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RESUMO

Titulo: Relagéo entre apresentacao clinica, carga viral e titulacdo de anticorpos na Peritonite

Infecciosa Felina.

Resumo: A Peritonite Infecciosa Felina (PIF) € uma doenca sistémica, mais frequente em
animais jovens e gatos provenientes de gatis, provocada pelo Coronavirus Felino (FCoV),
um virus RNA cadeia simples sentido positivo com envelope. A proteina S viral permite a
diferenciagdo entre os dois serétipos do FCoV. O virus é transmitido por via fecal-oral, atin-
ge os enteracitos, onde se multiplica. O modo peculiar de replica¢ao viral facilita o surgimen-
to da mutacao essencial, que cria a forma virulenta do FCoV, o virus da Peritonite Infecciosa
Felina (FIPV). A resposta imunitaria celular é a Unica eficaz contra o FIPV. A resposta humo-
ral ndo o é, podendo mesmo contribuir para o desenvolvimento da doenca. A presenca de
derrames é caracteristica da forma exsudativa da PIF, manifestando-se por dilatacdo abdo-
minal e dispneia. Outros sinais menos especificos, como palidez das mucosas, ictericia,
febre moderada ou anorexia e prostracdo costumam estar presentes. Na forma seca sdo
comuns 0s sinais oculares e neuroldgicos, e também outros sinais inespecificos. A PIF ndo
induz alteracdes analiticas, sendo mais frequentemente notado anemia ligeira, linfopénia e
hiperglobulinémia. Qualquer andlise feita no derrame tem maior valor diagndstico que no
sangue. O diagnéstico definitivo s6 é possivel através da deteccdo do FCoV em bidpsias ou
citologias por imunohistoquimica ou imunofluorescéncia. Existem, porém, testes laborato-
riais que sao relevantes e muito utilizados para se estabelecer um diagnéstico de PIF como
o racio A:G, o teste de Rivalta, o RT-PCR e a titulagédo de anticorpos.

Actualmente ainda ndo existe tratamento eficaz no combate a doenca, sendo o desfecho
invariavelmente fatal. A melhor forma de prevenir a PIF é evitar a infeccdo pelo FCoV, uma
vez que também ndo existe vacinagéo util.

A pequena amostra investigada neste estudo ndo permitiu atingir os objectivos, embora se
tenha constatado uma tendéncia para gatos com PIF e com uma maior diversidade de sinais
clinicos, apresentarem cargas virais mais elevadas quer nas fezes quer no liquido de derra-
me. Sugere-se a continuidade do estudo para confirmar esta tendéncia e para avaliar a res-
posta imunitaria associada.

O FCoV serdtipo | foi 0 mais encontrado nos gatos doentes, isolado ou em co-infec¢cdo com

0 seratipo Il.

Palavras-chave: PIF, FCoV, Vasculite, Carga Viral, Resposta Imunitaria



ABSTRACT

Title: Association between clinical presentation, viral load and antibody titre in Feline Infec-
tious Peritonitis

Abstract: Feline Infectious Peritonitis (FIP) is a systemic disease, more common in young
animals and cats from multi-cat households. The implicated agent is the Feline Coronavirus
(FCoV), a positive sense single strand RNA enveloped virus. The S protein allows for the
differentiation between the two virus serotypes. The FCoV is transmitted by faecal-oral route.
Then the virus reaches the enterocytes where it replicates. The FCoV peculiar way to repli-
cate facilitates the mutation which turns FCoV into its virulent form, the Virus of Feline Infec-
tious Peritonitis (FIPV). The only way to defeat the virus effectively is through the cellular
immune response. The humoral response can even contribute to the disease pathogenesis.
The leakage of plasma leads to abdominal, thoracic and/or pericardial effusion, which are
typical features of the FIP’s wet form. The effusions may result in abdominal distension
and/or dyspnoea. Other unspecific signs such as pale or icteric mucosal, moderate fever,
anorexia and lethargy, are often showed by the patient. In the dry form of the disease, ocular
and neurological sings may be present, along with other non specific signs. This disease
doesn’t have any characteristic analytic changes, although mild anaemia, lymphopenia and
hyperglobulinemia are frequently reported.

Any exam has better diagnostic value if it is carried out on the effusion rather than on blood.
Immunostaining of the FCoV antigen in macrophages (within tissue or effusion) is the only
way to reach the definitive diagnostic. Even though positive results in exams like the A:G
ratio, Rivalta’s test and the determination of the antibody titre, reinforce the suspicion on FIP.
Nowadays, there is neither an effective treatment nor a good vaccine. For these reasons the
best way to avoid the fatal destiny of a cat with FIP is to prevent the infection with FCoV.

We weren't able to reach our main goals due to the small sample size of our sample. How-
ever we noticed that cats with FIP and more clinical signs showed higher viral load both in
faeces and effusions. This experiment should continue to confirm this trend and to evaluate
the associated immune response. The FCoV serotype | was the most frequently serotype

found in cats with this disease, alone or associated with the FCoV serotype Il

Key Words: FIP, FCoV, Vasculitis, Viral load, Immune response



INDICE GERAL

1= Tox F= 1= Tot= Lo J PP [

LYo =0 [T 4 1 T=T 0] (L PP PP TPPPURPPPN ii
1S U o PP iii
Y 011 1 = V! F PP PR PP PPPUPRPPN iv
1Yo [[oT=Y 1= =1 RO v

TNAICE T FIQUIAS ....vveveeeeeee ettt ettt ettt et e et e st et e et e ea et eseeteete s essateetestenearessaneareaees viii
INGICE 08 GIAMICOS ... .uecveveeeeeete ettt ettt ettt et te et e et et eseete et et eseeteetesaeseareesaneare e X
INDICE 0 TADEIAS .....eeveveieee ettt ettt ettt ettt e et et eseeteeteeaeseereeaeneare e Xi
IS = o (oI Y o =Y o LU= U PSSP Xi
Capitulo I: Peritonite Infecciosa Felina — Revis@o Bibliografica.............ccccviiiiiiiiiiiiiinnns 1
R 1011 o [ o> VoL 1
2. Caracterizagdo do Coronavirus FeliNno (FCOV) ......coiiiiiiiiiiiiie et 1
3. EPIdemiOlOgia......ccooeiiieiiieeeee e 4
0 I o (=Y 7= [T o Tor - PRSPPI 4
R T - od (0] (=20 [N 1= o] o J 5
1 70 T I = 1 1= 0 1LY o 7
R S 1 1= o o U L 7
I T8 TR b od (= o > o PP 8
R JL T o= od (0 ] (=TT AT = U T 8
S (S o] o F=1 0] (o o - SRS 9
4.1, FCOV NOS ENEEIOCITOS ....vveiiieieeiiiiitiie ettt e e e e ettt e e e e e e st e e e e e e e s s eeaaeee s 9
N Y1V = oz Lo TP P PP PPPPPPPRP 9

4.3. Entrada dos FIPV nos Macréfagos / MONGCItOS ........ccceevvveeiiieeeeeeiciiiiiiieeee e 11

S o £ = Tox= To R b= T [T o 12

5. Resposta IMUNITAria ... 14

5.1. Resposta Imunitaria HUMOTAl ............oooiiiiiiiiiiiiiiece e 14

5.2.  Resposta Imunitaria CelUlar...........ccoovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 16

5.3, Evasdo ao Sistema IMUNITAIIO ........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 17

6. APreSentaCa0 CHNICA ........ciiiiiiiiie ittt e e et e e e anbaeeeas 18

6.1, HiStOMA PrEgreSSa ... ueiiiiieeeeiiiiiiieiiee e e e e e e ettt e e e e e e e st r e e e e e e e s sessareeaeeeeeeeaannns 18

L o] 1 4T 0 F= T Do 1= Lo P 19

6.2.1. PIF EXxsudativa/HUMIGa .........cccoiiiiiiiiiiiee et 19

6.2.2.  PIF NAO-eXSUAAVAISECA. ... e e 21

6.2.2.1. Cavidade Abdominal............cooieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 21

6.2.2.2. CaVidade TOFACICA ....uuvvriiiieee ettt te et e e e e e e e e e 22

6.2.2.3. Sistema Nervos0 Central ..............uueeeriieuiimuiiiiiiiiiiieieiinenneennennes 22

B.2.2.4.  OlNOS. ..ot 23

6.2.2.5. Outras localizagBes...........cccceeeeeei i 24

A =T [ [0 1] o o PSP PRR 25

% R o 1= 0 o To | =11 1 1= DU TR R PUUUPPRPPPIN 25

7.2.  Perfil Sanguineo BioqQUIMICO ...........ccoiiviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26

7.2.1. Proteinas de Fase AQUOA..........ccouiiiiiieiiiiiie e 27

7.3. Analise do Liquido de DEITame.........ccooiiuiiiiiiieie et e e e e e e e 28

7.3. 1. TeSte de RIVAIA. ......uuii e 30

7.4. Liquido Cefalorraquidiano € HUMOr aqUOSO............cccoevvviiiiiiiiiiiiiiiieeieeec e 31

4% T 1 F=To [0 (o o - PO PP TPPPPPPPPPPPPPN 31

7.5.1. Ecografia ADAOMINGL ..........uuuuimmiiiiiiiiiiii s 32

A T =1 (=TSR 1= o] (0T oo L PP 34

7.7. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction...........cccoeecvvviveiieeennininnnn. 36

7.7.1. RT-PCR NO SANQUE .....uuiiiiiiiieiiiitie ettt a e e e eaaba e e e aaaeenes 36

7.7.2. RT-PCR NAS fEZES... .ttt s 37

7.7.3. Outras aplicacfes do RT-PCR ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiininnnnes 37

7.8. Deteccdo do Antigénio NOS TECIAOS .......uuuuriiiiieeeiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e eeeees 38

7.8.1. Imunohistoquimica e Imunofluorescéncia Directa..........cccccvvvvvurinnnnnnnnnnnnnnnns 38

7.9. Caracteristicas Anatomo-histopatol0giCas .............cevvvevvveeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee, 39

\Y



T7.9.1. FOIrmMa EXSUALIVA ....ovniiriiieie ettt ettt e et r e e e e e e e e e e e s e eenees 39

7.9.2. FOIrmMa NA0 eXSUAALIVA ....ccceeiiiiiiiiiiiiiiee ettt 41
T 1 -1 r= 1 4[] o (o PRSP 43
8.1,  FAIMACOS @NLIVIFAIS ....eeviiieieiiiiiiiiiiiie ettt e e e s e e e e e e e e eeeeeeeeann 44
8.2.  TratamentO iMUNOSSUPIESSO .......ceeeiieiiiieiieeieeeeeeee et eee ettt ee e eeeeeeeeeeeseeeaeeeeeeeeeees 45
8.3. Interferdo o Recombinante HUM@aNO ...........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 45
8.4. Interfer@0 @ FeliNO .......oooiiiiiii e 45
8.5, OULIOS tratamMENTOS .....ceciiiiiii ettt e e et e e e e e e e e enr e e e e e e eennnes 46
8.5.1. Inibidores da TromboXano SINtELASE ...........uuvuuvrrrririiriiiriiierieeneeenreeeeeennrennne. 46
8.5.2.  PentOXIfilINA ......uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
8.5.3. Vitaminas € ANti-OXIAANTES ...........uuuuuuuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeneeeeeeeeeneeane 46
8.6. Novas Perspectivas de Tratamento..............ccceeevvviiiiiiiiieiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e a7
8.6.1. Poliprenil IMUNOEStMUIANTE.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 47
8.6.2. Compostos de Piridinil IMIdazole..........cooovviiiiiiiieice e 47
8.6.3. Inibidores das CatepPSIiNGAS ..........uuuvvervruriririiiiiiiiiiiiirierrrerrr———————— a7
8.7.  Monitorizacao do Tratamento € PrognOStiCO .........ccuuvieiiiiiiieeiiiiiee e 47
9. PrEeVENGAD ..o 48
LS TN B Y /- Tor | ¢ = (o T PPN 48
9.2. Controlo da PIF €M GatiS .......cccevviiiiiieiiiiiiieeiieeeeeeeeeee et eeeeeee e eeeaeeeeeeeeeeeeeees 49
Capitulo II: Trabalho experimental para determinacdo de relacdo entre apresentacao clinica,

carga viral e titulo de antiCorpoS NA PIF ...........uiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieee e 51
R @ T 1o 1Y/ 0 1= T 51
2. MateriaisS € METOUOS .....cccoiviiiiiiiie e e e ettt e e e e e e e e e e e e e st e e e e e e e s e sssrarneaeeeaeeaans 51
2% R o] o101 F=Tot=To Jo [0 X =11 (1 [ [ LS 51
2.2, ReCOINA A& AMOSIIAS .....uviiiiiiiieiiiiiiie et e e s 52
2.3.  Processamento das @mMOSIIAS .....ccccceiieeiieiiieeiiee s 52
S 1 = o or=Ta o L= TN o d N 53
2.5.  Determinacio das Cargas VIFAIS ......cccceevveeriiuiiiieeeeieeeiiiiiiseeeeeesessinsneeesseeesnnnnnnn 53
2.6. Deteccao e titulagao de antiCOIPOS.........ceeuiiiiiiiiiiiiiee et 54
2.7. GenotipificaC8o dO FCOV ... e 55
3. RESUIAAOS ... 55
3.1. Apresentacao CliNica (GrUPO 1) ... 55
3.1.1. CaracterizaGao da AMOSIIA.......cuieeeiiiiiiiiiieiee e e et e e e e e e e e e 56
3.1.2. SINAIS CHNICOS ...uvveiiiiieeeiiiiiiitiii ettt e e e e e e e e et eeeaeeeeaans 56
3.1.3. AlteracBes do HEMOGrama ...........cccoeeeeeeiiiiiiiie e, 58
3.1.4. Alteracdes do Perfil Bioquimico SangUINEO..........cceeeeeiiiiiieeiiiiiee e 59
G O T o = Y - | SRR 59
G 30t 1 1 V] o T T 60
R 1 €11 V| o o | PP 61
7 T €1 U o T TN 1 SRR UOUPPPRRRP 61
G T0C T (U1 F= Tor= To I o {30 Y g1 [o o] f o Lo 1 63
3.4. Determinacao do Genotipo do FCOV ....ccoooiiiiiiiiiii i, 64
N B 1Yol U 11T o 65
4.1. ApresentaGao CliniCa (GrUPO 1) .oeeeeeeee e e e 65
4.1.1. Caracteristicas da amostra investigada...............ccccccccvviiiiiiieceeeeee, 65
4.1.2. SINAIS ClINICOS .. .vvtiiiiiiee i e e e e e e e e e e e s e e aeeeaeeeeans 66
4.1.3. AlteragOes do HEmMOGrama .........ccoooiieiieeiiieiee e 68
4.1.4. Alteracbes do Perfil Biogquimico Sanguineo................cccccc . 68
4.2. Apresentacao Clinica, Cargas virais e Titulacdo de Anticorpos.............cceeeeeeeeeennn. 69
4.2.1. CArgas ViF@US ........uuuiiiiiiieeiiiiiiiii it e ettt e e e e et e e e e e s st eeeaeeeaaan 69
4.2.2. Titulacdo de Anticorpos € Cargas ViralS .........cccoeeuiiiiiiiieereeeiiiiiiiee e ee e 70

4.2.3. Relacao entre a Apresentacao Clinica, Cargas virais e Titulacdo de Anti-
[670] 00 1= PP PP TR 72
4.3. GenotipificaCA0 dO FCOV ... 74
ST 0] 1] 1110 =3 74
7] o] [[o]o ] = = VOO PPPPP T PPPPPP 77
Anexo | — Breve Descri¢do das Actividades de EStAgIO.........cccevviiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiiieeee e 88

Vi



Anexo Il - Algoritmo diagnéstico de PIF...................
Anexo |l — Nota informativa sobre Teste de Rivalta
Anexo IV — Ficha de Recolha de Dados..................

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Organizacdo modelo dos Coronavirus: S — glicoproteina das espiculas; M glico-
proteinas transmembranares; E — glicoproteinas do envelope; N — fosfoproteinas da nucleo-
capside. Adaptado de http://www.sars-dtv.nl/SARS/Coronaviruses.html ..............cccccvvvvvvvnnnnnn. 2

Figura 2: Organizacdo Genomica do FCoV tipo |. A Branco — Genes 3 e 7 (proteinas aces-
sorias); a Cinzento — Genes das proteinas estruturais S, E, M e N); a Preto — Gene 1 (pro-
teinas nao estruturais/replicase). Adaptado de Tekes et al. (2008). ......cccceeeeeiviieiiiiiiiiiieeeeeeenn, 3

Figura 3: Piogranulomas na serosa de intestino de gato com a forma exsudativa da PIF.
Imagem retirada de Sharif et al., (2010). ....ccoiiiiiiiiiee e 13

Figura 4: Dilatacdo abdominal em gato com a forma humida de PIF. Fotografia: Ana Mota. .. 19
Figura 5: Mucosas ictéricas em gato com PIF exsudativa. Fotografia: Ana Mota. ................... 20

Figura 6: Precipitados queraticos na superficie ventral da cérnea em gato com PIF seca.
Fotografia: ANa MOLA. .......cooiiiiee e 24

Figura 7: Aspecto de liquido de derrame abdominal drenado de gato com a forma exsudati-
va da doenca. Fotografia: ANa MOTa. ........coooieiiiiii e 29

Figura 8: Aspecto de derrame positivo no teste de Rivalta. Imagem retirado de Newsletter
April 2010 from Companion Animal Diagnostics / University of Glasgow, disponivel em
WWW.QIaSQOW.aC.UKIVEL/CAD ........coeeeiieeeeeeee 30

Figura 9: Radiografia toracica projeccao latero-lateral, evidenciando derrame pleural (seta).
Imagem do Servico de Imagiologia (Radiologia) do HEFMV, reproduzida com permissao do
Prof. ANTONIO FOITEITA. .. ..t e ettt et e e e e e e e et e e e e e e e e annnbreneeeeeaeeeans 31

Figura 10: Presenca de liquido livre abdominal evidente cranialmente a bexiga em animal
com forma exsudativa (seta). Imagem do Servico de Imagiologia (Ecografia) do HEFMV,
reproduzida com permissao da Dr.2 Joana PONtES............cccccvvvviiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32

Figura 11: Renomegélia em animal com PIF exsudativa. Imagem do Servi¢co de Imagiologia
(Ecografia) do HEFMV, reproduzida com permissdo da Dr.2 Joana Pontes. ...........cccceeevvvnnnnnn. 33

Figura 12: Exemplo de Kit ELISA. Fotografia: Ana Mota. ............ccccccvviiiiiiieee 34
Figura 13: Aspecto de placa de ELISA no final da realizacédo do teste. Fotografia: Ana Mota. 35

Figura 14: Derrame abdominal e deposicdo de fibrina nas serosas em gato com PIF exsu-
dativa. FOtografia: ANA IMOLA. ........uuuiiiiieiiiiiiiiiiiiiii s aaeaaseaanseanssnnssansssnneees 39

Figura 15: Corte da parede intestinal com evidéncia de colite e peritonite em gato com a
forma exsudativa da PIF (x40; H&E). Imagem reproduzida com a permissao dos responsa-
veis pelo Laboratério de Anatomia Patoldgica — FMV. ......ccoooeiiiiiiiii e, 40

Figura 16: Citologia obtida PAFF renal em que observa quantidade abundante de polimor-
fonucleares neutrdéfilos (setas brancas) e macréfagos (setas pretas) (x400; Giemsa). Ima-
gens reproduzidas com a permissdo dos responsaveis pelo Laboratério de Anatomia Pato-
o o= TRl Y Y PSRRI PSSRPR 41

Figura 17: Deposicdo de fibrina sobre a capsula de Glisson (peritoneu visceral) (x100;
H&E). Imagem reproduzida com a permissdo dos responsaveis pelo Laboratério de Anato-
a1 F= R o= (0] (oo o= Tl o 1Y YR 42



Figura 18: Curvas obtidas para as solucdes diluidas do plasmideo recombinante................... 54
[ o U L= U R R = Tor 7= W = T |- T TSP 54

Figura 20: Esquema representativo das reac¢cées RT-PCR e nPCR e tamanho dos respecti-
vos produtos de amplificacdo. Imagem reproduzida com a permissdo da Prof. Dra. Ana

[T F= T L= 0 = Y PP 55
Figura 21: Curva de Amplificacdo de uma amostra positiva a0 FCOV. .........covvvvviiiiiiiiieeiiennneen. 60
Figura 22: Curva de Amplificacdo de uma amostra negativa ao FCOV.........ccccccvvvvvvvevvierennnnnn, 60

Figura 23 (a, b e c): Migragao dos fragmentos resultantes do RT-PCR e nPCR no gel de
0 = 10 1= PP 64

Figura 24: Teste de Rivalta POSItIVO. .........eiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei it eeeeeeeeeeeeeeeereeeeeennennne 92



Gréfico 1:

Gréfico 2:

Gréafico 3:

Gréfico 4:

Gréfico 5:

Gréfico 6:

INDICE DE GRAFICOS

Distribuicao etaria dos gatos afectados pela PIF.........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeen, 56
Distribuicdo dos animais afectados por sinais cliniCos. ........cccccoeveeviiiiiiiiieeniennnn. 57
Distribuicdo das alteragdes do hemograma. ...........oooouvvviiirieeeeiniiiiiiieeeee e 58
Distribuicao das alteragdes no perfil bioquimico da populacao. ............c.cceueeee. 59
Relacdo entre a carga viral e o titulo de antiCorpos. ......ccccoeeeevieeiieeiiieiieeeeeeeeee, 71
Distribuicao relativa das actividades durante o estagio curricular ...................... 88



INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Distribuicdo relativa da distribuicdo dos derrames na forma exsudativa da PIF.
Adaptado de Hartmann (2005). ... 20

Tabela 2: Variabilidade dos sinais clinicos da PIF nas duas formas (% de gatos afectados).
Adaptado de Pedersen (2009).........uuuiiii i e 21

Tabela 3: Sugestdes para o Controlo da PIF em Gatis. Adaptado de Addie, D. D., & Jarrett,
0. (2006). Feline Coronavirus Infections. In Infectious Diseases of the Dog and Cat , Revised

Reprint (3rd ed., pp. 88-103). St Louis, MiSSOUri: SAUNAErS. ........coevveerieeiiieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 50
Tabela 4: Caracteristicas dos animais dOENLES. ..........couiuiiiiiiiiiiieeiiiee e 56
Tabela 5: Sinais clinicos apresentados por cada animal. ..............ccccciieiieeeeeeeiiiiiiiiieeeee e 57
Tabela 6: Alteracbes do hemograma apresentadas por cada gato. .............oeeeeeeveeeieeeeeeeenn. 58
Tabela 7: Alteracdes do Perfil Bioquimico Sanguineo apresentadas por cada animal. ........ 59

Tabela 8: Valores de Carga Viral obtidos das amostras dos animais incluidos no Grupo I. 61

Tabela 9: Valores de Carga viral dos animais incluidos no Grupo Il. ........ccccoeciiiiiiiieeeennnnns 61
Tabela 10: Valores de Carga viral obtidos dos animais incluidos no Grupo lll. .................... 62
Tabela 11: Distribuicdo dos animais por ordem de grandeza do valor da carga viral. .......... 62
Tabela 12: Valores de Carga viral e titulos de antiCorpos. ..........cooccuveieeiiiiiee i 63
Tabela 13: Genotipificacdo do FCoV presente nas amostras (N=36). .............ceeeeeeeeeeeeeeeennn. 63
Tabela 14: Compilacdo dos dados ODLIAOS. .........uuuumuii e 73

Xi



ABREVIATURAS

ADEI - Potenciacao da Infeccdo Dependente de Anticorpos
AGP - Glicoproteina acida o,

AHAI - Anemia Hemolitica Auto-imune

ALT — Alaninaminotransferase

APN - Aminopeptidase-N

BID — duas vezes ao dia

CD - Cluster differentiation

CID — Coagulagéo Intravascular Disseminada
CMI — Resposta Imunitaria Celular

Ct - Treshhold Cycle

DNA — Acido Desoxirribonucleico

EV - via endovenosa

FAS — Fosfatase Alcalina Sérica

FCoV — Coronavirus felino

FeLV — Virus da Leucemia Felina

FIV — Virus da Imunodeficiéncia Felina

FMV — Faculdade de Medicina Veterinéria da Universidade Técnica de Lisboa
H&E — Hematoxilina e Eosina

HEFMV — Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica
de Lisboa

HT — Hematdcrito

IFN — Interferdo

IgG — Imunoglobulina G

IL — Interleucina

IM — Via intramuscular

LCR — Liquido Cefalorraquidiano

MRNA — RNA mensageiro

nsp — proteinas ndo estruturais

ORF — Open reading frame

PAAF — Puncéao Aspirativa com Agulha Fina
pb — pares de bases

PIF — Peritonite Infecciosa Felina

PO — Per os / via oral

PT — Proteinas Totais

Ratio A:G — Ratio albumina:globulinas

RM — Ressonancia Magnética

Xii



RNA — Acido Ribonucleico

RT — PCR — Reverse transcriptase polymerase chain reaction
SC — Via subcutéanea

S| — Sistema Imunitario

SID — uma vez ao dia

slgA — Imunoglobulina A secretada

SNC — Sistema Nervoso Central

SRD - Sem Raca Determinada

TAC — Tomografia Axial Computorizada

TCB — Bidpsia por true-cut

TGI — Tracto Gastrointestinal

TID — trés vezes ao dia

TNF-a - Factor de Necrose Tumoral o

TNFR — Receptor do Factor de Necrose Tumoral
VCAM-1 — Vascular Cell Adhesion Molecule 1
VLA-4 - Very Late Antigen-4

VPN - Valor Preditivo Negativo

VPP - Valor Preditivo Positivo

Xiii



Xiv



XV



CAPITULO I: PERITONITE INFECCIOSA FELINA — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Introducao

A Peritonite Infecciosa Felina (PIF) foi descrita pela primeira vez em 1963 por Holzworth
(Pedersen, 2009). E uma doenca sistémica induzida por uma forma virulenta do Coronavirus
Felino (FCoV), a qual se pensa surgir através de uma mutacao do virus in vivo, e também
por uma resposta imunitaria deficiente do gato ao virus (Norris, 2007; Addie, Belak, Bou-
craut-Baralon, Egberink, Frymus, Gruffydd-Jones et al., 2009). A apresentacao clinica &
bimodal, pois pode manifestar-se na forma exsudativa ou humida e na forma nao exsudativa
ou seca (Addie & Jarret, 2006).

Apesar dos inumeros estudos e descobertas, a PIF continua a ser uma doencga cujo diag-
nostico € complicado, os tratamentos actuais sao ineficazes (Hartmann & Ritz, 2008) e a
Unica vacina existente tem uma eficacia reduzida (Patel & Heldens, 2009).

De seguida apresenta-se uma revisdo dos conhecimentos actuais em relagao a PIF.

2. Caracterizagcdo do Coronavirus Felino

A PIF é pelo menos em parte provocada pelo Coronavirus Felino (FCoV) (Kennedy, 2009), o
qual pertence ao género Coronavirus (ordem Nidovirales, familia Coronoviridae) (Murphy,
1999). Neste género existem 3 grupos, o FCoV pertence ao Grupo |, onde também se inclui
o Virus da Gastroenterite Transmissivel Suina (TGEV), Coronavirus Serétipo 229E da Bron-
quite Humana (HCV 229E) e o Coronavirus Canino (CCV) (Knife, Griffin, Lamb, Straus,
Howley, Martin et al., 2007).

Os virides do FCoV séo particulas esféricas (120-140nm de didmetro) com invélucro lipopro-
teico onde se inserem espiculas (ou pepldomeros) claviformes, longas e bem diferenciadas
na superficie (Knife et al., 2007) que Ihes dao a aparéncia de coroa a que deve o nome
(Quinn, Markey, Carter, Donnelly & Leonard et al., 2002). O facto de possuir envelope € raro
nos agentes patogénicos entéricos (Kennedy, 2009). O envelope é adquirido quando o virus
brota das membranas intracelulares (complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico) apos
replicacao no citoplasma (Stott, 1999; Knife et al., 2007).

As principais proteinas do FCoV sao a fosfoproteina basica N (Nucleocapside, 50kDa) e
varias proteinas do envelope: a glicoproteina principal dos peplémeros S (180 kDa), a glico-
proteina transmembranar M (25 a 30 kDa) e a proteina membranar secundaria ou do enve-
lope E (9 kDa) (Murphy, 1999) (Figura 1).



