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Resumo

Diagnostico Laboratorial em Animais de Companhia

O presente relatério foi realizado no ambito do estagio curricular do Mestrado Integrado
em Medicina Veterinaria da Universidade de Evora, encontrando-se dividido em trés partes. A
primeira parte corresponde a analise da casuistica acompanhada durante o estagio curricular,
realizado no Laboratério Veterinario INNO, entre seis de outubro de 2020 e 26 de marco de 2021.
A segunda parte consiste numa revisdo bibliografica sobre a Peritonite Infeciosa Felina (PIF),
uma doenca infeciosa, inflamatéria e imunomediada. Por fim, a terceira parte apresenta um
estudo retrospetivo acerca da contribuicao do racio A/G e ATCN das efusdes cavitarias para o
diagnéstico de PIF. Apesar de ndo existirem carateristicas bioquimicas e celulares nas efusdes
gue permitam o diagnéstico definitivo da PIF, os resultados do estudo permitiram averiguar que
este torna-se mais provavel quando as efusfes apresentam racio A/G inferior a 0,88 e ATCN

superior a 4,9.

Palavras-chave: Relatério, Peritonite Infeciosa Felina, diagndstico, racio A/G, ATCN.

Abstract

Laboratorial Diagnosis in Companion Animals

The present report refers to the internship for the completion of the Master Degree in
Veterinary Medicine of the University of Evora, and is divided in three parts. The first part includes
a statistical description of the followed procedures during the curricular internship, which was held
at Laboratério Veterinario INNO, between October of 2020 and March of 2021. The second part
consists of a bibliographic review on Feline Infectious Peritonitis (FIP), an infectious, inflammatory
and immunomediated disease. Finally, the third part presents a retrospective study about the
contribution of the A/G and ATCNN ratio of cavitary effusions to the diagnosis of FIP. Although
there are no biochemical and cellular characteristics in effusions that allow the definitive diagnosis
of PIF, the results of the study allowed to verify that it becomes more likely when effusions have
an A/G ratio of less than 0,88 and ATCN greater than 4,9.

Keywords: Report, Feline Infectious Peritonitis, diagnosis, A/G ratio, ATCN.
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DC-SIGN: Dendritic cell specific intercellular
adhesion molecule 3-grabbing non integrin

CTCN: Contagem total de células nucleadas
dl: Decilitros

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid
(acido etilenodiamino tetra-acético)

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ensaio enzimatico de
imunoadsorgéo)

Fi: Frequéncia absoluta
Fr: Frequéncia relativa
Fip: Frequéncia absoluta por espécie

FeCoV: Feline Coronavirus (Coronavirus
Felino)

FECV: Feline  Enteric
(Coronavirus Entérico Felino)

Coronavirus

FeLV: Feline leukemia virus (Virus da
Leucemia felina)

FIV: Feline immunodeficiency virus (Virus
da imunodeficiéncia felina)

DC-SIGN: Dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin
(molécula de adeséo intercelular especifica
de células dendriticas)

FSC: Foward sacattered light (Luz dispersa
frontal)

fAPN: Feline aminopeptidase-N
(Aminopeptidase-N felina)

fT4: Free tiroxine (tiroxina livre)
fl: Fentolitros

FB: Fibrinogénio

GGT: Gama Glutamil Transferase
GM: Gamopatias monoclonais
GP: Gamopatias policlonais
HTF: Hipertiroidismo felino

IgA: Imunoglobulina A

IFI: Imunofluorescéncia Indireta
IFN-y: Interferon gamma (Interferdo-gama)
IL-1: Interleukin-1 (Interleucina 1)
IL-6: Interleukin-6 (Interleucina 1)
K: Potéassio

kb: Kilobase

L.V. INNO: Laboratorio Veterinario INNO
LDH: Lactato desidrogenase
LCE: Liquido cérebroespinal

Mg: Magnésio

ml: Mililitros

Na: Sodio

n: numero total de animais

ORF: Open Reading Frames (quadros de
leitura abertos)

PIF: Peritonite Infeciosa Felina



PIFV: Virus da Peritonite Infeciosa Felina
PT: Proteinas totais

PLI: Pancreatic Lipase Immunoreactivity
(Imunoreactividade da Lipase Pancreatica)

P. ex.: Por exemplo
pg: Picogramas
P4: Progesterona

RT-PCR: Reverse transcription polymerase
chain reaction (transcriptase reversa
seguida de reacdo em cadeia de
polimerase)

RNA: Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

SSC: Side sacattered light (Luz dispersa
lateral)

SFL: Side flourescent light (Luz fluorescente
lateral)

SID: Semel in die (a cada 24 horas)
T3: Triiodotironina
T4: Tiroxina total

TLI: Trypsin-Like Immunoreactivity
(Imunoreactividade Semelhante a Tripsina)

TTPA: Tempo de
Parcialmente Ativada

Tromboplastina

ATCN: Delta total de células nucleadas

TP: Tempo de Protrombina

TGeV: Transmissible gastroenteritis virus
(Virus da Gastroenterite Transmissivel
Porcina)

TSH: thyroid-stimulating hormone (Hormona
tireoestimulante)

TNF-a: Tumor necrosis factor — a (Fator de
necrose tumoral-alfa)

WBC/BASO: White blood cells/ Basophils
(Canal diferencial de basofilos)

WBC/DIFF: White blood cells/Differential
channel (Canal diferencial de leucécitos)

UPC: Urine protein:creatinine (Proteina:
creatinina na urina)

USG: Urine specific gravity (Gravidade
especifica da urina, densidade urinaria)

VCM: Volume corpuscular médio
ZnSO4: Sulfato de zinco

Hl: Microlitros

w: Omega

a: Alfa

y: Gamma

B: Beta
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1. Introducéo

O presente relatério foi elaborado no ambito do estagio curricular do Mestrado Integrado
em Medicina Veterinaria da Universidade de Evora e relata as atividades desenvolvidas durante
0 mesmo, que decorreu no Laboratério Veterindrio INNO (abreviatura da palavra Innovation)
(Figura 1).

Realizado em contexto laboratorial, o estagio apresentou como objetivo principal a
aquisicdo de competéncias praticas na area da Patologia Clinica de Animais de Companhia,
devido ao especial interesse por esta area da Medicina Veterinaria. Foi acompanhada a rotina
diaria do laboratério, completando 40 horas semanais, num sistema de horario rotativo das nove
horas as 18 horas ou das 13 horas as 21 horas. O estagio curricular permitiu 0 conhecimento e
realizacdo de analises em todos os equipamentos do laboratério, assim como a interpretacdo

dos resultados dos exames efetuados e a sua relacdo com os possiveis diagnosticos.

Ao longo destes seis meses, foi registada informacgéo acerca das andlises acompanhadas
nas diferentes areas de diagndstico laboratorial, a qual serviu de base para a realizacdo do
presente relatério, que se divide em trés partes. Na primeira parte sera exposta uma analise geral
da casuistica, que integra todos os procedimentos observados e efetuados, organizados por
areas de diagnostico laboratorial e por espécie animal, a qual ird incluir uma breve descri¢cao dos
procedimentos que suscitaram mais interesse. A segunda parte consiste numa revisao
bibliografica sobre a Peritonite Infeciosa Felina. Por fim, a terceira e Ultima parte apresenta um

estudo retrospetivo, enquadrado no tema da revisao bibliografica.

Figura 1 - Laboratério Veterinario INNO (fotografia gentilmente cedida pelo Laborat6ério
Veterinario INNO).



2. Relatorio descritivo do estagio
2.1. Apresentacao do local do estagio

Com o objetivo de auxiliar e melhorar o diagndstico clinico veterinario e, por conseguinte,
os cuidados de saude prestados a todos os animais, foi inaugurado em 2007, o Laboratério
Veterinario INNO (L.V. INNO), localizado na cidade de Braga. Trata-se de uma empresa que
disponibiliza servicos especializados na area da Patologia Clinica Veterinaria, através do uso de
meios tecnoldgicos inovadores aliados a uma equipa multidisciplinar, composta por médicos

veterinarios, técnicos superiores de diagnostico, administrativos, operacionais e estafetas.

No que concerne as instalacdes do L.V. INNO, estas encontram-se organizadas em 6
areas de trabalho distintas: 1) zona destinada a receber as amostras; 2) zona administrativa e
de apoio ao cliente; 3) laboratério de andlises clinicas e de citologia (onde se realizam analises
hematolodgicas, bioquimicas, endocrinolégicas, parasitolégicas, citologicas e urianalise); 4)
laboratério de histopatologia; 5) laborat6rio de microbiologia; 6) laboratério de imunologia. Em
parceria com laboratérios de diagnéstico internacionais, esta empresa dispée também de um
amplo catélogo de provas de diagnéstico nas areas de biologia molecular, genética, toxicologia

e alergologia.

Ao L.V. INNO chegam diariamente amostras biolégicas de todo o pais (continente e

arquipélagos) através de correio, empresas transportadoras e viaturas préprias do laboratério.

Para que o diagnéstico clinico possa ser confirmado com sucesso, as analises solicitadas
ao L.V. INNO devem ser realizadas em amostras adequadas. Para tal, o L.V. INNO fornece
recipientes adaptados aos varios tipos de amostras, para que as mesmas possam ser colhidas
e enviadas da forma mais assética possivel e devidamente acondicionadas. As amostras sao
sempre acompanhadas de uma ficha de requisicdo especifica, fornecida também pelo
laboratério, onde devem constar a identificagcdo do Centro de Atendimento Médico-Veterinario,
do médico veterinario requerente, do paciente (incluindo o nome, idade, género, raca, historia

clinica), do tutor, o tipo de material biolégico colhido, assim como as analises solicitadas.

Todas as andlises requisitadas e que chegam ao laboratério sdo inseridas no seu sistema
informatico interno, o Clinidata XXI ® (Maxdata Software, Portugal), de forma a orientar o trabalho

por areas de atuacao especificas, bem como manter um registo atualizado dos dados gerais dos

pacientes e dos resultados de todas as analises efetuadas pelos mesmos.

No L.V. INNO a maioria das analises clinicas sdo realizadas em equipamentos totalmente
automaticos, aos quais € aplicado diariamente um sistema de controlo de qualidade, no sentido
de fornecer resultados fidveis que refletem de forma precisa e exata o que esta a acontecer no

organismo dos pacientes.



2.2. Andlise da casuistica

De seis de outubro de 2020 a 26 de marg¢o de 2021, no &mbito do estagio curricular, existiu
um contacto direto com o meio profissional, pela realizacao e interpretacao de diversas analises
de apoio ao diagnéstico médico-veterinario efetuadas nas instalacdes do L.V. INNO. De modo a
facilitar a compreenséo da informagéo recolhida, foi realizada uma analise da casuistica.

Serdo apresentadas tabelas e graficos onde constam: frequéncias absolutas (Fi),
frequéncias absolutas por espécie (Fip) e frequéncias relativas (Fr (%)). Foram apenas
contabilizadas as analises diretamente acompanhadas durante o periodo de estagio. Por isso, 0
namero de andlises registadas ndo corresponde ao nimero de andlises solicitadas ao L.V. INNO

durante o periodo de tempo referido.

2.2.2. Andlise global das areas de diagndstico laboratorial acompanhadas

O numero total de andlises laboratoriais acompanhadas, que constituiram um apoio
auxiliar no diagnéstico em clinica de animais de companhia, durante os seis meses de estagio,
correspondeu a um total de 2340 andlises, tendo estas sido agrupadas em diferentes areas
diagnésticas, conforme é ilustrado no Grafico 1.

Areas de diagnoéstico laboratorial

= Analises Bioquimicas
4% 1%
6%

u Andlises Hematoldgicas
28%
12% = Urianélise
Anélises Micrcbiolégicas
u Andlises Parasitolégicas
15%

® Andlises Scroldgicas

19% m Analises Endorinclégicas

15%

® Andlises citologicas -
Citologia de efusges

Grafico 1 - Distribuic@o das &reas de diagnostico laboratorial acompanhadas durante o estégio,
expressa por Fr (%).



Pode constatar-se que as areas de diagnéstico laboratorial mais acompanhadas foram as
areas das andlises bioquimicas e hematolédgicas que corresponderam a 648 (Fr=28%) e 437
(Fr=19%) analises, respetivamente. Além destas foram também acompanhadas 354 uriandlises
(Fr=15%), 347 andlises microbioldgicas (Fr=15%), 288 andlises parasitolégicas (Fr=12%) e 149
andlises serolégicas (Fr=6%). As areas das andlises endocrinologicas (Fi=84; Fr=4%) e

citolégicas (Fi=33; Fr=1%) foram as areas menos representativas.

