafico 7. Os resultados da
referida analise demonstraram que 11 gatos (47,8%) realizaram consulta de primeira
opinido, 8 gatos (34,8%) realizaram consulta de segunda opinido e apenas 4 animais

(17,4%) realizaram consulta de referéncia.
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Grafico 7. Caracterizacdo da populacédo-alvo de acordo com o tipo de consulta de admisséo
realizada (N=23)
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11.1.9.Presenca e tipo de doencas concomitantes

A populacdo-alvo do presente estudo foi avaliada quanto a presenca e tipo de
doenca concomitante apresentada, sendo os resultados obtidos apresentados no gréafico 8.
Dos 23 felideos analisados 16 gatos (69,6%) ndo apresentaram qualquer doenca
concomitante, 2 gatos (8,7%) apresentaram doenca de origem nao infeciosa e os restantes
5 gatos (21,7%) apresentaram doenca de origem infeciosa. No grupo de gatos com doenca
de origem néo infeciosa foi encontrado 1 gato com insuficiéncia renal crénica e 1 gato com
cistite idiopatica e infeccdo de trato urinario. No grupo das doencas de origem infeciosa foi
encontrado 1 gato com infecdo pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV), 3 gatos com
doenca do trato respiratorio superior felino (DTRSF) e 1 gato com infecdo pelo virus da

panleucopénia felina.

Grafico 8. Caracterizagdo da populagcdo-alvo de acordo com a presenca e tipo de doenca
concomitante (N=23)
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11.1.10. Apresentacéo Clinica

11.1.10.1. Formas clinicas

Grafico 9. Caracterizacao da populacéo-alvo de acordo com a forma clinica de PIF apresentada
(N=23)
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Os 23 felideos admitidos na UICB foram classificados de acordo com a forma clinica
de PIF desenvolvida, obtendo-se os seguintes resultados (apresentados no grafico 9): 13
gatos (56,5%) apresentaram forma efusiva, 5 gatos (21,7%) apresentaram forma seca e 5

gatos (21,7%) apresentaram forma mista.

Figura 3. Fémea inteira de 1 ano de
idade, sem raca definida,
hospitalizada na UICB com forma
mista de PIF na fase inicial de
progressdo da doenca. Apresentou,
nesta fase, quadro de colite grave e
piréxia. Imagem obtida no decorrer
do estagio curricular na UICB.
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Figura 4. Fémea inteira de 1 ano de

idade, sem raca  definida,
hospitalizada na UICB com forma
mista de PIF, apresentando
distensdo abdominal, secundéria a

derrame  peritoneal, na fase
terminal da doenca. Imagem
obtida no decorrer do estagio

curricular na UICB.



11.1.10.2.Sinais clinicos

Os 23 felideos avaliados no presente estudo foram submetidos a exame clinico,
aquando da sua admissdo na UICB para consulta e/ou hospitalizacdo, tendo sido registada
toda a sintomatologia e parametros clinicos. Contudo, a presente andlise destina-se a
obtencdo de informacdo sobre os parametros e sinais clinicos da totalidade do quadro
clinico de PIF, pelo que engloba ndo sé os sinais e parametros clinicos iniciais de cada
forma da doenca, mas também todos aqueles que se desenvolveram no decorrer do quadro
clinico. E ainda importante referir que varios gatos apresentaram mais do que um tipo de

sinal clinico, ao longo de todo o quadro de PIF.

Tabela 1. Caracterizacdo da sintomatologia da populacédo-alvo de acordo com a forma clinica
apresentada por cada felideo ao longo de todo o quadro clinico de PIF (N=23)

Forma Efusiva Forma Seca Forma Mista Populacéo-Alvo
(N=13) (N=5) (N=5) (N=23)
Valor % Valor % Valor % Valor %
Absoluto Absoluto Absoluto Absoluto
Sinais Inespecificos 13 100,0 5 100,0 5 100,0 23 100,0
Sinais Oculares 1 7,7 3 60,0 1 20,0 5 21,7
Sinais Neurolégicos 3 23,1 4 80,0 4 80,0 11 47,8
Sinais 4 30,8 2 40,0 3 60,0 9 39,1
Gastrointestinais
Piréxia 4 30,8 3 60,0 5 100,0 12 52,2
Derrames 13 100,0 0 0,0 5 100,0 18 78,3

Na tabela 1 podemos observar que dos 13 felideos que apresentaram forma clinica
efusiva, 13 (100,0%) demonstraram sinais inespecificos, apenas 1 (7,7%) apresentou sinais
oculares, 3 (23,1%) apresentaram sinais neurolégicos, 4 (30,8%) apresentaram sinais
gastrointestinais, 4 (30,8%) apresentaram piréxia e 13 (100,0%) apresentaram derrames.
Relativamente aos 5 gatos com forma seca, 5 gatos (100,0%) apresentaram sinais
inespecificos, 3 gatos (60,0%) apresentaram sinais oculares, 4 gatos (80,0%) apresentaram
sinais neuroldgicos, 2 (40,0%) apresentaram sinais gastrointestinais e 3 gatos (60,0%)
apresentaram pirexia. Os restantes 5 felideos apresentaram forma mista da doencga, sendo
gue a totalidade destes animais (100,0%) apresentou sinais inespecificos, pirexia e
derrames, apenas 1 (20,0%) apresentou sinais oculares, 4 (80,0%) apresentaram sinais
neurologicos e 3 (60,0%) apresentaram sinais gastrointestinais. Realizou-se, também, a
avaliacdo da sintomatologia tendo em conta a totalidade da populacéo-alvo e verificou-se
gue a totalidade dos gatos (N=23, 100,0%) apresentou sinais inespecificos, 5 gatos (21,7%)
apresentaram sinais oculares, 11 gatos (47,8%) apresentaram sinais neurolégicos, 9 gatos
(39,1%) apresentaram sinais gastrointestinais, 12 gatos (52,2%) apresentaram pirexia e 18
gatos (78,3%) apresentaram derrames.

No que diz respeito as alteracBes oculares, a uveite foi a mais frequentemente
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registada, em 3 (60%) dos 5 gatos com alteracbes oculares, seguida da observacao de
precipitados queraticos e flare do humor aquoso, registada em 2 (40%) dos 5 gatos com
alteracdes oculares. O sinal neurolégico mais frequentemente registado foi a ataxia,
presente em 7 (63,6%) dos 11 gatos com alteracBes neuroldgicas. Observou-se ainda,
alteracdo de estado mental em 4 gatos (36,4%) e sinais vestibulares, parésia e alteracao de
comportamento, em 3 gatos (27,3%). Nos 9 felideos com sintomatologia gastrointestinal, o
sinal clinico mais comum foi diarreia, registada em 7 gatos (77,8%), seguida de vomito,
registado em 6 gatos (66,7%), e sialorreia, registada em apenas 4 animais (44,5%). Por fim,
dos 12 gatos que apresentaram pirexia no decorrer do quadro clinico de PIF, 8 felideos
(66,7%) atingiram temperaturas iguais ou superiores a 40,0°C.

Grafico 10. Identificacdo do tipo de derrame desenvolvida durante o quadro clinico de PIF
dos felideos admitidos na UICB que apresentaram derrames cavitarios (n=18)
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Figura 5. Liquido de derrame
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PIF, hospitalizado na UICB,
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Os 18 felideos, pertencentes as formas mistas e efusivas da doencga, apresentaram
diferentes tipos de derrame, sendo que alguns gatos demonstraram mais do que 1 tipo de
derrame. Segundo os dados presentes no gréfico 10, verificamos que os felideos foram
analisados quanto ao tipo de derrame apresentado e que, dos 18 animais, 15 gatos (83,3%)
apresentaram ascite, 5 gatos (27,8%) apresentaram derrame pleural e apenas 1 gato
(5.6%) apresentou derrame pericardico.