Figura 1: Organizagdo modelo dos Coronavirus: S — glicoproteina das espiculas; M - glicoproteinas
transmembranares; E — glicoproteinas do envelope; N — fosfoproteinas da nucleocapside. Adaptado
de http://www.sars-dtv.nl/SARS/Coronaviruses.html

A proteina S, responsavel pela fixagao celular (Quinn et al., 2002; Horzinek, 2004), é o prin-
cipal componente antigénico, ao possuir epitopos que induzem a produgdo de anticorpos
durante a infecgao natural (Quinn et al., 2002) e aos quais também esta dirigida a citotoxici-
dade celular (Stott, 1999; Groot-Mijnes, van Dun, van der Most & de Groot, 2005). Esta pro-
teina possui dois dominios diferentes, S1 e S2, em que o primeiro é responsavel pela liga-
c¢ado a um receptor celular e o segundo pela fusdo membranar (Regan, Shraybman, Cohen,
& Whittaker, 2008). Estes dominios sao hipervariaveis o que facilita a produgao de mutacgoes
capazes de iludir a resposta imunitaria do hospedeiro (Quinn et al., 2002; Rottier, Nakamura,
Schellen, Volders & Haijema, 2005).

A glicoproteina M é uma molécula transmembranar inserida no envelope e a proteina estru-
tural mais abundante com importantes fun¢des no budding; anticorpos contra a glicoproteina
M podem neutralizar o virus na presencga do sistema complemento (Stott, 1999; Brown, Tro-
yer, Pecon-Slattery, Roelke & O’Brien, 2009).

Além destas quatro proteinas estruturais, 0 genoma viral codifica também varias proteinas
nao estruturais (nsp), as quais ainda estao pouco caracterizadas (Manolaridis, Wojdyla, Pan-
jikar, Snijder, Gorbalenya, Berglind, et al., 2009).

Dentro do virido encontra-se 0 genoma: RNA de cadeia simples de sentido positivo com 29
kb (Pedersen, 2009). O RNA associa-se as fosfoproteinas basicas N formando a nucleocap-
side, longa, flexivel e helicoidal (Knife et al., 2007).

Mais de dois tergos do genoma é ocupado por duas ORF (open reading frames) 1, as quais
codificam as unidades da replicase (de Vries, Horzinek, Rottier, & de Groot, 1997; Herre-
wegh, Smeenk, Horzinek, Rottier & de Groot, 1998; Decroly, Imbert, Coutard, Bouvet, Selis-
ko, Alvarez, Gorbalenya, Snijder & Canard, 2008). A jusante encontram-se os genes das
proteinas estruturais e acessoérias, os ORFs 3abc e ORFs 7ab, os quais podem estar delec-

tados em algumas estirpes (Herrewegh et al., 1998; Dye & Siddell, 2007) (Figura 2).



Figura 2: Organizagao genémica do FCoV Tipo |. A Branco — Genes 3 e 7 (proteinas acessoérias); a
Cinzento — Genes das proteinas estruturais S, E, M e N); a Preto — Gene 1 (proteinas nao estrutu-
rais/replicase). Adaptado de Tekes, Hofmann-Lehmann, Stallkamp, Thiel & Thiel, 2008).

0 5 10 15 20 25 30 kb
| | \ | | | |
| | 1 [ [ | |
1a 3a M N
/7 s O, 7,
| . O ORFs
L I L]
ib E 7h

A expressado genémica comega com a tradugcao da ORF1a e da ORF1b. A ORF1a a mon-
tante codifica uma poliproteina de aproximadamente 450-500 kDa, a pp1a, enquanto a
ORF1a e a ORF1b juntas codificam outra poliproteina de 750-800 kDa, a pp1ab (Dye &
Sidell, 2005). As duas replicases poliproteicas resultantes sao processadas por duas ou trés
proteases virais em 14 sitios dando origem a 16 produtos finais, as nsp, ja referidas, 1 a 16
(Decroly et al., 2008; Tekes et al., 2008) e um sem numero de produtos intermediarios (Dye
& Sidell, 2005).

Estes produtos da clivagem juntam-se formando um grande complexo enzimatico, o com-
plexo replicagao-transcricdo, que medeia todas as fungdes relacionadas com a replicagcao
genomica e a sintese de mRNA subgendmico (Decroly et al., 2008). O referido complexo
localiza-se no citoplasma da célula infectada (Dye & Sidell, 2005) ligado a membrana dupla
de estruturas reticulo-vesiculares induzidas pela prépria infecgdo (Manolaridis et al., 2009).
Pensa-se que as nsp3, nsp4 e nsp6 sejam responsaveis pela ancoragem do complexo
enzimatico as tais membranas (Manolaridis et al., 2009).

Os coronavirus replicam-se através de um sistema Unico a que esta associada a elevada
frequéncia de recombinacao (Knife et al., 2007). Este fendmeno tem grande importancia na
evolugao, pois constitui um mecanismo para a formacao rapida de novas estirpes virais com
tropismos e patogenicidade variados (Dye & Siddell, 2007).

Além do referido anteriormente, a falta de actividade revisora da polimerase durante a repli-
cacdo também permite a acumulagdo de mutagdes e erros dando origem a variantes virais.
Deste modo um individuo ndo esta infectado por um unico virus, mas por uma populacao de
virus heterogénea intimamente relacionada entre si: quasispecies (Battilani, Coradin, Sca-
gliarini, Ciulli, Ostanello, Prosperi, & Morganti, 2003). Num estudo (Battilani, et al., 2003)
demonstrou-se que a composi¢cao dos quasispecies correlaciona-se com a gravidade dos
sinais clinicos e das lesdes dos 6rgdos. A analise filogenética realizada no mesmo estudo
mostrou evidéncia de separagao das estirpes indcuas entéricas e das estirpes virulentas.

O FCoV pode ser dividido em dois serotipos diferentes: o tipo | e o Il. Esta diferenciagao é
feita de acordo com a sua reactividade com anticorpos monoclonais especificos para a pro-
teina S e a anadlise da sequéncia genética da mesma proteina (Addie & Jarret, 2006; Shiba,

Maeda, Kato, Mochizuki & Iwata, 2007). Os dois serétipos diferem também na eficiéncia no



crescimento em culturas de tecidos, em que o tipo Il tem uma performance melhor que o |
(Addie & Jarret, 2006; Shiba et al., 2007).

Além disto, o tipo Il demonstra uma proximidade antigénica e genética consideravel com os
CCoV e TGEV, indicando que este tipo tera surgido de uma recombinacédo dupla entre o
FCoV tipo | e 0 CCoV (Herrewegh et al., 1998; Addie & Jarret, 2006; Shiba et al., 2007), de
tal forma que a proteina S do tipo Il € muito semelhante a congénere do CCoV (Addie & Jar-
ret, 2006).

O tipo | é mais diversificado que o tipo Il, um fendmeno que pode dever-se a maior porpor-
¢ao de populacgao infectada pelo tipo | e a possibilidade de persisténcia do virus em gatos
assintomaticos (Lin, Su, Wang, Hsieh, Chueh, & Chueh, 2008).

Ambos os serétipos tém a capacidade de induzir PIF, embora a maioria dos casos parega
estar associada ao tipo Il (Kennedy, 2009).

Também sao considerados dois biétipos do FCoV: o Coronavirus Felino Entérico (FECV),
que causa apenas enterites ligeiras a moderadas (de Groot-Mijnes et al., 2005), e o virus da
Peritonite Infecciosa Felina (FIPV) que causa PIF (Shiba, et al. 2007).

Tecnicamente o FCoV inclui todas as estirpes, serétipos (I e Il) e biétipos (FECV e FIPV)
(Pedersen, Allen & Lyons, 2008).

3. Epidemiologia
3.1. Prevaléncis

A infeccao por Coronavirus felino é extremamente comum, ocorrendo por todo o mundo e
em felideos domésticos e selvagens (Kennedy, 2009; Pedersen, 2009). Apesar da elevada
prevaléncia, apenas 5-12% dos animais seropositivos desenvolvem a doenca (Addie et al.,
2009).

A prevaléncia de anticorpos anti-FCoV em gatos saudaveis determinada em varios estudos
de campo pode variar ente os 14,6% no Japéo e 70% na Austria, com valores médios de
50% na Suica (Benetka, Kubber-Heiss, Kolodziejek, Nowotny, Hofmann-Parisot & Mostl,
2004; Kummrow, Meli, Haessig, Goenczi, Poland, Pedersen, et al., 2005) e de 34% na Aus-
tralia (Bell, Toribio, White, Malik & Norris, 2006).

Em gatis e centros de acolhimento a seroprevaléncia pode atingir 90% (Addie et al., 2009),
de tal forma que um gato originario de uma destas instalacbes tem duas vezes mais proba-
bilidade de ser seropositivo que um gato que viva sozinho (Cave, Golder, Simpson & Addie,
2004). Pensa-se que isto reflecte a facilidade da transmissdo fecal-oral do FCoV em
ambientes onde varios gatos partilham o aredo (Bell et al., 2006).

Quando se comparam gatos domésticos com gatos ferais as opinides divergem. Por exem-
plo: no Reino Unido foi descrita uma seroprevaléncia de 20% em gatos de vida livre, quase

o dobro dos domésticos (11%) (Cave et al., 2004). Outro estudo no Reino Unido calculou
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uma seroprevaléncia mais elevada nos gatos ferais que nos domésticos, 41% e 21%, res-
pectivamente (Muirden, 2002). Por outro lado, na Austrélia, 34% dos gatos domésticos eram
seropositivos, enquanto nenhum dos gatos errantes o revelou ser (Bell et al., 2006). Tam-
bém Luria, Levy, Lappin, Breitschwerdt, Legendre, Hernandez et al. (2004) na Califérnia,
verificaram menor prevaléncia de anticorpos em gatos ferais (18.3%) que em gatos domésti-
Ccos.

A discrepancia entre os resultados dos diversos paises pode ser justificada pelas diferentes
densidades populacionais, (quanto menor a densidade, menor a probabilidade da transmis-
sao fecal-oral e menor a carga viral), e pelo clima mais frio e humido do Reino Unido, que
possibilita uma sobrevivéncia mais prolongada do virus no meio ambiente, além de estimular
a procura de abrigos por parte destes gatos (Bell et al., 2006).

O facto de os gatos ferais enterrarem as suas fezes, em vez de partilharem aredes como os
gatos domésticos, diminui a probabilidade de exposi¢dao e, consequentemente, o risco de
infeccao e de reinfecgao (Luria et al. 2004; Bell et al., 2006).

Em 2004, Benetka et al. (Austria) determinaram que o tipo | do FCoV é mais frequente nos
animais com PIF (86% positivos para o tipo |, 7% para o tipo Il e 7% para ambos). Estes
resultados colidem com os obtidos anteriormente no Japao (Hohdatsu et al., 1992, citado
por Benetka et al., 2004), em que 30% dos gatos com PIF eram positivos ao FCoV tipo II,
nao estando este tipo presente em nenhum gato saudavel. Mais recentemente, um estudo
na Suiga, divulgou taxas de prevaléncia ligeiramente diferentes dos primeiros: tipo | 68%,
tipo 11 9% e ambos 23%, sendo o tipo | o maior causador de PIF (Kummrow et al. 2005).

Em Portugal, Duarte, Pereira da Fonseca, Almeida, Madeira de Carvalho, Meireles, Fazen-
deiro, et al. (2010) determinaram que 7,1% duma amostra de gatos errantes da Area Metro-
politana de Lisboa excretavam o virus nas fezes. Outro estudo realizado em Lisboa, no
Hospital Escolar da FMV, estabeleceu que dos gatos infectados por FCoV, 79% possuia o
tipo I, 3,5% o tipo Il e em 17,5% dos casos ndo foi possivel determinar o tipo de virus (Duar-
te, Veiga & Tavares, 2009).

3.2. Factores de risco

A idade é um factor determinante de doenca associado ao hospedeiro, uma vez que a maio-
ria dos casos de PIF ocorre entre os 3 e os 16 meses (Pedersen, 2009), com 52% a 70%
dos gatos a sucumbir até ao 1 ano de idade (Benetka et al., 2004; Addie et al., 2009).

Bell et al. (2006) verificaram uma distribuicdo bimodal da idade de manifestacdo da PIF: a
maioria dos casos ocorria em gatos com menos de 2 anos de idade; detectaram um segun-
do pico, de menor magnitude, em gatos entre os 14 e os 15 anos. Barr (1998), citado em
Quinn et al. (2002) também ja tinha referido um pico de incidéncia de PIF a partir dos 10

anos de idade.



O risco de desenvolver PIF é maior nos gatos muito jovens, uma vez que a falta de maturi-
dade do sistema imunitario (Sl) permite uma replicagcéo viral menos controlada nestes ani-
mais, facilitando a ocorréncia da mutagao viral (Hartmann, 2005). Pensa-se que o segundo
pico de surgimento da doenga esteja relacionado com o declinio da imunidade celular asso-
ciado a idade, imunossupressao por doenca concomitante ou terapia imunossupressora
(estas duas ultimas situagbes mais frequentes em animais mais velhos), que facilitam a
replicagao viral com consequente, maior probabilidade de desenvolver a doencga (Bell et al.,
2006).

Num estudo efectuado por Pesteanu-Somogyi, Radzai & Pressler (2006), em que se avaliou
a raga como factor de risco de PIF, verificou-se que prevaléncia da doenca era maior em
gatos de racga: 1,3% contra 0,35%. Algumas ragas pareceram ter maior predisposicéo para a
PIF, em particular o Birmanés, Ragdoll, Bengal, Rex (Cornish e Devon), Abissinio e o Hima-
laio. Outras ragas como o Burmés, Exético de Pélo Curto, Manx, Persa, Azul da Russia e
Siamés nao mostraram estar sob risco acrescido quando comparadas com gatos de racga
indeterminada.

Este maior risco nalgumas ragas ou linhagens familiares pode ser provocado pela concen-
tracdo de factores hereditarios predisponentes através de cruzamentos consanguineos ou
em populagdes fundadoras pequenas (Pesteanu-Somogyi et al., 2006). No entanto, existem
estudos que contrariam as ragas anteriormente referidas como mais predispostas, pelo que
se julga que a susceptibilidade estara mais ligada a linhagem familiar que a raga (Pedersen,
2009). Nao se sabe ao certo que factor(s) determinante(s) de doenga associados ao hospe-
deiro pode(m) estar implicado(s), mas devemos incluir o complexo maior de histocompatibi-
lidade e os receptores dos linfocitos T (Kennedy, 2009).

Além dos factores inerentes a raga ou linhagem, estes gatos sdo mais frequentemente man-
tidos em gatis de criagédo, o que por si s6 constitui um ambiente de maior stress pelo maior
numero de animais, introdugéo regular de novos gatos e reproducao frequente. A maior
densidade populacional destas instalagdes (Pesteanu-Somogyi et al., 2006) e o facto de as
crias excretarem mais virus que os adultos (Pedersen, Sato, Foley & Poland, 2004) estao
também relacionadas com uma maior exposigado ao coronavirus por parte destes gatos.

O papel do género do animal e a importancia da influéncia hormonal no Sl, em particular na
resposta mediada por células, ainda nao sao claros (Benetka et al., 2004). No estudo de
Rohrbach, Legendre, Baldwin, Lein, Reed & Wilson (2001) observou-se um risco maior para
machos inteiros e menor para fémeas esterilizadas. Investigacdes mais recentes corroboram
estes resultados com 62.4% dos animais afectados sendo machos e 37.6% fémeas (Benet-
ka et al., 2004). No entanto, Pesteanu-Somogyi et al. (2006) ndo encontraram diferencas
significativas entre sexos.

O stress é também um factor predisponente, pelo que evitar situagbes como cirurgias, idas a

gatis/hoteis, mudancas de meio ambiente ou traumas, é primordial no maneio de um gato



FCoV positivo (Addie et al. 2009). Outros factores, que tém sido menos vezes associados ao
aumento do risco de doenga, incluem a estacdo do ano (ha mais casos diagnosticados no
Inverno), co-infecgéo por FelLV e/ou FIV, e outras situagdes que comprometam a imunidade
(Benetka et al., 2004; Hartman, 2005).

3.3. Transmissao

As fezes sdo a maior fonte de FCoV e a principal via de transmissao é a fecal-oral, através
do contacto com fezes ou fomites que contenham o virus. (Addie et al., 2009).

Além dos aredes partilhados, também aerossois expelidos, roupas, brinquedos, tacas da
comida para varios gatos ou grooming reciproco sao possiveis meios de transmissao indi-
recta (Addie & Jarret, 2006; Addie et al., 2009).

A transmissao através de pulgas e piolhos € improvavel (Hartmann, 2005; Addie & Jarret,
2006). Apenas descrita numa gata que desenvolveu a doenca durante a gravidez, a trans-

missao transplacentaria é extremamente rara (Addie & Jarret, 2006).

3.4. Infeccao

Os gatos infectam-se sobretudo por ingestdo, mas também por inalagdo do FCoV (Addie &
Jarret, 2006).

Em instalagcbes de reproducgao e criacdo, ou outro tipo de populagdes em que o FCoV seja
endémico, os gatinhos sdo infectados muito precocemente. Desconhece-se a idade exacta
mas podera ocorrer logo antes das 2 semanas de idade ou entdo apds as 4-6 semanas,
associado a perda dos anticorpos maternos. A mae é geralmente a fonte de infecgdo (Addie
et al. 2009; Kennedy, 2009).

Num estudo em que se avaliou a excregao fecal por RT-PCR, 13% dos gatos infectados
tornam-se portadores persistentes assintomaticos, provavelmente durante toda a vida
(Addie & Jarrett, 2001). A deteccado destes portadores requer resultados positivos de RT-
PCR das fezes durante 9 meses (Addie & Jarret, 2006). Enquanto o animal estiver infectado
a excrecgao sera continua (Addie et al., 2009). A maioria dos restantes gatos fica apenas
temporariamente infectada, de tal forma que depois de algum tempo, geralmente meses, os
animais deixam de excretar o virus e voltam a ser seronegativos. Podem voltar a ser reinfec-
tados pela mesma estirpe ou por outra. Muito poucos gatos parecem ser naturalmente resis-
tentes a infecgao (Addie & Jarret, 2001).

Presume-se que o virus seja mantido e disseminado na populagao por gatos persistente-
mente infectados, que além de actuarem como reservatorios do FcoV, podem também ser

fonte de diferentes variantes do virus (Addie & Jarret, 2001).



A excrecdo do virus faz-se essencialmente nas fezes, mas possivelmente também nas
secrecgdes respiratdrias e na urina. No inicio da infecgdo, o virus replica-se nas amigdalas e
na orofaringe, sendo excretado na saliva (Addie & Jarret, 2006).

O virus comega a ser excretado nas fezes até uma semana apds a infecgdo (Pedersen,
2009), iniciando-se a excregao viral geralmente ao segundo dia (Addie & Jarret, 2006). A
excrecao ocorre a partir do ileo, do célon e do recto e pode ser permanente até 18 meses ou
mais, persistente até aos 4-6 meses e a partir dai intermitente, ou terminar ao fim de 6-8
meses (Pedersen et al. 2008 citado em Perdersen, 2009).

E possivel que os padrdes de excrecdo sejam diferentes para cada serdétipo viral: estirpes
laboratoriais do tipo Il s&do excretadas apenas durante algumas semanas, enquanto na
infecgdo natural os virus do tipo | sdo excretados por 65% dos animais durante 2 a 3 meses
e até mais em muitos casos (Addie & Jarret, 2006).

No estudo de Kipar, Meli, Baptiste, Bowker & Lutz (2010) determinou-se que o coélon é o
principal local de persisténcia do FCoV e provavelmente também a maior fonte de excrecéo
recorrente.

42% a 75% dos gatos com PIF excretam o virus (Addie & Jarret, 2006), mas ainda nao foi
encontrado FCoV mutante causador de PIF nas fezes ou noutras excre¢des destes gatos
doentes, pelo que a transmisséo do virus mutante é considerada improvavel em condi¢des
naturais, embora seja possivel por via iatrogénica (Hartmann, 2005).

O stress de entrar num gatil aumenta a excregéo viral 10 a 10° vezes mais. No entanto, o
stress da gravidez e da lactagdo nao provocam este aumento (Addie & Jarret, 2006).

Gatos em gatis ou instituicdes de acolhimento estdo sobre uma pressao de infecgao eleva-
da, pois o virus pode estar a ser excretado por mais de 60% da populagao residente (Peder-
sen, 2009).

3.6. Factores virais

A viruléncia da estirpe é essencial, uma vez que nem todas possuem a capacidade de cau-
sar doenca (Kennedy, 2009).

Os virides do FCoV sao sensiveis ao calor, sendo também rapidamente inactivados por sol-
ventes lipidicos, formaldeido, agentes oxidantes e detergentes nao-iénicos (Quinn et al.,
2002). Na agua, o virus pode sobreviver aderente aos sélidos em suspensao (Gundy, Gerba
& Pepper, 2009).

Os virides do FCoV mantém-se viaveis nas fezes durante 10 dias e podem persistir no meio
ambiente durante 3 a 7 semanas (Arshad, 2010). Este periodo de sobrevivéncia permite que
o virus seja transmitido indirectamente através de fomites como aredes, calgado, méos e
roupa e até durante exposi¢cdes de gatos, embora ndo seja muito frequente (Hartmann,

2005; Addie et al., 2009). A utilizacao de zeolitos de Cobre e Prata tem-se revelado bastante

8



eficaz na diminuicdo da contaminacédo de fomites, contribuindo assim para a nao dispersao
da doenca (Bright, Sicairos-Ruelas, Gundy & Gerba, 2009).

4. Fisiopatologia

A PIF é reconhecida como uma doencga crénica, cuja patogenia ainda nao é totalmente
compreendida (Groot-Mijnes, et al., 2005). O FCoV é necessario para o seu desenvolvimen-
to, mas ¢é incapaz de causar a doenga (Kennedy, 2009). Seja como for, sempre que existe

infeccao por FCoV, existe o risco potencial de PIF (Addie & Jarret, 2006).

4.1. FcoV nos enterécitos

O gato infecta-se com o FCoV por via oronasal (Addie & Jarret, 2006; Pedersen, 2009). O
virus atinge o intestino onde se replica no citoplasma dos enterdcitos maduros do topo das
vilosidades intestinais, causando infecgdo assintomatica ou diarreia, consequente a morte
dessas células (Kennedy, 2009).

Ao contrario do que se considerava anteriormente, o FECV consegue infectar os macrdéfa-
gos e mondcitos, embora nao consiga manter a infecgdo: passa por uma fase de virémia
ligeira e de curta duracdo, muito inferior & experienciada pelo FIPV (Dewerchin, Cornelissen,
& Nauwynck, 2005; Can-Sahna, Soydal Ataseven, Pinar & Og“uzoglu, 2007).

O virus pode persistir no célon e em muitos outros 6rgaos, principalmente nos macréfagos

tecidulares, o que pode representar um fonte adicional de virémia (Kipar, et al., 2010).

4.2. Mutacao

A aquisicdo de tropismo para macréfagos/monécitos é crucial para o desenvolvimento da
PIF (Rottier, Nakamura, Schellen, Volders & Haijema, 2005; Kennedy, 2009).

Existem varios estudos que tentam explicar esta alteracdo no tropismo do virus. A teoria da
“mutacao interna” é, actualmente, a predominante e explica que o FECV sofre uma mutagao
nos enterécitos de um gato infectado, que lhe permite multiplicar-se dentro dos macréfagos
e mondcitos, difundindo-se depois por todo o corpo (Rottier et al., 2005; Addie & Jarret,
2006; Addie et al., 2009; Brown et al., 2009).

A mutacdo € mais provavel em animais em que a resposta imunitaria ndo consegue conter a
replicacdo viral, em particular em gatos jovens e imunocomprometidos (Hartmann, 2005;
Pedersen et al., 2008).

Dye & Siddell (2007) compararam sequéncias de RNA entre virus presentes no jejuno e no
figado; a semelhanca total entre ambas colocaria em causa a teoria anterior. No entanto,
Chang, de Groot, Egberink & Rottier (2010) contradisseram o anterior, pois embora a excre-
¢ao fecal de FIPV seja rara, pode ocorrer em resultado de lesdes intestinais extensas, razao

pelo qual o estudo prévio tera encontrado afinidade total entre os dois virus.
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A forma exacta como ocorre esta mutagdo ainda nao esta esclarecida: ha estudos que suge-
rem que os determinantes da doenca seréo diferencas nas sequéncias da proteina da espi-
cula viral (Rottier et al., 2005), na proteina ndo estrutural codificada pelo gene 7b e/ou na
proteina ndo estrutural codificada pelo gene 3c (Brown et al., 2009). Provavelmente sera um
processo multiplo envolvendo mutagdes tanto na proteina da espicula, como nos genes 3c e
7b.

Rottier et al. (2005) afirmam ser uma mutagao na proteina da espicula, a responsavel pela
capacidade de infecgdo dos macréfagos, sendo a regido da proteina S que medeia a fuséo
do envelope viral com a membrana plasmatica durante a entrada do virus (S2), o dominio
critico que confere tropismo para os macréfagos/mondcitos.

Lin et al. (2009) realizaram um estudo em que se conclui que deleccdes no gene 7b estao
presentes em ambos os bidtipos, ou seja, a mutagdo que leva a essa delecgédo ndo se corre-
laciona com a patogenicidade.

Segundo Chang et al. (2010), o gene 3c esta mutado na maioria dos gatos com PIF, mas
nao em todos, indicando que uma mutacdo nesse gene nao pode ser a causa, ou pelo
menos a causa Unica da doenga. Sugerem ainda que o produto deste gene seja essencial a
replicagdo nos enterdcitos, mas que deixe de o ser quando o virus sofre mutacédo. De tal
forma que o virus com esta mutacdo n&o se replica tdo bem no tracto gastrointestinal, o que
pode explicar ndo haver surtos de PIF como ha de enterites por FECV.

Esta teoria da mutacao interna tem sido alvo de varias especulagdes, por exemplo, em rela-
¢ao a localizagao da(s) mutacao(des) (Haijema et al., 2004, Rottier et al., 2005) e pelo facto
de os dois bidtipos ndo serem distinguiveis in vitro por métodos serolégicos ou genéticos
(Shiba et al., 2007).

Uma hipodtese alternativa a da “mutacdo interna” é a da “circulagao virulenta/nao-virulenta”,
que sugere que ambos os biétopos circulam na populagado de gatos e que gatos suscepti-
veis aos biétopos virulentos desenvolvem a doenga (Brown et al., 2009).

Existe ainda outra corrente de pensamento que afirma que qualquer FCoV pode causar PIF,
a carga viral e a resposta imunitaria do individuo € que determinam se ocorre doenga ou n&o
(Addie et al., 2009).

Provavelmente, a doencga resultara tanto das caracteristicas genéticas do virus como da
resposta imunitaria do hospedeiro (Brown et al., 2009; Addie et al., 2009). De acordo com
esta premissa esta o facto de terem sido identificados virus mutantes em 20% dos gatos
infectados por FECV, indicando que mutantes com tropismo para os macréfagos aparecem
com muita frequéncia, embora apenas uma pequena porg¢ao consiga despoletar a doenca.
Pensa-se que uma resposta celular rapida e eficaz consiga controlar a maioria das infec¢oes
a nivel dos linfonodos mesentéricos (Pedersen, 2009).

O grau de infec¢do dos macréfagos e a replicagdo viral in vitro estdo associados a viruléncia

do bidtipo do FCoV. Por esta razéo é provavel que o desenvolvimento da PIF esteja relacio-
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nado com a extensao da infeccdo dos mondcitos. Pensa-se também que os gatos passem
por fases recorrentes de virémia associada aos mondcitos com o desenvolvimento de novas
lesdes em cada fase (Kipar, May, Menger, Weber, Leukert & Reinacher, 2005).

Battilani et al. (2003) analisaram a composi¢cao dos quasispecies e a sua relagao filogenética
em gatos com infecgdo natural, determinando que quanto maior for a heterogeneidade,

maior é a gravidade da doenga, talvez por sobrecarga do S| do hospedeiro.