Algumas areas ndo serdo abordadas por nédo terem sido suficientemente acompanhadas

como é o caso da Histopatologia.

Relativamente a espécie animal, pode-se concluir pelo Grafico 2 que a mais frequente foi
a canina (Canis lupus familiaris), com 1354 andlises acompanhadas (Fr=58%), seguindo-se a

espécie felina (Felis silvestris catus), com 986 andlises acompanhadas (Fr=42%).

Espécies animais

42%

58%

m Canideos mFelideos

Grafico 2 - Representatividade das analises acompanhadas agrupadas por espécie, expressa
por Fr (%).



2.2.3. Casuistica distribuida por areas de diagndstico laboratorial e espécie
animal

2.2.3.1. Analises bioguimicas

Durante o estagio a avaliacao bioquimica baseou-se na mensuracao da concentracéo e/ou
atividade de varios parametros quimicos biol6gicos, nomeadamente eletrélitos, metabaolitos,

enzimas e proteinas, com o proposito de investigar a funcao e a lesdo em varios 6rgaos.

Nesta area de diagnéstico laboratorial, foram acompanhadas a realizacao e interpretacéo
de 648 analises, as quais foram reunidas em sete perfis bioquimicos (PB) — “Proteinograma”,
“Perfil Hepético”, “Perfil Renal’, “Perfil Pancreético”, “Perfil Metabodlico Energético”, “Perfil
Coagulacdo” e “lonograma”. Esta abordagem permitiu reconhecer mais facilmente padres
particulares de alteracdes e agrupa-las por sistemas, tecidos e/ou érgéos, de forma a facilitar o
diagnéstico. Além disso, a interpretacdo das andlises bioquimicas foi realizada de forma rigorosa

de acordo com a histéria clinica do paciente e o intervalo de referéncia estabelecido.

O Gréafico 3 expde os PB acompanhados, assim como os parametros bioguimicos
determinados em cada um deles. O “Perfil Hepatico” englobou a medi¢do da concentracao de
acidos biliares, bilirrubina direta e indireta, e medicdo da atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil transferase (GGT) e
fosfatase alcalina (ALP). O “Proteinograma” incluiu a medigao da concentracdo de proteinas
totais (PT), albumina, globulinas e racio albumina/globulinas (A/G). O “Perfil Renal’ compreendeu
a medicdo da ureia, creatinina e fosforo. O “Perfil Metabdlico Energético” incluiu a medigc&o da
concentracdo de glucose, frutosamina triglicéridos e colesterol. O “Perfil Pancreatico” abrangeu
a medicdo da concentracdo de amilase, lipase, imunoreactividade da lipase pancreética (PLI) e
imunoreactividade semelhante a tripsina (TLI). O “Perfil Coagula¢éo” englobou a mensuracéo do
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e fibrinogénio (FB).
O “lonograma” incluiu a medi¢édo do sédio (Na), cloreto (Cl) e potassio (K), contudo de forma a
simplificar o tratamento e apresentacdo dos dados foram incluidos neste perfil 0 magnésio (Mg)
e célcio (Ca).



Os PB mais frequentes foram o “Perfil Hepatico” (Fi=227; Fr=35%), seguido pelo
“Proteinograma” (Fi=162; Fr=25%) e, por fim, o “Perfil Renal” (Fi=124; Fr=19%). Além destes
também foram acompanhados o “Perfil Metabdlico Energético” (Fi=45; Fr=7%), o “Perfil
Pancreatico” (Fi=39; Fr=6%) e o “Perfil Coagulagao” (Fi=32; Fr=5%). O PB menos frequente foi
o “lonograma”, representando 3% (Fi=19) do total de PB acompanhados.

Perfis bioquimicos

5% 3% m Perfil Hepético - Acidos Biliares; Bilirrubina
1 direta e indireta; ALT; AST; GGT; ALP.

u Proteinograma - PT; Albumina; Globulinas;
7o Racio A:G.
0

u Perfil Renal - Ureia; Creatinina; Fosforo.

u Perfil Metabdlico Energético - Glucose;
Frutosamina; Triglicéridos; Colesterol.

19% - ) . .
m Perfil Pancreatico - PLI; TLI, Lipase, Amilase.

m Perfil Coagulagéo - TP; TTPA; FB.

25%

B lonograma - Na; Cl; K; Mg; Ca.

Grafico 3 - Distribuicdo dos parametros bioquimicos acompanhados, agrupados em sete PB,

expressa por Fr (%).



Relativamente a espécie animal, pode-se concluir pelo Gréfico 4 que 65% das andlises
bioquimicas acompanhadas pertenceram a canideos (Fi=421) e as restantes 35% pertenceram
a felideos (Fi=227).

Espécies animais que realizaram as analises
bioquimicas

35%

ECanideos & Felideos

Gréfico 4 - Distribuicdo das espécies animais que realizaram os parametros bioquimicos

acompanhados, expressa por Fr (%).

As analises bioquimicas foram realizadas em varios equipamentos automaticos, de entre
0s quais se destaca o analisador Cobas® 6000 (moédulo c501, Roche, Alemanha). Este
equipamento utiliza varias cassetes diferentes, pré-carregadas com substancias quimicas
especificas que reagem com as amostras biologicas para determinar a concentracdo e/ou

atividade dos parametros bioquimicos pretendidos.

As andlises bioquimicas foram realizadas a partir de amostras de soro ou de plasma
heparinizado. E preferivel o uso de soro em relagéo ao plasma heparinizado para quantificar
todos os parametros bioquimicos exceto o potassio, que é mais alto no soro do que no plasma
heparinizado, devido a libertagcdo de potassio pelas plaquetas durante a coagulagéo M. Assim,
foram usadas amostras de sangue total previamente colhidas para tubos de soro (isentos de
substancias anticoagulantes, mas gue possuem substancias ativadoras da coagulacdo) ou tubos
Secos estéreis, caso 0s primeiros estivessem indisponiveis. As amostras foram centrifugadas a
3500 rotagbes durante 10 minutos na centrifuga Kubota 5400® (Kubota Corporation, Jap&o).
Ap6s a centrifugagdo, o soro foi separado dos componentes celulares, sendo de seguida

realizada a analise das amostras no respetivo equipamento automatico.

Como exposto anteriormente, o PB “Proteinograma” foi um dos mais acompanhados no
periodo de estégio. Esta andlise permitiu ndo s6 quantificar as proteinas séricas totais, mas
também separar e quantificar grupos individuais de proteinas, nomeadamente a albumina e as

globulinas (alfa, beta e gama).



O “Proteinograma” é uma analise importante na dete¢éo, diagndstico e monitorizacéo de
varias doencas que envolvem disproteinémias, causadas p. ex. por, agentes infeciosos,
processos inflamatorios, estados de imunodeficiéncia, bem como paraproteinémias causadas
por neoplasias 2. Este PB foi realizado, em amostras de soro, no analisador Minicap® (Sebia,
Italia). Através do principio da eletroforese capilar, numa solucéo livre, o referido equipamento
separa as diferentes fracdes proteicas de acordo com o pH do eletrélito e o fluxo eletro-osmético.
Este método permite dividir as proteinas séricas em seis fra¢des: Albumina (Alb), a1, a2, B1, 2

e y globulinas (Figura 2).

Duas alteracdes relativamente comuns e com significado clinico na distribuicdo
eletroforética das proteinas séricas em caes e gatos ocorrem na regido das gama globulinas, e

sdo as gammopatias monoclonais (GM) e gamopatias policlonais (GP).

As GM séo caracterizadas por um pico ponteagudo e homogéneo na regidao das y-
globulinas (Figura 2A), refletindo a presenca de quantidades excessivas de apenas um tipo de
imunoglobulina. As GM ocorrem frequentemente em neoplasias linféides, incluindo mieloma
multiplo, linfoma, leucemia linfocitica cronica e macroglobulinémia. Ocasionalmente, podem ser
observadas GM em disturbios ndo neoplasicos tais como amiloidose, ehrliquiose, leishmaniose

visceral, peritonite infecciosa felina e gastroenterocolite plasmocitica .

As GP refletem a presenca de uma hipergamaglobulinémia difusa, na qual mais do que
uma classe de imunoglobulinas estd aumentada. Caracteriza-se por um aumento difuso e amplo
na zona da y-globulinas (Figura 2B). As causas mais comuns estdo associadas a estimulagéo
antigénica crénica que ocorre em processos inflamatérios ou infeciosos crénicos (p. ex.,
gastrointestinais, respiratérios, enddcrinos, cardiacos), infecdes severas, bem como doencas

imuno-mediadas 2.
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Figura 2 - Proteinogramas obtidos por eletroforese capilar. Em (A) esta representado o
proteinograma de um felideo com hiperalbuminémia e gamopatia monoclonal. Em (B) esta
representado o proteinograma de um canideo com gamopatia policlonal. Adaptado de casos do
L.V. INNO.



2.2.3.2.  Anadlises hematolbgicas

Foram incluidas nesta area de diagnéstico laboratorial um ndmero total de 437 andlises
hematologicas acompanhadas durante o periodo de estagio, nomeadamente: hemograma;
esfregaco de sangue; hemograma em conjunto com esfregaco de sangue; hemograma em
conjunto com esfregago de sangue e contagem de reticuldcitos e tipificacdo sanguinea (Tabela
1).

Verifica-se que a andlise “Hemograma” foi a mais frequente (Fi=294), possuindo uma
frequéncia relativa de 67,3%, seguida pelo “Esfregaco de sangue” (Fi=33), com uma
representatividade de 16,9%. Ambas constituem meios auxiliares de diagnostico hematologico
com notoria representatividade. Tal facto estd associado a elevada pratica destas andlises na
rotina laboratorial e no exercicio da pratica clinica diaria. A tipificacdo sanguinea foi realizada
apenas numa amostra de sangue de felideo, representando 0,2% das analises hematologicas
acompanhadas.

Tabela 1 - Distribuicdo das analises hematoldgicas realizadas por espécie animal, expressa por Fr (%) e
Fi.

Fip
Analise Hematoldégica
Canideos Felideos Fi Fr (%)
Hemograma 153 141 294 67,3
Esfregago de sangue 41 33 74 16,9
Hemograma + Esfregagos de sangue 19 25 44 10,1
Hemograma + Esfregago de sangue +
; 9 Q o g 13 11 24 55
Contagem de reticulécitos
Tipificacdo sanguinea 0 1 1 0,2
Total 226 211 437 100

O hemograma (CBC) e o esfregaco sanguineo representam meios auxiliares de
diagnostico através dos quais o0s principais componentes celulares sanguineos (eritrdcitos,

leucdcitos e plaquetas) s@o avaliados quantitativa e qualitativamente no seu todo.

No que diz respeito ao CBC realizado rotineiramente no L.V. INNO, este € um exame
guantitativo, que disponibiliza informa¢@o acerca das contagens totais e diferenciais dos

leucacitos, dos parametros e indices eritrocitarios e das contagens de plaquetas .



A avaliacdo dos leucdcitos engloba a determinacdo das contagens totais (por pL de
sangue) e das contagens diferenciais relativa (em percentagem) e absoluta (por uL de sangue),
constituindo o leucograma. A sua interpretagcdo permite identificar alteragbes compativeis com
processos patolégicos sistémicos, tais como inflamacoes, infecGes e neoplasias, estas Ultimas
associadas a sindromes linfoproliferativos, como leucemias e linfomas, e em raros casos,

mastocitomas sistémicos .

A avaliacdo dos eritrécitos, que constitui o eritrograma, engloba a determinacdo dos
parametros eritrocitarios, que avaliam quantitativamente os eritrécitos e englobam a contagem
do numero total de eritrdcitos (por UL de sangue), o hematdcrito (percentagem de eritrocitos por
volume de sangue) e o teor de hemoglobina (medido em g/dL). A avaliacdo conjunta destes
parametros permite detetar a presenca de anemia. Os indices eritrocitarios avaliam
qualitativamente os eritrécitos e incluem o volume corpuscular médio (o volume médio da massa
eritrocitaria, medido em fL), a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (quantidade
média de hemoglobina nhum determinado volume de sangue, medida em g/dL), a hemoglobina
corpuscular média (a quantidade média de hemoglobina dentro de cada eritrocito, medida em
pg) e a amplitude de distribuicdo do volume eritrocitario (grau de variacdo média do tamanho dos
eritrocitos, medida em percentagem). A avaliacdo dos indices eritrocitarios auxilia na
caraterizacdo da anemia 1.