11.1.11.Caracterizagcdo da hospitalizagdo

A populacao-alvo foi avaliada quanto a ocorréncia de hospitalizagdo, no decorrer do
guadro clinico, e a sua respetiva duragéo, em dias. A mediana da duracao da hospitalizacéo
foi 3 + 1,8 dias. Os resultados obtidos desta avaliacao (grafico 11) demonstraram que, dos
23 felideos avaliados, houve apenas 1 gato (4,3%) ndo hospitalizado (0 dias de
hospitalizacéo), 5 gatos (21,7%) apresentaram uma duracdo de hospitalizacdo de 1 dia, 4
gatos (17,4%) apresentaram uma duracdo de 2 dias, 5 gatos (21,7%) apresentaram uma
duracdo de 3 dias, 3 gatos (13.0%) apresentaram uma duracdo de 4 dias, 2 gatos (8,7%)
apresentaram uma duracdo de 5 dias, 2 gatos (8,7%) apresentaram duracdo de 6 dias e,
por fim, 1 gato (4,3%) demonstrou uma duracao de 7 dias de hospitalizacdo. Relativamente
ao felideo ndo hospitalizado, sabe-se que foi admitido para consulta e continua, até a data,

em seguimento do quadro de PIF nas instalacdes da UICB do HE.

Gréfico 11. Caracterizacao da populacédo-alvo de acordo com a ocorréncia e duracao em dias
da hospitalizac&o nas instalacdes da UICB (N=23)
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11.1.12.Seguimento apdés primeira hospitalizacao
A populacéo-alvo do presente estudo € constituida por 23 felideos, dos quais 22
foram hospitalizados nas instalagbes da UICB da FMV, como referido anteriormente. Destes

22 animais, apenas 11 felideos obtiveram alta apos a primeira hospitalizagdo. O seguimento
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dos 11 gatos foi realizado e registado, tanto por consultas de seguimento, como por
contacto telefonico e electronico com tutores de gatos que deixaram de ser seguidos na
UICB. Os resultados obtidos sdo representados pelo grafico 12, no qual se verificou que,
apos primeira hospitalizacado, 5 gatos (45,5%) faleceram, 5 gatos (45,5%) foram submetidos
a eutanasia e 1 gato (9,1%) permaneceu cronico. Este ultimo felideo foi classificado como
cronico visto que, no ultimo registo obtido, o animal estava medicado e foi considerado

estavel.

Grafico 12. Seguimento dos felideos que obtiveram alta ap6s primeira hospitalizacdo na UICB
(N=11)
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11.1.13.Caracterizacdo do desfecho infeto contagioso

O desfecho infeto contagioso dos 23 felideos constituintes da populacdo-alvo foi
registado, tendo sido observados 0s seguintes resultados (esquematizados no grafico 13): 1
gato (4,3%) teve alta, 1 gato (4,3%) foi considerado croénico, 6 gatos (26,1%) faleceram e os
restantes 15 gatos (65,2%) foram submetidos a eutanasia. Na presente analise, considerou-
se desfecho infeto contagioso: cronico, em felideos ndo hospitalizados que permaneceram
estaveis ap6s admissao na UICB; alta, em felideos hospitalizados, os quais tiveram alta da
UICB, permanecendo estaveis ap6s a mesma; eutanasia, em felideos que foram
submetidos a eutanasia durante a hospitalizacdo na UICB ou apdés a mesma; morte, em

felideos que faleceram durante a hospitalizacdo na UICB ou apds a mesma.
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Grafico 13. Caracterizacdo da populacédo-alvo de acordo com o desfecho infeto contagioso
final (N=23)
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11.2.Métodos de diagnostico definitivo
Os 23 felideos, constituintes da populacdo-alvo no presente trabalho, foram
submetidos a diagndstico molecular, nomeadamente diagnostico por RT-PCR em tempo
real. Segundo os dados presentes no gréafico 14, 12 gatos (52,2%) realizaram RT-PCR com
pirosequenciacdo para detecdo de mutacbes e 11 gatos (47,8%) realizaram RT-PCR sem
pirosequenciacao.

Gréfico 14. Método de diagndstico definitivo aplicado aos felideos constituintes da populacéo-
alvo (N=23)
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11.2.1.Mutacéao detetada por RT-PCR em tempo real com pirosequencia¢céo
Segundo a informacéo do gréfico anterior, dos 23 felideos avaliados neste estudo,
apenas 12 realizaram a técnica de RT-PCR em tempo real com pirosequenciacdo para
detecdo de mutacdes. Os resultados obtidos para estes 12 felideos estdo esquematizados
no grafico 15, sendo que em 7 gatos (58,3%) foi detetada apenas a mutacdo M1058L, em 3
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gatos (25,0%) foram detetadas ambas as mutagbes M1058L e S1060A e nos restantes 2

gatos (16,7%) nao foi possivel a detecdo das mutacdes.

Gréafico 15. Mutagao detetada nos felideos admitidos na UICB testados pela técnica de PCR
de transcriptase reversa em tempo real (N=12)
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11.3.Correlacédo entre as formas clinicas e a mutacdo detetada por RT-PCR em
tempo real com pirosequenciacao
Tabela 2. Correlacdo entre as formas clinicas apresentadas e a mutacao detetada nos felideos

admitidos na UICB que realizaram RT-PCR em tempo real com pirosequenciagdo (N=10)
Total de Gatos

Forma Efusiva Forma Mista Forma Seca por Mutago Valor de p
Valor % Valor % Valor % Valor %
Absoluto Absoluto Absoluto Absoluto
Mutag&o M1058L 3 42,9 2 28,6 2 28,6 7 100,1 0,3
Mutagdo M10S8Le 5 4500 o 0,0 0 0,0 3 100,0

S1060A

No presente estudo, foi avaliada a possivel associacéo entre a forma clinica de PIF
apresentada e a mutacao detetada por RT-PCR em tempo real com pirosequenciacao.

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados relativos aos 10 felideos em que foi
possivel detetar as mutagdes investigadas, podendo observar-se as frequéncias relativas e
o valor de p calculado pelo teste exato de Fisher, para um intervalo de confianga (IC) de
95%. Segundo os dados apresentados na tabela 2, podemos perceber que todos os
animais apresentaram mutagdo M1058L e apenas 3 apresentaram a mutagdo S1060A,
sendo que todos (n=3, 100%) os gatos portadores do virus com a mutagdo S1060A

apresentaram forma clinica efusiva da doenca, sendo o valor de p da presente andlise 0,3.
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11.4.Anélise de sobrevivéncia

Grafico 16. Andlise de sobrevivéncia através da execucdo de uma curva Kaplan-Meier com
intervalo de confianca (IC) de 95%, a qual demonstra a associacdo entre a probabilidade de
sobrevivéncia de um felideo com PIF e o nUmero de dias decorridos entre o inicio dos sinais
clinicos e a sua morte ou Ultima avaliagao
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No grafico 16 pode observar-se que, ha populacdo-alvo do presente trabalho (23
felideos), o valor da probabilidade de sobrevivéncia de um felideo com PIF se encontra
entre 1,0 e 0,0663, sendo que o tempo de sobrevivéncia observado, desde o inicio dos
sinais clinicos, se encontra entre periodos de tempo de 3 dias até 302 dias.

Segundo a informagéo presente no grafico 16 em conjunto com a tabela 3, presente
em anexos, é possivel observar que mais de 50% dos gatos ndo se encontra vivo apos 22
dias do inicio do quadro clinico de PIF, correspondendo este periodo ao tempo de
sobrevivéncia mediano na populacdo em estudo. Além disso, conseguimos ainda verificar
gue a probabilidade de sobrevivéncia decresce para aproximadamente 0.25 (25%) ap6s 59
dias do inicio da sintomatologia e aumenta para aproximadamente 0.74 (74%) apGs 13 dias
do inicio da mesma.