4.3. Entrada do FIPV nos Macrofag

Como o serdtipo Il cresce melhor que o serdtipo | em culturas de células, o processo de
desenvolvimento da doencga esta mais estudado para o serétipo I, razéo pela qual os resul-
tados dos diversos estudos devem ser interpretados com cuidado (Pedersen, 2009).

A ligacdo do FIPV aos macrofagos/mondécitos implica a interacgao entre a proteina das
espiculas, mais propriamente entre o seu dominio S1, e os receptores celulares ou através
de anticorpos (Huang, Bosch, Li, Li, Lee, Ghiran, Vasilieva, et al., 2005; Regan et al., 2008;
Pedersen, 2009).

O receptor para o FCoV serétipo | permanece desconhecido mas pensa-se que sera uma
proteina da membrana dos enterdcitos apicais. Quanto ao serétipo Il sabe-se que utiliza
uma enzima, a aminopeptidase-N espécie-especifica (APN) (Addie & Jarret, 2006; Dye,
Temperton & Siddel, 2007; Takano, Katada, Moritoh, Ogasawara, Satoh, Satoh, et al.,,
2008). A APN (ou Cluster differentiaton [CD] 13) € uma glicoproteina transmembranar pre-
sente nas membranas apicais das células epiteliais do tracto respiratério, entérico, células
renais, sinapses e células do Sl (mondcitos, células dendriticas e granulécitos) (Tusell,
Schittone. & Holmes, 2007).

A entrada do FIPV nos macréfagos/monécitos pode ser facilitada pela presenga de anticor-
pos, através da ligagdo entre a porgao Fc do anticorpo anti-proteina S e o receptor Fc na
superficie dos mondécitos/macréfagos (fendmeno conhecido por ADEI, ou potenciacdo da
infeccao dependente de anticorpos) (Regan et al. 2008; Takano et al., 2008; Huisman, Mar-
tina, Rimmelzwaan, Gruters, & Osterhaus, 2009). Quando os anticorpos estdo ausentes o
FIPV infecta as células através do receptor APN, como ja referido, o qual n&do esta envolvido
na ADEI (Takano et al., 2008). O papel do ADEI nas infecgdes naturais ainda nao é claro,
uma vez que estudos de campo revelam que os gatos tém maior probabilidade desenvolver
PIF num primeiro contacto com o virus, quando a partida ainda ndo possuirdo anticorpos
(Addie et al., 2009).

Apés a fixagdo a superficie da célula, o virus é internalizado por endocitose, ndo por fusédo
directa com a membrana plasmatica, hum processo independente de clavéola e clatrina,
mas fortemente dependente de dinamina (proteinas intervenientes na endocitose e forma-
¢ao de vesiculas nas células eucariéticas) (Van Hamme, Dewerchin, Cornelissen, Verhas-
selt & Nauwynck, 2008).
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O que ocorre depois da entrada do virus na célula-alvo ainda ndo € totalmente claro. Regan
et al. (2008) propdem que apods endocitose, o FCoV liberte o seu material genético através
da fusdo da membrana do endossoma com o envelope viral, activada por acgdo conjunta da
descida da pH e de catepsinas. A descida de pH ocorre a medida que o endossoma amadu-
rece, o que activa por si s6 a fusdo e permite a activagdo das catepsinas, protesases de
cisteina tipicas do sistema endossomal/lisossoma. De entre os varios tipos destas enzimas,
a catepsina B e a catepsina L, com maior importancia para a primeira, demonstraram nesse
estudo ser as activadoras da fusdo (Regan et al., 2008). A estirpe de FECV utilizada no
estudo pareceu ser mais dependente de todo o processo no endossoma, do que as estirpes
de FIPV, as quais foram detectadas mais cedo no citoplasma celular, escapando a digestao
nos lisossomas (Regan et al., 2008; Takano et al., 2008). Estas diferengas poderao ajudar a

explicar as propriedades patogénicas distintas dos dois biétopos.

4.4. Formacado da Lesao

Durante os primeiros dias pds-infecgdo, a replicacdo do FIPV nos macréfagos ocorre de
forma muito lenta. Quando ha cura espontanea é neste estado quiescente inicial (Pedersen,
2009).

Ao fim de 10-21 dias da-se um aumento dramatico na replicagao e na libertacdo de particu-
las virais, e infeccdo de novos macréfagos, com generalizagao sistémica do virus associado
aos monocitos (Norris, 2007; Pedersen, 2009). Esta disseminagdo depende do estado imu-
nitario do hospedeiro, em particular da resposta imunitaria celular (Takano, Hohdatsu, Toda,
Tanabe & Koyama, 2007a).

Quando a infeccao nao é contida, o virus espalha-se pelos linfonodos mesentéricos, serosas
do intestino e em menor propor¢ao na pleura e no omento. Alguns virus conseguem atingir
as meninges, especialmente na superficie caudal e ventral do cérebro, em redor dos ventri-
culos, dura-mater da medula espinal, Uvea e retina (Hartmann, 2005; Pedersen, 2009).

Com a virémia comeca a produgao de anticorpos numa tentativa do organismo em debelar a
infeccao, embora sem eficacia como sera explicado adiante (Groot-Mijnes et el., 2005;
Pedersen, 2009).

Ao atingir os tecidos alvo, os mondcitos infectados comecam por aderir as células endote-
liais (Kipar et al., 2005; Addie & Jarret, 2006). Esta adesao esta facilitada pela forte expres-
sdo a superficie dos mondcitos, de moléculas mediadoras da interaccdo com as células
endoteliais (CD 18 ou integrina p2), mas também pelo facto dos mondcitos e macréfagos
excretarem Interleucina (IL-) 1B e Factor de Necrose Tumoral (TNF-)a, citoquinas que
aumentam a expressao das adesinas endoteliais e assim, a adesdo dos mondcitos as célu-
las endoteliais. Toda esta dindmica faz com que a PIF se desenvolva e persista através de
reacgdes autdcrinas e paracrinas (Kipar et al., 2005). As células endoteliais também pare-

cem contribuir para o desenvolvimento da vasculite através do aumento da expressao do
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Complexo de Histocompatibilidade Maior (MHC) Il e activacdo morfolégica verificados
durante a virémia associada aos mondcitos. A expressdo aumentada do MHC Il pode ser
estimulada pelo TNF-a (Kipar et al., 2005).

Depois de terem aderido ao endotélio de pequenas vénulas, os mondcitos libertam metalo-
proteinases que enfraquecem as jungdes intercelulares endoteliais, permitindo a sua diape-
dese (e consequentemente, a entrada do virus nos tecidos ao liberta-los quando morrem) e
a extravasao de plasma (Kipar et al., 2005; Addie & Jarret, 2006). O virus libertado atrai
anticorpos, complemento, mais mondcitos e neutréfilos (Hartmann, 2005). Os mondcitos
diferenciam-se em macréfagos activados libertando citoquinas pré-inflamatérias, em particu-
lar enzimas vasoactivas, factores quimiotaticos e mediadores da inflamagao. As primeiras
provocam a retraccdo das células endoteliais, aumentando a permeabilidade vascular, o que
permite o extravasamento de proteinas plasmaticas e a formagao de um exsudado rico em
proteinas (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006). Os factores quimiotaticos atraem novos
mondcitos que acabam também infectados, promovendo a continuidade da lesdo (Dewer-
chin et al., 2005). Os mediadores da inflamagao activam enzimas proteoliticas que destroem
os tecidos (Hartmann, 2005).

O resultado é o piogranuloma (Figura 3), ou seja, um processo inflamatério sob a forma de
vasculite que se caracteriza por um infiltrado composto principalmente por macréfagos com
presenga de um exsudado rico em proteina (Kipar et al., 2005; Pedersen, 2009). Nesta
leséo, neutrdfilos e linfocitos T constituem minorias e os linfécitos B encontram-se na perife-
ria em redor dos infiltrados granulomatosos (Dewerchin et al., 2005; Addie & Jarret, 2006;
Pedersen, 2009). Esta ultima caracteristica reflecte a longevidade do processo inflamatdrio,
pois foi ja demonstrado que os linfocitos B substituem progressivamente os macréfagos nos

granulomas da PIF (Kipar et al., 2005).

Figura 3: Piogranulomas na serosa de intestino de gato com a forma exsudativa da PIF. Imagem
retirada de Sharif et al., (2010).
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O nuamero crescente de linfécitos B e de plasmdécitos a delimitar as lesbes granulomatosas e
de vasculite providencia novos anticorpos e a formagao de complexos imunes. A activacao
do receptor Fc e do complemento aumentam a actividade fagocitica dos macréfagos e tam-
bém a infeccao de novos macrofagos (Kipar et al., 2005).

Segundo alguns Autores (citados em Takano et al., 2007a), a destruicao tecidular associada
ao FIPV deve-se principalmente a resposta dos proprios tecidos através de reacgdes de
hipersensibilidade Il (o tecido é destruido por enzimas libertados pelos leucécitos polimorfo-
nucleares neutréfilos estimulados por deposicdo de imunocomplexos) ou tipo IV (citotoxici-
dade mediada por células).

O processo inflamatério da PIF restringe-se as veias, em particular as dos érgaos ja referi-
dos. Sabe-se que as células endoteliais venosas induzem uma adesado mais intensa dos
leucocitos que as arteriais. Em alguns érgdos como o cérebro, as células endoteliais tém
uma tendéncia reduzida para fixar linfécitos. No entanto, esta tendéncia inverte-se em res-
posta ao TNF-a e ao IFN-y. O TNF-a estimula também o VCAM-1 das células endoteliais
venosas, o que explica a restricdo da inflamacéao as veias. O receptor do VCAM-1, o VLA-4,
€ uma B1 integrina que nao & expressada pelos neutrdéfilos, o que explica a pequena quanti-
dade de neutrdéfilos presente no infiltrado inflamatério da vasculite por FIPV (Kipar et al.,
2005).

5. Resposta Imunitaria

A imunidade na infecgao por FIPV é complexa por varias razées, nomeadamente pelo facto
de a imunidade humoral ndo ser importante para a protecgao e, pelo contrario, poder contri-
buir para a patogénese da doenca. Além disso, o tipo e a magnitude da resposta imunitaria
parecem determinar a forma que a infecgao tera. Esta ultima afirmacéo € ainda uma hipote-
se, mas ja existem varias provas de que uma resposta imunitaria humoral forte e uma res-
posta celular fraca ou inexistente induzem a forma exsudativa da PIF e uma resposta humo-
ral com uma resposta celular intermédia permitira o desenvolvimento da forma nao-
exsudativa da doenca. Finalmente, uma forte resposta imunitaria celular evitara a doenca
(Pedersen, 2009).

5.1. Resposta Imunitaria Humoral

Como referido anteriormente, os anticorpos na PIF parecem nao conseguir bloquear a infec-
¢do, mesmo que os mondcitos infectados expressem o antigénio viral a sua superficie
(Dewerchin et al., 2005), como sera detalhado mais a frente.

Nesta doenca, os anticorpos participam em dois processos que nada tém que ver com a
resposta imunitaria. Um destes processos € uma reaccao de hipersensibilidade tipo-Arthus

(tipo 1), centrada nas pequenas vénulas, com vasculite, edema, migracao de células infla-
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matdrias e necrose caracteristicas, em resposta a presenca de antigénio viral e 1IgG dentro
das células mononucleares, fibrinogénio livre e C3 (Kipar et al., 2005; Pedersen, 2009).
Supdbe-se que esta reacgdo se inicie com a deposicdo de complexos imunes nas paredes
dos vasos, e posterior fixacdo do complemento levando ao desenvolvimento da leséo.
Assume-se que os complexos sejam reconhecidos pelos macréfagos, mas que nao sejam
apresentados as células NK e que por isso ndo sejam destruidos (Kipar et al., 2005). A
deposicdo de complexos imunes ocorre principalmente em locais de elevada pressao san-
guinea como o peritoneu, os rins e a Uvea (Hartmann, 2005).

A presenga de complexos imunes FCoV-especificos no sangue periférico e nos vasos glo-
merulares, associados aos titulos elevados de gamaglobulinas e C3, corrobora com o pro-
cesso supra-referido (Kipar et al., 2005). No entanto, também segundo Kipar et al. (2005)
faltam evidéncias que confirmem este tipo de reacgédo no decurso da PIF, pois as IgG e os
complexos imunes podem ficar presos inespecificamente, em especial em locais de necrose
da parede dos vasos. Também o facto de as articulagdes e a pele serem raramente afecta-
das (Addie & Jarret, 2006) e de haver falta de envolvimento arterial e das vénulas pos-
capilares fazem duvidar da natureza da reaccao (Kipar et al., 2005).

O outro processo em que os anticorpos intervém é a potenciacédo da infeccdo mediada por
anticorpos (ADEI). Este processo descreve o aumento do numero de macrofagos infectados
na presencga de anticorpos, uma vez que as particulas virais cobertas por anticorpos ou por
proteinas do complemento conseguem utilizar o receptor Fc dos macréfagos para os infectar
(Hodatsu et al., 1998 citado por Pedersen, 2009; Groot-Mijnes et el., 2005). Este fenédmeno
é especifico do serdtipo viral e envolve anticorpos para epitopos das espiculas, os quais sdo
neutralizadores in vitro (Hodatsu et al., 1998 citado por Pedersen, 2009). Embora importante
em infec¢des experimentais, onde quanto mais virulenta é a estirpe, mais provavel que utili-
ze o ADEI, este evento ndo parece ser relevante nas infecgdes de campo. (Pedersen, 2009).
Os anticorpos poderao nao ser sempre prejudiciais: numa experiéncia realizada por Gonon,
Duquesne, Klonjkowski, Monteil, Aubert & Eloit (1999) em que se compararam os anticorpos
presentes em gatos que eliminaram a doenga ou que ficaram cronicamente infectados com
o FECV, verificou-se que nos primeiros o titulo de anticorpos contra a glicoproteina S era 30
vezes superior aos gatos cronicamente infectados, sugerindo que os anticorpos podem favo-
recer a eliminagdo da infecgdo natural, ndo sendo um factor de risco para infecgbes croni-
cas.

Takano, Azuma, Hashida, Satoh & Hohdatsu (2009) descobriram que os linfécitos B sao
sobrestimulados a diferenciarem-se em plasmécitos durante a infeccdo pelo FIPV. Os
macrdéfagos infectados produzem factores de sobrevivéncia dos linfécitos B, nomeadamente
a IL-6 (que estimula a diferenciacdo em plasmécitos e inibe a apoptose dos linfécitos B), o
ligando do CD40 (que inibe a inducdo da apotose dos linfocitos B) e o factor activador dos

linfocitos B pertencente a familia do TNF-a (BAFF; inibidor da apoptose dos linfocitos B). A
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expressao do gene Blimp-1 (B-limphocyte maturation protein -1; principal gene responsavel
pela diferenciagdo em plasmacitos) também esta aumentada.

A producéo viral e a expressao de IL-6, ligando do CD40 e BAFF estdo muito mais aumen-
tados nos macrofagos infectados através do ADEI que nos infectados apenas pelo virus
(Takano et al., 2009). Segundo estes Autores, quanto maior o numero de macréfagos infec-
tados maior a expressdo do mRNA dos factores de diferenciagao/sobrevivéncia dos linfoci-
tos B, por esses mesmos macrofagos. Contudo esta ultima hipotese ainda nao esta prova-
da.

5.2. Resposta Imunitaria Celular

Segundo a revisdo de Pedersen (2009) varias sao as provas reunidas que apontam a imuni-
dade celular como a resposta mais eficaz contra o FIPV.

Groot-Mijnes et al. (2005) definiram a eficacia da resposta inicial dos linfécitos T como
determinante para a progressao da doenca e em ultima analise, para o seu desfecho. Os
gatos que sobrevivem a infecgdo tém os linfocitos T CD8" activados contra a proteina S
(espiculas) que constitui o alvo principal destas células (Groot-Mijnes et el., 2005).

A deplecao das células T provocada na PIF ocorre muito cedo na infecgéo viral e correlacio-
na-se com a replicagao viral. Groot-Mijnes et el. (2005) propuseram que esta deplecédo dos
linfocitos T resulte numa imunodeficiéncia aguda.

Kiss, Poland & Pedersen (2004), reportam que a imunidade contra o FIPV esta relacionada
com um desequilibrio entre o Factor de Necrose Tumoral-a, o Interferdo-y e as repercussoes
desse desequilibrio nos linfécitos. Assim sendo, uma resposta TNF-o elevado/IFN-y baixo
favorece a doenca e o inverso indica montagem de uma resposta imune eficaz.

O papel negativo do TNF-a foi recentemente documentado por Takano et al., (2007a). Esta
molécula libertada pelos macréfagos induz a apoptose dos linfocitos, particularmente dos T
CD8", essenciais na debelacdo da infecgdo. Deste modo uma sobreproducéo de TNF-a é
indicativa de um progndstico reservado.

O TNF-a liga-se ao Receptor do Factor de Necrose Tumoral (TNFR), induzindo sinais de
apoptose nestas células. Existem dois tipos deste receptor: TNFR1 que esta directamente
relacionado com a morte celular e TNFR2 que auxilia na transdugéo do sinal de apoptose.
Nao se sabe porqué, mas a expressdao do mRNA destes receptores esta aumentada nos
linfocitos T, principalmente nos CD8", sugerindo que estas células estdo mais susceptiveis a
apoptose induzida pelo TNF-a que as outras subpopulagdes de linfocitos (Takano, Hohdat-
su, Hashida, Kaneko, Tanabe & Koyama, 2007b). A taxa de apoptose dos linfécitos B na PIF
€ inferior a dos linfécitos T (lembrar os factores de sobrevivéncia segregados pelos macro-
fagos) (Takano et al., 2007b).
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A apoptose dos linfécitos T ocorre principalmente nos linfonodos e bago, mas também no
sangue periférico (Dean, Olivry, Stanton & Pedersen, 2003; Kipar, Meli, Failing, Euler, Sch-
wartz, et al., 2006).

As mitogen-activated protein kinase (MAPKs) sdo uma familia de proteinas que servem
como intermediarias na via de sinalizacdo das células para processar e responder aos esti-
mulos exteriores, através da regulagédo de factores da transcrigdo (Regan, Cohen & Whitta-
ker, 2009). A infeccdo com o FIPV provoca uma activagao rapida da via MAPK p38, proces-
SO que esta relacionado com a produgao das citoquinas pro-inflamatérias: TNF-a e IL-1p.
Ainda nao se conhece como o virus faz esta activagdo, embora se saiba que a aminopepti-
dase N é uma porta para esta via, pelo que podera ser durante a entrada do virus na célula
que a activacao é feita (Regan et al., 2009).

De acordo com Gelain, Meli & Paltrinieri (2006), o aumento da expressao das citoquinas em
particular da I-1p e do IFN-y é indicativo da montagem de uma resposta imunitaria protecto-
ra.

O aumento da expressao de citoquinas pelos leucdcitos do sangue periférico (Kiss et al.,
2004) ou o aumento do numero de linfécitos a produzir IFN-y no sangue e linfonodos esta
referido em gatos saudaveis que vivem em gatis em que a doencga é endémica (Paltrinieri,
Ponti, Comazzi, Giordano & Poli, 2003b; De Groot-Mijnes et al., 2005). Pelo contrario, gatos
com PIF nado tém IFN-y sérico aumentado, o que podera reflectir a baixa expressédo desta
citoquina pelos linfécitos periféricos (Gelain et al., 2006) ou a diminuicdo do nimero de linfé-

citos no sangue ou nos linfonodos (Paltrinieri et al., 2003a; De Groot-Mijnes et al., 2005).

5.3. Evasdo ao Sistema Imunitario

A presenca de antigénios virais na superficie das células é importante para o reconhecimen-
to e eliminagdo das mesmas por parte do Sl (Dewerchin et al., 2005).

Em gatos infectados com o FIPV, os mondcitos podem escapar ao Sl por ndo expressarem
antigénios virais a superficie da célula, embora uma porcao destas células o faga (Dewer-
chin et al., 2005). Cornelissen, Dewerchin, Van Hamme & Nauwynck (2007) notaram que
mondcitos infectados pelo FIPV expressam o MHC | a superficie, mas sem apresentarem
antigénios virais.

Segundo Dewerchin, Cornelissen & Nauwynck (2006) os anticorpos conseguem ligar-se aos
antigénios virais que algumas células infectadas expressam a superficie, mas ao fazé-lo
despoletam a internalizagdo desses antigénios. A membrana plasmatica fica entao livre de
proteinas virais e a célula infectada invisivel ao Sl, podendo continuar a produzir virus sem
ser eliminada, ou entrar num estado quiescente (Dewerchin et al., 2006) que pode explicar o
longo periodo de incubagao que a doenca por vezes demonstra (Dewerchin et al., 2006).
Esta internalizagdo depende de enzimas serina/treonina quinases, uma via até agora nunca

descrita (Dewerchin, Cornelissen, Van Hamme, Smits, Verhasselt & Nauwynck, 2008).
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Depois da internalizagdo, os complexos antigénio-anticorpo fazem uma curta passagem
pelos endossomas primarios, acumulam-se nos secundarios, deixando-os depois sem terem
sido digeridos pelos lisossomas (Dewerchin et al. 2008).

Se a internalizacao dos antigénios pudesse ser bloqueada, a resposta humoral seria eficaz,
contribuindo para a eliminagdo dos mondcitos infectados (Cornelissen et al., 2007; Dewer-
chin et al., 2008).

Cornelissen, Dewerchin, Van Hamme & Nauwynck (2009) determinaram outro mecanismo
de evasao viral: as células infectadas pelo FIPV conseguem sobreviver a lise pelo comple-
mento mediado pelos anticorpos, ndo soé pela auséncia de expressao de antigénio a superfi-
cie, mas também através da inibicdo da lise celular mediada pelo complemento. A forma de
se evadir do complemento pode ser através de proteinas codificadas pelo préprio virus que
sejam semelhantes as proteinas inibidoras da cascata de reacgao ou pela actividade recep-

tor Fc na proteina das espiculas. Nenhuma destas hipéteses esta comprovada.

6. Apresentacao clinica

Apos a infecgdo com o FCoV, o gato pode sofrer quatro possiveis destinos:
4 desenvolver PIF (5-12%),
4 ficar temporariamente infectado, excretar o virus durante alguns meses, tornar-
se seropositivo, deixar de excretar e serorreverter, ficando de novo susceptivel a
infeccao (a maioria dos casos);
4 tornar-se um portador para o resto da vida (13%);
& ser naturalmente resistente a infeccao (pequena minoria) (Addie, 2005).
Como ja foi referido anteriormente, a PIF € uma doenga imunomediada, progressiva e fatal
(Foley, Rand & Leutenegger, 2003), cujo diagnéstico é um desafio para os clinicos.
Uma boa anamnese, exame fisico e uma escolha e interpretacao adequadas dos testes de

diagnéstico sao a pedra angular do diagndstico ante mortem (Diaz & Poma, 2009).

6.1. Historia pregressa

A historia pregressa dos animais doentes revela frequentemente contacto com outros gatos
no ano anterior, por exemplo em gatis, abrigos temporarios, ou mais raramente em hospitais
veterinarios e em exposi¢des (Addie & Jarret, 2006).

O periodo de incubacgao, em infec¢des naturais, € desconhecido e provavelmente depende-
ra do Sl de cada animal (Hartmann, 2005). Geralmente os gatos com a forma humida sao
levados ao veterinario 4 a 6 semanas depois de serem introduzidos numa casa nova, cirur-
gia electiva ou outra situagéo de stress (Addie & Jarret, 2006; Kennedy, 2009), enquanto os

gatos com a forma seca podem aguentar durante meses e até anos (Addie & Jarret, 2006).
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O risco de desenvolver PIF é maior nos primeiros 6 a 18 meses apos a infecgdo (Hartmann,
2005; Pedersen, 2009).
A maioria dos casos ocorre em gatos jovens (geralmente com menos de 1 ano de idade), e

mais frequentemente em ragas puras (Addie & Jarret, 2006; Kennedy, 2009).

6.2. Formas da Doenca

A apresentacédo clinica da PIF é extremamente variavel, reflectindo a variabilidade da distri-
buicdo da vasculite e lesbes piogranulomatosas, que pode afectar varios tecidos e 6rgaos,
incluindo pulméao, figado, bago, mesentério e cérebro (Addie et al., 2009).

A PIF tem sido classificada sob duas formas principais: a exsudativa/himida e a ndo exsu-
dativa/seca (Addie et al., 2009; Pedersen, 2009, Kennedy, 2009; Diaz & Poma, 2009). Ha
quem considere que estas duas formas sdo apenas modos extremos de apresentagao, com
a maioria dos animais a manifestar sintomas de ambas (Maxie, 2007; Addie et al., 2009) e
ha quem refute que o mesmo gato ndo pode manifestar as duas formas da doenga em
simultadneo (Pedersen, 2009). H4 ainda uma forma rara da doenca descrita em gatos jovens
com vomito e diarreia associados a lesdes piogranulomatosas intestinais (Addie et al.,
2009).

6.2.1. PIF Exsudativa/Humida

Esta é a forma mais frequente da doenga, embora o nimero de casos da forma seca esteja
a aumentar (Pedersen, 2009). De grosso modo tem-se esta como sendo a forma aguda,
ocorrendo geralmente 4 a 6 semanas apoés a infecgdo ou a um evento stressante, apesar de
poder ocorrer em casos terminais de PIF ndo-exsudativa/seca (Addie & Jarret, 2006).

A sua caracteristica mais evidente é a acumulagéo de liquido nas cavidades corporais em
~75% dos casos, nomeadamente no abdémen, térax e saco pericardico (Gruffydd-Jones,
2009; Addie et al., 2009) (Figura 4).

Figura 4: Dilatagdo abdominal em gato com a forma humida de PIF. Fotografia: Ana Mota.
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Num pequeno numero de casos, o derrame pode estar restrito ao torax (Addie & Jarret,
2006; Addie et al., 2009) (Tabela 1). A inflamacdo pode afectar a tunica vaginal dos testicu-

los provocando edema escrotal (Addie et al., 2009).

Tabela 1: Distribuicdo relativa da distribuicao dos derrames na forma exsudativa da PIF. Adaptado de
Hartmann (2005).

Localizacdo do derrame | Proporcéo de animais afectados

Abdominal

Toréacico

No exame fisico nota-se o abdémen dilatado, o qual pode estar doloroso, € a onda de fluido
é facilmente induzida pela precursao (Addie & Jarret, 2006; Pedersen, 2009). Se o derrame
também for toracico, o gato apresentara dispneia, taquipneia, abafamento dos sons cardia-
cos e até mesmo respiracado ofegante e mucosas cianoéticas (Hartmann, 2005; Addie & Jar-
ret, 2006; Pedersen, 2009). A afeccdo do pericardio pode levar a distensdo do saco pericar-
dico pelo liquido de derrame, tamponamento cardiaco e insuficiéncia cardiaca (Pedersen,
2009). Em caso de derrame pericardico ha abafamento dos sons cardiacos e altera¢des no
electrocardiograma (electric alternans, complexos QRS de baixa voltagem, elevacdo do
segmento S-T [Martin, 2007]) e na ecocardiografia (Hartmann, 2005).

Os animais afectados podem estar alerta ou prostrados, a comer normalmente, com apetite
aumentado ou anoréticos (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006).

Outros sinais possiveis sdo perda de condigcio corporal, atraso no crescimento no caso dos
gatos jovens, mucosas palidas ou ictéricas (Figura 5), febricola (=39,5°C) ou febre flutuante
- ndo responsiva a tratamento com antibidticos - e massas abdominais sentidas a palpacéo,
reflectindo adesdo do mesentério as visceras e aumento dos linfonodos (Hartmann, 2005;
Addie & Jarret, 2006). Raramente, pode ocorrer sinovite generalizada, com consequente
claudicagdo, por deposicdo de complexos imunes e migracdo de mondcitos/macréfagos
infectados para as articulagdes (Pedersen, 2009).

Sinais oculares ou do SNC s&o pouco frequentes nesta forma da doencga (Pedersen, 2009).

Figura 5: Mucosas ictéricas em gato com PIF exsudativa. Fotografia: Ana Mota.