Em relacdo a contagem absoluta dos reticulécitos (por uL de sangue), esta apenas é
incluida no hemograma de rotina quando solicitada, tendo como objetivo avaliar a resposta

regenerativa perante uma situacéo de anemia [,

A avaliacdo das plaguetas engloba a contagem total de plaquetas (por yL de sangue), o
plaquetécrito (percentagem de plaquetas no volume sanguineo) e o volume plaquetario médio
(medido em fL), constituindo o plaquetograma. A sua determinacdo permite investigar a
presenca de trombocitopenias (associadas p. ex. a hemorragia severa, causas infeciosas ou
imunomediadas) ou trombocitoses (associadas p. ex. a processos inflamatoérios ou administragao
de farmacos) Bl

Os hemogramas foram realizados recorrendo a um analisador hematolégico automatico,
0 Sysmex XT — 2000iV® (Sysmex Corporation, Kobe, Japdo). Este equipamento utiliza os
métodos de impedancia e de citometria de fluxo para disponibilizar os valores das contagens
totais e diferenciais das células sanguineas. Pelo método de impedancia as células séo lancadas
através de uma pequena abertura entre dois elétrodos e a sua passagem através dessa abertura
origina um pulso de voltagem mensuravel. A frequéncia de pulsos indica o nimero de células e
a magnitude na alteracdo da resisténcia elétrica determina o volume destas células . Através
da citometria de fluxo as células séo coradas com uma substéncia fluorescente (a polimetina),
que se liga aos acidos nucleicos e organelos citoplasmaticos, passando de seguida

individualmente através de um feixe laser, absorvendo e dispersando a luz ™.

10



Pela citometria de fluxo, as células séo diferenciadas (canal WBC/DIFF) em neutrdfilos,
linfécitos, mondcitos e eosindfilos pela estrutura interna (SSC), pelo tamanho celular (FSC) e
pelo conteddo em acidos nucleicos (SFL). J& os basofilos séo identificados e quantificados (canal
WBC/BASO) pela SSC e pelo FSC das células resistentes a lise, através do uso de uma solucao
acida forte que colapsa todas as células nucleadas, com excec&o dos basofilos 1.

Os resultados do CBC sao interpretados de acordo com os intervalos de referéncia
estabelecidos para o equipamento Sysmex XT — 2000iV® e com os histogramas. Estes (ltimos
juntamente com o esfregago sanguineo, permitem avaliar as contagens e distribuicdes celulares,
sendo fundamentais para detetar células atipicas (eritrocitos nucleados, blastos e granulécitos
imaturos) (Figura 3). A avaliacdo conjunta do CBC e esfregaco, também permite detetar erros
na separacédo das células, particularmente nos felideos, nos quais € comum a sobreposicao das
grandes plaquetas com os eritrécitos e a presenca de agregados plaquetarios, o que subestima

a contagem de plaquetas pelo equipamento .

WBC/BASO

i ‘
e .

(] 1 =¥ N L vA '. c ’
= g I a0 ®\ 0!{&&““’.‘- )

Figura 3 — Compativel com uma sindrome linfoproliferativa. No histograma, o gréafico de

disperséo DIFF apresenta uma distribuicdo da populacéo de linfécitos concentrada na regido de
elevada fluorescéncia e uma regido superior (seta preta) em que o analisador ndo conseguiu
realizar a sua identificacé@o, sendo consideradas células atipicas; eixo dos xx: SSC; eixo dos yy:
SFL. No gréfico de dispersdo WBC/BASO visualiza-se grande concentracdo de células
resistentes a lise, tipico de células neoplasicas; eixo dos xx: SSC; eixo dos yy: FSC. A direita
esta representada a confirmacao de sindrome linfoproliferativa pelo esfregaco sanguineo corado
com Diff-Quik®. Visualiza-se uma populagdo de linfocitos atipicos de pequenas e médias
dimensdes, com nucleo redondo a oval, por vezes indentado, o citoplasma apresenta (por vezes)

cor azul-escura. Ampliacdo 500x e 1000x. Adaptado de caso de hematologia do L.V. INNO.
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O esfregaco de sangue periférico é sobretudo um exame qualitativo que avalia a
morfologia das células sanguineas, mas também permite estimar o seu nimero percentual.
Durante o estagio, a observacdo microscépica de esfregaco sanguineo iniciou-se a baixa
ampliacdo (objetiva de 100x), para avaliar a celularidade, a qualidade e o espalhamento da
amostra. Nesta objetiva, avaliou-se ainda a presenca de auto-aglutinacdo eritrocitaria e
leucocitaria, agregados plaquetdarios e estruturas parasitarias (p. ex, microfilarias). De seguida,
com recurso a uma ampliacéo superior (objetiva de 500x), avaliou-se a morfologia dos leucdcitos,
pesquisaram-se células atipicas (referidas anteriormente) e realizou-se o diferencial leucocitario.
Por fim utilizou-se a maior ampliagcéo (objetiva de 1000x) para avaliar a morfologia dos eritrocitos
e das plaquetas, realizar a contagem de plaquetas e pesquisar parasitas intracelulares (Figura
4) B,

Figura 4 - Fotomicrografias de esfregagos sanguineos corados com Diff-Quik®, contendo
hemoparasitas. (A) Microrganismos compativeis com Mycoplasma spp. (seta preta), ampliagcao
de 1000x. (B) Microfilaria numa amostra de sangue de canideo, ampliagdo 500x. (C) Oito formas
intra-eritrocitarias compativeis com merozoitos de Babesia spp. (seta amarela), ampliacdo de
1000x. (D) Incluséo de Lentz no citoplasma de um mondcito canino (seta verde) provocada pelo
virus da esgana, ampliacdo de 1000x. (E) Microrganismo compativel com Hepatozoon spp. no
citoplasma de um neutréfilo (seta branca), ampliacdo de 500x. Adaptado de casos de
hematologia do L.V. INNO.
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2.2.3.3. Urianalise

Durante o estagio foram preparadas e avaliadas 354 amostras de urina. A “Urianalise tipo
I”, a “Urianalise tipo II” (com ou sem determinagdo do racio proteina/creatinina urinaria) e a
avaliac@o microscopia do “Sedimento Urinario” foram os exames realizados com essa finalidade
(Tabela 2). A “Uriandlise tipo 11” foi o exame mais frequente (Fi=139; Fr=39,2%), tanto em
canideos (PIF=43) como em felideos (PIF=96). De sublinhar que a cultura microbioldgica de
urina (urocultura) foi integrada na categoria das “Analises microbioldgicas”, pelo que a sua

contabilizagdo nao foi realizada nesta area de diagndstico laboratorial.

Tabela 2 - Distribuicdo dos tipos de andlises realizadas a urina por espécie animal, expressa por
Fi, Fip e Fr (%).

Fip
Uriandlise

Canideos Felideos Fi Fr (%)

Tipo Il 43 96 139 39,3
Sedimento Urinério 35 66 101 28,5
Tipo Il + racio UPC 31 45 76 21,5
Tipo | 23 15 38 10,7

Total 132 222 354 100

Racio proteina/creatinina urinéria (UPC).

O exame “Uriandlise tipo |” englobou a avaliagéo das carateristicas fisicas gerais da urina
e 0 exame semi-quantitativo das suas propriedades quimicas. Ja a “Urianalise tipo I1” além de ter
incluido a avaliacdo das carateristicas fisicas e quimicas da urina, abrangeu também a avaliagcao
microscépica do seu sedimento [©,

Na interpretacéo dos resultados da urianalise foi tido sempre em considera¢do o método
de colheita da amostra de urina. Os métodos geralmente utilizados para a colheita de urina foram
a colheita livre (miccdo espontanea ou compressdo manual da bexiga), a algaliacdo e a
cistocentese. A cistocentese é considerada o método de colheita de elei¢do para a uriandlise e
para a cultura microbiolégica, porque apresenta menor risco de contaminagdo da amostra pelo

trato urinario distal e genital e é relativamente bem tolerada pelos pacientes [l.
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No que diz respeito as propriedades fisicas avaliadas na urina, estas incluiram a avaliacdo
da cor, turvagéo e densidade. Em caes e gatos saudaveis a urina é limpida ou ligeiramente turva
e possui cor amarela de vérias tonalidades devido a presenca de pigmentos naturais (urocromos)
61 Apesar da intensidade da cor da urina estar geralmente associada a sua concentragdo (urina
mais concentrada € amarela mais escura e vice-versa), esta pode ter inllmeras causas, por isso
ndo deve ser interpretada isoladamente para avaliar a capacidade renal de concentragcdo
urindria. Também a presenca de pigmentaria (cor anormal) e turvagdo anormal podem estar
associadas a presenca de inUmeras substancias endégenas ou exdgenas relacionadas por
exemplo com a dieta, o estado de hidratagdo, administragdo de farmacos ou hemorragia ©.
Nestes casos, a analise quimica e 0 exame microscopico do sedimento foram fundamentais para

auxiliar no diagndstico.

A densidade urinaria (USG) reflete a capacidade dos tubulos renais para responder a
estimulagdo da hormona antidiurética, conservar agua no organismo e produzir urina bem
concentrada . No periodo de estagio a sua determinacdo foi feita através de refratometria
(método indireto que se baseia no indice de refracdo da urina). A urina € constituida por 95% de
agua e 5% de solutos. A quantidade, tamanho e peso desses solutos influenciam
fisiologicamente a USG. Ja a presenca de células, cristais, muco e/ou bactérias sobrestima o
seu valor real, porém este problema pode ser evitado se a medicéo for feita utilizando apenas o
sobrenadante apds a centrifugacéo da amostra de urina. A USG deve ser interpretada tendo em
consideracéo a idade e o estado de hidratacdo do animal, a concentracédo de proteina e glicose
na urina e a concentracao de ureia e creatinina séricas. A USG é relativamente insensivel na
detecdo precoce de doenca renal. No entanto, num paciente azotémico, ajuda a localizar a sua

causa (pré-renal, renal ou pés-renal) [©1,

Relativamente a avaliac@o das propriedades quimicas da urina, as tiras reativas foram o
método usado durante o estagio para detetar a presenca simultdnea de varios metabolitos
(bilirrubina, glicose, eritrécitos, hemoglobina, corpos ceténicos e proteinas) e o pH. As tiras
guimicas sdo constituidas por varias almofadas impregnadas com reagentes que mudam de cor
guando a substancia de interesse esta presente. O grau de mudancga de cor corresponde a
quantidade aproximada da substancia presente . Durante o estagio, esta avaliacdo foi feita
manualmente (comparando as cores da tira com uma escala colorimétrica) ou utilizando um
analisador automatico, o Clinitek Status plus® (Siemens Healthcare, Alemanha). Deve ter-se em
conta que o urobilinogénio, os nitritos, a densidade e os leucécitos medidos nas tiras quimicas

de urina tém pouca relevancia clinica em cées e gatos [© .
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Por vezes, as tiras quimicas de urina podem reagir para a presenca de proteina,
principalmente a albumina. Caso a reagdo na tira de urina seja persistentemente positiva em
duas ou trés amostras de urina colhidas durante 2 semanas, e ndo existam outras altera¢des no
sedimento, nas proteinas totais séricas, nem sinais clinicos sugestivos de patologia pré-renal ou
pos-renal, a medicao do racio UPC é muito Util para avaliar a gravidade da proteinuria renal e
determinar a sua origem (glomerular ou tubular) . No L.V. INNO a determinag&o do racio UPC
¢ realizada no analisador automatico Cobas® 6000 (moédulo c501, Roche, Alemanha),

mencionado anteriormente.

Na avaliacdo microscopica do sedimento urinario o principal objetivo € detetar e
contabilizar a presenca de células (leucécitos, eritrocitos, células epiteliais e células atipicas),
cilindros, microrganismos (bactérias, leveduras e fungos) e cristais, podendo indicar a doenca do
trato urinario subjacente . Para avaliar o sedimento urindrio as amostras de urina foram
previamente centrifugadas, desprezou-se o0 sobrenadante e utilizou-se o sedimento
remanescente para observacao microscoépica. O Gréafico 5 expde varios processos associados
ao sedimento urinario identificados em 175 amostras de urina de 78 felideos e 97 canideos. A
cristallria (presenca de cristais na urina) constituiu o achado mais frequente (Fi=114), tanto em

canideos (Fip=48) como em felideos (Fip=66).