Dos 23 animais avaliados neste estudo, apenas 6 gatos se encontravam vivos a data
do dltimo seguimento, tendo os restantes 17 felideos morrido ou sido submetidos a

eutandsia. Destes 6 felideos, 3 sobreviveram pelo periodo de tempo de 1, 8 e 6 dias, apds o
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tltimo seguimento. Os restantes 3 animais foram classificados como observagées
censuradas, sendo que 1 dos felideos sobreviveu por um periodo de 210 dias, em 1 dos
felideos nédo foi possivel obter o numero de dias de sobrevivéncia apds Ultimo seguimento e

o ultimo felideo permanece vivo até a data.

Grafico 17. Analise de sobrevivéncia através da execucdo de uma curva Kaplan-Meier com
intervalo de confianga (IC) de 95%, a qual demonstra a associagdo entre a probabilidade de
sobrevivéncia de um felideo com PIF e o numero de dias decorridos entre o inicio dos sinais
clinicos e a sua morte ou Ultima avaliacdo para cada forma clinica
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No presente trabalho, procedeu-se ainda a avaliagdo da curva de sobrevivéncia de
cada uma das formas clinicas da doenca isoladamente (grafico 17). Obtivemos os seguintes
tempos médios de sobrevivéncia: 19, 27 e 37 dias para as formas efusiva, seca e mista,
respetivamente; ndo existindo diferencas significativas.

Na analise de ambos os gréficos podemos notar a presenca das 3 observagdes
censuradas, referidas anteriormente, as quais sao representadas por barras verticais nos
mesmos. Estes 3 felideos foram deste modo classificados por 3 motivos distintos: o primeiro
felideo deixou de ser acompanhado pela equipa da UICB, tendo sido impossivel obter a

correta data de morte; o segundo felideo faleceu por doenga concomitante (Panleucopenia
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Felina) e ndo pela doenca em estudo (PIF); e por fim, o Ultimo caso corresponde ao animal

gue permanece vivo até a data.
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12.Discusséao

O nosso estudo pretendeu caracterizar a populagéo de felideos diagnosticados com
PIF na UICB, tendo como principal objetivo identificar a possivel relacéo existente entre a
forma clinica da PIF apresentada e as mutacdes virais detetadas por RT-PCR em tempo
real com pirosequenciacdo. Adicionalmente, foi realizada uma caracterizacéo geral de cada
uma das formas clinicas da doencga, com base nos sinais clinicos apresentados, e realizada
uma analise de sobrevivéncia da populagao-alvo.

O diagnéstico definitivo consistiu na execucdo de RT-PCR em tempo real simples ou
com pirosequenciacdo para detecdo de mutacBes, podendo as amostras utilizadas ser
liquido de derrame, PAAF ou bidpsias de lesBes, liquido retroperitoneal e ainda LCR.
Contudo, a obtencdo deste diagnostico apresentou diversas condicionantes, como a
condicdo socio-econOmica dos tutores e o rigor clinico na requisicdo de exames
complementares de diagnoéstico, sendo esta Ultima fortemente influenciada pela prépria
evolucdo do conhecimento da doenca ao longo do tempo e dos métodos de diagndstico
disponiveis. Existem assim varios motivos pelos quais a condi¢cdo socio-econdmica dos
tutores e o proprio rigor clinico na escolha dos métodos de diagnéstico comprometem a
obtencéo do diagndstico definitivo desta doenca.

A PIF é uma doenca sistémica progressiva e fatal, sem cura conhecida, razao pela
gual muitos tutores, tanto por falta de suporte financeiro para o acompanhamento correto
dos seus animais, como pela falta de perspectiva de melhoras para o quadro clinico dos
mesmos, optam por tratamento sintomatico ou pela eutanasia em fases precoces, sem a
realizacdo de qualquer teste de diagndstico complementar. Por outro lado, os felideos com
PIF apresentam frequentemente quadros clinicos inespecificos, os quais dificultam a
escolha correta dos meios de diagnostico e interpretacdo das andlises realizadas.
Recentemente surgiu a introducdo do RT-PCR em tempo real com pirosequenciacao para
detecdo de mutacdes, o qual por motivos financeiros pode também ter influenciado a
escolha de outros meios de diagnostico complementar. Por fim, além dos motivos
financeiros e clinicos que dificultam a obtencé@o do diagnostico definitivo, existem ainda as
limitacbes inerentes aos testes de diagndsticos utilizados em si, relacionados com a

sensibilidade e especificidade dos mesmos.

12.1.Sexo e estatuto reprodutivo da populacéo-alvo

Os resultados da presente pesquisa demonstraram que mais de metade dos felideos
em estudo (52,2%) constituia animais do sexo feminino e esterilizados. Estes dados vém
assim contrariar os resultados obtidos em outras pesquisas, os quais defendem a existéncia
de uma predisposicdo em machos e animais inteiros para o desenvolvimento da doenca
(Worthing et al. 2012, Sykes 2013). Existem algumas explicacdes possiveis para ambas as
situacoes.
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Relativamente ao sexo, visto o nimero de fémeas apenas ter excedido o niumero de
machos por 1 animal, podemos facilmente assumir que esta discrepancia de valores se
tenha devido ao acaso, ndo sendo assim significativa. Além disso, ha ainda a considerar o
facto da UICB constituir um centro de referéncia de doencas infeciosas e o nimero reduzido
de casos incluidos no estudo, podendo estas situagcfes compremeter a representatividade
da amostra em relagéo a populacao geral.

Por sua vez, os resultados relativos ao estatuto reprodutivo da populagdo-alvo
demonstraram maior nimero de animais esterilizados, em oposi¢céo a ideia de que animais
inteiros teriam uma maior predisposicédo para o desenvolvimento de PIF (Pesteanu-Somogyi
et al. 2006), como referido anteriormente. Observando os nameros, percebemos que, a
semelhanca da situacdo anterior, a discrepancia de valores € também pouco significativa,
podendo também ser atribuida ao acaso. Contudo, existe ainda outra razéo plausivel para o
facto de poder realmente existir um maior nimero de animais esterilizados, uma vez que o
stress constitui um fator fortemente associado ao desenvolvimento da PIF, podendo este

ser fruto de inimeros eventos, entre 0s quais cirurgias (Sykes 2013).

12.2.ldade

Os resultados demonstraram uma tendéncia para o desenvolvimento da doenca
mais acentuado nas faixas etarias mais jovens, nomeadamente em felideos abaixo dos 3
anos de idade (65,2%), sendo estes dados expectaveis e semelhantes a dados obtidos por
pesquisas anteriores (Worthing et al. 2012, Riemer et al. 2016). Sabe-se que os gatinhos
muitas vezes apresentam maiores cargas virais quando comparados com felideos adultos
(Greene 2011). Esta situacdo pode dever-se a varios motivos, como a imaturidade do
sistema imunitario dos animais jovens e/ou aos inUmeros eventos causadores de stress a
gue estes sdo sujeitos neste periodo da sua vida, como sdo exemplo o desmame,
vacinagbes, mudancas de ambiente, entre outros (Greene 2011, Worthing et al. 2012).
Posto isto, caso os gatinhos sejam infetados antes da completa maturacdo do seu sistema
imunitario, podera favorecer a ocorréncia de mutagfes responsaveis pela conversdo do
FECV em FIPV, predispondo os mesmos ao aparecimento de doenca (Pedersen et al.
2008).

Segundo Sykes (2013), a maioria dos felideos desenvolve doencga entre os 3 meses
e o0s 3 anos de idade, sendo que 50% dos animais apresenta idade igual ou inferior a 12
meses. No presente trabalho a percentagem de animais com menos de 1 ano de idade foi
de 39,1%, constituindo uma parcela significativa da populagdo-alvo.