6.2.2. PIF Nao-exsudativa/Seca

Esta € a forma crénica da doenga que ocorre semanas a meses apoés a infec¢do (Addie &
Jarret, 2006). Representa um desafio mais complexo de diagndéstico, pois pode manifestar-
se por sinais vagos e inespecificos como febre, anorexia, perda de peso e prostragdo (Addie
& Jarret, 2006). Estes podem ser mesmo os Unicos sinais, especialmente nos estadios ini-
ciais de desenvolvimento da doenga (Hartmann, 2005; Norris, 2007; Addie et al., 2009).
Sinais mais especificos dependem dos 6rgaos ou tecidos afectados pela vasculite e lesbes
piogranulomatosas (figado, rins, pancreas, baco, linfonodos abdominais, SNC, pulmoes,
TGl, olhos, pele e coracgao) (Norris, 2007; Addie et al., 2009), estando geralmente afectado
mais do que um sistema organico e, mais frequentemente, o TGl e o SNC (Norris, 2007)
(Tabela 2).

Tabela 2: Variabilidade dos sinais clinicos da PIF nas duas formas (% de gatos afectados). Adaptado
de Pedersen (2009).

Sinais clinicos decorrentes do PIF exsudativa/ PIF ndo exsudativa/

envolvimento de: himida seca

Cavidade Peritoneal 58,0 32,0
Cavidade Pleural 11,0 1,1
Sistema Nervoso Central - 23,0
Olhos - 15,0
SNC e Olhos - 8,5
Cavidade Peritoneal e SNC 1,9 -

Cavidade Peritoneal e Olhos 2,8 7.4
Cavidades Peritoneal e Pleural 22,0 4,3
Cavidades Peritoneal e Pleural e SNC 0,9 3,2
Cavidades Peritoneal e Pleural e Olhos 0,9 2,1
Cavidade Peritoneal, SNC e Olhos 0,9 2,1
Cavidade Pleural, SNC e Olhos 0,9 1,1

6.2.2.1. Cavidade abdominal

Os o6rgaos abdominais sao locais frequentemente afectados por estas lesées (Addie et al.,
2009). As lesbes na forma seca da PIF sao maiores, mas em menor nimero e menos dis-
seminadas que as da forma huamida, constituindo granulomas. Estas les6es tendem a pro-
gredir da serosa para o parénquima do 6rgao (Pedersen, 2009).

Os rins e os linfonodos mesentéricos sdo os mais afectados, com o envolvimento dos rins a
manifestar-se por renomegalia e/ou superficie irregular detectaveis a palpacdo. O aumento

dos linfonodos e irregularidades nodulares noutras visceras também s&o palpaveis, podendo
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ser equivocadas com neoplasia (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009). As lesdes abdominais
podem estar associadas com dor abdominal localizada (Pedersen, 2009).

LesBes intra-murais no colon e juncdo ileo-cecocdlica sdo frequentes e estdo geralmente
associadas a diarreia e vomito crénico, podendo ocorrer também obstipagdo (Hartmann,
2005; Addie et al., 2009). A palpacgéo sente-se espessamento das ansas intestinais (Hart-
mann, 2005; Kennedy, 2009).

O gato doente pode ainda apresentar-se ictérico, se houver envolvimento hepatico (Hart-
mann, 2005; Addie & Jarret, 2006).

6.2.2.2. Cavidade toracica

Segundo Pedersen (2009) cerca de 12% dos animais doentes tem a cavidade toracica afec-
tada (Tabela 2). Se os pulmdes estiverem afectados com pequenos granulomas envolvendo
a pleural e o parénquima pulmonar subjacente (Addie & Jarret, 2006; Pedersen, 2009), o
animal pode apresentar-se dispneico e a radiografia toracica revelar aumento heterogéneo
da densidade (Addie & Jarret, 2006). Pneumonia piogranulomatosa foi ja reportada em

alguns casos conduzindo a dispneia grave (Addie et al., 2009).

6.2.2.3. Sistema Nervoso Central

Na forma seca, 25-33% dos gatos apresentam sinais neuroldgicos (Addie & Jarret, 2006;
Pedersen, 2009), que variam de acordo com a localizagdo e a gravidade das lesdes, assim
como com o envolvimento de outros 6rgaos (Pedersen, 2009; Diaz & Poma, 2009). Sinais
multifocais sdo mais comuns, embora também surjam sintomas de lesao focal (Kent, 2009;
Diaz & Poma, 2009).

O sintoma mais comum ¢é a ataxia, depois nistagmus e por fim convulsdes (Addie & Jarret,
2006). As convulsdes sao mais frequentes em animais com afecgdo do prosencéfalo; a sua
ocorréncia traduz lesado cerebral extensa e € um indicador de progndstico reservado (Tim-
mann, Cizinauskas, Tomek, Doherr, Vandevelde & Jaggy, 2008).

Outros sinais possiveis sao alteracdo do estado mental, de comportamento, tremores de
intencao (Foley et al., 2003; Addie & Jarret, 2006). Os gatos afectados por vezes demons-
tram sinais compativeis com sindrome vestibular central incluindo head tilt e circling, ataxia
vestibular, défices nas reacgdes posturais, além do nistagmus ja referido (Kent, 2009;
Pedersen, 2009).

Quando a lesao é localizada num nervo periférico ou na medula espinal pode haver parésia
posterior, descoordenacgao, hiperestesia, convulsbes e paralisia dos nervos trigémio, facial,
braquial e ciatico (Addie & Jarret, 2006; Pedersen, 2009).

O virus entra no SNC por via hematdgena através dos macrofagos infectados (Hartmann,
2005), com posterior recrutamento de células inflamatérias e secrecao de citoquinas (Foley

et al., 2003). A forma neurolégica da doenga consiste em meningite, ependimite, periventri-
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culite (com acumulacdo de debris celular nos ventriculos) e coroidite, podendo conduzir a
uma hidrocefalia por obstrugdo do fluxo do liquido cefalo-raquidiano (LCR) (Foley et al.,
2003; Timmann, Cizinauskas, Tomek, Doherr, Vandevelde & Jaggy, 2008; Kent, 2009). Num
estudo (citado em Hartmann, 2005 e Addie & Jarret, 2006) sobre o envolvimento neuroldgico
da PIF, 75% dos animais apresentava hidrocefalia (macro ou microscopicamente) detectavel
na Tomografia Axial Computorizada (TAC) e Ressonancia Magnética (RM). A hidrocefalia
por si s6 pode levar a deméncia, alteragdo da personalidade ou convulsbes (Pedersen,
2009).

6.2.2.4. Olhos

O envolvimento ocular é mais frequente na forma seca que na forma humida da doenca
(Colitz, 2005; Pedersen, 2009). As manifestagdes oculares mais comuns s&o uveite e corior-
retinite, de tal forma que a PIF é considerada a principal causa destes sinais em gatos
(Pedersen, 2009). Sinais de uveite incluem alteragcbes como o sinal de Tindall positivo (tur-
bidez do humor aquoso pela presenga de proteinas plasmaticas na camara anterior, que
resulta da quebra da barreira hemato-aquosa), hiperémia conjuntival e dos vasos ciliares
anteriores, edema da cérnea, diminuicao da pressao intraocular, diminuicdo da capacidade
visual, hifema, hipopion, espessamento da iris, precipitados queraticos, miose,
dor/blefarospasmo e alteragcdoda cor da iris (Colitz, 2005).

No entanto, estas lesbes ndo sao exclusivas da PIF, sendo necessario considerar doencas
sistémicas como a toxoplasmose, FIV, linfossarcoma associado a FeLV, micoses sistémicas
e trauma na lista de diagnésticos diferenciais (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006; Peder-
sen, 2009).

A Uvea pode ser afectada pela deposicao de complexos imunes e consequente inflamacéao
imunomediada (Hartmann, 2005). A uveite anterior, ou mais especificamente a irite, mani-
festa-se primeiramente pela alteracédo da cor da iris, em que toda ou apenas uma parte des-
ta se torna castanha e olhos azuis se podem alterar para verde (Hartmann, 2005; Addie &
Jarret, 2006; Pedersen, 2009). Esta inflamagdo pode também expressar-se através de
outros sinais acima referidos (Colitz, 2005; Hartmann, 2005; Addie et al., 2009).

No seguimento da inflamagao, uma grande quantidade de fibrina, macréfagos e outras célu-
las inflamatdrias depositam-se na parte posterior da cérnea dando origem a precipitados
queraticos caracteristicos da PIF (Figura 5) (Colitz, 2005; Pedersen, 2009). Estes aparecem
como depdsitos (“mutton fat”) no endotélio corneano ventral, os quais podem estar escondi-
dos pela membrana nictitante (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009). Alguns gatos podem
exibir também edema e superficie nodular da iris, discoria ou anisocoria secundarias, perda

repentina da visdo e hifema (Hartmann, 2005; Addie e Jarret, 2006).
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Figura 6: Precipitados queraticos na superficie ventral da cornea em gato com PIF seca. Fotografia:
Ana Mota.

No exame do fundo do olho, observa-se coriorretinite, com cuffing perivascular (represen-
tando vasculite retiniana), que aparece sob a forma de linhas cinzentas difusas de cada lado
dos vasos sanguineos, descolamento retinano linear e neurite 6ptica (Colitz, 2005; Hart-
mann, 2005; Addie & Jarret, 2006; Addie et al., 2009).

Lesoes focais semelhantes aos granulomas dos érgdos parenquimatosos ou piogranulomas
podem ser visiveis na retina e na iris distorcendo a forma da pupila (Hartmann, 2005;
Pedersen, 2009).

6.2.2.5. Outras localizacdes

Além das manifestagcbes mais comuns ja referidas, existem uma série de sinais reportados
menos frequentes, nomeadamente na pele onde podem surgir lesdes nodulares multiplas e
fragilidade cutanea na sequéncia de flebite e periflebite piogranulomatosa necrosante dérmi-
ca na PIF nao-exsudativa (Cannon, Silkstone & Kipar, 2004). Papulas intra-dérmicas nao
pruriginosas no pescogo e térax provocadas por necrolise epidérmica téxica na forma seca
da doenga também ja foram registadas (Pedersen, 2009).

A doenca pode afectar o tracto genital masculino, provocando orquite fibrinosa e necrosante
crénica com consequente aumento dos testiculos, ndo associado a edema escrotal da forma
hamida (Pedersen, 2009) e priapismo, até como unica lesao (Rota, Paltrinieri, Jussich, Uber-
talli & Appino, 2008).

Vigani, Giordano & Travetti (2009) registaram um caso em que a apresentagdo da doencga
se deu sob a forma de um quisto mediastinico. Outras localizagbes menos frequentes para

lesbes secundarias ao FIPV sao o nariz, lingua e ileo (Pedersen, 2009).
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O diagndstico ante mortem de PIF continua a ser dificil e frustrante (Sharif, Arshad, Hair-
Bejo, Omar, Zeenathul & Alazawy, 2010) pela falta de sinais clinicos especificos, de altera-
¢des bioquimicas patognomoénicas e sensibilidade e especificidade baixas dos testes usados
por rotina (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009; Sharif et al., 2010).

Para tal, contribui o facto de as variantes virulentas do FCoV serem antigenicamente iguais
e frequentemente geneticamente indistinguiveis das nao virulentas, tornando dificil a cons-
trucdo de um teste de diagndstico para as identificar (Norris, 2007). O Unico teste de diag-
nostico definitivo continua a ser a histopatologia e quando mesmo assim for dificil de inter-

pretar, a imunohistoquimica pode ser necessaria (Addie, 2005; Pedersen, 2009) (Anexo II).

Os resultados hematolégicos estdo frequentemente alterados, sem que estas alteracoes
sejam patognomonicas (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009).

Os leucdcitos podem estar aumentados ou diminuidos (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009;
Kennedy, 2009). A ocorréncia de linfopénia com neutrofilia (“leucograma de stress”) é
comum em animais com a doenga. No entanto, também o é em muitas doencgas sistémicas
cronicas dos gatos (Hartmann, 2005; Norris et al., 2005; Addie et al., 2009; Sharif et al.,
2010).

Se for feita imunofenotipagem ou citometria de fluxo notar-se-a que a linfopénia se deve
especialmente a deplecéo dos linfécitos T. De facto, uma contagem normal destes linfocitos
tem um alto valor preditivo negativo (VPN) para PIF (de Groot-Mijnes et al; 2005; Addie et
al., 2009).

Até 65% dos gatos afectados pode apresentar anemia, geralmente apenas com uma dimi-
nuig¢ao ligeira do hematdcrito (HT) (Hartmann, 2005). Em alguns casos a anemia pode ser
regenerativa, secundaria a uma anemia hemolitica autoimune (AHAI) na qual podem ser
detectados auto-anticorpos na superficie dos eritrécitos, com resultado positivo no teste de
Coomb (Hartmann, 2005). Gatos com alteracdes intestinais graves apresentam corpos de
Heinz nos eritrécitos, o que também leva ao aumento da hemdlise (Hartmann, 2005; Addie &
Jarret, 2006). Ja foi descrito por alguns Autores anemia hemolitica fulminante, assim como
trombocitopénia num estadio terminal (Norris, 2007).

Na maioria dos casos, em especial na forma seca da PIF, a anemia é nao regenerativa
(HT<30%) associada a inflamacao crénica (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009).

Também é frequente detectar-se trombocitopénia em consequéncia da coagulacdo vascular
disseminada (CID) despoletada pela vasculite (Hartmann, 2005; Pedersen, 2009), particu-
larmente em casos terminais da doenga (Maxie, 2007). Outros paradmetros que indicam CID,
como os produtos de degradacéo do fibrinogénio e os dimeros D, estdo também aumenta-
dos (Hartmann, 2005).
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7.2. Perfil Sanguineo Bioguimico

A distribuicdo das lesdes é variavel e, consequentemente, também as alteracbes nos para-
metros bioquimicos que as reflectem (Sharif et al., 2010). Alteragbes do perfil bioquimico
sanguineo tém pouco valor de diagndstico e podem nem ser observadas quaisquer modifi-
cagodes (Norris, 2007).

O dado laboratorial mais consistente € o0 aumento das proteinas séricas totais (PT), ocor-
rendo em 50% dos animais com a forma exsudativa da doenca e em 70% dos gatos com a
forma seca (Hartmann, Binder, Hirschberger, Cole, Reinacher, Schroo, et al., 2003; Addie &
Jarret, 2006; Pedersen, 2009; Sharif et al., 2010). A hiperproteinémia deve-se principalmen-
te ao acréscimo das globulinas, em particular das y-globulinas (Hartmann, et al., 2003; Addie
et al., 2009; Sharif et al., 2010). Na sequéncia do anterior ha uma diminui¢cao do ratio Albu-
mina:Globulinas (A:G) (Hartmann, et al., 2003; Kennedy, 2009; Sharif et al., 2010).

Nas infeccbes experimentais, verifica-se um aumento precoce das a,-globulinas, enquanto
as y-globulinas e o titulo de anticorpos sobem pouco antes do inicio da manifestagao dos
sintomas (Hartmann, et al., 2003; Hartmann, 2005; Addie et al., 2009).

A hipergamaglobulinémia e o titulo de anticorpos mostram uma correlagdo linear, mas a
grande variedade de titulos para uma determinada concentracédo de y-globulinas indica que
outras reacgoes (imunomediadas) contribuem para a patogénese da PIF (Paltrinieri et al.,
1998 citado por Hartmann, et al., 2003) e que outros factores, como o complemento ou anti-
corpos nao especificos, e mecanismos como a IL-6 que induzem a activagao de plasméci-
tos, contribuem para a elevagao das globulinas (Hartmann, et al., 2003).

As PT podem atingir concentragdes altas de 12g/dl ou mais (Hartmann, 2005; Addie et al.,
2009). Se a quantidade de y-globulinas for superior a 2,5g/dl, a especificidade do primeiro
indicador para PIF é 86% (Norris, 2007). No entanto, deve-se ter em conta que um aumento
das globulinas apenas reflecte estimulagdo antigénica crénica, a qual pode ter outras causas
que nao PIF, como doenca periodontal, estomatite grave crénica, infecgao cronica do tracto
urinario, doenca crénica do tracto respiratorio superior, dirofilariose ou mieloma multiplo
(Hartmann, et al., 2003; Norris, 2007).

A determinacao do ratio A:G é uma ferramenta de diagndstico Util, especialmente quando
feito no derrame (Addie & Jarret, 2006), tendo muito maior valor diagnéstico que as PT séri-
cas ou a concentragao de y-globulinas no sangue isoladamente (Addie et al., 2009), pois néo
s6é o aumento da producdo de y-globulinas, mas também a diminuicdo da albumina, sdo
caracteristicas da PIF (Hartmann, 2005). A diminuicdo da albumina sérica esta geralmente
associada a diminuicdo de producédo por insuficiéncia hepatica ou feedback negativo pelas
globulinas, e/ou a perda de proteina por glomerulopatia, secundaria a deposi¢cao de comple-
X0s imunes, nos derrames durante vasculite ou por enteropatia exsudativa (Hartmann, 2005;
Addie et al., 2009).
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O valor cut-off optimo do ratio A:G é de 0,8 (Hartmann,et al., 2003; Addie et al., 2009).
Assim sendo, se o gato doente tiver um ratio <0,8 a probabilidade de ter PIF é elevada
(Valor Preditivo Positivo [VPP] de 92%), enquanto se o ratio for >0,8 é provavel que nao
tenha a doenca (Valor Preditivo Negativo [VPN] de 61%) (Hartmann, et al., 2003; Addie et
al., 2009).

A electroforese das proteinas séricas pode mostrar um hipergamaglobulinémia, assim como
um aumento das proteinas de fase aguda (Addie et al., 2009; Pedersen, 2009). O valor de
diagnostico deste exame € baixo, pois a hipergamaglobulinémia na PIF pode ser mono ou
policlonal, tal como nos mielomas multiplos ou plasmocitomas (Hartmann, 2005; Addie &
Jarret, 2006).

Outras alteragdes bioquimicas reflectem alteragdes nos 6rgaos afectados e ndao sado espe-
cialmente uteis para o diagndstico (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006).

As enzimas hepaticas alaninaminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina sérica (FAS), ape-
sar de aumentadas ndo o estdo tanto como em outras doengas hepaticas, como a colangio-
hepatite ou a lipidose hepatica (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006).

Pode estar presente hiperbilirrubinémia, com ou sem evidéncia de ictericia, especialmente
na forma humida da PIF (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006; Pedersen, 2009). A PIF é
mesmo considerada a causa mais frequente de plasma/soro ictérico em gatos com menos
de 3 anos (Pedersen, 2009).

Segundo Hartmann (2005), a hiperbilirrubinémia na PIF reflecte a necrose hepatica, apesar
do anteriormente referido, e que raramente é consequente da hemdlise secundaria a AHAI.
No entanto Pedersen (2009), refere o contrario: para este Autor o aumento da bilirrubina em
circulacdo nao se deve tanto ao envolvimento hepatico por si s6, mas especialmente as
microhemorragias e hemdlise extravascular secundarias a vasculite e CID e ao facto de os
gatos serem deficientes em transportadores da hemoglobina.

Na PIF, por vezes a bilirrubina esta aumentada sem evidéncia de hemdlise, doenga hepatica
ou colestase, 0 que s6 é geralmente encontrado em gatos com sépsis (Addie et al., 2009).
Tem se especulado que o metabolismo e excregao da bilirrubina para o sistema biliar este-
jam comprometidos em animais com elevados valores de TNF-a, tal como na PIF, os quais

inibem o transporte transmembranar (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009).

7.2.1. Proteinas de Fase Agud

As proteinas de fase aguda sdo um grupo de glicoproteinas séricas que aumentam ou dimi-
nuem durante a inflamagao. No caso da PIF, a glicoproteina a1 acida (AGP) e a proteina
amiléide A sérica (SAA) sdo usadas para auxiliar o diagnéstico, pois ambas estdo aumenta-
das na PIF, embora este aumento seja comum a outras doengas inflamatérias (Giordiano et

al., 2004; Paltrinieri et al., 2007; Sharif et al., 2010). Estas duas proteinas aumentam poucas
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horas depois do inicio do estimulo inflamatério e permanecem aumentadas enquanto este
durar (Pedersen, 2009).

No estudo de Giordano, Spagnolo, Colombo & Paltrinieri (2004) num abrigo endémico para
o FCoV, gatos assintomaticos infectados com o virus revelaram aumento das proteinas de
fase aguda, assim como da excregao e titulo de anticorpos, pouco antes da ocorréncia de
episodios de PIF, em simultdneo com gatos que acabaram por desenvolver a doenga. No
entanto, nos primeiros esse valor regrediu e nos doentes manteve-se, sugerindo a possibili-
dade destas proteinas de fase aguda terem alguma influéncia na patogénese da PIF.

A AGP ¢ a principal proteina de fase aguda felina (Paltrinieri, 2007), sendo um agente anti-
inflamatério e imunomodelador natural. Esta ultima funcéo é afectada pela sua composigcao
em hidratos de carbono, mais propriamente acido sialico: a forma hiposializada induzida
durante a inflamacéo (sialyl Lewis X) facilita as lesbes provocadas pelo complemento e
pelos neutrdéfilos. Além disso esta forma serve também como ligando entre os mondcitos e
as células endoteliais (Addie, 2004; Ceciliani, Grossi, Giordano, Pocacqua & Paltrinieri,
2004).

Segundo o estudo de Paltrinieri, Giordano, Tranquillo & Guazzetti (2007a), niveis séricos de
AGP moderadamente aumentados (1,5-2mg/ml) podem distinguir PIF de outras doengas
inflamatdrias, enquanto niveis séricos superiores a 1500ug/ml-3mg/ml sdo quase inequivo-
cos. Estes valores aplicam-se também a amostras de plasma e derrames (Pedersen, 2009).

A SAA sérica tem também um efeito imunomodulador (Paltrinieri, 2008). A sua concentragao
aumenta precocemente na inflamacao, especialmente na PIF, mas de uma forma menos
evidente que nas outras espécies (Ceron et al., 2005 citado por Paltrinieri, 2008). Esta pro-
teina também se encontra aumentada na insuficiéncia renal, neoplasias, doenga hepatica e
Diabetes Mellitus (Paltrinieri, 2008).

As concentragbes de referéncia séo inferiores a 20ug/ml, em gatos com PIF pode estar
aumentada até 80ug/ml (Addie & Jarret, 2006).

Havendo derrame, o passo mais importante para o diagnéstico € a sua recolha, pois os tes-
tes feitos no liquido tém maior valor de diagndstico que os mesmos testes feitos no sangue
(Hartmann, et al., 2003; Addie et al., 2009; Sharif et al., 2010).

O liquido drenado pode ter um aspecto limpido, cor de palha ou viscoso, que devido ao seu
elevado teor proteico pode fazer espuma quando agitado ou formar flocos de fibrina (Addie
& Jarret, 2006; Sharif et al., 2010) (Figura 7). O liquido pode coagular quando refrigerado.
Se a amostra estiver contaminada com sangue, pus, tiver um aspecto quiloso ou cheirar
mal, entdo a PIF sera improvavel, embora em casos raros possa surgir com algum dos
aspectos referidos, especialmente nos derrames toracicos (Hartmann, 2005; Addie & Jarret,
2006; Pedersen, 2009).
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A presenca de um liquido com estas caracteristicas nas cavidades por si s6 ndo é diagnésti-
ca (Hartmann, et al., 2003; Addie et al., 2009; Sharif et al., 2010).

Figura 7: Aspecto de liquido de derrame abdominal drenado de gato com a forma exsudativa da
doenca. Fotografia: Ana Mota.

O derrame é classificado como transudado modificado, pelo contetudo proteico muito eleva-
do (>3,5g/dl), reflectindo a composi¢cao do soro, enquanto o conteldo celular € moderado,
aproximando-se dum transudado (<5000 células nucleadas/ml) (Addie & Jarret, 2006; Sharif
et al., 2010).

O conteudo proteico pode variar entre 3,9 e 9,8 g/dl com as globulinas a representarem 50-
82% do total (Pedersen, 2009). A medicao do ratio A:G no liquido de derrame tem um valor
preditivo elevado: um ratio A:G >0,8 permite excluir PIF quase com toda a certeza, enquanto
valores entre os 0,4 e os 0,8 sdo duvidosos. Valores de ratio A:G <0,4, com niveis de protei-
nas maiores que 3,5g/dl e celularidade baixa (consistindo principalmente de neutréfilos e
macrofagos) é praticamente diagnéstico de PIF humida (Addie & Jarret, 2006).

Outras doengas como linfoma, insuficiéncia cardiaca, colangiohepatite e peritonite ou pleuri-
sia bacteriana, podem dar origem a derrames semelhantes (Hartmann, 2005; Addie et al.,
2009).

A medicdo da actividade enzimatica no derrame pode ser util, uma vez que a lactato desi-
drogenase, enzima libertada pelas células inflamatérias, esta tipicamente elevada (>300
UlI/L) nos derrames causados pela PIF. Também a a-amilase costuma estar aumentada,
provavelmente devido ao envolvimento pancreatico, assim como a adenosina deaminase,
um enzima responsavel pelo metabolismo das purinas (Hartmann, 2005).

A citologia do derrame demonstra caracteristicas piogranulomatosas, consistindo principal-
mente em macréfagos e neutrdfilos, sobre um fundo densamente proteico (Hartmann, 2005;
Addie et al., 2009; Sharif et al., 2010). Os neutréfilos geralmente sdo nao-tdxicos, mas
podem mostrar sinais de degeneragado nuclear ligeira; linfocitos e plasmécitos podem tam-
bém ser encontrados no esfregaco (Sharif et al., 2010).

A aplicagdo da imunofluorescéncia nos esfregagos do liquido de derrame tem um elevado
valor de diagndstico, uma vez que através deste método podem ser detectados macréfagos

com antigénio viral incluido (Hartmann et al., 2003).
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7.3.1. Teste de Rivalta

O teste de Rivalta (Anexo Ill) € um método simples e barato desenvolvido pelo investigador
italiano Rivalta por volta de 1900, para diferenciar exsudados de transudado humanos
(Hartmann, 2005; Addie et al., 2009). Em Medicina Veterindria € util para distinguir derrames
provocados por PIF em gatos suspeitos (Hartmann et al., 2003; Addie & Jarret, 2006; Addie
et al., 2009).

O procedimento consiste em encher um tubo com 5ml de agua destilada, adicionar uma
gota de acido acético a 98% e homogeneizar. De seguida deitar uma gota do liquido de der-
rame na superficie da solugdo. Se a gota desaparecer e solugao permanecer limpa o teste é
considerado negativo, mas se pelo contrario mantiver a sua forma, aderir a superficie ou
comecar a afundar lentamente, o teste é considerado positivo (Figura 8) (Hartmann et al.,
2003). Este teste tem um alto VPP (86%) e um elevado VPN (97%) (Hartmann et al., 2003).
A reaccéo positiva é induzida pelo grande conteudo proteico do derrame e pelas elevadas
concentragdes de fibrinogénio e mediadores de inflamagdo presentes no derrame (Hart-
mann et al., 2003).

O teste pode dar falso-positivo em gatos com peritonite bacteriana ou linfoma. Esses derra-
mes podem ser distinguidos através de observagdo macroscépica, citologia e/ou cultura
bacteriana (Hartmann et al., 2003).

Figura 8: Aspecto de derrame positivo no teste de Rivalta. Imagem retirado de Newsletter April 2010
from  Companion Animal Diagnostics / University of Glasgow, disponivel em
www.glasgow.ac.uk/vet/cad
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7.4. Liguido Cefalorraguidiano e Humor aquoso

A andlise do LCR de gatos com sinais neurolégicos pode revelar o aumento do conteudo
proteico (56 a 348mg/dl, com o normal a situar-se a baixo dos 25mg/ml) e pleocitose (100 a
10.000 células nucleadas/ml — neutréfilos, linfocitos e macrofagos) (Addie & Jarret, 2006).
Estes dados n&o sao especificos (Addie et al., 2009). Muitos gatos com sinais neurolégicos
causados por PIF tém analise de LCR normal (Hartmann, 2005; Addie et al., 2009).

Alteracdes semelhantes (elevado conteudo proteico e pleocitose) podem ser detectadas no

humor aquoso dos gatos com uveite por PIF (Addie & Jarret, 2006).

7.5. Imagiologia

O exame radioldgico do gato doente pode mostrar derrame pleural (Figura 9), pericardico
e/ou abdominal, pela perda de detalhe da imagem, e ainda hepatomegalia e renomegalia.
(Gruffydd-Jones, 2009; Sharif et al., 2010). Linfadenopatia dos linfonodos mesentéricos

pode dar origem a imagens de massa abdominais (Sharif et al., 2010).