Achados detetados nos sedimentos
urinarios
100
80
66
80
48
40 32
0 [ - [ B 1 .
Infecdo do trato Inflamagéo do Cristallria Cilindraria
urinario trato urinario
B Canideos uFelideos

Grafico 5 - Distribuicdo dos achados detetados nos sedimentos urinérios por espécie animal,

expressa por Fip.
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A cristaliria ocorre quando a urina esta hipersaturada de minerais ou substancias
cristalogénicas que precipitam fora da solucdo. Em alguns casos, a presenca de cristallria € um
achado acidental, sem necessidade de aplicar tratamento. Também nao indica necessariamente
a presenca de urdlitos, nem predisposicao para a sua formacdo. No entanto, alguns cristais
podem ser patologicamente relevantes em determinadas circunstancias como, quando séo
identificados cristais associados a processos patologicos (p. ex., uratos de amonio, oxalato de
calcio monohidratado, cistina) ou quando s@o encontrados grandes agregados de cristais de

estruvite ou de oxalato de céalcio dihidratado [©.

Podemos ver na Figura 5 alguns exemplos de imagens microscépicas de sedimentos

urinarios.

K‘s'vt,\

Nl s
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Figura 5 - Fotomicrografias de sedimentos urinérios. Ampliacéo de 400x. (A) Pilria acentuada
(abundantes leucdcitos, seta vermelha), bacilos (seta verde) e cocos em plano de fundo,
compativeis com infe¢do do trato urinério. (B) Abundantes eritrécitos e cristais de fosfato de
amoénio magnesiano (estruvite, seta preta), compativeis com hematdria e cristaliria. (C) Cristais
de uratos de amoénio ou xantina. (D) Cristais de cistina. (E) Cristais de oxalato de calcio
dihidratado. (F) Cristais de oxalato de calcio monohidratado. (G) Cristais de bilirrubina. Adaptado

de casos de urianalise do L.V. INNO.
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2.2.3.4.  Andlises microbiologicas

As atividades desenvolvidas durante o estdgio na area da microbiologia envolveram a

inoculacdo de diferentes amostras biolégicas suspeitas de infecdo em meios de crescimento

especificos, seguindo-se a sua incubacao sob condicdes ambientais e temporais controladas

laboratorialmente. O propdsito foi permitir que os agentes patogénicos presentes em tais

amostras se pudessem reproduzir e desenvolver de forma facil e rapida, para posterior detecéo,

quantificaco e identificacéo.

Nesse sentido, foram acompanhadas 347 analises microbiolégicas, de 223 canideos e 124

felideos. A urocultura foi a analise microbioldgica mais acompanhada para pesquisa de bactérias

aerobicas (Fi=195; Fr=56,2%), seguida pela cultura de exsudados auriculares (Fi=71; Fr=20,4%).

A pesquisa de bactérias anaerobicas foi realizada apenas numa amostra de abcesso de um

canideo (Fi=1; Fr=0,3%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das andlises microbiol6gicas por tipo de amostra e por espécie animal,

expressa em Fip, Fi e Fr (%).

Fip
Analise Amostra
Canideos | Felideos Fi Fr (%)
Urina 105 90 195 56,2
Pesquisa de bactérias Exsgdado 49 29 71 20.4
aerobicas auricular
Fezes 3 0 3 0,9
Pesquisa d(? fungos Pelos, crostas e 60 10 20 20,2
Dermatofitos unhas
Pesquisa de outros Pelos, crostas e 5 5 7 20
fungos unhas
Pesquisa dfa pacterlas AbCESSO 1 0 1 0.3
anaerdébicas
Total 223 124 347 100
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Em 92 das 347 culturas acompanhadas, verificou-se o crescimento de microrganismos,
nomeadamente na urocultura, na cultura de exsudados auriculares (EA) e na pesquisa de
dermatofitos (DTM) (Gréfico 6). A bactéria mais frequentemente identificada na urocultura foi a
Escherichia coli, isolada em 34 amostras. Na pesquisa de dermatéfitos, o fungo Microsporum
canis foi isolado em duas amostras. A cultura de EA permitiu identificar as bactérias
Staphylococcus pseudintermedius e Pseudomonas aeruginosa, em 16 e 11 amostras
respetivamente. A levedura identificada na cultura de EA foi a Malassezia pachydermatis, isolada

em 17 amostras.

Isolamentos por analise

Enterococcus faecalis [l 3
Proteus mirabilis [ 7
Escherichia coli [ 34
Malassezia spp. | 17

Staphylococcus pseudointermedius [ 16
Pseudomonas aeruginosa [ 11

Urocultura

Cultura de
Exsudado
auricular

Microsporum gypseum | 1

DTM

Trichophyton spp. | 1
Microsporum canis [ 2

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Grafico 6 - Distribuicdo dos microrganismos isolados por andlise, expressos por Fi.

A cultura bacteriolégica de exsudados auriculares esta indicada em casos de otite
crénica ou recorrente, quando ha suspeita de otite média ou quando a terapéutica topica e/ou
sistémica administrada para tratar a otite ndo mostra ser eficaz. E também indicada quando se

observam bacilos na citologia [,
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Durante o estagio, as amostras de EA foram incubadas em trés meios diferentes: agar
MacConkey, agar Columbia COS (+ 5% sangue ovino) e agar Columbia CNA (+ 5% sangue
ovino). O meio de cultura agar MacConkey é um meio seletivo que isola principalmente bactérias
entéricas gram-negativas e bactérias que fermentam a lactose. O meio de cultura agar Columbia
COS (+ 5% sangue ovino) € um meio geral de nutricdo que permite o crescimento de
microrganismos fastidiosos e néo fastidiosos, tais como Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp., corineformes e leveduras. Ja o
meio de cultura agar Columbia CNA (+ 5% sangue ovino) € um meio seletivo que isola
principalmente bactérias cocos gram-positivos (especialmente Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp.), mas também leveduras. Estes dois Ultimos meios permitem detetar reacdes

hemoliticas por serem enriquecidos com sangue 1.

Antes de ser feita a inoculacéo, nos meios de cultura referidos anteriormente, foi realizada
uma citologia inicial de cada amostra de EA, corada pelo método Gram, para identificar a

presenca de outras estruturas (p. ex., Malassezia spp.,) (Figura 6).

Figura 6 — Fotomicrografia, corada pelo método Gram, de microrganismos compativeis com

Malassezia spp., em ampliacdo 1000x. Adaptado de caso de microbiologia do L.V. INNO.

Ap6s a inoculagdo das amostras nas placas que contém os meios de culturas, estas foram
colocadas na estufa a incubar durante 24 a 48 horas, a temperatura de 37° C. Ap0s este periodo
foi feita a avaliacdo da existéncia de crescimento de col6nias nas placas. Caso existisse
crescimento, 0 passo seguinte era avaliar visualmente a morfologia da colénia e identificar a
presenca de hemdlise. De seguida, era retirada uma amostra da placa para isolar uma col6nia
gue estivesse em maioria e identificar, através da microscopia, o tipo de bactérias predominantes

(cocos, bacilos ou cocobacilos) e se eram gram-positivo ou gram-negativo.
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A determinacao dos microrganismos presentes nas amostras de EA foi feita utilizando um
equipamento de identificacdo microbioldgica totalmente automatizado, o VITEK® 2
Compact (bioMérieux, Inc. Hazelwood, MO) (Figura 7). Este sistema utiliza cartas especificas
para identificacdo microbiana e realizacéo de testes de sensibilidade antimicrobiana. Apos a
inoculacdo com uma suspensao padronizada do organismo desconhecido, cada carta é incubada
e lida pela ¢tica interna do instrumento. A identificacédo é realizada através da avaliacdo de um
sinal 6tico gerado por rea¢8es bioquimicas individuais, presentes nas cartas. A comparacao dos
resultados com as reacgfes especificas das espécies bacterianas, conhecidas na base de dados
do equipamento, permite a identificacdo dos microrganismos.

Figura 7 - Sistema de identificacdo microbiolégica e realizacdo de testes de sensibilidade
antimicrobiana, VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Inc. Hazelwood, MO). Fotografia original da

autora captada durante o estdgio no L.V. INNO.
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2.2.3.5.  Andlises parasitoldgicas

As parasitoses dos animais de companhia, para além de possuirem um impacto negativo
na salde e bem-estar dos mesmos, algumas tém carater zoonético, constituindo um perigo para
a Saude Publica. Porém, grande parte das doencas parasitarias podem ser controladas através

de um diagnéstico precoce e aplicacdo de tratamento adequado 14,

Muitos parasitas localizados ao longo do tubo digestivo e 6rgaos internos produzem ovos,
larvas, oocistos ou quistos que sdo excretados pelo organismo através das fezes [*U. A fim de
detetar a presenca destes, uma das atividades desenvolvidas durante o periodo de estagio foi a
preparacao, visualizacdo e interpretacdo de 288 amostras coprolégicas por dois métodos
diferentes: a técnica de Willis-Molley modificada e a técnica de Baermann-Moraes (Gréfico 7). A
técnica de Willis-Molley modificada foi a analise coprolégica mais representativa, tanto na

espécie canina (Fip=191) como felina (Fip=75).

Técnicas coprologicas acompanhadas
200 191
150
100
75
50 ' '
13 9
0 u B '
Willis-Moltey modificada Baermann-Moraes
m Canideos uFelideos

Grafico 7 - Distribuicdo das técnicas coprologicas acompanhadas por espécie animal,

expressa por Fip.

As analises coprolégicas acompanhadas eram constituidas por duas partes: uma
avaliagdo macroscopica das fezes (para observar a cor, consisténcia, presenca de muco,
sangue, parasitas adultos e corpos estranhos) e uma avaliagdo microscopica (para detetar ovos,

oocistos, quistos, larvas de parasitas) 4,
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Na Figura 8, estdo representadas algumas das formas parasitarias visualizadas no exame
microscopico durante o periodo de estagio.

Figura 8 - Fotomicrografias de diversas formas parasitarias detetadas no exame fecal. Ampliagédo
de 400x. (A) Quistos de Giardia spp. (B) Ovos de Trichuris spp. (C) Ovo de estréngilo (Uncinaria
spp., Ancylostoma spp.). (D) Oocistos de Cystoisospora spp. (E) Ovos de Toxocara spp. (F)
Cineclomyces guttulatus. (G) Larva de Aelurostrongylus spp. Adaptado de casos de parasitologia
do L.V. INNO.

A técnica de Willis-Molley teve como objetivo identificar formas parasitarias
(principalmente ovos, oocistos e quistos) do trato gastrointestinal, utilizando como principio base
a flutuacéo fecal. Para tal foi usada uma solucéo de densidade elevada de modo que o material
parasitario, menos denso que a solugdo envolvente, pudesse flutuar. Podem ser usadas varias
substancias como solugbes de flutuagdo, nomeadamente: nitrato de sédio, cloreto de sédio,
sulfato de magnésio, sulfato de zinco (ZnSOa4) e sacarose. E importante ter em conta a densidade
da solucéo utilizada para que exista um equilibrio entre a quantidade de formas parasitarias e

detritos a flutuar, de modo a facilitar a identificacdo! .

Durante estagio foi utilizada uma versdo modificada da técnica de Willis-Molley com
recurso a centrifugagdo e uso de uma solugdo de ZnSO4 com densidade de 1.18, uma técnica
mais sensivel que permite detetar a maioria dos ovos de nematodes, oocistos e quistos de

protozoarios 1.

A técnica de Baermann-Moraes apresentou como objetivo identificar larvas de parasitas
pulmonares. Esta baseia-se no principio do hidrotropismo e termotropismo positivos. Quando as

amostras fecais foram suspensas em agua aquecida, se as larvas estivessem presentes,
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migravam para fora da amostra pela forca da gravidade até ao fundo do sistema, de onde podiam

ser recolhidas para identificagéo [*4,

A avaliagdo microscopica das amostras fecais permitiu identificar no total 68 formas

parasitarias. Destas, 98,5% corresponderam a parasitas gastrointestinais e apenas 1,5%

corresponderam a parasitas pulmonares (Tabela 4).

Dos parasitas gastrointestinais, os ovos de Uncinaria spp. ou Ancylostoma spp. foram as

formas detetadas com maior frequéncia (Fi=18; Fr=26,5%) tendo ocorrido em 15 canideos e 3

felideos. As Unicas formas parasitarias pulmonares detetadas foram larvas de Aelurostrongylus

spp., huma amostra de um felideo.

Tabela 4 - Distribuicdo das formas parasitarias detetadas no exame coprolégico por espécie

animal, expressa por Fip, Fi e Fr (%).