Existem ainda alguns autores (Sykes 2013, Tasker 2018) que defendem a ocorréncia
de um segundo pico de casos de PIF em animais geriatricos (> 10 anos), possivelmente
devido a sua fungdo imunitaria subéptima. No entanto, ndo foi observado nenhum caso de
um felideo com mais de 10 anos nesta investigacao.
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A PIF, apesar de ser uma doeng¢a associada a gatos jovens, pode aparecer em
gualquer faixa etaria (Greene 2011, Sykes 2013). Esta afirmacdo esta também em
concordancia com os resultados desta pesquisa, na qual foram observados 4 gatos (17,4%)
com idade igual ou superior a 3 anos e inferior a 7 anos e 4 gatos (17,4%) com idade igual

ou superior a 7 anos e inferior a 10 anos.

12.3.Raca

Surpreendentemente, os resultados relativos a raca dos felideos constituintes da
populacdo-alvo demonstraram que a maioria dos animais (69,6%) ndo apresentava raca
definida, ao contrario do que seria expectavel. Varias pesquisas defendem que os gatos de
raca pura apresentam maior predisposicdo para o desenvolvimento de PIF (Worthing et al.
2012, Sykes 2013), havendo mesmo autores que defendem que esta predisposicdo possa
estar mais associada a certas linhas genéticas dentro de cada raca, do que a propria raca
em si (Drechsler et al. 2011). Contudo, existem também pesquisas em que 0s animais de
raca pura ndo apresentam diferencas significativas quando comparados com a restante
populacdo (Tsai et al. 2011, Riemer et al. 2016), dados estes que fornecem suporte aos
resultados do nosso trabalho.

Relativamente aos felideos de raca pura do presente trabalho, o maior nimero de
casos de PIF (N=2, 8,7%) foi observado na raca Persa, apesar da diferenca em
comparagdo com as restantes racas ser extremamente ténue. Segundo uma pesquisa
realizada em Taiwan (Tsai et al. 2011), também a raca Persa se encontrava entre as mais
observadas, possivelmente devido a ser uma das racas de felideos mais comuns no pais,
como referido pelos autores. Esta pesquisa veio assim fornecer suporte, ndo s6 aos
resultados da nossa analise, como também a um dado recentemente apontado por alguns
autores (Drechsler et al. 2011, Sykes 2013) que explica que estas predisposicfes racicas

podem variar tanto geograficamente, como temporalmente.

12.4.0rigem

A andlise da origem dos felideos da populagdo-alvo demonstrou que 34,8% dos
felideos em estudo era proveniente da rua. Segundo alguns autores (Greene 2011) os
animais de rua, devido ao seu comportamento solitario e habitos de enterrar as fezes no
solo, apresentam uma menor predisposicdo para a infecdo por FCoV. Todavia, uma
possivel explicacdo para este resultado é o facto de que estes animais muitas vezes se
apresentam em mau estado geral, podendo até apresentar infe¢cbes concomitantes, o que
por si sO poderd comprometer 0 seu sistema imunitario, predispondo-os a infecéo e
posterior desenvolvimento de doenca.

Verificou-se ainda que a segunda origem mais frequente (17,4%) correspondia a

felideos provenientes de criador. Existem varias raz6es que suportam este resultado, visto
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gue estes animais sdo muitas vezes mantidos em ambientes com elevado nimero de gatos,
0S quais constituem um fator de stress e favorecem a maior oportunidade de infe¢do. Por
outro lado, a préatica de criacdo em si, também favorece a perda de vigor hibrido dos
animais, podendo assim contribuir para uma maior susceptibilidade a doenca nestes
animais (Greene 2011).

Observou-se o0 mesmo numero de animais (N=3,13%) provenientes de abrigo e de
particulares. Os animais provenientes de abrigos, a semelhanca dos animais de criador,
estdo normalmente expostos a ambientes com elevada densidade populacional,
apresentando niveis de stress significativos, tornando-os mais susceptiveis ao
desenvolvimento de doencga (Cave et al. 2004).

Esta analise demonstrou ainda uma proporcao significativa de animais (21,7%) cuja
origem é desconhecida, situacdo que se deveu a falhas na colheita de dados, como ja

referido.

12.5.Estilo de vida

O estilo de vida é considerado um fator importante para o desenvolvimento de PIF.
Segundo os resultados deste trabalho foi possivel verificar que grande parte dos felideos
(60,9%) avaliados apresenta estilo de vida exclusivamente de interior, como seria
expectavel, enquanto os outros 30,4% apresentaram estilo de vida misto. Os animais de
interior estdo mais susceptiveis quer a infecao pelo virus, quer ao posterior desenvolvimento
da doenca por diversos motivos, comparativamente aos animais de estilo de vida misto e
exterior. Primeiramente, os animais exclusivamente de interior, como referido anteriormente,
nao tém a possibilidade de enterrar as suas fezes no exterior, sendo obrigados a utilizar
caixas de areia, muitas vezes partilhada com os restantes gatos da casa. Esta possivel
densidade populacional elevada e partilha de caixas de areia contribui para o aumento do
stress e exposicdo a agentes presentes nas fezes, pelo que é perceptivel que haja maior
predisposicdo para o desenvolvimento de doenga nos animais com este estilo de vida
(Greene 2011). Por fim, a semelhanca da anlise anterior, também neste campo foi
observada uma certa proporgdo de animais (N=2, 8,7%) com estilo desconhecido, mais uma

vez por falha de colheita de dados aquando da anamnese.

12.6.Numero de felideos coabitantes
Na populacdo-alvo, como seria expectavel, os resultados demonstraram que 73,9%
dos felideos partilha o seu ambiente com, pelo menos, mais 1 gato, tendo sido observados
apenas 5 felideos (21,7%) sem coabitantes. Sabe-se que a PIF constitui uma das maiores
causas de morte em felideos jovens e, em especial, felideos provenientes de ambientes
com multiplos gatos (Sykes 2013). Esta sobrepopulagdo, como sugerido anteriormente,

constitui um fator de stress, o qual pode contribuir para uma acelaragdo do processo de
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replicacdo viral, favorecendo a ocorréncia de mutacfes e predispondo 0s animais ao
desenvolvimento de doenca (Sykes 2013, Tasker 2018). Por outro lado, o virus é
transmitido pela via fecal-oral e como tal a partilha de caixas de areia torna-se de extrema

importancia neste processo.

12.7.Caracterizacdo temporal do nimero de casos

A caracterizacdo temporal do numero de casos de PIF, ao longo de 8 anos,
demonstrou que o més de novembro corresponde ao més com maior ocorréncia de casos
da doenca. Além disso, foi ainda observado um maior nimero de casos de doenga nos
meses de Outono e Inverno, comparados com os restantes, informacéo que se encontra em
concordancia com outras pesquisas que sugerem que podem ocorrer picos de doenca
nestas estacdes (Sykes 2013). Uma das hipéteses explicativas para a ocorréncia destes
picos estéa relacionada com as condicdes climatéricas, por vezes, adversas nestas estacoes,
0 que por si s6 pode comprometer o sistema imunitario dos animais, mas também favorecer
a concentracdo de maior nimero de gatos, devido a procura de abrigos capazes de os
proteger do frio e chuva carateristicos destas épocas do ano. Por outro lado, sabe-se que
as estruturas frageis que os virus apresentam, em particular os que possuem envelope,
como 0s coranavirus, e a forma como infetam as células-alvo tornam-nos susceptiveis a
temperaturas mais elevadas, as quais provocam a desnaturacédo das proteinas do envelope
viral e, consequentemente, interferem nos processos de adesao e replicacdo viral. Varias
pesquisas reportaram que a persisténcia do coronavirus nas superficies e fomites esta
dependente de alguns fatores como a temperatura, sendo que quando esta apresenta
valores mais reduzidos o virus sobrevive por maiores periodos de tempo (Aboubakr et al.
2020). Esta informacdo vem também fornecer suporte aos nossos resultados, visto que nos
meses de Outono e Inverno as temperaturas séo inferiores, proporcionando maior tempo de
permanéncia do virus no ambiente e, consequentemente, maior probabilidade de
transmisséo.