Figura 9: Radiografia toracica projeccao latero-lateral, evidenciando derrame pleural (seta). Imagem
do Servigo de Imagiologia (Radiologia) do HEFMV, reproduzida com permissao do Prof. Anténio Fer-

reira.

A RM é util para confirmar a presenca de doenca inflamatéria no SNC indicada pelo LCR
(Pedersen, 2009), permitindo a localizagao das lesdes o que pode ajudar a diferenciar PIF
de outras doencas inflamatérias (Negrin, Lamb, Cappello & Cherubini, 2007).

Nos gatos com PIF nota-se uma dilatagao ventricular a RM, por obstrugcao ao fluxo do LCR,
secundario ao envolvimento das meninges e epéndima, que pode também provocar o
aumento da pressao intra-craniana e herniagdo cerebelar através do foramen magnun, e
captacao do meio de contraste pelo epéndima (Negrin et al., 2007). O exame reflecte a dis-

tribuicao histologica tipica das lesdes, em que as superficies internas e externas do cérebro
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sdo as mais afectadas (Negrin et al., 2007). A auséncia desses sinais ndo exclui a possibili-
dade de PIF (Negrin et al., 2007; Norris, 2007).

7.5.1. Ecografia

De uma forma geral, a ecografia a forma exsudativa da PIF assemelha-se a uma peritonite
classica, enquanto a forma seca demonstra aspectos similares a carcinomatose (Baines,
2009).

A ecografia abdominal € um meio mais sensivel que a radiografia para encontrar liquido livre
(Mattoon & Nylan, 2002), permitindo confirmar a sua presenga, mesmo em gatos com der-
rames ligeiros (Gruffydd-Jones, 2009). Este exame detecta volumes a partir dos 4ml/kg, os
quais sao mais facilmente detectados na regido do apéx da bexiga e entre os lobos hepati-
cos (Mattoon & Nylan, 2002; Baines, 2009). O liquido é anecogénico podendo surgir com

flocos de fibrina em suspensao (Gruffydd-Jones, 2009) (Figura 10).

Figura 10: Presenca de liquido livre abdominal evidente cranialmente a bexiga em animal com forma
exsudativa (seta). Imagem do Servigo de Imagiologia (Ecografia) do HEFMV, reproduzida com per-
missao da Dr.? Joana Pontes.
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Este meio complementar de diagnéstico permite também avaliar o pancreas, figado, linfono-
dos e rins (Sharif et al., 2010), além de auxiliar na recolha de liquido para analise.

A renomegalia é uma alteragéo frequente, podendo ser difusa ou multifocal. O rim pode
apresentar-se com ecogenicidade normal, aumentada ou diminuida ou uma zona subcapsu-
lar hipoecogénica (o diagnostico diferencial inclui: PIF, rim poliquistico e linfossarcoma)
(Figura 11). A hiperecogenicidade difusa com boa transicdo cortico-medular (rim medullary

sign) esta descrita na nefrite piogranulomatosa provocada pela PIF, mas também no linfos-
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sarcoma, nefrite glomérulo-intresticial e metastases de carcinoma das células escamosas
(Biller, 2008; Lewis & O’Brien, 2010).

Figura 11: Renomegalia em animal com PIF exsudativa. Imagem do Servigo de Imagiologia (Ecogra-
fia) do HEFMV, reproduzida com permisséo da Dr.? Joana Pontes.
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O figado pode mostrar-se normal ou com aparéncia heterogénea variavel (Gruffydd-Jones,
2009). A ecogenicidade ndo costuma estar alterada. No entanto, o figado pode estar hipere-
cogénico devido a lipidose hepatica em animais anorécticos a consulta (Lewis & O’Brien,
2010).

Na maioria dos casos, o bago apresenta-se normal. Quando alterado esta difusamente
hipoecogénico, associado a congestdo passiva, hiperplasia linféide, doengas inflamatdrias
sistémicas, infiltragdo neoplasica difusa ou hematopoiese extra-medular. Tanto o bagco como
o figado estdo afectados de forma difusa impedindo a identificagdo precisa de PIF (Lewis &
O’Brien, 2010).

As lesdes intestinais tém sido descritas como massas solitarias, espessamento da parede
ou massas no ileo, valvula ileocecocélica ou célon. O diagnédstico diferencial deve incluir
linfadenopatia secundaria a PIF, linfossarcoma e doenga intestinal crénica (Lewis & O’Brien,
2010).

Segundo Lewis & O’Brien (2010), as alteragdes ecograficas na PIF ndo sdo especificas nem
sensiveis para o figado e baco. Dados concomitantes incluindo renomegalia, contorno renal
irregular e hipoecogenicidade subcapsular, linfadenopatia abdominal, derrame peritoneal ou
retroperitoneal e alteragdes intestinais reforcam a suspeita de PIF. De qualquer forma uma
ecografia abdominal normal ndo exclui a possibilidade de infeccao por FIPV.

A ecocardiografia é a técnica mais sensivel para detec¢do de derrame pericardico, permitin-

do por vezes visualizar o derrame pleural. O derrame pericardico apresenta-se sob a forma
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de um espaco hipoecogénico em redor do coracdo entre o saco pericardico e as paredes
dos ventriculos. Outras alteragdes possiveis sdo a diminuicdo das dimensdes internas dos
ventriculos, movimentos balanceados do coracédo dentro do derrame e o aumento do con-
traste a volta do coragao (Kienle & Thomas, 2002). Este exame permite também a deteccao
de massas e de outras anomalias cardiacas que possam justificar o derrame e descartar a
PIF (Kienle & Thomas, 2002).

7.6. Testes Seroldgicos

A deteccdo de anticorpos contribui para o diagnéstico e o maneio terapéutico da doenca
quando bem executados e interpretados correctamente (Addie & Jarret, 2006). Os testes
seroldgicos devem ser realizados em gatos com histdria pregressa, sinais clinicos e altera-
¢bes laboratoriais (hemograma e perfil bioquimico sanguineo) compativeis com a PIF (Norris
et al., 2005; Addie & Jarret, 2006) mas o diagndstico ndo pode basear-se exclusivamente
nos mesmos (Hartmann, 2005; Pedersen, 2009).

Os testes utilizados devem ser quantitativos (determinam o titulo de anticorpos do animal),
pois um teste serolégico que apenas indique a presenca de anticorpos nao € util no diagnods-
tico (Hartmann, 2005).

Muitos testes seroldgicos tém sido usados, incluindo a imunofluorescéncia indirecta (IFA), a
neutralizagdo viral (VN) e a prova de imunoabsorgédo enzimatica (ELISA) (Figuras 12 e 13)
(Pedersen, 2009).

Pratelli (2008) considera o método ELISA o mais sensivel, mas afirma também que todos os
testes citados serdo equivalentes se realizados convenientemente. Por outro lado, Addie

(2005) refere o método de IFA como o mais adequado.

Figura 12: Exemplo de Kit ELISA. Fotografia: Ana Mota.
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Figura 13: Aspecto de placa de ELISA no final da realizagdo do teste. Fotografia: Ana Mota.
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Seja qual for o teste escolhido este apenas detectara anticorpos anti-FCoV, pois nao é pos-
sivel distinguir o biotipo viral desta forma (Hartmann, 2005; Pedersen, 2009; Kennedy,
2009). Houve ja tentativas de criar um teste para detectar anticorpos anti-proteina 7b (Her-
rewegh, de Groot, Cepica, Egberink, Horzinek & Rottier, 1995). No entanto, estudos subse-
quentes demonstraram que a expressao da 7b ocorre na maioria das infecgbes, pelo que
anticorpos anti-7b, em concentracbes elevadas sdo compativeis com gatos com PIF, mas
também estao presentes em gatos saudaveis com FCoV (Kennedy, Abd-Eldaim, Zika, Man-
kin & Kania, 2008).

Na realizacao e, principalmente, na interpretacao dos testes serolégicos deve-se ter sempre
em conta que uma grande propor¢ao da populagdo saudavel é seropositiva, que titulos altos
sdo frequentemente encontrados em animais assintomaticos e que a grande maioria dos
animais seropositivos ndo desenvolvera a doenga (Hartmann, et al., 2003; Addie et al.,
2009).

De qualquer modo, considera-se que titulos muito elevados (>1:1600) tém valor diagndstico
e sao altamente sugestivos de PIF (Pedersen, 2009; Addie et al., 2009) e que titulos baixos
(=1:25), médios (<1:400) ou negativos tenham valor diagnéstico limitado (Hartmann, et al.,
2003).

E importante recordar que nem a presenca de anticorpos indica PIF, nem a sua auséncia a
exclui (Kennedy et al., 2008; Addie et al., 2009).

Os titulos de anticorpos parecem aumentar progressivamente a medida que a doenga passa
de um estado subclinico para uma fase de sintomatologia evidente (Hartmann, et al., 2003;
Pedersen, 2009). Numa fase terminal os anticorpos podem diminuir drasticamente, espe-
cialmente em casos de PIF exsudativa fulminante. Além disto, alguns gatos com a forma
humida podem ter titulos baixos ou mesmo serem seronegativos, pois tém os anticorpos
combinados com virus, quando a carga viral € muito elevada, ou retidos nos derrames, o
que os impede de serem detectados (Addie & Jarret, 2006; Addie et al., 2009; Sharif et al.,
2010).
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Apesar das limitagdes dos testes seroldgicos, pode-se considerar que um gato seronegativo
nao excreta o virus, enquanto um em cada trés gatos seropositivos o faz, e que gatos com
maior indice de anticorpos tém maior probabilidade de excretar o virus (Addie et al., 2003;
Addie & Jarret, 2006).

A determinacao de titulos de anticorpos noutros fluidos corporais, que ndo o sangue tem
sido investigada, nomeadamente nos derrames e no LCR, mas a sua interpretacao é ainda

complicada, pelo que nao esta recomendada (Addie et al., 2009).

7.7. Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction

A Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) é uma técnica altamente
sensivel que amplifica e detecta pequenas quantidades de DNA. Sendo o FCoV um virus
RNA, antes da reacc¢do propriamente dita, a enzima transcriptase reversa tem que gerar
uma coépia DNA a partir do genoma viral (Addie & Jarret, 2006).

A RT-PCR permite detectar a infecgao e nao apenas documentar a exposi¢cdo ao virus como

os testes seroldgicos (Hartmann, et al., 2003).

7.7.1. RT-PCR no sangue

Esta técnica permite revelar a presengca do FCoV, através da deteccdo do seu RNA, na
amostra biolégica (Hartmann, 2005). Tal como nos testes serolégicos, os resultados do RT-
PCR devem ser interpretados contextualizando com a histéria clinica, quadro sintomatologi-
co e outras alteragbes (Simons, Vennema, Rofina, Pol, Horzinek, Rottier & Egberink, et al.,
2005; Sharif et al., 2010), pois o facto de se detectar virémia nao indica invariavelmente a
doenca e animais com outras afecgbes (stress imunitario) podem mostrar-se positivos
(Hartmann, et al., 2003).

Segundo a revisdo de Sharif et al. (2010), os primers habitualmente usados tém como alvo
as regides mais conservadas do genoma viral como o gene Pol, 7b e a regido 3'UTR, o que
permite detectar a maioria, se ndo a totalidade, das estirpes do FCoV (Sharif et al., 2010).
Como a sequéncia do gene S difere entre o FCoV tipo | e tipo Il, os primers da reacgcao
podem ser desenhados de modo a permitir a sua diferenciagdo, numa reacgéo de RT-PCR
seguida de nested PCR (nPCR) (Sharif et al., 2010).

O facto de nao se conhecer um determinante genético especifico que distinga os biétopos e
o polimorfismo das mutacdes impossibilita a criacdo de primers capazes de diferenciar
infecgdes por FECV de FIPV (Norris, 2007; Addie et al., 2009; Sharif et al., 2010).

Simmons et al. (2005) desenharam um RT-PCR cujos primers tinham como alvo o gene M e
a sequéncia lider, de modo a detectar a replicacdo do virus nos mondcitos e macréfagos,
essencial ao desenvolvimento da doenca. Este teste demonstrou ter sensibilidade e especi-

ficidade elevadas. No entanto, noutro estudo (Can-Sahana et al., 2007) o mesmo teste ndo
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demonstrou tdo bons resultados, uma vez que o FCoV foi detectado também no sangue de
animais saudaveis.

A sensibilidade e especificidade do RT-PCR podem ser aumentadas recorrendo-se a técnica
de real time (Sharif et al., 2010). Ao permitir a quantificagdo do mRNA viral, e assim o nivel
de replicagédo do virus, esta técnica ajuda a diferenciar portadores sdos de gatos doentes,
além de conseguir eliminar o problema da contaminagao com outros produtos de PCR do
laboratério (Pedersen, 2009).

Resultados falsos-negativos podem ser causados por degradacdo do RNA, falha na trans-
cricao reversa ou variagdo da sequéncia de nucledtidos viral (Hartmann, et al., 2003; Sharif
et al., 2010). Por outro lado, a infeccdo com CCV e TGEV pode contribuir para a obtencao

de resultados falso-positivos (Hartmann, et al; 2003; Addie et al., 2003).

7.7.2. RT-PCR nas fezes

O RT-PCR, além de se aplicar ao sangue, pode também ser utilizado na detecgao de virus
nas fezes, onde é o método ideal para identificar excrecao fecal do virus (Hartmann, 2005;
Kennedy, 2009). A for¢a do sinal da reaccdo € equivalente a quantidade de virus presente
nos intestinos (Hartmann, 2005; Sharif et al., 2010).

A recolha de fezes deve ser criteriosa, uma vez que os animais podem excretar o virus de
forma intermitente (Kennedy, 2009). H4 quem sugira que a recolha e andlise sejam feitas
durante 4 a 5 dias seguidos (Hartmann, 2005), ou que se colham pelo menos duas amostras
com um més de intervalo, ou de trés dias seguidos, repetindo-se a colheita um més depois
(Kennedy, 2009). Gatos excretores cronicos podem ser identificados por nove resultados
positivos consecutivos recolhidos com intervalos de um més (Addie & Jarret, 2006).

As amostras tém que ser tratadas com cuidado, congeladas, protegidas das enzimas RNA-
ases ambientais e processadas quanto antes (Hartmann, 2005; Sharif et al., 2010).

A deteccao do virus é util para confirmar a presenca do FCoV em gatos seronegativos mas

suspeitos de PIF, e para detectar a excreg¢ao do virus (Addie et al., 2009).

7.7.3. Outras aplicacoes da RT-PCR

De acordo com Kennedy et al. (1998), a realizagdo de RT-PCR é um teste diagnéstico ante-
mortem com a precisao da analise histopatolégica, mas sem os riscos da biépsia. No estudo
de Hartmann, et al. (2003) o RT-PCR feito ao liquido de derrame detectou correctamente
todos os casos de PIF e excluiu o controlo. A aplicacido do real-time RT-PCR no liquido de
derrame costuma revelar cargas virais elevadas e ser um bom auxiliar no diagnéstico de PIF
(Pedersen, 2009).

O FCoV pode ser detectado em varios tecidos, sendo o figado e o bago érgdos mais sensi-

veis a detecgdo do virus que os rins (Herrewegh, et al., 1998; Sharif et al., 2010).
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Fazer RT-PCR ao LCR também ja foi proposto mas ainda ndo ha dados acerca dessa abor-
dagem (Addie et al., 2009). No entanto, sabe-se que o virus pode estar presente no LCR em

gatos saudaveis com a barreira hemato-encefalica comprometida (Hartmann, 2005).

8o de Antigénio nos Tecidos

A detecgao do antigénio viral nos tecidos faz-se por imunohistoquimica e imunofluorescén-
cia directa, com vista a obter um diagndstico definitivo de PIF (Addie & Jarret, 2006; Addie et
al., 2009). Neste momento, a analise imunohistoquimica associada a histopatologia constitui
o gold standard do diagndstico de PIF (Hartmann, et al., 2005; Paltrinieri et al., 2007; Peder-
sen, 2009).

A confirmacéao da presencga do virus nos tecidos também pode ser feita por detecgéo do aci-
do nucleico através da técnica de hibridagao in situ (Kennedy, 2009) e por microscopia elec-
tronica (Kipar et al., 2005).

Na presenca de derrame, a técnica faz-se nos esfregacos do mesmo, caso contrario, tem
que se obter amostras de tecido dos 6érgaos afectados para realizar a analise histologica,
seguida de detecg¢ao por imunohistoquimica ou imunofluorescéncia do FCoV nos macréfa-
gos intra-lesionais (Hartmann, et al., 2003).

A obtencdo de amostras por bidpsia in vivo esta limitada pelo risco anestésico associado a
cirurgia e a proporcao relativamente alta de resultados falsos-negativos das técnicas True-
cut e PAAF (Paltrinieri et al., 2007a). O valor diagndstico da PAAF eco-guiada in vivo, esta
sob investigacao (Paltrinieri et al., 2007a; Addie et al., 2009). A recolha de amostras hepati-
cas tem maior sensibilidade em comparagdo com amostras renais (Paltrinieri et al., 2007a).
Por estas razdes o diagnéstico definitivo nem sempre € possivel, especialmente na forma

seca em que nao se consiga obter liquido de derrame (Addie et al., 2009).

7.8.1. Imunohistoquimica e Imunofluorescéncia Directa

A imunohistoquimica permite identificar a presenga de antigénio FCoV em células ou prepa-
racdes de tecidos, com base no principio da especificidade de ligagdo dos anticorpos com
os seus antigénios especificos. Se os anticorpos utilizados na reacgao estiverem marcados
com um fluorocrémo, trata-se de uma reacgao de imunofluorescéncia (IHCWorld, 2010).

A imunofluorescéncia recorre a anticorpos monoclonais ou policlonais altamente especificos
para o FCoV que se ligam ao virus se este estiver presente nas amostras, as quais podem
ser esfregacos de liquido de derrame, cortes de tecidos fixados em formalina, tecidos
embebidos em parafina e até zaragatoas da membrana nictitante, embora este ultimo caso
ainda necessite de confirmacao (Addie & Jarret, 2006; Norris, 2007).

A deteccgdo do antigénio viral nos derrames é muito especifica, mas menos sensivel que a

deteccao do virus nas lesdes parenquimatosas caracteristicas da PIF (Pedersen, 2009).
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A coloragdo imunofluorescente positiva do antigénio FCoV intracelular de macréfagos no
derrame demonstra ter um VPP de 100%. Infelizmente, o VPN n&o é muito elevado (57%), o
que pode ser explicado pelo numero baixo de macréfagos nos esfregacos (Hartmann, et al.,
2003; Addie et al., 2009; Pedersen, 2009) e pela ligacdo competitiva dos anticorpos anti-
FCoV presentes nos derrames (Hartmann, et al., 2003).

A coloragdo imunofluorescente nao consegue diferenciar o FECV do FIPV, mas como este
ultimo se replica mais activamente surge em maiores concentragdes, o que acaba por per-
mitir a diferenciagcdo (Hartmann, 2005).

De uma forma geral, a forma seca apresenta concentragcdes de antigénio viral menores que
a forma humida (Pedersen, 2009; Sharif et al., 2010). Uma possivel razdo para esta diferen-
¢a é o facto de as lesbes com necrose (mais frequente nos piogranulomas da forma himida)

conterem mais virus que as sem necrose (granulomas da forma seca) (Pedersen, 2009).

7.9. Caracteristicas Anatomo- e Histo

7.9.1. Forma exsudativa

A caracteristica mais evidente da PIF na forma humida é a presenca de liquido livre nas

cavidades abdominal e/ou toracica, evidente logo a abertura das mesmas (C. Peleteiro,

comunicagao pessoal, Setembro 24, 2010) (Figura 14).

Figura 14: Derrame abdominal e deposicdo de fibrina nas serosas em gato com PIF exsudativa.
Fotografia: Ana Mota.

As superficies serosas das cavidades abdominal e/ou toracica podem apresentar-se cober-
tas de fibrina, o que Ihes confere um aspecto granular e com pequenas adesdes (Maxie,
2007). Nas mesmas superficies podem observar-se focos de necrose brancos ou infiltragbes
celulares em forma de placa ou nodulo saliente, os quais variam de poucos milimetros a
varios centimetros de tamanho (Maxie, 2007; Pedersen, 2009; Sharif et al., 2010).

Na cavidade abdominal, 0 omento pode estar espessado e retraido formando uma massa

compacta no abdémen cranial, aderente entre si e/ou aos outros 6rgaos abdominais (Maxie,
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2007; Pedersen, 2009). O mesentério pode estar espessado e opaco (Maxie, 2007) (Figura
15).

Figura 15: Corte da parede intestinal com evidéncia de colite e peritonite em gato com a forma exsu-
dativa da PIF (x40; H&E). Imagem reproduzida com a permisséo dos responsaveis pelo Laboratorio

de Anatomia Patologica — FMV.

Os rins podem surgir aumentados e apresentar uma superficie nodular, com numero varia-
vel de nédulos firmes, brancos, pequenos ou grandes, fazendo protusédo a partir do cortex
(Maxie, 2007). Hepatite e pancreatite de gravidade variavel podem estar presentes, caracte-
rizando-se pela presencga de pequenos focos brancos de inflamacgao. A tunica vaginal tam-
bém pode estar afectada, resultando em periorquite em machos inteiros (Maxie, 2007).

A deposicao de fibrina € menos evidente no térax, embora seja comum a presenca de focos
inflamatérios brancos e firmes sob a pleura e os pulmdes possam estar escurecidos e com
textura semelhante a borracha (Maxie, 2007; Pedersen, 2009).

Os linfonodos abdominais e toracicos podem estar aumentados e apresentar uma superficie
de corte com padrao lobulado (Maxie, 2007).

Derrame pericardico e epicardite sdo menos frequentes (Maxie, 2007).

A principal lesdo microscopica da PIF na sua forma exsudativa é o piogranuloma, que cons-
titui uma forma particular de vasculite/flebite (Kipar et al., 2005; Pedersen, 2009).

Os piogranulomas sao constituidos por um agregado central de macréfagos rodeado por um
exsudado inflamatério contendo principalmente neutréfilos e macroéfagos e uma pequena
quantidade de plasmocitos e linfécitos T, adjacente a pequenas veias (Kennedy, 2009;
Pedersen, 2009; Sharif et al., 2010) (Figura 16). Os macrofagos presentes no piogranuloma
contém elevadas concentragdes de antigénio viral (Pedersen, 2009). Apesar de este pro-
cesso ser orientado para a superficie, podem ser observadas lesdes focais de flebite e infil-

trados inflamatdrios mistos mais profundamente no parénquima do érgdo (Pedersen, 2009).
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Figura 16: Citologia obtida PAFF renal em que observa quantidade abundante de polimorfonucleados
neutrdéfilos (setas brancas) e macrofagos (setas pretas) (x400; Giemsa). Imagens reproduzidas com a

permissao dos responsaveis pelo Laboratério de Anatomia Patolégica — FMV.

B R v

As lesdes piogranulomatosas tendem a seguir o percurso da artéria mesentérica cranial pelo
que sao particularmente prevalentes no abddémen, envolvendo principalmente veias de

pequeno e médio calibre (Kennedy, 2009; Pedersen, 2009; Norris, 2007).

7.9.2. Forma ndo-exsudativa

Em gatos com a forma ndo exsudativa da PIF podem ser observados focos inflamatdrios,
como os ja descritos, nas cavidades toracica e abdominal e/ou exclusivamente nos olhos e
SNC (Maxie, 2007; Pedersen, 2009).

Na forma seca, as lesdes assemelham-se mais a granulomas classicos, embora sejam refe-
ridos também como piogranulomas (Pedersen, 2009). Os granulomas, especialmente os
abdominais, podem variar entre o tamanho microscopico até aos varios centimetros de dia-
metro, perceptiveis a palpagdo abdominal (Pedersen, 2009). Tal como os piogranulomas da
forma humida, também os granulomas da forma seca sao mais frequentes na cavidade
abdominal, nomeadamente rins, linfonodos mesentéricos, figado, ceco/célon, que na toraci-
ca (Pedersen, 2009).

Estas lesdes constituem-se por acumula¢cdes de macrofagos e neutrédfilos em redor dos
vasos afectados, reminiscentes de lesdes da forma exsudativa, circundados por infiltrados
densos de linfocitos, em particular tipo B, e plasmdcitos (Maxie, 2007; Pedersen, 2009). O
endotélio apresenta-se edemaciado com ou sem necrose medial e com estreitamento do
lumen do vaso, o que pode levar a trombose (Maxie, 2007). O edema, a hiperémia, necrose,
deposigao de fibrina e a exsudagao proteica ndo sédo tado pronunciados como nos piogranu-
lomas da forma exsudativa (Kipar, et al., 2005; Maxie, 2007).

A lesao vascular resulta em nédulos visiveis na superficie e também no interior dos 6rgaos.

Além disso, podem ser também observados pequenos focos de necrose espalhados pelo
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parénquima hepatico, resultantes de tromboflebite e enfarte da microvasculatura hepatica.
(Maxie, 2007)

As alteragbes microscédpicas do omento, mesentério e outras serosas variam na gravidade.
Alteraces ligeiras correspondem a proliferagao de células mesoteliais, exsudado fibrinoso
ligeiro, com proliferagédo de fibroblastos, e neutréfilos e células mononucleares disseminados
(Maxie, 2007). Alteragdes mais graves resultam da formacédo de uma espessa camada de
fibrina aderente a serosa, com necrose e/ou hipertrofia do mesotélio. Grande numero de
neutrdfilos, células mononucleares e debris necrético podem estar envolvidos por fibrina. A
inflamacao pode estender-se da serosa ao intestino, afectando a camada muscular, linfono-
dos mioentéricos, submucosa e mucosa, a qual pode mostrar sinais de enfarte (Maxie,
2007).

Por todo o corpo observam-se lesdes vasculares na capsula e estroma dos 6rgaos (Maxie,
2007). Infilirados subcapsulares ocorrem principalmente no figado (Figura 17), pancreas e
pulmdes, sendo que a perivasculite pode desenvolver-se no parénquima, especialmente nos
rins (Maxie, 2007).

Figura 17: Deposigéo de fibrina sob a capsula de Glisson (peritoneu visceral) (x100; H&E). Imagem

reproduzida com a permissao dos responsaveis pelo Laboratério de Anatomia Patoldgica — FMV.

A nivel pulmonar podem existir infiltrados como os acima descritos, lesdes focais, mas tam-
bém uma pneumonia intersticial difusa, geralmente mais grave quanto maior a proximidade
a pleura visceral. A semelhanga do anterior, pode desenvolver-se nefrite intersticial linfo-
plasmocitica generalizada ou focal (Maxie, 2007).

O bago pode apresentar-se aumentado devido a infiltragcao histiocitaria e plasmocitica da
polpa vermelha, hiperplasia da polpa branca, esplenite necrosante com deposicéo de fibrina
e infiltrados polimorfonucleares (mais comuns na forma himida) ou piogranulomas organi-
zados (mais frequente na forma seca) (Kipar et al., 2001; Maxie, 2007, Pedersen, 2009).

A linfadenomegalia esta habitualmente restrita aos linfonodos regionais do térax e da cavi-

dade abdominal com lesdes similares as descritas para o bago, sendo evidente histiocitose,
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e deplecao (por apoptose dos linfécitos) ou hiperplasia dos foliculos linféides (Maxie, 2007;
Pedersen, 2009).

Segundo Kipar et al. (2001), nos gatos afectados pela doenga, o mediastino cranial (incluin-
do a zona do timo) e o parénquima dos linfonodos mesentéricos estao frequentemente afec-
tados por processos granulomatosos necrosantes. Em geral, o tecido linféide demonstra
deplecgao dos linfocitos T, incluindo involugdo e mesmo atrofia do timo.

As lesdes no SNC centram-se nas meninges e epéndima, estendendo-se também para o
tecido nervoso subjacente, cérebro, medula espinal ou nervos periféricos (Kent, 2009;
Pedersen, 2009). O mais frequentemente observado a olho nu séo alteragbes nas leptome-
ninges (pia-mater + aracnoide): espessamento e bandas brancas (Maxie, 2007) ou apenas
hiperémia da superficie (Addie & Jarret, 2006). Ocasionalmente hidrocefalia ou siringomielia
podem resultar de ependimite (Maxie, 2007).