Fip
Exame microscoépico
Canideos | Felideos Fi Fr (%)
Ovos de Uncinaria spp. / 15 3 18 265
Ancylostoma spp.
Ovos de Toxocara spp. 5 4 9 13,2
Nematodes
Ovos de Trichuris spp. 3 0 3 4,4
Larvas de Aelurostrongylus 0 1 1 15
spp.
Quistos de Giardia spp. 15 1 16 23,5
Protozoérios : :
Oocistos de Cystoisospora 11 0 11 16,2
spp.
Leveduras Cyniclomyces guttulatus 10 0 10 14,7
Total 59 9 68 100
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Giardia spp., € um protozoario flagelado, parasita do intestino delgado, que se encontra
distribuido mundialmente. Existem seis espécies que pertencem ao género Giardia, das quais a
Giardia duodenalis (também denominada G. lamblia ou G. intestinalis) é responsavel por infetar
varios mamiferos, incluindo cées, gatos e seres humanos. A G. duodenalis é atualmente
classificada em oito genotipos ou assemblages (de A a H), com varios graus de especificidade
em relagcdo aos hospedeiros. Os cades sdo geralmente infetados com os genétipos C e D. O
gendtipo F é isolado em gatos. Ocasionalmente o genoétipo A é detetado em cées e gatos. A
infecdo humana é quase sempre pelos gendtipos A ou B. Assim, pelo facto de cées e gatos
possuirem genétipos que podem infetar o ser humano, o potencial zoonético de Giardia

duodenalis deve ser considerado 1.

Apesar de a maioria das infegcBes serem assintomaticas, quando ocorrem sinais e
sintomas, estes caracterizam-se principalmente por desconforto abdominal a dor abdominal

severa, perda de peso, vomitos e diarreia (intermitente ou persistente) 14,

Atualmente, o diagnéstico de infe¢cdes por G. duodenalis, em cées e gatos, através da
pesquisa microscopica utilizando técnicas baseadas na flutuacdo fecal, € um método que
apresenta elevada especificidade (cerca de 95,5%). Tipicamente os oocistos sdo elipticos de
parede fina e lisa, contém dois a quatro nucleos, duas hastes intracitoplasmaticas lineares e dois
corpos meédios espessos em forma de virgula. No entanto, a sensibilidade desta analise é
limitada por varias razdes: 1) os oocistos podem néo estar distribuidos homogeneamente por
toda a amostra fecal; 2) a sua excrecéo fecal ndo € constante; 3) sdo muito afetados pelas
condicdes de armazenamento da amostra fecal; 4) séo afetados pela solucdo usada na técnica
de flutuacdo. Tendo em conta estes fatores, € de realcar que, a infecdo por G. duodenalis ndo
deve ser excluida com base num Unico resultado negativo na flutuacéo fecal, principalmente se
existirem sinais clinicos. Ainda assim, a sensibilidade pode ser melhorada se forem analisadas
pelo menos trés amostras fecais frescas colhidas num intervalo de trés a cinco dias consecutivos
e se for usada como solucéo de flutuag@o 0 ZnSO4 com densidade de 1,18. De forma a aumentar
a sensibilidade e especificidade do diagnostico, a European Scientific Counsel Companion
Animal Parasites recomenda a dete¢@o de coproantigénios de Giardia duodenalis juntamente
com a realizagdo da flutuacdo fecal. Existem varios testes disponiveis para detetar os
coproantigénios de Giardia duodenalis, nomeadamente a imunofluorescéncia direta,

imunocromatografia e ELISA 11 121-014],
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2.2.3.6.  Andlises serologicas

Em medicina veterinaria estao disponiveis varias provas de diagnéstico que tém como
objetivo demonstrar a interacéo entre antigénios e anticorpos através do doseamento sérico de

imunoglobulinas, denominadas na prética por testes seroldgicos 191,

Nas analises seroldgicas, o sistema imunitario humoral pode ser explorado para avaliagéo
laboratorial e diagnostico através de dois modos: 1) os anticorpos podem ser utilizados para
identificar o antigeno associado a um agente infecioso especifico e 2) para detetar anticorpos

especificos e saber se o animal foi previamente exposto a um agente infecioso 161,

Durante o periodo de estagio, foi acompanhada a realizacdo e interpretacdo de 149
andlises seroldgicas (Grafico 8). O ensaio enzimatico de imunoadsorcao (ELISA) foi o teste
serologico mais frequente, tendo sido realizadas 68 provas, seguido pelo teste de

Imunofluorescéncia indireta (IF1), tendo sido realizados 64 testes.

O teste Imunocomb® foi realizado em amostras de soro de 10 canideos, para determinar
os niveis de anticorpos (nomeadamente IgM) contra o Parvovirus canino e o virus da Cinomose
canina. O teste de hemaglutinacao indireta foi realizado em amostras de soro de 7 felideos para

pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii.

Testes serolégicos

mELISA ®Imunocomb ®I[FI = Hemaglutinacdo Indireta

Grafico 8 - Distribuicdo dos testes seroldgicos acompanhados, expressa por Fr (%).
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Pode constatar-se pelo Grafico 9 que, de entre as provas seroldgicas mais
acompanhadas referidas anteriormente, o ensaio ELISA para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania infantum, foi a mais representativa em canideos (Fi=32). Em felideos, o ensaio
ELISA para pesquisa de antigénios do Virus da Leucemia Felina (FeLV) foi a prova seroldgica
mais acompanhada (Fi=19).

Agentes infecciosos investigados

Leishmania infantum (AC)  — — — 20
Anaplasma phagocytophilum (Ac) w2
Rickettsia ricketsii (AC) pmmmm 5

IFI

Erhlichia canis (AC) mmm 3
Babesia spp. (AC) e g
Virus da cimonose canina (AC) mmm 3

Coronavirus fefino (Ag) s 10

% Leptospira (AC) mmmm 5
Leishmania infantum (AC) . 32
FiV(Ac) ! I 16
FelLV (Ag) ! 119

0 5 10 15 20 25 30 35

u Felideos mCanidecs

Gréfico 9 - Distribuicdo dos agentes infeciosos investigados nas provas seroldgicas IFl e ELISA,

por espécie animal, expressa por Fi.

Os ensaios ELISA permitem detetar e quantificar tanto anticorpos (método indireto) como
antigenos (método sadwish) séricos. Durante o estagio no L.V. INNO, os ensaios ELISA foram
utilizados sobretudo para detetar e quantificar anticorpos em amostras de soro. Para tal, as
amostras de soro a serem testadas foram colocadas em placas que continham varios micropogos
revestidos com o antigénio especifico. Se os anticorpos estivessem presentes na amostra ligar-
se-iam especificamente aos antigénios que revestiam o0s pogos. A presenca de qualquer
anticorpo que se tivesse ligado era detetada ao adicionar uma solu¢do contendo antiglobulinas,
qguimicamente conjugadas com uma enzima (a peroxidase). Estas ligar-se-iam aos complexos
imunes formados e podiam ser detetadas e mensuradas por meio da adicdo de uma solugéo,
contendo um substrato enzimético, que fazia alterar a cor do meio. A intensidade da cor que se
desenvolve é proporcional a quantidade de antiglobulinas conjugadas a enzima que, por sua vez,
¢ proporcional a quantidade de anticorpos presentes no soro analisado *%. A intensidade da cor

foi estimada visualmente nas placas e também por espectrofotometria.
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Durante o estagio, o teste LeiScan® leishmania ELISA (Laboratério Dr. Esteve S.A.,
Espanha), foi a técnica utilizada para a detecao e quantificacdo de anticorpos anti-Leishmania

infantum em canideos (Figura 9).

A leishmaniose canina é uma doenca zoonética causada por protozodarios do género
Leishmania, transmitida por um diptero hematé6fago, vulgarmente denominado fleb6tomo. O céo,
em areas endémicas, é considerado o principal reservatério da Leishmania infantum 71 A
sintomatologia apresenta tipicamente trés quadros clinicos - cutéaneo, visceral e cutaneo-visceral
— com varios graus de severidade. A detecdo precoce da doenca € um fator primario para
obtencdo da maxima resposta a terapia, pelo que o rastreio da populagcdo com um teste
soroldgico, como o LeiScan®, é (til para detetar os animais infetados, que ainda se mantém
assintomaticos ou subclinicos. Por outro lado, nos animais infetados que estdo a receber
tratamento, a realizacdo de analises periddicas a cada 6 meses para determinar o titulo de

anticorpos e sua evolucdo tem grande utilidade na monitorizacdo da resposta terapéutica.

Figura 9 - Em (A) esta representado o kit do teste LeiScan® leishmania ELISA (laboratdrio Dr.

Esteve S.A., Barcelona, Espanha). Em (B) esta representada a placa com o resultado de um
teste LeiScan® Os pogos de cor amarela correspondem a resultados positivos. Fotografias

captadas pela autora durante o estagio no L.V. INNO.
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2.2.3.7.  Andlises endocrinolbgicas

Relativamente a esta area de diagnostico laboratorial, foi acompanhada a realizacdo e a
interpretacao de 84 analises endocrinoldgicas, as quais permitiram avaliar a funcdo da glandula
tiroide (Fi=72; Fr=85,7%), das glandulas adrenais (Fi=8; Fr=11,9%) e a funcdo ovarica (Fi=2;
Fr=2,4%) (Tabela 5).

O doseamento sérico da tiroxina total (tT4) foi a analise mais frequente com o objetivo de
avaliar a funcdo da glandula tiroide (Fi=50; Fr=59,5%), tanto em canideos (Fip=18), como em
felideos (Fip=32). A avaliagdo da funcdo das glandulas adrenais foi acompanhada apenas em
canideos, sendo o teste de estimulagdo com corticotrofina (ACTH) a andlise mais
frequentemente realizada com esse fim (Fi=6; Fr=7,1%). O doseamento sérico de progesterona
(P4) constituiu a andlise enddcrina acompanhada para avaliar a funcdo ovarica, tendo sido

realizada em apenas 2 canideos.

Tabela 5 - Distribuicdo dos doseamentos séricos hormonais e testes endécrinos por 6rgao

enddcrino e por espécie animal, expressa por Fip, Fi e Fr (%).

o o Doseamento sérico/ Fip
Orgéo endocrino o
Teste endocrino Canideos | Felideos Fi Fr (%)
tT4 18 32 50 59,5
Glandula tiroide TSH 9 4 13 15,5
fT4 4 5 9 10,7
Estimula¢cdo com ACTH 6 0 6 7,1
Glandulas Supressao com DBD 2 0 2 2,4
adrenais
Récio Cort/Crea
o 2 0 2 2,4
urinario
Ovarios P4 2 0 2 2,4
Total 43 41 84 100

Tiroxina total (tT4); Tiroxina livre (fT4); Hormona tireoestimulante (TSH); Teste de supressdo com doses
baixas de dexametasona (DBD); Teste de estimulagédo com corticotrofina (ACTH); Racio Cortisol/Creatinina

urinario (Réacio Cort/Crea); Progesterona (P4).
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As analises endocrinoldgicas acompanhadas foram processadas de forma automatica no
analisador Immulite 2000® (Siemens Healthcare, Alemanha), em amostras de soro ou urina.
Através de reagbes de quimiluminescéncia altamente sensiveis, este analisador permitiu
determinar a concentragéo sérica das hormonas presentes nas amostras a analisar pela dete¢éo
de uma reacdo de ligacdo antigénio-anticorpo. A hormona a quantificar € marcada
enzimaticamente e, a quantidade da hormona marcada que se liga aos anticorpos, é detetada
através da adi¢cdo de um substrato quimiluminescente, que € posteriormente lido por um contador
de fotdes 128,

Dos 84 exames enddécrinos acompanhados, 15 apresentaram variacfes em relacdo aos
intervalos de referéncia estabelecidos pelo L.V. INNO (Tabela 6), os quais permitiram suspeitar
de doencas associadas a glandula tiroide (nomeadamente o hipertiroidismo e hipotiroidismo) e
as glandulas adrenais (nomeadamente o hiperadrenocorticismo). O hipertiroidismo felino (HTF)
constituiu a doenca endocrina mais frequente (Fr=40%). Nos canideos, o hipotiroidismo foi a
doenca endocrina com maior representatividade (Fr=26,7%), tendo-se verificado resultados

compativeis com a mesma em 4 pacientes, na casuistica acompanhada.