Observou-se ainda que nos meses de junho, outubro e dezembro ndo se registou
ocorréncia de nenhum caso de PIF, podendo esta situacdo estar associada as condi¢es
socio-econémicas dos tutores. O més de junho e dezembro, por motivos distintos,
correspondem a meses em que, muitas vezes, se verifica maior mobilizagdo geografica por
parte da populacdo, mas também maiores gastos economicos. Relativamente ao més de
junho esta situacdo esta frequentemente relacionada com o periodo de pausas laborais e,
como tal, existem gastos acrescidos nas férias em viagens ou outras atividades, podendo
comprometer do ponto de vista financeiro as visitas ao veterinario. O més de dezembro, por
sua vez, constitui um més de festividades, no qual as pessoas apresentam também custos
adicionais referentes a época natalicia, raz&o pela qual as visitas ao veterinario poderéo ser
também mais escassas. Além disso, em ambos 0s meses existe uma grande mobiliza¢éo
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geografica de pessoas, visto que frequentemente se deslocam para os seus destinos de
férias ou para visitar familiares durante o natal, podendo esta situacdo também condicionar

a vinda ao veterinario.

12.8.Tipo de consulta

Identificaram-se 3 tipos de consultas diferentes nos felideos da populagéo-alvo:
consulta de primeira opinido, consulta de segunda opinido e consulta de referéncia. O tipo
de consulta observado no maior nimero de gatos (N=11, 47,8%) foi a consulta de primeira
opinido, seguida da consulta de segunda opinido observada em 8 felideos (34,8%) e,
finalmente, da consulta de referéncia observada nos restantes 4 felideos (17,4%).

A possivel razéo para a existéncia desta proporcao significativa de animais admitidos
tanto para consulta de primeira, como de segunda opinido pode estar relacionado com o
facto do HE, para além de ser um centro de referéncia, ter uma unidade de isolamento
propria com equipa especializada na area de doencas infeciosas. A PIF, sendo uma doencga
fatal, torna muitas vezes a eutanasia numa hipétese a ser colocada aos tutores, razéo pela
gual estes podem ser levados a procurar profissionais especializados neste tipo de doenca
em busca de outras opc¢bes, como aconteceu com alguns dos felideos em estudo. Por outro
lado, seria expectavel, por este mesmo motivo, que se tivesse observado um ndmero mais
significativo de consultas de referéncia.

A ocorréncia desta proporcdo menos significativa das consultas de referéncia pode
dever-se as condi¢cBes socio-econdmicas dos tutores destes animais. Os tutores, como ja
referido anteriormente, quer por falta de suporte financeiro, quer pela falta de perspectiva de
melhoras dos seus animais, podem ser levados a realizar o tratamento paliativo ou mesmo
eutanasia com o veterinario assistente, sem qualquer investigacdo complementar do caso.
Finalmente, esta situacdo pode também estar associada a relutancia que alguns colegas

veterinarios ainda possuem em referenciar casos para outras instituicées.

12.9.Doenca concomitante

A maioria dos felideos em estudo (69,6%) nao apresentou qualquer doenca
concomitante. Nos outros 7 gatos, observou-se a presencga de doencas de origem infeciosa,
em 21,7% dos animais, e de doencas de origem nado infeciosa nos restantes 8,7% da
populacao.

Relativamente as doencas de origem ndo infeciosa observadas, os resultados
mostraram a existéncia de um caso de Doenca renal cronica (DRC) e outro de cistite
idiopatica felina (CIF) e infecdo de trato urinario (ITU). No caso da DRC, pode ser explicada
pela idade avancada do felideo em questdo (8 anos) visto ser uma doenca comum nesta
espécie e escaldo etario (Reynolds and Lefebvre 2013), existindo estudos que demonstram

uma prevaléncia entre 1,6% e 20% da doenca na populacéo de felideos, com cerca de 53%
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dos animais afetados acima dos 7 anos de idade (Ettinger et al. 2017). No segundo caso,
por outro lado, temos um gato macho, inteiro de idade inferior a 1 ano, o qual apresentou
ITU, com quadro de obstrugéo uretral parcial. Este felideo, interessantemente, apresentou
também quadro de cistite idiopética felina, a qual constitui uma doenca muito associada ao
fator stress (Forrester and Towell 2015), fator este que, por sua vez, apresenta também
extrema importancia no desenvolvimento de PIF. Qualquer uma destas doencas afeta o
estado geral de salde, comprometendo o sistema imunitario do animal e, como tal, é
expectavel que o possa predispor ao aparecimento de outras doengcas, nomeadamente a
PIF.

As doencas de origem infeciosa observadas foram infecdo pelo virus da
imunodeficiéncia felina, em 1 felideo, doenca do trato respiratério superior felino, em 3
felideos, e infecé@o pelo virus da panleucopenia felina, em 1 felideo.

Sabe-se que as infecbes por retrovirus sao responsaveis por uma imunossupressao
importante no animal afetado, tornando-o0 mais susceptivel a doencas, nomeadamente a PIF
(Drechsler et al. 2011, Aydin and Yildirim 2019). Existem trabalhos que demonstraram que
animais FIV positivos tendem a ter menor capacidade de eliminacdo da infecéo viral pelo
FECV e combate as possiveis mutacdes ocorrentes no processo de replicacdo viral,
favorecendo assim o desenvolvimento de PIF (Poland et al. 1996). Neste sentido, segundo
Aydin and Yildirim (2019), as infecdes por retrovirus, além de diminuirem a resposta
imunitaria do animal contra a PIF, tém também a capacidade de acelerar a progressao da
doenca.

As DTRSF constituem um fator de stress, levando a um comprometimento do
sistema imunitario dos animais, capaz de os predispor a outras infecbes. Porém, como ja
referido anteriormente na literatura, a propria infecdo inicial pelo FCoV pode originar
sintomatologia de trato respiratorio superior (Sykes 2013).

Recentemente, alguns autores tém vindo a sugerir que infecdes de trato respiratério
superior, caraterizadas por conjuntivites e rinites, tém precedido o desenvolvimento de PIF,
apesar do FCoV ndo ser, por rotina, considerado como agente patogénico respiratdrio
(André et al. 2020). Curiosamente, nos 3 casos de DTRSF, reportados no presente trabalho,
esta infecdo efetivamente precedeu o aparecimento de PIF, estando em concordancia com
0 sugerido pelo estudo anterior. Contudo, por nao ter sido realizado qualquer teste para
detecdo do agente responsavel por estas infe¢fes, ambas as hipoteses discutidas acima
poderiam ser validas. Posto isto, a sintomatologia de DTRSF pode dever-se tanto a outro
agente respiratério comum, predispondo o animal ao desenvolvimento de PIF, como fazer
parte do proprio quadro clinico inicial da doenca.

Finalmente, no caso do felideo que desenvolveu Panleucopenia Felina, esta infe¢éo
pode ser explicada pela falta de vacinacdo adequada neste paciente. Sabe-se que a

vacinacdo é uma das formas mais eficaz na prevencdo da Panleucopenia Felina (Sykes
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2013), e pelo fato desta ter sido adiada, devido ao desenvolvimento de PIF e consequente

terapéutica aplicada, o animal ficou susceptivel a infecéo viral.