Histologicamente, observam-se os infiltrados perivasculares piogranulomatosos tipicos com
macrofagos, neutrofilos, linfécitos e plasmaécitos nas meninges cerebrais e da medula espi-
nal, plexo coréide, ependima e espacos perivasculares (Maxie, 2007; Timmann et al., 2008;
Kent, 2009). Pode também estar presente arterite, flebite, edema secundario a exsudacao e
hemorragia (Timmann et al., 2008) e o epéndima pode estar visivelmente endurecido e com
sincicios reactivos no epitélio de revestimento (Maxie, 2007).

A lesdo ocular mais caracteristica na PIF é a infiltragao linfocitica e plasmocitica da Uvea
anterior, a qual pode ser nodular ou difusa (Pedersen, 2009), e manifesta-se por edema e
alteragdo da coloragéo da iris, por vezes com focos granulomatosos (Pedersen, 2009). A
uveite difusa, ou coriorretinite, pode progredir para panoftalmite (Maxie, 2007). Sdo comuns
os precipitados queraticos na cornea; estes compdéem-se principalmente de macréfagos,
outras células inflamatérias e fibrina (Colitz, 2005; Maxie, 2007; Pedersen, 2009).

A conjugacao da presenca de lesdes fibrosas e granulomatosas nas superficies serosas
com derrames ricos em proteina nas cavidades organicas, vasculite/perivasculite granulo-
matosa e/ou lesdes piogranulomatosas com distribuicdes variaveis em varios 6rgaos sao
consideradas diagnodstico de PIF (Addie & Jarret, 2006; Norris, 2007).

8. Tratamento

Actualmente, ndo existe nenhum regime terapéutico capaz de controlar a doenga, assim
sendo, todos os animais acabam inevitavelmente por morrer numa questdo de dias, sema-
nas ou meses (Hartmann & Ritz, 2008; Pedersen, 2009).

Desde que o animal tenha uma boa qualidade de vida e continue a comer sem perder peso,
deve ser tratado, alimentado com dieta de elevada qualidade e mantido num ambiente o
mais calmo possivel (Addie, Paltrinieri & Pedersen 2004). A partir do momento em que o

gato comecga a perder condi¢cao corporal, a apresentar sintomas debilitantes, a diminuir a
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qualidade de vida, o tratamento esta desaconselhado e a eutanasia torna-se indicada devido
as fracas perspectivas de sobrevivéncia (Addie, et al., 2004).

Além da terapia especifica para a PIF, os gatos afectados pela doenga devem ser tratados
com antibiéticos de largo espectro e terapéutica de suporte, nomeadamente com fluidotera-
pia, farmacos diuréticos e oxigenoterapia (no caso dos derrames toracicos) (Ishida, Shiba-
nai, Tanaka, Uchida & Mochizuki, 2004; Hartmann, 2005). Gatos com derrame beneficiam
de drenagem e injecgao local com dexametasona (1mg/kg) nas cavidades abdominal ou
toracica, a cada 24h até que nao haja mais producgéao de liquido (Hartmann, 2005).

Se o animal apresentar uveite, os sinais clinicos podem ser aliviados através da administra-
c¢do de suspensobes oftalmicas topicas de anti-inflamatérios glucocorticéides (acetato de
prednisolona ou dexametasona) ou nao esterdides (flurbiprofeno, suprofeno ou diclofenac),
ou em casos refractarios pela administragdo subconjuntival de acetato de triancinolona, um
anti-inflamatorio glucocorticéide de longa acgao. Para alivio do espasmo ciliar e da dor, para
manter a pupila dilatada e para prevenir sinéquias posteriores deve-se utilizar farmacos

parassimpaticoliticos cicloplégicos como a tropicamida (Colitz, 2005).

8.1. FArmacos anti-virais

A administragcdo de um farmaco com actividade anti-viral deve ser feita de forma a evitar a
virémia secundaria que despoleta a progressao final da doenca (Li-En. Chao-Nan, Bi-Ling,
Tong-Rong, Chi-Min, Ching-Ho, et al., 2010). Iniciar o tratamento anti-viral quando os sinto-
mas da doenca estdo ja presentes é geralmente demasiado tarde (Hartmann & Ritz, 2008).
Nao ha nenhum farmaco anti-viral especifico para o FCoV. Farmacos que conseguem con-
trolar a replicagdo do FCoV in vitro, costumam ser toxicos in vivo (Addie & Jarret, 2006).
Este é o caso da Ribavirina, um analogo nucleosideo que previne o processamento do
mMRNA, impedindo a formagao de particulas virais (Hartmann & Ritz, 2008). Apesar de for-
temente inibidora do FIPV in vitro, é ineficaz in vivo (Pedersen, 2009), além de ser extrema-
mente toxica para os gatos em doses eficazes (ex.: hemdlise, toxicidade medular e hepati-
ca) (Hartmann, 2005).

Lin-En et al. (2010) estudaram recentemente a eficacia de varios compostos anti-virais em
células infectados com uma estirpe de FIPV, tendo descoberto que a associagdo entre a
aglutinina do Galanthus nivalis (“Campainha-de-inverno”) e o Nelfinavir (um inibidor de pro-
tease do virus da Imunodeficiéncia Humana 1) tem actividade anti-viral contra o FCoV: a
aglutinina liga-se as glicoproteinas S e M do envelope viral impedindo a entrada do virus e o
nelfinavir inibe a replicagao viral no interior da célula.

Embora ainda ndo haja estudos in vivo, esta associacdo representa uma potencial opgéo
terapéutica na prevencao e tratamento da PIF, desde que o diagnéstico seja feito atempa-
damente (Li-En et al., 2010).
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8.2. Tratamento imunossupressor

Farmacos imunossupressores como os glucocorticéides e a ciclofosfamida tém sido usados
na PIF, embora apenas prolonguem o tempo de vida sem alterar o seu desfecho (Pedersen,
2009).

A prednisolona € o principal agente imunossupressor usado: € seguro, melhora o bem-estar
do animal, estimula o seu apetite e suprime tanto a resposta imunitaria humoral como a
celular (Addie & Jarret, 2006). A dose recomendada é de 2 a 4 mg/kg SID por via oral (PO)
com reducdo gradual da mesma a cada 10-14 dias, até determinacédo da dose éptima mini-
ma através da avaliagao da resposta ao tratamento (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006).
Alternativamente, pode usar-se Ciclofosfamida 2-3mg/kg PO 4 vezes por semana, todas as

semanas, ou ainda associar os dois farmacos (Hartmann, 2005; Norris, 2007).

8.3. Interferdo o Recombinante Humano

E uma citoquina com actividades imunomoduladora e anti-viral directa, ndo é viricida mas
inibe a sintese de acido nucleico e proteinas virais (Hartmann, 2005). Demonstrou a sua
eficacia contra o FCoV in vitro isoladamente e em conjunto com a ribavirina (Hartmann,
2005).

Existem dois protocolos para a sua utilizagdo: a injecgao parenteral (intramuscular ou sub-
cutanea) de doses altas de 10* a 10° Ul/dia e a administracdo oral de doses mais baixas de
1-50 Ul/dia PO durante 7 dias consecutivos em semanas alternadas (Hartmann, 2005; Addie
& Jarret, 2006). O primeiro protocolo € mais adequado para o tratamento da forma humida e
0 segundo para o tratamento da forma seca (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006).

O IFN-a pode ser administrado por via oral durante muito tempo pois nao leva a criagao de
anticorpos. Por esta via ndo tem actividade anti-viral, ao ser inactivado no tracto gastro-
intestinal (Hartmann, 2005), mas uma vez na mucosa oral, estimula o tecido linféide local,
levando a uma libertacao de citoquinas pelas células linfaticas na orofaringe, o que despole-
ta uma cascata de respostas imunitarias que acaba por actuar sistemicamente (Hartmann,
2005).

Quando a administracao é feita por via parenteral, os animais tornam-se refractarios ao tra-
tamento ao fim de 3 a 7 semanas, consoante a dose, devido a producéo de anticorpos neu-

tralizantes contra a molécula (Hartmann, 2005; Addie & Jarret, 2006).

8.4. Interferdo o felino

Por ser uma citoquina homodloga tem maior actividade anti-viral nas células felinas e é
menos antigénico que a molécula anterior (Hartmann, 2006; Addie & Jarret, 2006). In vitro, o

FIPV é muito sensivel a este IFN, que inibe a replicacao viral (Hartmann, 2006).
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No estudo de Ishida et al. (2004) associou-se IFN o (1x10° UM/kg/dia SC dia sim, dia nao),
dexametasona (1mg/kg administrada por via intra-toracica ou intra-peritoneal) na presenca
de derrame, ou prednisolona 2mg/kg SID PO numa fase inicial, reduzindo-se depois o IFN o
(50.000 U/gato PO uma vez por semana) e a prednisolona (até aos 0,5mg/kg cada 48h) por
um periodo variavel até se observar a remissdo dos sintomas. A partir deste estudo Ishida et
al. (2004) declararam que a utilizagao do interferao o felino pode levar a remissdo de um
terco dos gatos com PIF. No entanto, mais recentemente Hartmann & Ritz (2008) afirmaram

que este tratamento é totalmente ineficaz.

8.5. Outros tratamentos

8.5.1. Inibidores da Tromboxano-sintetase

Hidroclorido de Ozagrel suprime a agregacao plaquetaria através da inibicdo da producgéo
de Tromboxano A2 (Hartmann & Ritz, 2008). Foi utilizado com sucesso na dose de 5-
10mg/kg BID em associagdo com prednisolona (2mg/kg/dia) mas apenas em 2 gatos com
derrame abdominal (Addie & Jarret, 2006; Norris, 2007).

8.5.2. Pentoxifilina

E um inibidor do TNF-a utilizado com o objectivo de diminuir a vasculite que resulta da
expressdo dessa citoquina (Norris, 2007). E administrado numa dose de 100mg/gato PO
BID em associacdo com prednisolona (Norris, 2007) mas nao tem sido provado o seu bene-
ficio (Pedersen, 2009).

8.5.3. Vitaminas e anti-oxidantes

A vitamina A é um importante anti-oxidante e pode ser dado na dose 200 Ul/dia PO (direc-
tamente na boca ou na comida, sob a forma de 6leo de peixe). Esta suplementagdo nao
deve ser prolongada além das 4-6 semanas devido ao risco de deposigdo no 0sso juntos as
articulagcbes (Addie & Jarret, 2006).

A vitamina B1 (tiamina) tem sido utilizada numa dosagem de 100 ug/dia PO (na boca ou na
comida), sendo um bom estimulante do apetite (Addie & Jarret, 2006).

A vitamina C (acido ascorbico) € um anti-oxidante, pode ser dado na dose de 125mg BID
PO (na boca ou na comida), por periodos curtos pelo risco de formagao de cristais de oxala-
to de calcio na urina (Addie & Jarret, 2006).

A vitamina E é também um anti-oxidante que pode ser administrado na dose de 25-
75Ul/gato BID PO (na boca ou na comida (Addie & Jarret, 2006).

Esterdides anabolizantes podem ser utilizados para estimular o apetite e diminuir o catabo-
lismo (Addie & Jarret, 2006).
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Na revisdo de Pedersen (2009) n&o se considera existir mais-valia na inclusdo de vitaminas,

nutracéuticos ou imunoestimulantes no tratamento da doenca.

8.6. Novas Prespectivas de Tratamento
8.6.1. Poliprenil Imunostimulante

Este farmaco foi recentemente testado em trés gatos com a forma seca da doenga, nos
quais demonstrou aliviar os sintomas e prolongar a sobrevivéncia (Legendre & Bartges,
2009). Pensa-se que o seu mecanismo de acg¢ao consista em aumentar a expressao dos
mRNA dos linfécitos T Helper, responsaveis pela eficacia da resposta celular. Apesar das
boas indicagdes ainda s&o necessarios mais estudos para esta molécula estar disponivel

comercialmente (Legendre & Bartges, 2009; Kennedy, 2009).

8.6.2. Compostos de Piridinil Imidazole

Estes farmacos séo inibidores da p38MAPK responsavel pela activacdo de citoquinas pro-
inflamatdrias, nomeadamente a TNF-a, que contribuem para a progressao fatal da doenga
(Regan et al., 2008). Em Medicina Humana sao utilizados no tratamento de doencas infla-
matdrias crénicas como a artrite reumatoéide; em Medicina Veterinaria ja foram feitos ensaios
com resultados bastante satisfatérios, o que abre portas a sua utilizacao nesta area (Regan
et al., 2008).

8.6.3. Inibidores das Catepsinas

A utilizacdo destas moléculas esta a ser ensaiada em Medicina Humana, numa série de
doengas como o cancro, osteoartrite e doengas auto-imunes, embora também se tenham
mostrado promissoras na coibicdo da entrada dos virus nas células-alvo (Regan et al.,
2008).

Para Regan, et al. (2008) a importancia da catepsina B na entrada do FCoV serétipo Il nas

células cria a possibilidade da utilizagao destes inibidores no tratamento da PIF.

8.7. Monitorizacdo do Tratamento e Progndstico

Seja qual for o tratamento escolhido é importante monitorizar o progresso de cada animal
(Addie & Jarret, 2006), sobretudo averiguar a febre para ajustar a terapéutica e reavaliar, a
inicialmente a cada 7-14 dias, depois uma vez por més, HT, globulinas, ratio A:G, AGP e
peso. A diminui¢cdo dos niveis de globulinas e AGP, aumento do ratio A:G e do HT, apareci-
mento de reticuldcitos nos esfregagos sanguineos e aumento do peso sao indicadores pro-
missores. Por outro lado a manutencao de niveis elevados ou aumento da AGP e globuli-

nas, perda de peso, HT abaixo dos 20% sem se observar reticulécitos indicam a progressao
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da PIF e devera equacionar-se a eutanasia, se a qualidade de vida do animal estiver em
causa (Addie & Jarret, 2006).

O prognéstico de gatos com PIF é muito reservado (Addie et al., 2009). Gatos com a forma
humida da doenga, geralmente s6é sobrevivem por alguns dias a poucas semanas. Indivi-
duos com a forma seca podem sobreviver varias semanas ou meses, embora quando apa-

recem sinais neurolégicos, a morte surja rapidamente (Addie & Jarret, 2006).

9. Prevencao
9.1. Vacinacao

Actualmente existe apenas uma vacina para a PIF, Primucell® da Pfizer®, que n&o é comer-
cializada em Portugal. Antes do desenvolvimento desta vacina, muitas tentativas foram fei-
tas que falharam, principalmente devido ao ADEI (Pedersen, 2009).

A Primucell® incorpora um mutante de uma estirpe FIPV sensivel & temperatura que apenas
se consegue replicar a temperaturas baixas, como a do epitélio de revestimento do tracto
respiratorio superior (Addie & Jarret, 2006; Addie et al., 2009).

Esta vacina é administrada por via intranasal produzindo uma resposta imunitaria local (IgA)
na porta de entrada do FCoV, a orofaringe, induzindo também uma resposta celular sistémi-
ca (Addie & Jarret, 2006 e Addie et al., 2009; Pedersen, 2009). O virus vacinal pode ser
excretado por via oronasal até 4 dias ap6s a vacinagao e causa seroconversao ligeira (Addie
& Jarret, 2006).

No entanto, existem preocupagdes quanto a seguranca e a eficacia desta vacina. A questao
da seguranga prende-se principalmente com o facto de a vacina também poder causar
ADEI, embora estudos de campo nao tenham verificado esta situagao (Addie & Jarret, 2006
e Addie et al., 2009).

A vacina aparenta ser segura, em gatas gestantes, ndo afectando a sobrevivéncia dos gati-
nhos nem a capacidade reprodutiva das coldnias, podendo até ser administrada simulta-
neamente com outras vacinas e em gatos FeLV-positivos (Addie & Jarret, 2006).

A eficacia da vacina tem sido questionada principalmente por ter origem no serétipo Il do
virus quando o mais prevalente é o serétipo | (Addie & Jarret, 2006; Addie et al., 2009;
Pedersen, 2009). Além disso, os resultados dos estudos efectuados ndo sdo consistentes
com taxas de eficacia a variar entre os 0% e os 75% (Addie & Jarret, 2006 e Addie et al.,
2009).

Esta vacina nao é considerada nuclear (Addie et al., 2009), sendo mesmo desaconselhada
pelo Vaccination Guidelines Group da World Small Animal Veterinary Association (2010).

De qualquer forma se a sua utilizacado for considerada, deve-se fazer a primovacinagcao em

gatinhos a partir das 16 semanas, administrando duas doses com trés semanas de intervalo
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(Addie & Jarret, 2006; Addie et al., 2009). Ja foi administrada com seguranga em gatinhos
com apenas 9 semanas (Addie & Jarret, 2006).

Embora haja poucos estudos relativos a duracado da imunidade conferida, pensa-se que esta
seja de curta duragédo, como esta envolvida a imunidade das mucosas, pelo que as revaci-
nacdes regulares sdo recomendadas (Addie et al., 2009). A Pfizer® recomenda a revacina-
¢ao anual.

Nao esta especificado, mas é aconselhavel testar os animais antes de serem vacinados
porque a vacina nao € eficaz em animais que sejam seropositivos ou que estejam a incubar
a doenca (Addie & Jarret, 2006).

Depois da Primucell® ja varios outros estudos foram feitos na tentativa de criar uma vacina
realmente eficaz e viavel, mas sem sucesso (Glansbeek, Haagmans, de Lintelo, Egberink,
Duquesne & Aubert, et al., 2002; Hohdatsu, Yamato, Ohkawa, Kaneko, Motokawa, Kusuha-
ra, et al., 2003; Hebben, Duquesne, Cronier, Rossi & Aubert, 2004).

Haijema et al. (2004) criaram uma vacina viva a partir de uma estirpe do FIPV com deleccao
dos genes 3abc e 7ab, cuja administracdo ndo causou sinais clinicos, mas induziu resposta
imunitaria (niveis altos de anticorpos neutralizantes). No entanto ainda sao precisos estudos
que comprovem a viabilidade desta vacina (Patel & Heldens, 2009).

Uma nova abordagem descrita por German, Helps & Harbour (2004) é a utilizagao de virus
espumosos (foamy viruses) como vectores vacinais com vista a potenciar uma resposta
imunitaria celular e proporcionar uma protecgdo permanente, mas ainda € preciso investigar

mais esta hipétese.

9.2. Controlo da PIF em Gatis

A PIF é um problema de gatos de grupo, particularmente em gatis de criagdo e abrigos
(Addie et al., 2009). As mortes por PIF sdo proporcionais a sobrepopulagao no local, ao
numero de animais jovens, ao tempo de permanéncia na instalagdo e a gravidade de doen-
¢as na infancia (Pedersen, 2009).

A via de transmissdo fecal-oral permite que o FCoV seja mantido no ambiente por ciclos
continuos de infeccao e reinfec¢do, se ndo forem aplicadas medidas de higiene (Addie et al.,
2009).

Para minimizar a introducdo e dispersao do FCoV nos gatis pode-se proceder as acg¢oes

descritas na Tabela 3.
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Tabela 3: Sugestdes para o Controlo da PIF em Gatis. Adaptado de Addie, D. D., & Jarrett, O. (2006).
Feline Coronavirus Infections. In Infectious Diseases of the Dog and Cat, Revised Reprint (3rd ed., pp.
88-103). St Louis, Missouri: Saunders.

Reduzir a contaminagao

fecal do ambiente

NUumero de gatos

Testagem de virus e

anticorpos

Isolamento e desmame

precoce

Descricao

Ter um aredo para cada 1-2 gatos.

Limpar os aredes pelo menos uma vez por dia.

Manter os aredes afastados das tacas da comida.

Aspirar com regularidade junto aos aredes.

Tosquiar a zona traseira de gatos com pélo comprido.

Nao ter mais de 8 a 10 gatos.

Manter os gatos em grupos estaveis de 3 a 4 animais.

Em abrigos de resgate cada gato deve estar numa instalagéao
isolada e ndo se misturar com outros animais.

Manter os animais em pequenos grupos de acordo com o seu
estado: seronegativos e ndo excretores juntos e seropositivos e
excretores juntos.

Testar gatos novos antes da sua introdu¢do no gatil ou acasa-
lamento.

Permitir a entrada apenas a animais seronegativos e nao excre-
tores em gatis livres de FCoV.

Isolar a fémea gestante 2 a 3 semanas antes do parto em insta-
lagcbes de quarentena.

Disponibilizar equipamento préprio para esse isolamento (roupa
dos funcionarios, tigelas, areéo, etc.).

Criar e cumprir um plano de higiene e de desinfec¢ao rigoroso
para a unidade de isolamento.

Testar a gata para anticorpos antes e depois do parto. Se sero-
negativa pode ficar com as crias, se seropositiva fazer o des-
mame as 5-6 semanas.

Testar os gatinhos depois das 10 semanas de idade para verifi-

car a eficacia do isolamento.
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CAPITULO II: TRABALHO EXPERIMENTAL PARA DETERMINACAO D

RELACAO ENTRE APRESENTACAO CLINICA, CARGA VIRAL E
TITULO DE ANTICORPOS NA PIF

1. Aferir da existéncia de uma relagédo entre a carga viral presente nas amostras biolo-
gicas e o titulo de anticorpos nos animais em que se detectou a presenca de genoma
viral;

2. Comparar os resultados obtidos com a apresentacado clinica dos animais, dos quais
foi possivel registar esses dados ou recolhé-los retrospectivamente.

3. Genotificar o FCoV detectado nas amostras, de modo a calcular a propor¢cao de cada
serdtipo do FCoV na amostra estudada e a investigar a sua influéncia no desenvol-

vimento de PIF.

2. Materiais e Métodos
2.1. Populacado do estudo

Para a realizagdo deste estudo foram utilizadas amostras provenientes de animais (n=45)
nos quais se verificou a presenca de &cido nucleico viral, com ou sem sintomas de PIF.
Parte das amostras foram recolhidas de gatos com suspeita de PIF que se apresentaram no
Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa
(FMV) entre Janeiro e Outubro de 2010. Destes gatos foram recolhidos e registados dados
sobre a anamnese, quadro sintomatolégico e, nos casos em que foi possivel, de exames
complementares de diagnéstico e de andlises anatomopatolégicas. Para tal foi concebida
uma Ficha de Recolha de Dados (Anexo IV).

As restantes amostras pertenciam a gatos positivos a FCoV oriundos do Canil Municipal de
Lisboa, cujas amostras bioldgicos tinham ja sido utilizadas num rastreio viroldégico de carni-
voros errantes (Rosado, 2009). A histéria pregressa e apresentacao clinica destes animais
eram desconhecidas, razdo pela qual neste grupo s6 foi possivel relacionar a carga viral e

titulo de anticorpos.

As amostras bioldgicas foram divididas em trés grupos diferentes:
Grupo | — animais com PIF, consultados no Hospital Escolar da FMV;
Grupo Il — animais positivos a FCoV, mas com doencas concomitantes, seguidos no
Hospital Escolar da FMV;
Grupo Il — animais positivos a FCoV mas saudaveis, adiante designados portadores
saos, provenientes do Canil Municipal de Lisboa.
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O diagnéstico de PIF no Grupo | foi obtido por andlise anatomo-histopatolégica ou por
deteccgdo viral no liquido de derrame (Hartmann et al., 2003).

De todos os grupos foram determinados os valores de carga viral, enquanto apenas nalguns
animais seleccionados do Grupo | e do Grupo Il foi possivel proceder a titulacao dos anti-

Corpos.

2.2. Recolha de Amostras

As amostras provenientes do Canil Municipal de Lisboa foram recolhidas ap6s eutanasia
dos animais com quetamina por via intramuscular, seguida da administracdo intracardiaca
de 10ml de pentobarbital sédico (Eutasil®). A colheita de sangue foi feita por puncao intra-
cardiaca (agulhas 21-23G) para seringas de 5ml, antes da administracdo de pentobarbital
sédico, e a zaragatoa rectal feita apds a eutanasia.

As amostras biologicas, recolhidas no Hospital Escolar, foram realizadas em gatos suspeitos
de PIF durante o acto da consulta. A colheita de sangue foi feita por venopuncédo das veias
cefalica, femoral ou jugular para tubos de EDTA de 1ml. As amostras rectais foram colhidas
por zaragatoa.

Sempre que possivel, recolheu-se liquido de derrame toracico e/ou abdominal. A abdomino-
centese foi realizada através da puncdo da parede abdominal a aproximadamente 1 cm late-
ral a direita da linha média e 1-2 cm caudal a cicatriz umbilical (quadrante direito caudal)
com o animal em decubito lateral esquerdo. A puncéo fez-se com ou sem auxilio do ecégra-
fo, com agulhas de 23G ou de 25G, para seringas de 3ml.

A toraconcentese fez-se, com o animal em decubito esternal ou lateral esquerdo, por pun-
¢do do 7° ou 8° espaco intercostal com uma borboleta (20-22G) acoplada a um extensor, um
sistema de trés vias e uma seringa de 10ml.

O grau de prostracdo dos animais permitiu realizar os procedimentos referidos sem recorrer
a sedacao.

Todas as amostras foram levadas de imediato para o laboratério e mantidas refrigeradas a

4°C até ao seu processamento.

2.3. Processamento das amostras

As amostras de sangue foram centrifugadas a 5000 rpm durante 5 minutos (1956g) para
separar o plasma das células sanguineas e congeladas a -20 °C.

As amostras colhidas por zaragatoa rectal foram suspensas em solu¢do tampé&o salino fos-
fatado (PBS) e centrifugadas a 10000 rpm durante 10 minutes (78269).
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2.4. Extraccdo de RNA

O RNA do FCoV foi extraido utilizando o kit QIAmp Viral RNA no casos das amostras colhi-
das por zaragatoa rectal e o kit Qiagen RNeasy para extracgao a partir do sangue, de acor-

do com as instrucdes do fornecedor (Qiagen®).

Para deteccao do FCoV as amostras foram amplificadas por Real Time RT-PCR, utilizando
os primers e a sonda (FAM 5’; TAMRA 3’), em uso no Laboratério de Virologia da FMV, com
o sistema Tagman RT-to-CT 1 step Kit (Applied Biosystems, Portugal). O fragmento amplifi-
cado, de 80pb, foi detectado pela emissao de fluorescéncia do corante FAM devido a deslo-
cacao da sonda pela actividade de exonuclease 5’-3' da DNA polimerase. O ciclo de amplifi-
cacao incluiu um passo de transcricdo reversa a 48°C durante 15 minutos, seguido de um
passo de desnaturacdo a 95°C durante 2 minutos e 40 ciclos a 95°C/15 segundos e 60°C/1
minuto.

Para determinagdo da carga viral, foram efectuadas diluices seriadas de base 10 de um
plasmideo recombinante com o fragmento de 172 pb, (Figura 18) que inclui a regido amplifi-
cada. O valor Ct (treshhold cycle) para cada amostra foi determinado como o niumero do
ciclo no qual a fluorescéncia emitida ultrapassou o limite de detecc¢éo, aferido pelo aparelho.
De forma a construir uma recta padréo (Figura 19), o Ct de cada diluicédo foi avaliado contra

0 n° de cépias alvo de cada uma das diluigbes, calculadas com a seguinte formula:

X g/l RNA

X 6,022 x 1022 =Y moléculas/pl
Dimensao do Plasmideo pb x 660

Esta recta de calibracdo foi posteriormente utilizada para determinagéo da carga viral de

cada amostra, em funcéo dos respectivos valores de Ct.
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Figura 18: Curvas obtidas para as solu¢des diluidas do plasmideo recombinante.

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

Ct

12 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 156 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 36 40

az

28

24

20

16

Cycle Number

Figura 19: Recta Padréo.
Standard Curve

g e
o |— . .
©

4 5 ]

Log CO

O material genético das amostras e recombinante foi quantificado no espectofotémetro

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific®).

2.6. Deteccdo e titulacdo de anticorpos

A deteccdo e a titulacdo dos anticorpos foram feitas recorrendo ao kit ELISA Indirecta Inge-

zim Corona Felino (Ingenasa®), seguindo as instru¢ées do fornecedor.
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De acordo com este teste, 75% dos gatos com PIF tem titulos superiores a 1:6400 e 50%
maiores que 1:12800. Por outro lado, s6 20% dos gatos infectados pelo FECV possuem
titulos na ordem dos 1:6400 e apenas 5% destes, acima de 1:12800.

Para este procedimento as amostras foram amplificadas por RT-PCR seguido de nested
PCR (nPCR), de modo a obter fragmentos que permitam, pelo seu peso molecular, a distin-
¢do entre os dois subtipos do virus (Addie et al., 2003). Na primeira reac¢do amplificaram-se
fragmentos 376-283 pb localizados na extremidade 3’ do gene da proteina da espicula (S) e
na segunda, fragmentos internos de 360-218pb.