A exclusdo ou confirmacao das referidas doencas foi realizada com base na interpretacéo
do resultado das andlises endocrinologicas referidas (doseamento sérico hormonal ou teste
enddcrino especifico) em conjunto com informacao clinica sobre o paciente (disponibilizada na
ficha de requisicdo da andlise) e o resultado de outros exames auxiliares de diagnéstico (p. ex.,
hematologia, bioquimica sérica e imagiologia).

Tabela 6 - Distribuicdo das doengas enddcrinas suspeitas por doseamento sérico hormonal e

por espécie animal, expressa por Fip, Fi e Fr (%).

Fip
Doenca enddcrina | Doseamento sérico
Canideos Felideos Fi Fr (%)
tT4 0 5 5 33,3
Hipertiroidismo
tT4 + T4 0 1 1 6,7
Hipotiroidismo tT4 + TSH 4 0 4 26,7
Teste estimulagéo 3 0 3 20
ACTH
Hiperadrenocorticismo ~
Teste de supresséo 2 0 2 13.3
DDB '
Total 9 6 15 100

Tiroxina total (tT4); Tiroxina livre (fT4); Hormona tireoestimulante (TSH); Teste de estimulagdo com
corticotrofina (ACTH); Teste de supressao com doses baixas de dexametasona (DBD)
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O hipertiroidismo felino (HTF) ou tirotoxicose felina é a patologia enddcrina mais comum
em gatos adultos e geriatricos, sendo predominantemente diagnosticada em pacientes com mais
de 10 anos. A sua confirmacgéo requer a avaliacéo laboratorial das hormonas tiroideias, sobretudo
tT4 e fT4. O teste laboratorial gold standard continua a ser a medi¢cdo da concentracdo basal
sérica de tT4, uma vez que estd aumentada em 90% dos casos. A medicdo de T3, hormona
tiroideia biologicamente mais ativa, é raramente Util para o diagnéstico, uma vez que esta dentro
dos valores de referéncia em 25 a 30% dos gatos com hipertiroidismo Também a TSH tem

utilidade diagnéstica limitada porque esta quase sempre diminuida nos gatos com hipertiroidismo
18]

A medicdo da concentracdo de tT4, tem elevada sensibilidade e especificidade no
diagnéstico de HTF. No entanto, cerca de 10 % dos pacientes podem apresentar a concentracao
de tT4 dentro do intervalo de referéncia (geralmente na metade superior do intervalo), se
estiverem nas fases iniciais da doencga ou se possuirem uma doenca nao tiroideia concomitante.
Por isso, o diagndstico ndo pode ser excluido com base numa Unica medigédo normal de tT4. Se
0s sinais caracteristicos da doenca estiverem presentes, a abordagem mais adequada é repetir

novamente a tT4, cerca de duas a quatro semanas depois [*€,

O doseamento sérico de fT4 pode auxiliar o diagndstico nos casos em que a concentracao
de tT4 esté dentro do intervalo de referéncia e a apresentacédo clinica do paciente é sugestiva,
uma vez que mais de 95% dos gatos com hipertiroidismo e valores de tT4 dentro do intervalo de
referéncia, apresentam concentracdes de fT4 elevadas. Apesar do seu doseamento ser mais
sensivel do que o doseamento de tT4, a sua especificidade é relativamente baixa uma vez a sua
concentracdo pode estar falsamente aumentada em animais saudaveis e animais com doenca
ndo tiroideia. Assim, a sua interpretacéo deve ser sempre realizada em conjunto com os valores
da concentragdo de tT4. Concentracdes de tT4, no limite superior do intervalo de referéncia e
fT4 aumentada, sdo concordantes com HTF. Pelo contrario, concentracdes de tT4 no limite
inferior do intervalo de referéncia e fT4 aumentada estdo normalmente associadas a patologia
n&o tiroideia (8 (19,

30



2.2.3.8.  Analises citologicas - citologia de efusbes

De entre o leque de andlises laboratoriais assistidas/efetuadas, as andlises citologicas
integraram um pequeno volume de todo o trabalho acompanhado diariamente no decorrer do
estagio curricular. Por ter sido a mais representativa, justificou-se incluir apenas a analise

citolégica das efusdes cavitarias nesta area de diagnéstico laboratorial.

A partir da informacdo apresentada pelo Grafico 10, constata-se que foram
acompanhadas 33 andlises de efusdes. O transudado modificado foi o tipo de efusdo mais
frequente em felideos, tendo ocorrido em 11 animais (Fr=33,3%), enquanto o exsudado nao

séptico foi a mais frequente em canideos, tendo sucedido em sete animais (Fr=21,2%).

Tipos de efusodes

1

7
6
5
3 3
2
o
Transudado Transudado modificado Exsudado ndo séptico  Exsudado séptico

m Canideos mFelideos

Grafico 10 - Distribuicdo dos tipos de efusdes cavitarias acompanhadas por espécie animal,

expressa em Fi.

As efusbes correspondem a acumulagbes anormais de fluido dentro das cavidades
corporais (pleural, peritoneal e/ou pericérdica). S&o um achado ndo especifico associado a uma

variedade de processos patolégicos, tendo etiologia multifatorial.

A sua recolha e avaliacdo s&o, por isso, fundamentais para perceber qual 0 mecanismo
subjacente ao seu aparecimento. Durante o estagio, a andlise das efusdes incluiu trés vertentes
principais: a analise bioguimica (determinag&o do conteldo proteico), contagem celular e exame
citolégico. Através da andlise citolégica das efusbes foi possivel avaliar as caracteristicas
morfologicas das células e verificar a presenga ou auséncia de microrganismos, o que pbéde
proporcionar diagnésticos mais especificos.
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3. Peritonite Infeciosa Felina: Reviséo Bibliografica

3.1. Caracterizacdo do Coronavirus felino

Os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae, a qual faz parte da ordem Nidovirales.
Esta familia inclui ainda a subfamilia Coronavirinae, que se encontra dividida em quatro géneros:
Alpha-, Beta-, Gamma- e Delta-coronavirus. Os Alfa- e Beta-coronavirus sao originarios de
morcegos e infetam predominantemente mamiferos. Os Gama- e Delta-coronavirus sé&o
originarios de aves e suinos, sendo capazes de infetar tanto aves como mamiferos 1. Dentro
do género Alpha-coronavirus, os Coronavirus Felinos (FeCoVs) fazem parte da espécie Alpha-
coronavirus |, contendo também outros virus intimamente relacionados, como os Coronavirus
Caninos (CaCoVs) e o virus da Gastroenterite Transmissivel Porcina (TGEV) 2. A sindrome
respiratéria aguda grave — coronavirus dois (SARS-CoV-2), pertencente ao género Beta-

coronavirus, diferindo da infecdo por FeCoV 231,

Os FeCoVs existem em dois biétipos distintos, o Coronavirus Entérico Felino (FECV) e o
virus da Peritonite Infeciosa Felina (PIFV). O primeiro € muito contagioso, infeta os enterdcitos e
causa maioritariamente uma doenca subclinica ou ligeira. O segundo, infecta mondcitos e
macréfagos e causa doenca multisistémica severa, com alta taxa de mortalidade. Embora ainda
nao existam provas definitivas para entender a transicao entre ambos, acredita-se que a origem
do bidtipo PIFV resulte de mutacdes espontaneas no genoma do FECV, que Ihe confere uma
mudanca no tropismo celular 23 4, Contudo, o comportamento dicotémico entre FECV e PIFV
tem sido questionado e existem provas da existéncia de “FeCoVs” sistémicos que nao sao
"FECVs", mas que também ndo causam Peritonite Infeciosa Felina (PIF), portanto ndo podem
ser considerados como PIFV, contribuindo para a diversidade de FeCoVs e refutando o conceito
da mudanca direta de FECV para PIFV 3 24,

Com base nas suas propriedades antigénicas, os FeCoVs séo classificados em dois
serotipos distintos: o felino (serotipo 1) e o canino (serotipo I1). Esta classificacdo foi estabelecida
pela caracterizagdo de anticorpos especificos contra a proteina da espicula dos FeCoVs e dos
CaCoV. Os FeCoVs do serétipo Il surgem através de uma recombinagdo homdloga entre os
CaCoV e o serétipo | dos FeCoVs, em gatos infetados com ambos. Como consequéncia desta
recombinac¢éo ocorre a integracdo do gene que codifica a proteina da espicula dos CaCoVs no
serétipo | dos FeCoVs, conferindo aos dois serotipos propriedades antigénicas diferentes. Ambos
0s serotipos estdo presentes nos biétipos (FECV e PIFV) e ambos podem causar PIF. Os virus
do sero6tipo | sdo muito mais predominantes nas populagfes de gatos, sendo por isso a principal

causa da PIF 23
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3.2. Genoma viral

O genoma dos FeCoVs contem uma Unica molécula de acido ribonucleico (RNA) linear e
de sentido positivo, cujo comprimento varia entre 27,6 e 30 quilobases (kb), aproximadamente o

triplo do tamanho do genoma dos retrovirus 1231,

Tal como mostra a Figura 10, o genoma dos FeCoVs é composto por uma extremidade 5'
e uma extremidade 3'. Os primeiros dois tergos da extremidade 5, que correspondem a
aproximadamente 20 kb, abrangem dois grandes quadros de leitura abertos (ORFs), lae 1b. A
traducdo dos genes presentes nas referidas ORFs, origina as poliproteinas replicases la e lab.
Estas poliproteinas sdo posteriormente extensivamente clivadas por proteases virais dando
origem a dezasseis proteinas ndo estruturais funcionais. No Gltimo terco do genoma, proximo da
extremidade 3’, existem nove ORFs, onde ocorre a tradugdo dos genes que codificam as

proteinas estruturais (S, E, M e N) e as proteinas acessorias (3a, 3b, 3c, 7a e 7b) 24 231 [24]

0 5 10 15 20 25 29 kb
| | | | | | |
| | [ | [ [ [
5’ 1a 3a3c M N 3
[ ] s [ | | ——
[ | [ | ORFs
| ] ® [ |
1b E 7b

Figura 10 - Organizacdo esquemética do genoma dos FeCoVs. ORFs la e 1b (retangulos
cinzentos); ORFs S, M, E e N (retdngulos brancos); ORFs 3a,3b,3c,7a,7b (retAngulos pretos).
Adaptado de Tekes & Thiel (2016) ?3.

33



3.3. Estrutura e proteinas virais

Geralmente os FeCoVs possuem uma forma esférica, dimensdes que variam entre 80 e
120 nanometros de didmetro e séo revestidos por um envelope lipidico derivado da célula
hospedeira. A este envelope estdo ancoradas as proteinas estruturais da espicula (S), do
envelope (E) e da membrana (M) 241231 A proteina estrutural da nucleocapside (N) esta atracada
ao material genético viral (Figura 11). De modo geral estas proteinas sédo responsaveis pela

montagem do virido, protecdo do material genético viral e pela infegdo das células-alvo 23251,

Proteina da espicula (S)

Proteina do envelope (E)

Proteina da nucleocapside (N) e RNA viral

Proteina da membrana (M)

Envelope lipidico derivado da célula hospedeira

Figura 11 - Representacdo esquematica das proteinas estruturais dos FeCoVs. Adaptado de
Haake et al (2020) 23,

A proteina S é conhecida por ser a principal reguladora da entrada dos FeCoVs nas
células-alvo e o principal elemento antigénico viral. Forma espiculas claviformes que se projetam
na superficie do virido, conferindo aos mesmos a forma de coroa, a que se deve o nome da
familia a que pertencem (coroa, do latim corona). E uma proteina com aproximadamente 200
kilodaltons, composta por trés dominios: ectodomino (contém a maioria dos elementos funcionais
para ligar o virido ao recetor da célula hospedeira e induzir a fusdo das membranas viral e

celular); dominio transmembranar e endodomino (uma porcao terminal curta) 24 (25,
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Dentro do ectodominio (Figura 12) existem duas subunidades funcionais basicas, S1 e
S2. Na S1 esta o dominio de ligagdo ao recetor da célula-alvo. Na S2 esté o peptideo de fusédo
(PF), o principal elemento regulador da ligag&o do virdo & membrana das células-alvo 24 125,

Figura 12 - Representacdo esquematica do ectodominio da proteina da espicula. Adaptado de
Jaimes et al (2020) [24,