12.10. Formas clinicas apresentadas

A forma clinica com maior frequéncia foi a forma himida da doenca presente em
56,5% da populacao-alvo, seguida das formas seca e mista presentes em igual nimero de
felideos (N=5, 21,7%).

Segundo varias pesquisas (Pedersen 2009, Tsai et al. 2011), a forma clinica de PIF
mais comum € a forma himida, o que esta de acordo com o observado no nosso trabalho.
Esta discrepancia nos resultados pode ainda ser explicada pela dificuldade de diagndstico
inerente a forma seca da doenca. O diagnéstico ante-mortem de PIF é extremamente
desafiante, uma vez que ndo existem sinais clinicos ou alteragBes laboratoriais
patognomonicas (Riemer et al. 2016, Felten and Hartmann 2019), tendo sido descrita como
uma das doencas mais subdiagnosticadas e incorretamente diagnosticada em gatos (Norris
et al. 2005). Contudo, a presenca de efusdes constitui um dos parametros mais Uteis para o
diagnostico, devendo, sempre que possivel, ser retirada uma amostra para analise do fluido
(Sykes 2013). Nas formas secas da doenca esta andlise ndo é possivel, além de que as
lesbes apresentadas dependem do oOrgdo afetado, podendo demonstrar uma vasta
variedade de apresentacgfes clinicas, dificultando assim o diagnéstico. A forma mista, a
semelhanca da anterior, foi também observada em apenas 5 animais, o que esta de acordo
com a pesquisa de Pedersen (2009), a qual defende que as formas mistas se manifestam

de maneira menos acentuada na natureza.

12.11. Sinais clinicos apresentados nas diferentes formas clinicas

As 3 formas clinicas apresentaram proporcbes bastante distintas entre si quando
analisadas quanto aos sinais clinicos apresentados.

Segundo os resultados apresentados na tabela 1, podemos observar que os sinais
oculares foram mais frequentes nos felideos com forma seca da doenca (3 em 5 gatos,
60%) e os sinais neurolégicos mais frequentes nas formas seca (4 em 5 gatos, 80%) e mista
(4 em 5 gatos, 80%) da doenca, em comparagdo com a forma efusiva, a qual apresentou
apenas 7,7% (1 em 13 gatos) e 23,1% (3 em 13 gatos), respetivamente. Estes resultados
estdo de acordo com a pesquisa de Tsai et al. (2011), na qual também se verificou maior
proporcao de alteragfes oculares na forma néo efusiva da doenga, quando comparada com
a forma efusiva. A pesquisa realizada por Norris et al. (2005) obteve resultados semelhantes
ao presente trabalho, verificando uma tendéncia para o0 aparecimento de doenca
neuroldgica mais frequentemente nos felideos com forma nédo efusiva de PIF. Em suma,
existem varias pesquisas que suportam a ideia de que a forma seca é tipicamente

associada a sinais clinicos neuroldgicos e/ou oculares (Pedersen 2009, Tasker 2018).
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Contudo, analisando a populacdo-alvo na sua totalidade (23 felideos), podemos ainda
averiguar a propor¢cdo importante que tanto os sinais neuroldgicos (47,8%), quanto os
oculares (21,7%) apresentam nesta doenca.

Os felideos com PIF frequentemente apresentam sinais inespecificos, em particular
nas fases iniciais da doencga, podendo estes incluir letargia, anorexia, perda de peso, entre
outros (Pedersen 2009, Tasker 2018). Os resultados deste estudo, vieram, mais uma vez,
confirmar as pesquisas anteriores, visto a totalidade dos felideos (N=23) ter apresentado 1
ou mais dos sinais clinicos referidos, independentemente da forma clinica desenvolvida.

Relativamente a pirexia, os animais com forma mista (100%) e seca (60,0%) foram
os mais afetados, comparativamente aos animais com forma humida, dos quais apenas
30,8% foram afetados. Contrariamente ao defendido por investigacbes anteriores, que
demonstraram que a pirexia € mais comum em gatos com efusdes (Riemer et al. 2016), o
nosso trabalho verificou uma tendéncia inversa. No presente trabalho, de todos os 18
animais que apresentaram derrames cavitarios (formas efusiva e mista) apenas foi registada
pirexia (temperatura iguais ou superiores a 39,5°C) em 50%, comparativamente aos gatos
com forma seca, em que 60% apresentou pirexia ao longo do quadro clinico. Uma possivel
explicacdo para esta tendéncia, visto ndo ser uma grande discrepéancia, é o fato de que um
numero significativo de felideos com forma humida se apresentou para consulta em fases
terminais da doenca, estando a maioria ja hipotérmicos, alguns com temperatura abaixo de
35°C. Assim sendo, estes gatos poderiam ter apresentado pirexia em fases mais iniciais, a
gual ndo pode ser registada. Além disso, avaliando a populacéo-alvo na sua totalidade,
verificou-se que 12 dos 23 felideos (52,2%) apresentou pirexia, e que, por sua vez, em 8
destes 12 felideos foram registadas temperaturas iguais ou superiores a 40°C, os quais
representam 34,8% da populacdo em estudo. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos no estudo de Yin et al. (2021), o qual obteve 36,5% de gatos com temperatura
acima dos 40°C.

Registou-se ainda, todo o quadro clinico gastrointestinal dos felideos, tendo-se
observado apenas uma pequena discrepancia entre as proporcoes das diferentes formas
clinicas relativamente aos sinais clinicos apresentados. Sabe-se que em fases iniciais da
infecdo pelo FECV, alguns animais podem desenvolver sinais gastrointestinais, como
vomitos e diarreia (Sykes 2013). Todos os animais avaliados com este tipo de sinais clinicos
apresentaram este quadro em fases iniciais da doenca, progredindo mais tarde para outras
manifestacdes clinicas, o que nos leva a acreditar que estes sinais clinicos seriam devidos a
esta infe¢&o viral inicial.

No presente estudo, foram ainda identificados os sinais clinicos mais frequentes em
cada sistema. Comecando pelo sistema ocular, a alteracdo mais comum foi a uveite,
seguida de precipitados queraticos e flare do humor aquoso. Estes dados estdo em

concordancia com o referido por diversos autores, os quais defendem que a PIF é uma das
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causas mais frequentes de uveite em felideos (Pedersen 2009, Barker and Tasker 2020),
sendo os precipitados queréticos e flare do humor aquoso também sinais clinicos oculares
frequentemente observados na doenca (Pedersen 2009, Sykes 2013).

O sinal neuroldgico mais frequentemente observado foi a atéxia, a semelhanca das
pesquisas realizadas por Riemer et al. (2016) e Crawford et al. (2017). No entanto, foram ja
reportados outros sinais clinicos comuns como alteracdo de estado mental e de
comportamento, parésia, sinais vestibulares, entre outros (Drechsler et al. 2011, Crawford et
al. 2017, Barker and Tasker 2020), também observados em alguns dos felideos em estudo.

Finalmente, os felideos que apresentaram derrames no decorrer do quadro clinico
foram avaliados quanto ao tipo de derrame cavitario apresentado. O derrame cavitario mais
frequente nesta populacéo foi a ascite, presente em 15 (83,3%) dos 18 gatos analisados,
em contraste com o derrame pericardico, o qual foi observado em apenas 1 gato. Segundo
outros trabalhos, a ascite constitui de facto a manisfestacao clinica mais comum (Drechsler
et al. 2011, Barker and Tasker 2020, Yin et al. 2021), contrariamente ao derrame

pericardico, menos frequente (Drechsler et al. 2011, Yin et al. 2021).

12.12. Hospitalizagéo
A grande maioria dos animais (22 em 23 felideos) foi hospitalizada na UICB, sendo a
mediana do periodo de internamento 3 + 1,8 dias. Estes resultados, em particular o curto
tempo de duracéo do internamento, podem ser explicados pelo facto de que alguns destes
felideos chegaram ao hospital em fases terminais da doenca, tendo muitos deles morrido ou
sido submetidos a eutandsia, durante o mesmo, devido a falta de qualidade de vida por

progressao da doenca.