A reaccdo de amplificacdo foi realizada com one step RT-PCR Fidelity Taq 2x Master Mix
(GE Healthsciences®), 5 uL de amostra de RNA e com os primers Iffs, Icfs, lubs num volume
total de 25 uL. Depois procedeu-se ao nPCR com PCR Fidelity Tag 2x Master Mix (GE
Healthsciences®), primers nlffles, nlcfs, nlubs (Addie et al., 2003) e 1 puL de template prove-
niente da reac¢do anterior, com o mesmo volume final de reaccéo (Figura 20). Os fragmen-
tos amplificados foram analisados por electroforese em gel de agarose a 2% com Gel Red™

a 05ul/10ml de Gel.

Figura 20: Esquema representativo das reac¢des RT-PCR e nPCR e tamanho dos respectivos produ-

tos de amplificacao. Imagem reproduzida com a permisséo da Prof. Dra. Ana Duarte da FMV.

Im

376pb FeCoVS I
283pb CCV S II

il

360pb FeCovs I
218pb CCV S II

3. Resultados

3.1. Apresentacéo Clinica (Grupo |

Véarias amostras provenientes de gatos suspeitos de PIF foram analisadas, mas nem em
todos se confirmou a presenca da doenga. Apenas 0s animais em que a PIF foi confirmada
(anatomopatologia e/ou detecgéo viral por Real time RT-PCR no liquido de derrame) foram

considerados (n=5).
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3.1.1. Caracterizacdo da amostra

Dos 5 animais confirmados, 4 (80%) eram machos e apenas 1 era fémea (20%). Destes 5,
60% tinha até 2 anos de idade, a faixa etaria de maior risco na PIF (Bell et al., 2006); os
restantes escaldes etarios compreendiam 20% dos casos. Nenhum animal tinha entre 6 e 10
anos de idade (Gréfico 1).

Grafico 1: Distribuigcdo etéria dos gatos afectados pela PIF.

[y

0-2anos =2-4anos >4-6anos >6-8 anos >8-10 >10 anos
A\ J

Quanto a distribuicéo por racas verificou-se que 60% dos gatos eram de raca indeterminada
(SRD). Um dos animais, o que corresponde a 20% da populagéo, era da raca Siamés e
outro era fruto de um cruzamento da raga anterior com Persa.

Na Tabela 4 encontra-se o resumo das caracteristicas basicas dos 5 animais afectados.

Tabela 4: Caracteristicas dos animais doentes.

Idade 5 Anos 12 Anos 15 Meses 5 Meses 12 Meses
Género Macho Macho Macho Macho Fémea
Raca Persa x Siamés Siamés SRD SRD SRD

3.1.2. Sinais clinicos

Como pode ser observado no Gréfico 2, os sinais clinicos mais frequentes foram prostracgéo,
anorexia e febre, com proporcdes de 80% para os dois primeiros sintomas de 60% para a
febre.

40% dos gatos (2 em 5) apresentaram dispneia e 60% (3 em 5) dilatacdo abdominal. Estes
sinais sdo indicadores consistentes da forma himida da PIF. De facto, constatou-se que 4

gatos manifestaram a forma humida e 1 gato, a forma seca.
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Mais de metade dos animais apresentou sinais gastrointestinais (vOmito e/ou diarreia).

A perda de condi¢&o corporal e a coloragédo ictérica das mucosas foram reportadas em ape-
nas 2 animais.

Linfadenomegélia, mucosas palidas, sinais oculares apenas foram observadas uma vez, nao

se tendo registado nenhum animal com sinais neuroldgicos.

Gréfico 2: Distribui¢cdo dos animais afectados por sinais clinicos.

Os outros sinais clinicos reportados foram a hipotermia, desenvolvida por um dos animais
gue inicialmente tinha manifestado febre, renomegalia e atraso no crescimento, manifesta-

¢6es menos comuns desta doencga, como se pode verificar na Tabela 5.

Tabela 5: Sinais clinicos apresentados por cada animal.

Sinais clinicos 43LVI/10 68LVI/10 87LVI/10 112LVI/10 117LVI/10
Prostracao X X X X
Anorexia X X X X
Febre X X X
Linfadenomegalia X
Perda de CC X X
Sinais Gastroin- X X X
testinais

Dilatacdo abdo- X X X

minal

Dispneia X X

Mucosas Palidas X

Mucosas Ictéri- X X

cas

Sinais Oculares Xt

! (Alteragao da cor da fris, precipitados queraticos, irite, uvefte posterior e congestao conjuntival marcada)
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Tabela 5 (continuagdo): Sinais clinicos apresentados por cada animal.

Sinais Neurologi-
coS

3.1.3. Alteracdes do Hemograma

A alteracao mais frequente foi trombocitopénia em 4 dos 5 gatos afectados. Seguiram-se a
anemia, leucocitose, neutrofilia e linfopénia (60%). Dois gatos (40%) apresentaram linfocito-

se. Nenhum dos animais manifestou leucopénia ou neutropénia (Grafico 3).

Grafico 3: Distribuicédo das alteragcdes do hemograma.
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A alteracdo mencionada como “outra” foi monocitose em 3 casos (Tabela 6).

Tabela 6: Alteracdes do hemograma apresentadas por cada gato.

Alteracdo Hemogra- 43LVI/10 68LVI/10 87LVI/10 112LVI/10 | 117LVI/10
ma

Anemia /| - |

Leucocitose

X X
Leucopénia ! [ | |

Neutrofilia

X X
Neutropénia ! ! [

Linfocitose X X
Linfopénia Cox L x
Trombocitopénia X X X
Outras

2 Sinais provocados por Infecgdo concomitante por Calicivirus Felino (Schorr-Evans, et al., 2003).
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3.1.4. Alteracdes do Perfil Bioguimico Sanguineo

A alteragdo do perfil bioquimico sanguineo mais frequente foi a diminuicdo do racio A:G que
ocorreu em 4 casos (80%). Em 60% dos animais verificou-se hipoalbuminémia e aumento

da bilirrubina total. Em 2 gatos verificou-se hiperproteinémia.

Grafico 4: Distribuigdo das alteracdes no perfil bioquimico da populagéo.
4 ™

[ T e S R VS R N O

Apenas num animal se verificou o0 aumento das enzimas hepaticas (Grafico 4). Noutro caso

houve diminuig&do das proteinas totais (Tabela 7).

Tabela 7: Alteracdes do Perfil Bioquimico Sanguineo apresentadas por cada animal.

Alteracdo Perfil Bio- 43LVI/10 68LVI/10 | 87LVI/10 | 112LVI/10 | 117LVI/10
quimico Sanguineo

X X

X X
x (0,67) x(0,32) x (0,3) x (0,37)
Aumento Enzimas X
Hepaticas
i X X X

X (Hipoproteiné-
mia)

3.2. Carga Viral

A interpretacdo das curvas resultantes da amplificagdo do fragmento alvo na reaccéo de
Real Time RT-PCR permite determinar a carga viral das amostras. As figuras 20 e 21 exem-
plificam as curvas possiveis para uma amostra positiva a presenca do virus e para uma
amostra negativa, respectivamente.
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Figura 21: Curva de Amplificacdo de uma amostra positiva ao FCoV.
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Figura 22: Curva de Amplificacdo de uma amostra negativa ao FCoV.
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3.2.1. Grupo |

S6 foi possivel quantificar as cargas virais dos animais deste grupo em 4 gatos. O animal
excluido néo revelou a presenca do FCoV nem na zaragatoa rectal nem no sangue, pelo

gue nao foi possivel determinar a carga viral. A Tabela 8 relne os resultados obtidos. A
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média das cargas virais obtidas das amostras recolhidas por zaragatoa foi de 8,61x10"

moléculas/pl e a obtida a partir do liquido de derrame foi de 1,47x10° moléculas/pl.

Tabela 8: Cargas virais obtidas das amostras dos gatos do Grupo I.

Identificacdo da amostra Carga Viral (moléculas/ul)
43 LVI/10 Zaragatoa Rectal 1,69x10°
68 LVI/10 Zaragatoa Rectal 3,11x10°
87 LVI/10 Liquido de Derrame 1,00x10°
112 LVI/10 Liquido de Derrame 2,82x10°

3.2.2. Grupo Il

Os gatos incluidos neste grupo foram inicialmente considerados suspeitos de PIF, ndo se
tendo confirmado a doenca. No entanto, estes animais revelaram a presenca do FCoV, ten-
do sido possivel determinar as suas cargas virais (Tabela 9). A média dos valores obtidos

neste grupo foi 8,94X10° moléculas/pl.

Tabela 9: Cargas virais dos gatos do Grupo |l.

Identificagdo do Animal Carga viral (moléculas/ul)
11 LVI/10 Zaragatoa Rectal 2,45x10°
21 LVI/10 Zaragatoa Rectal 4,86x10°
34 LVI/10 Zaragatoa Rectal 1,77x10°
41 LVI/10 Zaragatoa Rectal 5,23x10*
82 LVI/10 Zaragatoa Rectal 4,38x10*
91 LVI/10 Zaragatoa Rectal 2,89x10°

3.2.3. Grupo lll

Este grupo € composto pelos gatos saudaveis que revelaram a presen¢ca de FCoV nas

fezes. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 10 e 11:
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Tabela 10: Cargas virais obtidos dos animais incluidos no Grupo Il

e dCadO Uda d 0 A alga a ole a
27 1,37x10*
28 2,38 x10*
29 1,78 x10?
30 5,40 x10°
31 1,04x10*
32 4,06x10°
33 3,97x10°
34 1,18x10?
36 1,35x10*
37 3,01x10?
39 3,70x10*
40 1,69x10*
42 9,22x10?
44 3,98x10°
45 3,01x10"
46 1,39x10°
47 2,03x10°
48 7,32x10°
52 2,20x10"
57 5,37x10°
75 1,05x10*
76 4,65x10*
77 6,46x10°
78 5,91x10°
79 4,11x10°
80 1,47x10*
82 9,33x10°
83 5,81x10°
84 2,78x10*
87 4,92x10°
88 5,46x10*
89 4,22x10°
90 1,57x10*
91 4,05x10°

Tabela 11: Distribuicdo dos animais por ordem de grandeza da carga viral.

Ordem de Grandeza NUmero de animais Percentagem \

< 102 4 11,8%
10° 9 26,5%
10° 10 29,4%
10* 11 32,3%
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Cerca de um terco dos animais tinha cargas virais na ordem dos 10*. Com grandezas infe-
riores, de 10° e 10%, surgem 29,4% e 26,5% dos animais. Apenas 11,8% dos animais apre-
sentavam cargas inferiores a 10°.

A média do valor das cargas virais é de 9,56x10°. Nao se calculou o desvio padrdo da amos-
tra pela disparidade dos dados obtidos, como retratam o valor minimo 7,32x10° e o valor

maximo 5,46x10%.

3.3. Titulacdo de Anti-corpos

Dos 6 animais a que foi possivel fazer a titulacdo dos anticorpos, 33,3% ndo exibiam anti-
corpos; ambos os animais pertenciam ao Grupo lll: portadores sdos do FCoV.
Os restantes animais apresentavam titulos de anticorpos muito dispares como pode ser

constatado na Tabela 12.

Tabela 12: Cargas virais e titulos de anti-corpos.

Identificagcdo da amostra Cargaviral Titulo de anticorpos

68 LVI/10 Zaragatoa Rectal 3,11x10° 1:12800-1:6400
87 LVI/10 Liquido Derrame 1,00x10° 1:6400
112 LVI/10 Liquido Derrame ~ 2,82x10° 1:3200

42 9,22x10° >1:12800
48 7,32x10° Negativo

77 6,46x10° Negativo

3.4. Determinacdo do Gendtipo do FCo

A partir de 36 amostras, provenientes dos 3 grupos foi possivel determinar a genotipificacédo
do FCoV responséavel pela infeccdo. Obtiveram-se os seguintes resultados reunidos nas

Figuras 23 a), 23 b) e 23c) e resumidos na Tabela 13.
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Figura 23 (a, b e c): Migracao dos fragmentos resultantes do RT-PCR e nPCR no gel de Agarose.
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Legenda: N — poco com os produtos da reac¢cdo RT-PCR; N’ — pog¢o com os produtos de reaccéo da

reaccdo NnPCR. O marcador de peso molecular utilizado foi sempre o mesmo.

Na Figura 23 a) verifica-se que todas as amostras revelaram a presenca de bandas caracte-
risticas de ambos os genétipos no poco correspondente ao nPCR (360pb para o FCoV tipo |
e 218pb para o tipo Il, como indicado pelas setas na Figura). Deste modo, conclui-se que
estes gatos estavam co-infectados.

Na Figura 23 b), no pogo 4’ observa-se apenas uma banda corresponde aos 360pb, ou seja,

0 animal em causa estava infectado com o FCoV tipo I.

64



Nos pogos 5 e 6, tal como na Figura 23 a), observa-se amplificagdo de fragmentos de
ambos os tipos, o0 que indica que estes gatos também estavam co-infectados.

Na figura 23 c), nota-se nos pocos 7’, 9', 11’, 12’ e 22’ uma banda mais evidente que corres-
ponde aos 360pb, ou seja, as amostras possuiam o tipo | FCoV. Nos pogos 10, 14’ e 15’
estdo presentes duas bandas, uma correspondente aos 360pb e outra aos 218pb, indicando
gue estes gatos estavam co-infectados.

Nos pocgos 17" a 21’ ndo se visualizam fragmentos amplificados, pelo que néo foi possivel
determinar o tipo presente nas respectivas amostras.

Os resultados referidos acima foram depois relacionados com a presenca ou a auséncia de
PIF (Tabela 13).

Tabela 13: Serotipificacdo do FCoV presente nas amostras (n=36 ).

Sem PIF | Com PIF
FCoV Tipo |

FCoV Tipo lI
FCoV Tipo | + FCoV Tipo I

g N O W

31

Conclui-se que 47,2% dos gatos testados estavam co-infectados, 36,1% estavam infectados
apenas com o FCoV tipo | e 16,7% com o FCoV tipo II.

Trés gatos com PIF estavam infectados pelo FCoV tipo I, 2 co-infectados, nenhum exibiu
infeccdo sé por FCoV tipo Il.

4. Discussao

4.1. Apresentacdo clinica (Grupo |

4.1.1. Caracteristicas da amostra investigada

O Grupo | era composto por 5 animais, dos quais 4 eram machos (80%) e apenas 1 era
fémea (20%). Rhorbach et al. (2001) e Benetka et al. (2004) referem que a PIF é mais
comum em machos que em fémeas, sugerindo que estejam envolvidas questdes hormonais
na capacidade da resposta imunitaria, ainda ndo identificadas.

Neste Grupo observou-se uma maior proporgdo de gatos afectados no escaldo etario dos 0
aos 2 anos de idade (60%), o que também foi reportado por Rhorbach et al. (2001) e por
Bell et al. (2006). Um dos animais desta faixa etéaria tinha apenas 5 meses, idade a qual o
sistema imunitario ainda ndo é capaz de uma resposta imunitaria plena, o que facilita a

replicagdo viral e, assim, aumenta a probabilidade de ocorrer a mutacao essencial a doenca
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(Hartmann, 2005; Day, 2007). Os outros dois gatos tinham 12 e 15 meses, altura em que 0s
niveis de imunoglobulinas e contagens de linfocitos, em particular dos B e T CD8", ja séo
semelhantes aos dos adultos (Day, 2007). O gato referido com 12 meses tinha sido adquiri-
do ha cerca de 1 més de uma loja de animais e, como referido por Addie et al. (2009), o
stress associado a esta alteracdo ambiental podera ter induzido uma imunossupressao tran-
sitoria que permitiu o desenvolvimento da doenca.

Em relacéo ao terceiro gato nenhum dado da histdria pregressa permite explicar o surgimen-
to da PIF numa fase mais tardia, ap0s a plena maturacao do sistema imunitario.
Observaram-se ainda um gato no escaldo de mais de 10 anos (20%) e outro gato no esca-
&0 dos 4 aos 6 anos (20%). O primeiro caso encaixa no segundo pico etario de incidéncia
mais elevada da doenca registado por Rhorbach et al. (2001) e por Bell et al. (2006). Os
animais com idade superior a 10 anos estdo mais susceptiveis ao virus, por imunossupres-
sdo associada ao enfraguecimento da resposta celular com o avancar da idade, por doenca
concomitante ou por terapia imunossupressora. Esta Ultima podera ter sido a causa duma
eventual imunossupressao pois o gato tinha histéria clinica de colite linfoplasmocitica.

O gato que desenvolveu a doencga aos 5 anos de idade tinha uma infeccdo concomitante por
Calicivirus felino (FCV), além de ter uma histéria clinica de infecgdo do tracto urinério e de
internamento. O stress e a imunossupressao associados a estes acontecimentos poderéo
ter despoletado o desenvolvimento da PIF (Addie et al., 2009).

Relativamente a distribui¢céo racial dos casos ndo é possivel compara-la com estudos ante-
riores, pelas seguintes razdes: a amostra é demasiado pequena, a grande maioria dos ani-
mais sdo de raca indeterminada, as racas representadas (Persa e Siamés) ndo parecem
estar em risco acrescido (Pesteanu-Somogyi et al., 2006). Além disso ndo existe informacao
acerca da existéncia e distribuicdo de racas de gatos em Portugal que permita comparacao
com os dados obtidos neste estudo (J. Noronha, Presidente do Clube Portugués de Felini-

cultura, comunicacao pessoal, Novembro 9, 2010).

4.1.2. Sinais clinicos

Os sinais clinicos sdo muito variados, incluindo uma combinacdo de prostracdo, anorexia,
febre, perda de condi¢cdo corporal, vémito, diarreia, distensdo abdominal, dispneia, organo-
megalia abdominal palpavel (renal neste estudo), linfadenomegalia, mucosas palidas e/ou
ictéricas, sinais oculares e outros.

Neste Grupo (n=5), 4 gatos manifestaram a forma humida (80%) e 1 a forma seca (20%) da
PIF. Esta distribuicdo é concordante com a descrita na literatura: a forma himida continua a
ser a mais frequente, apesar da prevaléncia da forma seca estar a aumentar (Pedersen,
2009). Hartmann, et al. (2003) encontraram exactamente as mesmas propor¢des para cada

forma da doenga que nos.
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Prostracdo e anorexia foram os sinais clinicos mais frequentes nos gatos reunidos neste
estudo, sendo também sinais clinicos comuns a ambas as formas da doenca. Norris et al.
(2005) referem propor¢des similares as obtidas no nosso estudo, embora a anorexia exiba
um resultado inferior (98% versus 80%).

A febre é o sinal clinico inespecifico de PIF mais frequente e comum a ambas as formas da
doenca. Neste estudo foi registada em 3 dos 5 animais (60%), muito semelhante aos 63%
registados por Norris et al. (2005).

Tal como descrito por Norris et al. (2005) e por Pedersen (2009), a dilatacdo abdominal
(60%) foi mais frequente que a dispneia (40%).

60% dos gatos manifestaram vomito e/ou diarreia, percentagem duas vezes superior a
determinada por Norris et al. (2005).

Infelizmente, a linfadenomegalia reportada neste estudo (n=1) ndo diferenciou quais os lin-
fonodos aumentados. Em estudos anteriores, esta propor¢do também nao é muito elevada,
rondando os 9,5% em relacdo aos linfonodos periféricos e os 12,5% nos linfonodos mesen-
téricos (Norris et al., 2005). De um modo geral, o aumento dos linfonodos circunscreve-se as
cavidades abdominal e toracica (Pedersen, 2009), o que pode ajudar a perceber a baixa
proporcao de deteccdo do aumento dos linfonodos periféricos.

A perda de condigdo corporal e a coloracado ictérica das mucosas afectaram 2/5 dos ani-
mais. Estes aspectos do exame fisico podem estar associados a ambas as formas de
expresséo da doenca, tal como reportado por Hartmann (2005), Addie et al. (2009) e Peder-
sen (2009).

No estudo de Norris et al. (2005), a perda de condigdo corporal € um dos sinais mais fre-
guentes (88%), o que ndo foi observado por nos, pois s6 observamos este sinal clinico em
40% dos animais. Em relacdo a apresentacdo de mucosas ictéricas, os resultados obtidos
neste trabalho foram superiores: 40% versus 26% em Norris et al. (2005).

Em menor propor¢éo surge a palidez das mucosas (20 %) embora seja um sinal bem mais
comum que o verificado (68% segundo Norris et al., 2005). Propor¢des baixas foram tam-
bém registadas para repercussfes oculares (20%) e ndo se registaram sinais neurolégicos,
0 que é concordante com o descrito na bibliografia (Norris et al., 2005; Pedersen, 2009). As
alteracBes oculares, uveite anterior e depdsitos queraticos, ocorreram apenas no caso de
PIF seca, o que é corroborado por Colitz (2005) e Pedersen (2009).

Os sinais clinicos designados como outros incluiram: Ulceras orais, edema da face e dos
membros devido a infeccdo concomitante por FCV (Schorr-Evans, Poland, Johnson &
Pedersen, 2003); atraso no crescimento, mais frequente em jovens como no animal em cau-
sa; renomegalia, verificada num gato com a forma seca de PIF (20%), embora a percenta-

gem aferida por Norris et al. (2005) seja inferior (7,1%).
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Dos 5 gatos reunidos neste grupo, foi possivel recolher dados sobre o hemograma e o perfil
bioquimico sanguineo.

A alteragdo mais frequente foi trombocitopénia em 80% dos animais. Na PIF, a trombocito-
pénia ndo é frequente, ocorrendo geralmente associada a CID (Hartmann, 2005; Addie et
al., 2009), pelo que esta proporcao tdo elevada se pode dever a colheita dificil da amostra e
a erros laboratoriais, comuns na contagem de plaguetas em gatos (Papasouliotis, 2010).

Um segundo grupo de altera¢des bastante frequentes reuniu a anemia, a linfopénia e a leu-
cocitose, sempre com neutrofilia associada, em 60% dos gatos investigados. A linfopénia é
uma das alterac6es mais frequentes na PIF, podendo ocorrer em até 75% dos animais
(Sparkes et al, [1994], citado por Gruffydd-Jones, 2009), embora Norris et al. (2005) sé
tenha registado linfopénia em 55% dos animais. O nosso resultado encontra-se dentro deste
intervalo. A proporcdo de casos com leucocitose e neutrofilia que detectamos também é
sustentada por estudos anteriores (Sparkes et al, [1994], citado por Gruffydd-Jones, 2009;
Norris et al., 2005), 50% e 55%, respectivamente.

Um leucograma de stress (neutrofilia com linfopénia) pode ocorrer na PIF mas também nou-
tras doengas (Hipertiroidismo, Hiperadrenocorticismo felino, Diabetes mellitus...) (Paltrinieri
et al., 2001; Addie & Jarret, 2006). Curiosamente, a neutrofilia e a linfopénia foram resulta-
dos que nunca ocorreram simultaneamente nos gatos que investigamos.

A proporcéo de gatos com anemia ndo regenerativa esta de acordo com o relatado por Nor-
ris et al. (2005) que registou esta alteragdo em 54%, mas acima dos 40% descritos por
Sparkes et al. (1994, citado por Gruffydd-Jones, 2009).

A linfocitose é pouco frequente (3% de acordo com Norris, et al., 2005) mas neste estudo
ocorreu em 2 casos.

Surpreendentemente, 60% dos casos de PIF apresentaram monocitose, 0 que esta pouco
descrito (Paltrinieri et al., 2001; Diaz & Poma, 2009). Esta alteracdo pode estar associada a
inflamacado piogranulomatosa e a propria infec¢ao viral (Gough, 2007). Especula-se que na
infeccdo por CCV esta alteracdo surja em consequéncia da linfopénia, como compensacao
por parte da resposta imunitéria inata, como ocorre no HIV (Marinaro, Mari, Bellacicco, Tar-

sitano, Elia, Losurdo, Rezza, Buonavoglia & Decaro, 2010).

4.1.4. Alteracdes do Perfil Bioguimico Sanguineo

A alteracdo bioquimica mais consistente na PIF é o aumento das proteinas totais séricas, o
que ocorre em aproximadamente 50% dos gatos com a forma exsudativa e em 70% com a
forma seca (Hartmann et al., 2003; Sharif et al., 2010). Neste estudo apenas se verificou

este aumento em 40% dos animais, 1 com a forma seca e 1 com a forma himida.
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O aumento das PT pode estar associado a um aumento das globulinas séricas, nomeada-
mente das y-globulinas (Sharif et al., 2010). Mais que os parametros anteriores, o racio A:G
tem um valor de diagnéstico consistente nesta doenca (Hartmann, 2005; Addie & Jarret,
2006), tendo-se verificado a sua diminuicdo em 4 dos animais. Destes, 3 revelaram um racio
inferior a 0,4, valor que é um indicador muito forte de PIF (Addie & Jarret, 2006).

Outra alteracdo frequente neste estudo foi hiperbilirrubinémia (60%), embora apenas 2 deles
apresentassem coloracao ictérica das mucosas. Esta proporcéo é superior a registada por
Norris, et al., (2005) (48%) e por Sparkes et al, ([1994], citado por Gruffydd-Jones, 2009)
(25%). A hiperbilirrubinémia é frequente, mesmo na auséncia de ictericia, em gatos com
PIF, em especial na forma exsudativa (Pedersen, 2009), como também se verificou neste
estudo (2 dos gatos com hiperbilirrubinémia padeciam da forma humida e 1 da forma seca).
Também 2/3 dos gatos afectados possuiam menos de 3 anos de idade, o que é corroborado
na revisao de Pedersen (2009), que refere que a PIF é a maior causa de hiperbilirrubinémia
em gatos jovens.

O aumento das enzimas hepéticas também ocorre nesta doenca, em particular quando h&
afeccdo hepética (Hartmann, 2005). Neste estudo apenas um animal (20%) demonstrou
aumento da FAS e da ALT, o que é superior aos 13% registados por Norris et al. (2005).

O caso com infecgdo concomitante por FCV apresentou hipoproteinémia e hiperbilirrubiné-
mia, ambas alteragdes compativeis com Calicivirose (Schorr-Evans et al., 2003). Neste caso

0 aumento da bilirrubina total pode ser explicado por ambas as infecgdes.

4.2. Apresentacdo clinica, cargas virais e titulacdo de anticorpos

A complexidade que envolve todo o processo de desenvolvimento da PIF, desde as caracte-
risticas do virus a complexidade da resposta imunitaria que desencadeia, torna relevante
compreender a forma como o titulo de anticorpos e a carga viral dos animais doentes podem
influenciar a apresentacéo clinica dos animais. Com esse objectivo, quantificamos as cargas

virais e medimos os titulos de anticorpos dos gatos investigados.

4.2.1. Cargas virais

A média de cargas virais obtidas a partir das zaragatoas rectais foi de 8,61x10* moléculas/pl
para o Grupo |, 8,94X10° para o Grupo Il e 9,56x10° para o Grupo lll. Constata-se que 0s
animais com PIF, reunidos no Grupo |, tinham cargas virais superiores as dos outros Gru-
pos.

Os valores de carga viral obtidos no Grupo | foram ligeiramente inferiores aos obtidos no
estudo de Meli et al. (2004), no qual se registaram cargas virais elevadas sem que os ani-

mais exibissem qualquer sintoma. De acordo com estes autores, a presenca de cargas virais
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elevadas em animais saudaveis reflecte o que acontece na Natureza, em que cargas virais
elevadas sdo uma forma do virus gerar estirpes virulentas (Meli et al., 2004).

N&o existem mais estudos que comparem as cargas virais fecais, ou seja, a excrecao fecal
guantitativa do virus, com a apresentacao clinica do animal.

Kipar et al. (2006a) quantificaram a carga viral em 6rgdos hemolinfaticos pela sua riqueza
em macrofagos/mondcitos e tropismo do FIPV para estas células. Estes investigadores
encontraram cargas virais superiores (medula 6ssea: p=0,0273, linfonodos mesentéricos:
p=0,0029, baco: p=0,0037) em 6érgdos de animais doentes em comparacdo com os de ani-
mais saudaveis, sugerindo que o aumento da capacidade de replicacdo viral pode ser
essencial ao desenvolvimento da PIF, mas que também uma reducdo da capacidade dos
gatos com PIF em eliminar o virus seja responséavel pelo aumento das cargas virais. E desta
forma legitimo sugerir que cargas virais elevadas sdo mais provaveis em animais doentes
com PIF, e que gatos imunocompetentes consigam eliminar a infeccéo.