Os FeCoVs possuem ainda dezasseis proteinas ndo estruturais, as quais resultam da
clivagem das poliproteinas replicases l1a e lab, mencionadas anteriormente, pelas protéases
virais Papain-like e Chymotrypsin-like cysteine (também denominada Protéase principal). Estes
produtos de clivagem, juntamente com outras enzimas, particularmente a RNA dependente de
RNA polimerase, formam os complexos de replicacdo-transcricdo virais, localizados no
citoplasma da célula infetada, que reiinem as condi¢des para a sintese de RNA genomico e das

proteinas estruturais 221124,

Os FeCoVs possuem também cinco proteinas acessoérias, nomeadamente as 3a, 3b, 3c,
7a e 7b. Embora as funcBes da maioria das proteinas acessoérias permanecam mal
compreendidas e possam ser dispensaveis para a replicacdo do virus in vitro, algumas parecem

aumentar a sua viruléncia in vivo 23,
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3.4. Epidemiologia

3.4.1. Prevaléncia

Com excecao de algumas ilhas (p. ex., as Ilhas Malvinas na América do Sul), a infecao
por FeCoV encontra-se distribuida mundialmente, estando presente em praticamente todas as

populagdes de gatos 1261 127,

Aproximadamente 20 a 60% dos gatos domésticos possuem anticorpos séricos anti-
FeCoV, podendo esta taxa chegar até préximo dos 100% em ambientes onde vivem varios gatos.
Apesar destes valores refletirem taxas de infecado viral elevadas, a sindrome fatal da PIF apenas

se desenvolve em aproximadamente sete a 14% dos gatos infetados com FeCoV 2227,

Atualmente estio reportadas seroprevaléncias elevadas de infegcdo na Austria (84%), na
Alemanha (78%) e no Japdo (66,7%). Enquanto seroprevaléncias mais baixas séo detetadas em
Taiwan (28,2%) e Reino Unido (25,6%) e na Coreia (13,7%) 2730,

O serotipo | é responsavel por cerca de 80 a 95% das infe¢Ges naturais que ocorrem nos
continentes europeu e americano. J4 o serdétipo Il é mais prevalente no continente asiético, sendo

responsavel por até 25% das infecbes naturais nessa regido 22,

Até ao momento, o Unico estudo realizado em Portugal sobre a distribuicdo dos serotipos
| e Il na populacdo de gatos domésticos, mostrou que nos gatos com PIF, o serotipo | estava
presente em 79% dos casos e o serotipo |l estava presente em apenas 3,5%. Nos restantes

17,5% dos casos néo foi possivel determinar qual o serotipo presente B4,

Além de infetarem felinos domésticos, os FeCoVs também podem acometer felideos
silvestres e selvagens em todo o mundo, em particular os que vivem em parques zooldgicos.
Foram descritas infe¢Bes em ledes africanos, pumas, leopardos, chitas, jaguares, linces, servais,

caracais, gatos selvagem europeus e gatos do deserto 2,
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3.4.2. Fatores de risco

Existem alguns fatores relacionados com os organismos hospedeiros que aumentam o
risco de infegdo por FeCoV e, por conseguinte, o desenvolvimento da PIF. Estes incluem: a
idade, o stress, a presenca de doengas concomitantes, o género, o estado reprodutivo, a raca e

0 numero de gatos que convivem no mesmo espaco (densidade populacional).

a

Em relacdo a idade, embora gatos de qualquer idade sejam suscetiveis ao
desenvolvimento da PIF, esta doenga acomete sobretudo gatos jovens até aos 3 anos 2. Pensa-
se que tal facto possa estar associado aos gatinhos deixarem de estar protegidos pelo colostro
e leite da progenitora a partir das 10 semanas de idade, pois a transferéncia de imunoglobulinas
maternas € suficiente para impedir a infeco até esse periodo. A medida que a imunidade passiva
enfraquece, o risco de infecdo aumenta porque o sistema imunitario, ainda imaturo, nao
consegue produzir uma resposta humoral ativa e eficaz. Nesta altura, caso os gatinhos estejam
infetados por FeCoV, a infecédo é controlada principalmente pela imunidade celular. No entanto,
guando acometidos por situacdes de stress ou doencas que comprometam tal resposta

imunitaria os gatinhos podem desenvolver PIF 53],

O stress esta ligado a imunossupressédo, que resulta numa maior vulnerabilidade a
ocorréncia de véarias doencas infeciosas, por isso pode aumentar o risco de um gato infetado
com FeCoV desenvolver PIF. E importante evitar situacdes de stress tais como mudancas de
ambiente, o transporte, introducédo de novos animais, grande densidade de animais confinada

num pequeno espaco, acdes de vacinacido em ambiente stressante ou cirurgias 24,

A PIF correlaciona-se com a densidade de gatos alojados juntos. Quanto maior o0 nimero
gue animais que partilham o mesmo espaco, maior probabilidade de exposicdo a cargas virais
de FeCoV mais elevadas. Estima-se que o risco de exposi¢éo a FeCoV seja cinco vezes superior

guando varios gatos que vivem no mesmo ambiente durante mais de 60 dias 4.,

A PIF apresenta interagbes com outros agentes infeciosos. O estudo de Aydin et al (2019)
demonstrou que, infe¢cdes concomitantes pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e pelo Virus
da Leucemia Felina (FeLV) sdo um fator predisponente para o desenvolvimento de PIF, em gatos
infetados com FeCoV, e para a progressdo da doen¢ca em gatos com PIF. Esta evidéncia esta
provavelmente relacionada com a diminuicdo da resposta imunitaria, tanto da resposta humoral

como celular provocada por estes virus %6,

A imunossupresséo decorrente da idade, do stress e/ou de doencas, podera facilitar a
transicao entre bidtipos de FeCoV, devido a diminuicdo da capacidade de combater o virus, o
gue leva ao aumento da sua taxa de replicac@o e, por conseguinte, ao aumento do risco de
mutacdes 34 (361,
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Alguns estudos demonstram a existéncia de uma relagéo entre o risco do desenvolvimento
de PIF e araca, afirmando ainda que algumas racas de felinos apresentam risco mais elevado
que outras 7. Contudo, o desenvolvimento do PIF esta provavelmente mais relacionado com as
linhas genéticas dentro de uma racga do que com as proprias racas 4. O envolvimento da raca
pode ser explicado pelo facto de os animais serem provenientes de gatis de reproducéo
(ambientes com multiplos gatos), aumentando o risco de exposi¢cdo ao FeCoV. O aumento da
prevaléncia que se encontra em determinadas racas, indica que pode haver um componente
genético relacionado com a resposta imunitdria, particularmente se os gatos pertencerem a
populacdes com polimorfismo genético limitado ou devido a concentracéo de fatores hereditarios
através de cruzamentos consanguineos 7. Em contraste, Riemer et al (2016), demonstraram

ndo haver relacéo significativa entre a raca e o desenvolvimento da PIF 32,

Em relacdo ao género esta descrito que gatos machos e animais inteiros apresentam uma
maior predisposicdo para desenvolver PIF 32 7 O facto dos machos mostrarem maior
suscetibilidade ao desenvolvimento da PIF podera estar relacionado com a influéncia dos
androgénios, na imunidade mediada pelas células, afetando negativamente a fungcdo dos
linfocitos T 2 71, A ocorréncia da PIF em animais inteiros pode ser explicada por duas razdes:
0s animais inteiros sdo normalmente mais jovens do que os gatos castrados; a presenca de
animais inteiros na populacdo de gatos de raca que sdo usados para reproducédo e séo castrados

mais tarde 39 137,
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3.4.3. Transmisséo, infecdo e excrecao viral

Relativamente a transmissao, o FeCoV € um virus muito contagioso e a sua transmissao
é frequentemente indireta, através do contacto oro-nasal dos gatos com fezes contaminadas =8I,
Outra possivel fonte de transmisséo sao as fomites, por exemplo através de materiais usados
para higienizar os animais, roupas ou calgado, uma vez que o FeCoV possui capacidade de
sobrevivéncia até sete semanas em ambientes secos 8. Ainda que a partilha de tigelas de
alimentacdo ou o grooming ndo constituam fontes de transmissao consideraveis, porque o
FeCoV raramente foi detetado na saliva dos gatos, estas fontes ndo devem ser descartadas %81,
Recentemente um estudo relatou um caso de rinite associada a PIF, o que sugere que o trato
respiratério pode ser um local para a transmisséo de FeCoV 9. A transmisséo de FeCoV através

da transfuséo sanguinea néo foi reportada 2!,

Apos a infecdo natural com FeCoV, os gatos comecam a excretar o virus nas fezes ao fim
dois ou trés dias e podem excretar o agente nas fezes de forma relativamente consistente
durante longos periodos de tempo (cerca de 10% a 15% dos gatos infetados), ou podem excretar
o virus de forma intermitente (cerca de 70% a 80% dos gatos infetados), ou podem ainda, nao
excretar o virus (menos de 5% dos gatos infetados). Assim, na maior parte das infecdes naturais
por FeCoV, os gatos come¢am a excretar o virus nas suas fezes até conseguirem limitar a
infecdo e parar a excregédo. Ao reinfectarem-se comegam a excretar o virus novamente 34,

Em casos de infecdo pelo FeCoV do serétipo |, a excrecdo persiste durante semanas a
meses. Em contraste, nas infecbes pelo serétipo 11, o periodo de excrecéo € desconhecido, mas

com base em estudos experimentais, pensa-se que seja cerca de 2 semanas 9,

Uma vez que a grande maioria dos gatos infetados com FeCoV ndo apresenta
sintomatologia, mas liberta o virus nas suas fezes, estes desempenham um papel central na
transmissdo e manutencdo do virus nas populacdes de gatos e, portanto, representam uma

ameaca para outros animais, especialmente nos que vivem em ambientes com varios gatos 22
[23]
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3.5. Fisiopatologia

Apesar dos varios estudos realizados até a data, os mecanismos exatos que regem a
patogénese da PIF permanecem desconhecidos. O que se sabe é que o FeCoV mostra ter
tropismo para as células do epitélio intestinal (bi6tipo FECV) mas também é capaz de infetar
macrofagos e mondcitos, embora ineficientemente (FeCoV sistémico). Ja o PIFV mostra infetar
e replicar-se de forma eficiente e exclusiva em macréfagos e mondcitos. Deste modo, a alteracao
do tropismo viral dos enterdcitos para os mondcitos e macréfagos parece ser essencial para
ocorrer a PIF. Além disso, a semelhanca genética entre os bidtipos FECV e PIFV, a baixa
incidéncia de PIF e elevada seropositividade de FeCoV, levou a hip6tese de o biétipo PIFV ter

origem no bidtipo FECV 44,

3.5.1. Forma avirulenta — FeCoV nos enterdcitos

Ap6s entrar no organismo do hospedeiro, ao nivel do intestino, o FECV penetra nas células

epiteliais das pequenas vilosidades intestinais, nas quais inicia a sua replicagéo 2 [431,

A fase inicial da infecdo intestinal, ocorre sobretudo associada a presenca de elevados
niveis de replicacéo viral desde a parte caudal do duodeno até ao ceco. Em infe¢des cronicas e
persistentes, a replicacdo viral é restrita ao intestino grosso, sendo os niveis mais elevados de

replicacao viral detetados no colon 121 1431,

Habitualmente a infe¢c&o pelo biétipo FECV néo esta associada a sinais clinicos. Contudo
ocasionalmente pode ser acompanhada por enterite ligeira e, muito raramente enterite severa e

fatal 24,

3.5.2. Forma virulenta — Aquisicéo de tropismo para os monécitos/macréfagos

Um pré-requisito essencial para o aparecimento do PIFV prende-se com a capacidade do
FeCoV se replicar de forma eficiente e sustentada nos monécitos °l. Os virus com genoma de
RNA séo inevitavelmente mutaveis. As mutagfes ocorrem a medida que o0s virus se replicam e
copiam o seu material genético, porque a polimerase viral € propensa a erros e carece de
capacidade de revisdo. Assim, quanto mais um virus se replica, mais provavel é surgirem
mutagfes. Deste modo, infe¢Bes crénicas e persistentes, tipicas de FeCoV, com replicagao

continua do virus, criam condicdes 6timas para que estas mutagdes ocorram [,

40



O local exato no organismo onde as mutagfes ocorrem € atualmente desconhecido, mas
€ provavel que acontecam algures entre os enterdcitos, os macrofagos teciduais e mondcitos

sanguineos %31,

Existem atualmente trés teorias que tentam explicar a mudanca do biétipo FECV para o
bidtipo PIFV e, por sua vez, a mudanca de tropismo viral: a teoria da mutacdo interna (a mais
predominantemente aceite), a teoria da circulagéo de estirpes virulentas e avirulentas e a teoria

das quasispécies 1 144,

Segundo a teoria da mutacgéo interna, o biotipo PIFV tem origem numa ou varias mutacoes

gue ocorrem no biétipo FECV. Pensa-se que estas mutagcdes ocorram em animais cuja resposta
imunitaria ndo seja suficientemente eficiente para parar a replicacéo viral, como é o caso de

gatos muito jovens e imunodeprimidos ©11,

Estdo descritas mutacBes nas sequéncias nucleotidicas da proteina estrutural S. A
primeira mutacdo foi uma substituicdo, descrita por Chang et al (2010), que detetaram duas
diferencas de aminoacidos no dominio que codifica o peptideo de fusédo da referida proteina,
denominadas M1058L e S1060A (nomenclatura baseada na posi¢ao e na natureza da mudanca
de aminoacidos), ou seja, a metionina foi substituida pela leucina na posicdo 1058 e a serina foi
substituida pela alanina na posicdo 1060 1, Neste estudo, as mutagdes foram observadas em
96% de amostras de tecidos infetados e ndo nas fezes, fornecendo fortes evidéncias de que
estas mutacbes se relacionam com a ocorréncia da doenca [“°l. Mais tarde, Porter et al. (2014)
sequenciaram um pequeno fragmento do gene da proteina S proveniente de amostras fecais e
de tecidos de gatos com FECV e PIFV. Na maioria das amostras fecais, 0s autores encontraram
a metionina na posi¢cdo 1058 e na maioria das amostras de tecido leucina na posi¢do 1058,
independentemente de os gatos terem sido infetados com FECV ou FIPV. Concluiram assim que
tal substituicdo representa um marcador para a infecdo sistémica de FeCoV e ndo um marcador
para FIP [,