12.13. Seguimento

A populacao-alvo foi ainda acompanhada ap6s a primeira hospitalizagédo, sendo que
dos 22 felideos hospitalizados, apenas 11 (50%) obtiveram alta. Os resultados
demonstraram que, destes 11 gatos, 10 morreram ou foram submetidos a eutandasia e
apenas 1 se manteve estavel a data do ultimo registo. A PIF € uma doenca fatal, para a
gual ndo existe tratamento definitivo (Sykes 2013), sendo a eutanasia por vezes sugerida
apo6s diagnéstico (Tsai et al. 2011), como tal os resultados obtidos desta pesquisa séo
assim expectaveis para a doenca em questdo. Além disso, dos 11 animais que obtiveram
alta, 4 felideos voltaram para segunda hospitalizagdo, sendo que os intervalos entre
hospitalizacdes foram de 6, 7, 3 e 1 meses. Curiosamente 2 dos 4 gatos apresentaram
forma seca e 1 forma mista da doencga, sé tendo sido diagnosticados no segundo
internamento. O gato com forma mista apresentou ascite na fase terminal de doenca, a qual
foi utilizada como amostra para repetir o teste diagndstico realizado aquando da primeira

hospitalizacdo, tendo o resultado sido negativo para uma amostra de tecido hepético obtida
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por PAAF. Estes dados suportam mais uma vez a afirmacgéo, anteriormente discutida, de

gue as formas seca e mista serdo mais dificeis de diagnosticar que a forma efusiva.

12.14. Desfecho infeto contagioso

A andlise do desfecho infeto contagioso dos felideos em estudo demonstrou que 15
animais (65,2%) foram submetidos a eutanasia e 6 faleceram (26,1%), constituindo assim
mais de 90% da populagéo-alvo, dados estes esperados na PIF, como ja discutido no ponto
acima. Dos restantes felideos da populacgéo, 1 teve alta apds primeira hospitalizacdo e outro
foi considerado cronico.

O felideo que obteve alta, foi assim classificado por se encontrar clinicamente
estavel a data do ultimo registo, provavelmente devido a medicagdo de suporte prescrita. O
tratamento realizado incluiu a administracdo de prednisolona, o que em alguns animais
pode resultar em remissdes temporarias (Sykes 2013). Este animal posteriormente deixou
de ser seguido na UICB, nao tendo sido possivel estabelecer contato com os tutores a fim
de obter registo da possivel morte ou eutanasia do animal por progressdo da doenca,
constituindo assim uma limitacédo para a presente analise.

O felideo considerado cronico, corresponde ao animal ndo hospitalizado que foi
seguido pela equipa da UICB. Esta gata encontra-se clinicamente estavel, tendo melhorado
bastante o quadro clinico, devido a introducéo de uma nova terapéutica, a qual foi instituida
externamente a UICB do HE da FMV, provavelmente com recurso as moléculas de GS-
441524 ou GC376. Existem varias pesquisas recentes que suportam a eficacia destas
moléculas no tratamento de PIF, sendo que ambas inibem a replicacdo viral e podem levar
a uma diminuicdo da expressdo dos sinais clinicos da doenca (Pedersen et al. 2018,
Pedersen et al. 2019, Yin et al. 2021).

12.15. Métodos de diagnostico definitivo e mutacéo detetada

Os dois métodos de diagnéstico definitivo aceites no presente estudo foram RT-PCR
em tempo real com pirosequenciacdo e RT-PCR em tempo real simples. Este Gltimo método
foi utilizado no diagnéstico de 11 felideos (47,8%), enquanto os restantes 12 gatos (52,2%)
foram diagnosticados com recurso a técnica de RT-PCR com pirosequenciagdo para
detecdo de mutagfes virais. Os resultados obtidos s&o justificados pelo facto de que esta
Gltima técnica s6 foi disponibilizada no mercado a partir de 2016.

As mutagbes detetadas pela técnica de RT-PCR em tempo real com
pirosequenciacdo sdo as seguintes: M1058L, S1060A ou ambas. Na presente pesquisa, 7
dos 12 gatos (58,3%) apresentaram apenas a mutacdo M1058L, 3 gatos (25,0%)
apresentaram ambas as mutaces M1058L e S1060A, ndo se observando nenhum caso em
gue apenas a mutacdo S1060A estivesse presente. Nos restantes 2 felideos (16,7%) néo foi

possivel a detecdo de nenhuma das mutagfes na amostra enviada, provavelmente por esta
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apresentar carga viral abaixo de limite de dete¢cdo necesséario para a técnica. Algumas
pesquisas recentes obtiveram resultados muito semelhantes aos do presente trabalho,
identificando a mutacdo M1058L como a mais frequentemente detetada, sendo que a
mutacdo S1060A também ndo foi detetada isoladamente em nenhuma das amostras
analisadas (Sangl et al. 2019; Emmler et al. 2020).

Existem algumas explicagdes para o facto de ndo ter sido possivel identificar
nenhuma das mutagdes referidas em 2 das amostras enviadas. As amostras enviadas em
um dos casos correspondiam a uma combinacdo de uma amostra de sangue e uma de
material colhido através de PAAF de linfonodo mesentérico. Sabe-se que o0 sangue nao
constitui uma amostra ideal para detecdo de FCoV, visto apresentar baixa carga viral,
contrariamente ao linfonodo mesentérico, o qual representa um dos 6rgdos abdominais com
maior carga viral e, como tal, uma das amostras mais Uteis no diagnéstico por RT-PCR
(Felten and Hartmann 2019). Contudo, alguns autores defendem que a distribuicdo desta
carga viral presente nos tecidos lesionados nao é homogénea, constituindo assim uma
limitacdo na colheita e analise realizada a partir de amostras obtidas destes tecidos (Sangl
et al. 2019). Esta explicacédo pode aplicar-se ao caso deste felideo, mas também ao caso de
uma outra gata presente neste trabalho que também obteve um resultado negativo no
primeiro RT-PCR, para o qual foi enviada uma amostra de sangue em combinacdo com
uma amostra obtida por PAAF hepética.

No segundo gato em que nao foi possivel detetar as mutacdes, a amostra enviada
foi liquido de derrame abdominal. A presenca de efusdes constitui um dos parametros mais
Gteis para diagnostico ante-mortem de PIF, porém pode ocorrer, por vezes, degradacédo do
RNA presente na amostra (Sykes 2013). Esta degradacao do material genético pode assim

justificar a impossibilidade de detecdo das mutacdes neste caso, mas também no anterior.

12.16. Correlacao entre as formas clinicas e a mutacao detetada por RT-PCR em
tempo real com pirosequenciacao

As diferencas genéticas entre os biotipos FECV e FIPV determinam o tipo de
resposta imune do hospedeiro e, consequentemente, a forma clinica da doenca (Pedersen
2014). Posto isto, a forma efusiva resulta do falhanco do sistema imunitario na montagem
de uma resposta imunitaria celular eficaz, ocorrendo uma resposta predominante de
células B, enquanto a forma seca resulta de um estadio intermédio em que existe uma
resposta imunitaria do tipo celular parcialmente eficaz (Pedersen 2014). Sabe-se que a
proteina S é um dos principais epitopos do FCoV, particularmente na regido onde ocorrem
as mutacdes estudadas no presente trabalho (Lewis et al. 2015), sendo esta considerada
uma das proteinas estruturais mais importantes na patogénese deste agente (Jaimes and
Whittaker 2018). Partindo destes pressupostos, o principal objetivo desta andlise consiste

em perceber o possivel papel clinico que estas mutagdes assumem na PIF, avaliando se
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existe realmente diferenca na resposta imunitaria desenvolvida pelo hospedeiro, a qual se
ird traduzir numa apresentacao clinica especifica. Segundo o nosso conhecimento nao
existe, até a data, qualquer outra pesquisa no sentido de perceber este possivel papel
clinico destas mutacdes na PIF, sendo o presente estudo pioneiro na abordagem deste
tema.