Kipar et al. (2010) identificaram o c6lon como o principal local de persisténcia da infeccao e,
provavelmente, de excre¢do recorrente, representando uma possivel fonte de virémia tal
como medula éssea, linfonodos mesentéricos e baco, 0 que revela que possivelmente se
podera fazer uma assumpgéao para a carga viral fecal como Kipar et al. (2006a) fizeram para
os tecidos hemolinfaticos. No entanto, os dados obtidos por n6s ndo permitem tirar conclu-
soOes, ficando esta hipétese ainda em aberto.

As cargas virais obtidas no Grupo lll revelam uma grande variagdo. Todos os animais per-
tencentes a este Grupo apresentaram-se saudaveis ao exame clinico, contudo ndo se
conhecem dados acerca da origem, duracdo da estadia no gatil, idade, estado FIV/FeLV,
entre outros, que permitam justificar estas variagdes e eventualmente tirar algumas ilagoes.
A média de cargas virais obtidas no liquido de derrame foi de 1,47x10° moléculas/pl. Os
valores de carga viral detectados no liquido de derrame foram mais elevados que os valores
detectados nas fezes, tal como esperado (Pedersen, 2009), embora ndo existam dados

acerca desses valores que permitam estabelecer comparacoes.

O papel dos anticorpos na PIF ainda ndo esta totalmente esclarecido. Autores como Gonon
et al. (1999) j& evidenciaram a sua importancia na eliminacdo da infeccdo mas, por outro
lado, os anticorpos podem estar implicados em reaccdes de hipersensibilidade tipo Il que
promovem a vasculite (Kipar et al., 2005) e na ADEI (Groot-Mijnes et al., 2005) que facilitam
o desenvolvimento da doenca. No entanto, séo necesséarios mais estudos para confirmar o
primeiro processo referido (Kipar et al.,, 2005) e o segundo apenas provou importancia in
vitro (Pedersen, 2009).

A presenca de anticorpos indica o contacto do gato com o FCoV, uma vez que 95 a 100%

dos animais expostos ao virus, infectam-se e tornam-se seropositivos 18 a 21 dias ap0s a
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exposicao inicial (Addie & Jarret, 2006). Estes animais podem eliminar a infeccdo e serone-
gativar no espaco de meses (Addie & Jarret, 2006).

Se por um lado a detecg¢édo seroldgica indica o contacto com o FCoV, condi¢do sine qua non
para a PIF, a determinacao do titulo de anticorpos da uma ideia da replicacao viral intestinal,
uma vez que se correlaciona com a excrecao fecal do virus, apurada através das cargas
virais fecais (Gut, 1999 citado por Meli et al., 2004; Addie & Jarret, 2001). No entanto, esta
nao é uma correlacdo absoluta (Addie & Jarret, 2001) como se verificou nos dados obtidos
neste estudo (Grafico 5), em se encontrou um gato seronegativo excretando (Gato 77), e

titulos bastante diferentes para cargas virais semelhantes (Gatos 68LVI/10, 42 e 77).

Grafico 5: Relacéo entre a carga viral e o titulo de anticorpos.
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Verificou-se que os animais com diagndstico de PIF tinham titulos de anticorpos elevados,
indicativos da doenca de acordo com as premissas descritas ha bula do teste. Num dos
animais doentes obteve-se um titulo inferior a 1:6400, que poderia relegar a PIF para
segundo plano na lista de diagnésticos diferenciais. No entanto, este gato manifestou a for-
ma himida da doenca com extenso derrame abdominal, no qual podiam estar sequestrados
0s anticorpos, impossibilitando-os assim de serem detectados pelo teste (Addie et al., 2004;
Hartmann, 2005). Infelizmente, ndo foi possivel determinar o titulo de anticorpos nos animais
doentes que expressaram a forma seca de PIF, e verificar se como é referido na literatura,
estes animais possuem titulos de anticorpos superiores aos que apresentam a forma humi-
da (Addie & Jarret, 2006).

Os gatos portadores sdos do FCoV testados revelaram resultados dispares: dois foram

seronegativos e um exibiu um titulo superior a 12800, maior que os determinados para 0s
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gatos doentes. Uma das explicagcbes possiveis para a excre¢do do virus em animais sero-
negativos é o facto de a replicacdo viral se encontrar confinada ao intestino, pelo menos
numa fase inicial, ndo induzindo seroconverséo (Meli et al., 2004). Estes 3 gatos testados
provinham de um gatil, locais onde geralmente a infec¢do por FCoV é endémica. Como nao
sabemos mais nada acerca da sua histdria clinica e do tempo de permanéncia no gatil, tor-

na-se dificil interpretar esta disparidade de resultados.

4.2.3. Relacdo entre apresentacao clinica, cargas virais e titulacdo de anticorpos

Estudos anteriores revelaram existir uma correlacdo entre a excre¢ao viral e o titulo de anti-
corpos (Gut, 1999, citado por Meli et al., 2004; Addie et al., 2003). Outros estudos demons-
traram que animais com PIF tém cargas virais mais elevadas nos tecidos hemolinfaticos que
animais portadores sdos do FCoV (Kipar et al., 2005), Por outro lado, houve ainda estudos
gue detectaram a presenca de cargas virais elevadas também em gatos saudaveis (Meli et
al., 2004).

No presente estudo pretendeu-se relacionar a excrecdo viral (através da determinacéo da
carga viral via zaragatoa rectal) com a titulagdo de anticorpos e determinar a sua influéncia
na apresentacao clinica. Os dados sao disponibilizados de forma sintética na Tabela 14.

No caso do Gato 43 LVI/10 ndo se incluiu o edema da face e membros, nem as Ulceras
orais e hipoproteinémia por serem sinais clinicos provocados pela co-infeccdo por FCV
(Schorr-Evans et al., 2003).

Para melhor interpretacdo dos dados agruparam-se os animais referidos na Tabela 14 de
acordo com as informacdes obtidas.

Ao analisar em conjunto os gatos designados por 87LVI/10 e 112LVI/10, verifica-se que
ambos manifestaram a forma exsudativa da PIF. Nenhum destes animais revelou a presen-
¢a de FCoV na zaragatoa rectal. Ndo tendo sido possivel determinar a carga viral fecal fez-
se a mesma determinacao no liquido de derrame drenado logo na primeira consulta. Nota-
se que o Gato 112LVI/10 possui uma carga viral superior. Este mesmo animal, apresentou-
se a consulta em pior condicdo: maior diversidade de sinais clinicos e de alteracbes labora-
toriais.

Nestes Gatos verificou-se, entdo, que uma carga viral maior correspondeu a uma apresen-
tacao clinica mais grave.

Em relagéo ao titulo de anticorpos de ambos os animais, o 87LVI/10 apresentou um titulo
superior ao 112LVI/10. Esta diferenca pode ser explicada pelo facto de o 112LVI/10 possuir
uma carga viral maior no derrame, particulas virais as quais poderiam estar ligados aos anti-

corpos, impossibilitando-os de serem detectados no teste, como ja foi referido.
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Tabela 14: Compila¢éo dos dados obtidos.

Identifica-
do

Apresenta-
cédo

cao clinica

Animal

43LVI/10 Prostracao
(B A, M, Anorexia
PxS) Sinais Gl
Dilatacao
abdominal
Mucosas
Ictéricas
68/LVI/10 Prostracao
(12 A, M, S) AR
Febre
Dispneia
87LVI/10 Febre
(15 Ms, M, Perda CC
SRD) Dilatagéo
abdominal
Dispneia
112LVI/10 Prostracao
(5 Ms, M, Anorexia
SRD) Febre
Sinais Gl
Dilatacéo
abdominal
Mucosas

palidas e icté-

ricas

Alteracbes | Alteragdes Titulo de

Hemogra- | Bioquimicas anticorpos

ma

Anemia Hiperbilirrubiné-  1,69x10° n. d.
Linfopénia  mia 2)
Monocitose
Linfopénia  Hiperproteinémia 3,11x10°  1:12800-
Diminuicio AG  (2) LR
Leucocitose Hipoalbuminémia 1,00x10°  1:6400
Neutrofilia Diminuicéo A:G (L)
Linfocitose =~ Aumento FAS e
Monocitose  ALT
Hiperbilirrubiné-
mia
Anemia Hipoalbuminémia 2,82x10°  1:3200
Leucocitose Diminuicdo A:G (L)
Neutrofilia Hiperbilirrubiné-
Linfocitose  mia
- - 9,22x10*>  >1:12800
- - 7,32x10°  Negativo
- - 6,46x10°  Negativo

Legenda: A — anos; Ms — Meses; M — Macho; F — Fémea; CC — Condicdo Corporal; Gl — Gastrointes-

tinais; Z — zaragatoa rectal; L — Liquido de Derrame; A:G - Albumina:Globulinas; n. d. — Nao determi-

nado
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Em relacdo ao par formado pelos Gatos 43LVI/10 e 68LVI/10, constata-se que também € o
animal que ostenta maior carga viral, desta feita determinada nas fezes, que se apresenta
em pior condicdo a consulta. No entanto, esta assumpg¢do ndo pode ser feita apenas com
base na infec¢do por FCoV, uma vez que este era o animal com infec¢cdo concomitante por
FCV, que s6 por si também induz imunossupressao facilitando a replicacao viral.

Nos Gatos 68LVI/10, 42, 48 e 77 foi possivel medir as cargas virais fecais e o titulo de anti-
corpos. Neste subgrupo verifica-se que o animal doente ndo foi o que apresentou a carga
viral mais elevada, mas tinha um titulo de anticorpos compativel com a doenca (de acordo
com as instrugdes do kit).

O escasso numero de animais ndo permitiu aferir conclusdes em relacdo aos objectivos pre-
tendidos, nomeadamente evidenciar associacao estatistica entre a apresentacdo do animal

a consulta, a carga viral fecal e o titulo de anticorpos.

4.3. Genotipificacdo do FCo

Vérios estudos indicam que a grande maioria dos isolados de campo, cerca de 90%, no
Japéo, Estados Unidos (Addie et al., 2003) e Portugal (Duarte et al., 2009) pertencem aos
FCoV tipo I. Neste estudo néo foi o que se verificou, uma vez que apenas 36,1% dos gatos
investigados estavam infectados por este tipo do FCoV. A percentagem de co-infectados
neste estudo foi muito superior ao até agora relatado: 47,2% contra 7% de Benetka et al.
(2004).

No estudo de Kummrow et al. (2005) verificou-se que nenhum dos gatos com PIF possuia
em exclusivo o tipo Il do FCoV. O mesmo foi observado no nosso estudo em que de facto,
todos os animais doentes foram positivos para o tipo | ou para os dois tipos em simultaneo.
E sugerido que a melhor adaptacdo do tipo | aos gatos permite que este virus se replique
com mais facilidade tornando-se mais patogénico. No entanto, outros estudos tém descrito o
oposto, ou seja, que sera o tipo Il mais frequentemente implicado na PIF (Addie et al., 2003;
Duarte et al., 2009; Lin et al., 2009).

Benetka et al. (2004) concluiram que ambos os tipos podem despoletar a doenga, assim

como ambos podem estar presentes em gatos portadores sdos de FCoV.

5. Conclusbes

O reduzido nimero de animais investigados ndo permitiu atingir todos os objectivos preten-
didos. Tal deveu-se a reduzida incidéncia de PIF na populagdo de gatos que frequenta o
Hospital Escolar da FMV, a qual de caracteriza sobretudo por animais que vivem em apar-
tamentos da cidade de Lisboa. Tendem a ser o Unico animal de companhia do agregado

familiar, ndo tendo geralmente contactos com outros gatos ou quando esses contactos ocor-
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rem sao raros e fugazes. Tratam-se, normalmente, de gatos em bom estado geral, com uma
dieta equilibrada e que cumprem calendarios vacinais e de desparasitacdo que mitigam a
probabilidade de contrairem doencas infecciosas e parasitarias imunossupressoras, nomea-
damente viroses. Esta combinagéo reduz muito a exposicdo ao FCoV e salvaguarda que a
grande maioria destes gatos esta em condicbes de montar uma resposta imunitaria plena,
caso seja exposta ao virus.

Para aumentar a probabilidade de detectar animais clinicamente suspeitos de PIF, e dessa
forma alargar a amostra estudada, prolongou-se o periodo de recolha de dados de animais
suspeitos além do término do estagio no Hospital Escolar da FMV, mas o pequeno grupo
adicional de gatos suspeitos que foi possivel reunir, ou se revelou negativo nos exames
laboratoriais ou ndo nos foi permitido retirar resultados conclusivos.

Nos gatos com PIF investigados, confirmdmos que manifestaram sinais clinicos e alteracdes
analiticas concordantes com os dados publicados por equipas que estudaram amostras
maiores. Foi por essa razao que optamos por fazer uma analise estatistica descritiva deta-
Ihada dos gatos com PIF por nés identificados, apesar do tamanho da amostra ndo permitir
a realizacdo de estatistica inferencial e, consequentemente, extrapolacfes sobre facto-
res/comportamentos de risco. E importante continuar este estudo para verificar se esta ten-
déncia é real.

Os nossos dados sugerem que pode haver uma relagéo entre as cargas virais fecais, ou
seja, a excrecdo fecal quantitativa do virus, e a apresentacao clinica do animal, mas, de
novo, é preciso aumentar o tamanho da amostra para confirmar ou rejeitar a hipétese que
colocamos. Na auséncia de estudos nacionais e no actual cenario de escassez de publica-
¢Oes internacionais sobre esta relacéo, € importante que este trabalho tenha continuidade,
porque ajudara a compreender melhor a patogénese da PIF e dara aos clinicos elementos
relevantes para em funcdo da apresentacao clinica dos gatos na consulta tomarem as deci-
sBes mais adequadas relativamente ao maneio sanitario destes animais.

A componente realizada de titulagdo de anticorpos nos gatos com PIF confirmou os resulta-
dos obtidos por estudos anteriores.

Era interessante completar este estudo, associando ndo sO cargas virais detectadas nas
fezes, mas cargas virais no plasma e no liquido de derrame com a apresentacao clinica,
continuar a relacionar com o titulo de anticorpos, mas incluindo parametros que permitissem
avaliar a resposta celular, como por exemplo, determinar a populagdo de linfécitos T por
imunofenotipagem ou a medi¢&o de TNF-o e IFN-y.

Finalmente poderia também explorar-se a possibilidade de tornar as cargas virais discrimi-
natorias para diagnostico de PIF ou pelo menos indicadores de progndstico. Para tal seréo
necessarios fazer alguns ajustes no protocolo, nomeadamente, a uniformizacdo no registo

de dados, realizacdo de analise em fezes em vez de zaragatoas rectais e ndo recolher
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amostras apenas uma vez, mas sim, por exemplo em 4 a 5 dias consecutivos (Hartmann,
2005).

Adicionalmente, dever-se-a continuar a determinar o subtipo do virus, uma vez que h& gran-
de diversidade nos resultados publicados em relacao a possibilidade de um ou outro seroti-

po ser mais causador da doenca.
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ANEXO | — BREVE DESCRICAO DAS ACTIVIDADES DE ESTAGIO

O Estagio Curricular foi realizado no Hospital Escolar e nos Laboratérios de Microbiologia e
Virologia e de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Técnica de Lisboa, sob orientacdo do Professor Doutor Virgilio da Silva Almeida e co-

orientagdo da Dr.2 Joana Pontes.

O estagio no Hospital Escolar teve inicio no dia 1 de Marco de 2010 e terminou a 27 de
Agosto de 2010, tendo o trabalho laboratorial se prolongado até Novembro de 2010,

representando uma carga horaria total de 1360 horas.

Durante a realizacdo do Estagio Curricular, tive oportunidade colaborar nos diversos
Servicos integrados no Hospital Escolar, nomeadamente nos Servicos de Medicina Interna
(528 h), no Servico de Cirurgia (168 h) e no Servigo de Internamento (624 h) (Gréfico 6).

No Servico de Medicina Interna iniciei as consultas pela recolha da anamnese e realizagéo
do exame fisico com posterior discussdo com o Médico Veterinario Assistente sobre o
diagndéstico diferencial, exames complementares a realizar e tratamento a instituir.

Também acompanhei as seguintes Consultas de Referéncia: Cardiologia, Ortopedia,
Neurologia, Oftalmologia e Dermatologia.

Excluindo as Consultas de Primovacinacdo e Vacinagdo, observaram-se com maior
frequéncia casos de neoplasias, insuficiéncia renal, leishmaniose, parasitoses transmitidas
por ixodideos, otites e dermatites. Foram também observados alguns casos raros como
Hiperaldosteronismo em Gato, Meningoarterite responsiva a corticosterdides em Cachorro,

Tromboembolismo adrtico em Gato, Sindrome da Sella Vazia em Céo.

No Servico de Cirurgia competiu-me auxiliar o Médico Veterinario Cirurgido nas seguintes
tarefas: recepcdo do animal, preparacdo do animal para a cirurgia, monitorizacdo da
anestesia, auxilio da cirurgia propriamente dita e cuidados pds-operatérios.

A participacdo em Consultas de Seguimento Pés-Operatério consistiu nha retirada de pontos
de sutura, aplicacdo de vérios tipos de pensos e fisioterapia.

Assisti varios tipos de cirurgias de tecidos moles, ortopedia e oftalmologia.

As cirurgias que mais assisti foram orquiectomias electivas em gatos, ovariohisterectomias
electivas, mastectomias secundarias a neoplasias mamarias, em cadelas e gatas, exésere
de nodulos variados e destartarizagbes com extracgdo dentéria. Numa frequéncia menor,
assisti na Ortopedia a resolucéo de ruptura de ligamento cruzado cranial em Cé&o atravées da
técnica de avanco da tuberosidade tibial (TTA), osteotomia tripla pélvica e recessédo da
cabeca do fémur para correcgdo de displasia da anca, e osteossintese do fémur.
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Relativamente a Cirurgia de Tecidos Moles acompanhei a ablacao total do conduto auditivo,
esplenectomia, laparotomia, gastrotomia ou enterotomia para remog¢ao de corpos estranhos,
gastropéxia, herniorrafia perineal, bidopsias varias (tecidos moles e 0sso), cistorrafia e
cesareana. Mais especificamente na area da cirurgia oftalmol6gica assistiu-se a enucleacgéo
do globo ocular, exérese de nddulo palpebral e sutura da cornea por ulceracdo da mesma e

prolapso da iris.

O Servigco de Internamento foi realizado em turnos de 12 e de 24 horas. As tarefas
realizadas nesse periodo consistiam no maneio dos animais, desde a monitorizacdo a
preparacdo e administracdo de medicacdo, alimentacdo, cuidados de higiene e ao
exercicio/passeio no exterior. Realizei ainda tarefas como a cateterizacdo (para colheita de
sangue para analise e/ou fluidoterapia), algaliacdo, lavagem vesical, lavagem de feridas,
enemas, manutencdo de animais em camara de oxigénio, realizacdo de pensos, curvas de

glicémia, monitorizacao de transfusdo sanguinea, entre outras.

No Servico de Imagiologia participei em diversos meios de diagndstico imagiolégico:
radiologia, tomografia axial computorizada e ecografia.

Na Radiologia acompanhei os casos iniciados na consulta geral, tendo praticado o
posicionamento do animal, o funcionamento do aparelho e a interpretacdo da imagem.
Treinei o posicionamento do animal e a monitorizacdo anestésica durante a execugdo de
Tomografias Axiais Computorizadas.

Assisti indmeras Ecografias abdominais com o acompanhamento da Dr.2 Joana Pontes e
Ecocardiografias sob a orientacdo do Dr. Nuno Félix, tendo praticado a colocacdo e a
movimentacdo da sonda no paciente. Observei os seguintes procedimentos ecoguiados:
puncdes aspirativas (bago, figado, rim e linfonodos), abdominocentese, cistocentese e
pericardiocentese.

No Servico de Imagiologia assisti ainda a realizacdo de duas videotoscopias, uma

vaginoscopia e uma urografia de excrec¢ao.

Ao longo de todo o tempo de estagio houve oportunidade de participacdo directa em
actividades de triagem hospitalar, preparacdo e administracdo de farmacos, recolha,
preparacdo e envio de amostras para andlise laboratorial ou observagdo local ao
microscopio, realizacdo de testes rapidos de diagnoéstico, recepcdo e maneio de urgéncias,
entre outras.

Adicionalmente, participei em reuniées de caracter didactico sobre temas na Area Cientifica
da Clinica com a minha Co-Orientadora Dr.2 Joana Pontes, bem como a discussédo de
Casos Clinicos com a participacdo do Prof. Dr. José Henrique Duarte Correia. Destaco um
Workshop de Dermatologia organizado pela Dr.2 Ana Mafalda Lourenco sob o tema “Otites”
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e um Workshop de Cirurgia, em que treinei procedimentos cirirgicos em cadaveres,
organizado pela Dr.2 Ana Murta.

O trabalho laboratorial foi realizado nos Laboratérios de Virologia e Microbiologia e de
Biologia Molecular da FMV (40 h). Durante este periodo auxiliei a Prof. Dra. Ana Duarte na
realizacdo de varios procedimentos necessarios a obtencao de resultados, nomeadamente,
extraccdo de material genético (RNA), RT-PCR, nPCR, Real-time RT-PCR e ELISA
Indirecta.

2%

M Cirurgia
H Medicina Interna
i Internamento

H Laboratorio

Grafico 6: Distribuicdo das actividades realizadas durante o Estagio Curricular.

90



ANEXO Il - ALGORITMO PARA O DIAGNOSTICO DE PIF|

Histéria Pregressa
¥ Gato jovem (<2 anos)
¥ Ambiente com varios gatos (gatil, criador)
4 Stress (adopcao, castracao...)
¥ Raga predisposta

Exame clinico/Imagiologia

PIF ndo exsudativa

¥ Febre persistente (> 4 dias)
¥ Perda de peso

@ Prostracao

PIF exsudativa

@ Desperto/Prostracao

4 Febre moderada: 39.0-39.5°C
+ Dilatagdo abdominal /ascite

. X ¥ Anorexia
+ Dispneia/Derrame Pleural « Linfadenomegalia
+ Derrame Pericardico % Ictericia

¥ Sinais oculares (uveite, precipitados queraticos, opacidade do
humor aquoso, cuffing dos vasos retinianos)

Sinais neuroldgicos (convulsdes, ataxia, nistagmus)
Hiperbilirrubinémia

Anemia nao regenerativa (HT<30%)

Linfopénia

Hiperglobulinémia; ratio albumina:globulinas baixo

Elevado titulo de anticorpos anti-FCoV

Glicoproteina Acida Alfa-1 (>1500 pg/ml)

6 & & A& A aAaA

_ _Analise do derrame - _
Ge/rafmente amarelado Ilm,p160 e sem “cheiro
- Negativo Tesge de Rivalta Positivo

~

/ <309/d| PT >3,5 g/dI FERENE
! >0.8 Ratio A:G <0.8 . S
| >2x10%/I Leucdtitos, Totais <2x10°/l S~
Malorltarlamente\Imfocnos Identldade das Células Neutrofllos ¥ Macrofagos
o Alguns critérios compativeis Todos os critérios sao

compativeis com PIF

Teste em Laboratério Especializado
(derrame)

Detecc¢éo do virus nos macréfagos
(imunofluorescéncia):

Positivo = PIF T
. ratar a PIF
(Negativo pode ser PIF) ou considerar a eutanasia

v

Teste em Laboratério Especializado
PIF pouco provéavel (bi6psia)

Procurar outras causas Imunohistoquimica FCoV na bidpsia:

Positivo = PIF

(Negativo pode ser PIF)
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ANEXO Il - NOTA INFORMATIVA SOBRE TESTE DE RIVALTA

errame: Sera PIF

Na presenca de derrame existe uma forma facil e eficaz de determinar se é PIF ou ndo: o
Teste de Rivalta.

I Encher um tubo de ensaio ou copo estreito de plastico ou vidro (tem que ser transparente) com [0 ml
de &gua da torneira ou destilada a temperatura ambiente.
2. Adicionar 2-3 gotas de acido acético a 8% (vinagre vulgar).
3. Colocar cuidadosamente algumas gotas do derrame, por exemplo com o auxilio de um conta-gotas, a
superficie da solucéo.
4. Observar:
4 As gotas flutuam ou afundam ligeiramente parecendo uma alforreca: resultado positivo
(Figura 24)
@ As gotas desaparecem na solugdo como fumo: resultado negativo

Figura 24: Teste de Rivalta positivo

Este teste, embora simples, tem um valor preditivo negativo de 97% e positivo de 86%, ou seja, 5 em cada
6 gatos positivos neste teste tém mesmo PIF.

Qualquer davida no procedimento pode ser esclarecida pela consulta da bibliografia e visualizagdo do video
disponivel em: http.//www.youtube.com/watch?v=XmOk2veungA

Referéncias:

Newsletter April 20!0 from Companion Animal Diagnostics / University of Glasgow
Addie D.D. 2010. What is Feline Infectious Peritonitis? www.catvirus.com
Hartmann K, Binder C, Hirschberger J, Cole D, Reinacher M, Schroo S, Frost

J, Egberink H, Lutz H, Hermanns W. 2003 Comparison of different tests to
diagnose feline infectious peritonitis. J Vet Intern Med. [7(6): 78!-790.
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ANEXO IV — FICHA DE RECOLHA DE DADOS

; Ficha de Recolha de Dados

Projecto PIF: Carga Viral & Anticorpos

1. Identificacao do animal

1.1. Nome: 1.3. Raga:
1.2. Idade: 1.4. Género e estado reprodutivo:___
2. Origem:
] Gatil ] Oferta
] Criador ] Desconhecida
"] Loja ] Outro:
'] Rua
3. Ambiente
3.1. Habitacgao:
1 Apartamento 1 Gatil
] Moradia ] Outro:

3.2. Numero e espécies de animais em casa:

3.3. Acesso arua:
[] Constante [1 Raro
"I Frequente ] Nunca

4. Historia Pregressa

Evento stressante recente (castra¢ao, vacinacao...)
Testes de diagndstico realizados

Diarreia

Perda progressiva do apetite

O O -go .

Outro:

5. Sinais clinicos

"] Prostracao 1 Mucosas palidas
(1 Anorexia "1 Febre
'l Perda de Peso '] Ictericia
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]

[

Dilatacao abdominal ] Dispneia

Linfadenopatia

Palpacdo abdominal (ansas intestinais espessadas, linfadenopatia
mesentérica, superficies serosas irregulares)

Sinais neuroldgicos (convulsdes, ataxia, nistagmus, distirbios vestibu-
lares, parésia, alteracdes comportamentais, neuropatia periférica,
hiperestesia, incontinéncia urinaria...)

Sinais oculares (uveite, flare aquoso, flare vitreo, enfarte dos vasos
retinianos, precipitados queraticos, hifema, hipopién, coriorretinite,
descolamento da retina...)

Outro:

6. Sinais hematologicos

[

N
N
N

Anemia J Linfopénia
Leucocitose ] Trombocitopénia
Leucopénia ] Outro:
Neutrofilia

7. Sinais bioquimicos

[
[
[

Aumento das PT 1 Aumento das enzimas

Hipoalbuminémia hepaticas (FAS e ALT)

Diminuicao do ratio A:G 1 Aumento da bilirrubina total
] Outro:

8. Analise do derrame (se possivel)
8.1. Aspecto macroscopico:

"1 Cor:
"] Viscoso '] Espuma
8.2. Citologia
1 Conteudo celular <5000 células/ml
"] Macrofagos 1 Neutrofilos
] Outras células em menor quantidade:
8.3. Bioquimica
1 pH 1 Elevado contetido em
'] Densidade Globulinas
'] Aumento das PT '] Diminuicdo do ratio

Albumina:Globulina

94




9. Histopatologia (se disponivel)

10. Outros exames complementares

11. Rastreio virologico (zaragatoa rectal/ fezes)
11.1. Resultado:

12. Carga viral e Titulacao IgG (RT-PCR e ELISA; sangue em EDTA)
12. Resultado:
12.1. Carga viral:
12.2. Titulo Ac:

Baseado em: Feline Infectious Peritonitis (FIP) diagnosis worksheet por Dra. Diane D. Addie - Feline Institute Pyrenees
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