Os felideos, nos quais foi detetada a mutacdo S1060A, apenas apresentaram casos
de forma efusiva da doenca, enquanto nos restantes animais foram observados casos de
todas as 3 formas clinicas (efusiva, seca e mista). Contudo, o valor de p obtido (0,3) é
superior a 0,05 revelando que a possivel associacdo entre a presenca de mutacao S1060A
e a forma efusiva da doenca é atribuida ao acaso. Este valor € em grande parte influenciado
pelo pequeno numero de casos incluidos nesta analise, o qual representa a maior limitagdo
deste estudo, como referido anteriormente. Todavia, hdo podemos ignorar o facto de que a
totalidade dos animais (n=3, 100%) em que esta mutacao esta presente exibiu unicamente
a forma efusiva da doenca, razéo pela qual seria relevante a repeticdo deste estudo a larga

escala.

12.17. Anédlise de sobrevivéncia

A probabilidade de sobrevivéncia observada neste estudo, apds 22 dias do inicio do
guadro clinico, foi de menos de 50%, reduzindo-se drasticamente para apenas 25% apos
aproximadamente 2 meses (59 dias). Estes dados revelam a natureza invariavelmente fatal,
bem como a rapidez de progresséo da doenca.

Sabe-se que o0s animais que desenvolvem forma efusiva frequentemente morrem
dentro de algumas semanas, enquanto os animais com forma néo efusiva podem resistir por
alguns meses (Greene 2011, Sykes 2013). Esta afirmacéo esta de acordo com o observado
na nossa analise, a excepcao de 2 casos com forma humida da doenca, correspondendo
estes felideos a 2 das 3 observagbes censuradas do grafico 16. Um dos felideos
apresentou um tempo de sobrevida de 302 dias, desde o inicio do quadro clinico até a
morte, e 0 outro um tempo de sobrevida de 118 dias, desde o inicio do quadro clinico até a
data de realizagcdo da presente andlise, visto ainda se encontrar vivo. Este tempo de
sobrevivéncia mais prolongado pode assim ser justificado pela terapéutica instituida nestes
dois animais, visto terem ambos realizado tratamento com um farmaco externo, um com
recurso a GS-441524 e o outro com um farmaco semelhante (GS-441524 ou GC376), o
gual ndo foi possivel determinar. Estes farmacos, segundo pesquisas recentes, sdo ambos
dotados de grande eficacia no controlo da PIF, contribuindo assim para uma qualidade de
vida mais duradoura nestes animais (Pedersen et al. 2018, Pedersen et al. 2019), tendo
sido reportadas taxas de cura na ordem dos 33% e tempos de sobrevivéncia superiores a 1
ano, em alguns felideos em tratamento (Yin et al. 2021).

Além disso, foi elaborada uma andlise de sobrevivéncia separadamente, avaliando
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cada uma das formas clinicas da doenca (grafico 17 e tabela 4 em anexos), identificando-se
tempos médios de sobrevivéncia de 19, 27 e 37 dias para as formas efusiva, seca e mista,
respetivamente. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por uma pesquisa realizada
em Taiwan (Tsai et al. 2011), com excepcao das formas seca e mista, particularmente nesta
tltima, na qual a discrepancia de valores foi mais acentuada, tendo os autores obtido
aproximadamente 111 dias de sobrevida. Esta diferenca pode ser justificada por dois
motivos distintos, um relativo ao tamanho da amostragem e outro a crencas religiosas. O
nosso estudo, apesar de ter sido realizado por um periodo de tempo mais alargado,
abrangeu menor nimero de casos, razdo pela qual os resultados possam ser menos
representativos. Por outro lado, muitos dos felideos no presente trabalho foram submetidos
a eutanasia, enquanto em Taiwan este procedimento ndo € frequentemente aceite por
motivos de ordem religiosa (Tsai et al. 2011), podendo assim contribuir para esta

discrepancia de valores.

13.Limitagdes do estudo

O presente trabalho constitui um estudo descritivo que acarreta algumas limitacoes,
nomeadamente a pequena amostragem, a qual corresponde a principal limitacdo aquando
da realizacéo das andlises presentes nesta investigacao.

As principais limitacBes do presente trabalho, no que respeita aos dados recolhidos,
prendem-se maioritariamente com o desconhecimento e/ou a falta de rigor na transmisséo
de informacdes pelos tutores dos animais, bem como toda a informacéo referente a
anamnese e historia clinica dos pacientes por falta de um formulario padronizado de
preenchimento destes dados. Posto isto, existem alguns campos de andlise com informacéo
desconhecida como € o caso da origem, estilo de vida e numero de felideos coabitantes dos

pacientes em estudo.

14.Concluséo

O presente estudo procedeu a caracterizagdo dos felideos com PIF, seguidos na
UICB da FMV-UL, com o objetivo de identificar a relagédo existente entre a forma clinica de
PIF apresentada e as mutacdes virais detetadas por RT-PCR em tempo real com
pirosequenciacdo. Neste trabalho, foi ainda realizada a caracterizacdo geral de cada uma
das formas clinicas e a andlise de sobrevivéncia da populagéo-alvo.

Os resultados desta pesquisa identificaram assim a forma hamida, como sendo a
forma clinica mais comum de PIF, possivelmente associada a dificuldade de diagnéstico da
forma seca, correspondendo a ascite e o derrame pleural aos derrames cavitarios
observados na maioria dos animais. Relativamente ao quadro clinico, observou-se que as
alteracdes oculares e neuroldgicas sdo mais frequentemente associadas as formas seca e

mista da doenca, sendo 0s sinais clinicos mais comuns a uveite e ataxia, respetivamente.
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A andlise de sobrevivéncia desta populacdo demonstrou que aproximadamente 75%
dos felideos presentes neste estudo faleceu ou foi eutanasiado em média apds 59 dias do
inicio dos sinais clinicos, revelando assim a natureza fatal e rapida progressao da PIF. A
sobrevivéncia das diferentes formas clinicas foi também avaliada, porém néo se verificaram
diferencas significativas nos tempos de sobrevivéncia entre elas. Dos 23 felideos presentes
neste estudo, 2 destacaram-se devido ao elevado tempo de sobrevivéncia que
apresentaram, estando ambos sob terapéutica com farmacos como a GS-441524 e a
GC376. Este achado veio assim fornecer suporte adicional as pesquisas recentes que
defendem a eficacia destes dois farmacos no tratamento de PIF (Pedersen et al. 2018,
Pedersen et al. 2019).

No presente trabalho, foi detetada a presenca da mutacdo M1058L na totalidade dos
felideos avaliados por RT-PCR em tempo real com pirosequenciacao, sendo a mutacao
S1060A detetada em apenas 3 dos 12 gatos submetidos a andlise. O resultado mais
interessante desta investigacdo corresponde ao facto de que todos os gatos com presenca
de mutacdo S1060A apresentaram forma humida da doenca, apesar da relacdo entre a
presenca da referida mutacdo e da forma hdmida ndo se ter mostrado estatisticamente
significativa. Todavia, esta falta de significAncia estatistica deve-se, em grande parte, a
pequena amostragem, fator que constitui a principal limitacdo da presente investigacao.
Posto isto, podemos concluir que é de extrema relevancia a repeticdo desta analise huma
amostra mais representativa da populacdo, a fim de identificar se esta relacdo entre a

presenca de mutacdo S1060A e a forma efusiva de PIF realmente existe.
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16. Anexos
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