Licitra et al (2013) detetaram outra mutac¢do no local da clivagem da proteina S, entre o
dominio de ligagdo ao recetor (S1) e o dominio de fusédo (S2). Neste estudo, todos os FeCoV
apresentavam um local de clivagem conservado enquanto na maioria dos PIFV foi encontrado

pelo menos uma substituigéo “7,

Um estudo publicado por Pedersen et al (2012) mostrou que os gatos infetados com
FeCoV contém o gene 3c intacto, enquanto os gatos com PIFV contém mutacdes que impedem
a traducdo de uma proteina 3c funcional. Portanto, as mutac6es em 3c foram inicialmente
consideradas como um marcador de viruléncia e indicativo da PIF 8, Estudos posteriores
concluiram que, para a replicacdo do FECV ocorrer no intestino, a presenca de uma proteina 3c
funcional é crucial, mas nem todas as amostras com PIFV possuiam o gene 3c mutado. Por isso,
as mutagBes no gene 3c ndo sdo causa Unica da mudanca do bidtipo, mas sim uma

consequéncia da propagacao sistémica e da replicagdo melhorada dos FeCoVs 22
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No entanto, ndo se pode excluir que as mutagfes que afetam a expresséo da proteina 3c
contribuam para uma maior aptiddo viral nos mondcitos e macréfagos e, assim, para o
desenvolvimento de PIFV 22,

A teoria da circulagdo de estirpes virulentas e avirulentas foi proposta por Brown et al

(2009), num estudo que analisou as relacbes filogenéticas entre os FeCoVs num pequeno
nimero de gatos com PIF e num grupo de gatos assintomaticos [“?. Os autores pretendiam
demonstrar a existéncia de dois tipos distintos de FeCoVs que circulavam de forma independente
na populagdo testada: uma estirpe virulenta associada ao desenvolvimento da PIF e uma estirpe
avirulenta associada a infecdo por FECV. Os autores identificaram cinco aminoacidos na
proteina estrutural M que discriminavam estes dois tipos. No entanto, nesse estudo, as amostras
eram oriundas de uma populacdo de gatos de abrigo e, como tal € muito provavel que a
introducdo de FeCoVs nao relacionados geneticamente tenha acontecido, devido a origem

geogréfica diferente 1,

Segundo a teoria das guasispécies, 0s coronavirus apresentam heterogeneidade genética

significativa como resultado da acumulacdo de muta¢des durante a replicagcdo viral. Por isso, um
gato infetado com FeCoV pode apresentar sequéncias virais heterogéneas (um virido é
geneticamente diferente dos restantes) mas estreitamente relacionadas, as quasispécies. Nestes
casos a populacdo viral € composta por uma sequéncia predominante, a sequéncia principal, e
uma série de sequéncias diferentes dela em varias extensdes. Estas Ultimas podem alterar o
tropismo e a patogenicidade celular e podem ter um impacto significativo no desenvolvimento da
doenca 59,
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3.5.3. Entrada do virus nos mondcitos/macrofagos e disseminacgéo sistémica

O aumento da patogenicidade associada a infecdo por FeCoV envolve a infecdo dos
mondcitos, permitindo a propagacdo sistémica do virus. A infecdo associada a mondcitos,
permite ativacdo e proliferacdo de mais mondcitos, proporcionando ainda mais células-alvo
disponiveis para invasdo viral 2%, Considera-se provavel que os linfonodos mesentéricos sejam

0 ponto de partida para a disseminacgéo sistémica do FeCoV B4,

O FeCoV entra nos mondcitos através da ligacdo a superficie da célula hospedeira. A
ligacdo € mediada por interacdes entre a proteina estrutural S e o seu recetor especifico na
célula-alvo. Os virus do sero6tipo Il utilizam como recetor celular a glicoproteina aminopeptidase-
N felina (FAPN), enquanto o recetor celular dos virus do ser6tipo | continua por determinar. Sabe-
se ainda que, ambos os ser6tipos usam como co-receptor o fDC-SIGN, um homalogo felino de
uma molécula de adeséo intercelular especifica humana denominada dendritic cell-specific

intercellular adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN), uma lectina do tipo C 24125],
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A introdugdo do virido na célula-alvo ocorre através de endocitose (Figura 13). Apoés a
entrada, os endossomas libertam o genoma viral no citoplasma, onde fica disponivel para
replicagédo, transcricdo e tradugéo. A replicacdo do genoma ocorre em complexos de replicacéo-
transcricdo, formados pelas proteinas ndo estruturais virais. A enzima RNA polimerase
dependente de RNA usa o genoma viral inicial (de sentido positivo) para formar uma molécula
intermedidria de sentido negativo. Esta molécula é utilizada como molde para a sintese de RNA
gendémico (replicacdo) e para a transcricdo e traducao dos genes das proteinas estruturais e
acessorias 21, Apos a tradugdo, as proteinas estruturais M, S e E sdo inseridas no reticulo
endoplasmatico (RE) da célula hospedeira, de onde transitam para o compartimento
intermediario do Reticulo endoplasmatico complexo de Golgi (CIREG). Simultaneamente, a
nucleocapside viral, formada a partir da encapsulacdo do RNA viral pela proteina estrutural N,
ao colidir com o CIREG, forma o virido. De seguida, os virides sdo transportados em vesiculas
para perto da membrana plasmatica da célula e sdo libertados por exocitose 211,

(o4 Virido

Tradug&o &P Replicase

(+) QQQ - . Vesiculasde -~ =
gRNA o parede lisa //\e \
A
' — @
N \ )
-) / 3 /
RNA — \ NE™>/
9 1
ranscrigao
(-) sgRNAs g RE 4
= ‘
3 ERGIC
. ' TE N fRee
T E — 2 g N
e @) w/ % ) I
§'8 sgRNAs °_“‘ / L @
\ .—m,l Ns Nucleocapside
(4.) /—-——>

Figura 13 - Representacdo esquematica do ciclo de vida do FeCoV. Adaptado de Masters
(2006) 2,
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3.5.4. Resposta Imunitaria do hospedeiro

O sistema imunitario é conhecido por desempenhar um papel crucial, mas complexo, na
patogénese da PIF. Apesar de ndo estar completamente compreendido, parece que a imunidade
humoral pode efetivamente participar no progresso da doenca. Ja a imunidade protetora da
doencga parece ser, em grande parte, mediada por células. Além disso, o tipo e a robustez da
resposta imunitaria parecem determinar a forma clinica (efusiva e nado efusiva) que a infecédo
apresentara. Esta descrito que uma forte resposta imunitaria celular previne a infegdo por PIFV.
Por outro lado, uma resposta imunitaria celular fraca ou inexistente associada a uma forte
resposta imunitaria humoral, resulta na forma efusiva da doenca. Ja uma resposta imunitaria

celular e humoral intermédias geralmente conduzem a forma clinica ndo efusiva 44,

Nas infe¢cBes pelo FECV, o facto de raramente serem patogénicas sugere que existe um
equilibrio entre a invaséo viral e as defesas do organismo hospedeiro. Recentemente Pearson
et al (2019) mostraram que 0s gatos que excretavam ativamente FeCoV nas fezes apresentavam
niveis elevados de Imunoglobulinas A (IgA) anti-FeCoV na mucosa intestinal, sugerindo que as

IgA desempenham um papel importante no combate da infec&o inicial (531,

No caso das infecdes pelo PIFV, a resposta imunitaria humoral parece contribuir para a
patogénese da doenca tanto in vitro como in vivo, através de dois mecanismos diferentes:
potenciacdo da infecdo dependente de anticorpos (ADE) e desenvolvimento de uma reacdo de

hipersensibilidade do tipo 111 1231 [38],

O mecanismo de ADE ainda ndo estd bem esclarecido em gatos afetados pela PIF.
Contudo sabe-se que este fendmeno, no caso dos FeCoVs envolve a producéo de anticorpos
especificos contra a proteina viral S com a formacao de complexos antigénio-anticorpo, os quais
séo incorporados pelos macrofagos e mondcitos através da ligacéo da Fragdo do Complemento
(Fc) do anticorpo a um recetor Fc na superficie destas células. Verificou-se que, quando ocorria
ADE, os gatos desenvolviam PIF em menos de 12 dias, mas quando ndo ocorria ADE, os gatos
desenvolviam da doenga em 28 ou mais dias. No entanto, este mecanismo apenas foi

demonstrado experimentalmente com estirpes laboratoriais, € ndo com estirpes de campo 34 [381,

Quanto a ocorréncia de uma reacdo de hipersensibilidade do tipo Ill, esta pode estar
associada ao desenvolvimento dos sinais clinicos associados a PIF, mas atualmente ndo esti
inequivocamente confirmada. Foi sugerido que as imunoglobulinas G ligam-se ao antigénio viral
e formam complexos imunitarios que se depositam na parede dos vasos sanguineos, produzindo

uma vasculite, pela ativagdo do complemento 23!,
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Relativamente a imunidade celular, recentemente Mustaffa-Kamal et al (2019)
investigaram experimentalmente a resposta imunitaria dos linfocitos T durante a exposicao
priméria e secundaria a uma estirpe de FeCoV associada ao desenvolvimento da PIF B4,
Verificaram que, durante a fase inicial da infecdo primaria por FeCoV, a resposta antiviral dos
linfécitos T ndo permite prever o desenvolvimento da doenca, uma vez que mostrou ser
semelhante em gatos que desenvolvem PIF e gatos que permaneceram clinicamente saudaveis
(%4, No entanto, numa fase mais tardia da infe¢c&o aguda primaria e apds uma segunda exposi¢éo
ao FeCoV, a resposta antiviral dos linfocitos T mostrou controlar a infecdo e desenvolvimento da
doenca 154, No entanto, em gatos que desenvolvem PIF, a resposta imunitaria celular, dada pelos
linfocitos T, é ineficaz no combate da doenca, porque estas células encontram-se marcadamente
reduzidas, sobretudo os linfocitos citotéxicos (T-CD8+), tanto no sangue periférico como nos
orgdos linfoides. A reducdo marcada destas células parece estar relacionada com a sua
apoptose, induzida pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) produzido pelos

macréfagos/monocitos infetados %1,

Outra citocina considerada importante moduladora da imunidade inata e adaptativa é o
interferdo gama (IFN-y), que parece estar envolvida no combate da infe¢&o inicial por FeCoV.
Esta citocina é produzida pelos linfécitos T, linfécitos B, células Natural Killer e células
apresentadoras de antigénios (p. ex., macrofagos e células dendriticas), sendo importante na
ativacao inicial dos macréfagos B4, Num estudo realizado por Giordano & Paltrinieri (2009), que
envolveu gatos naturalmente infetados com FeCoV, clinicamente saudaveis e gatos com a forma
efusiva da PIF, demonstrou a presenca de elevadas concentracdes séricas de IFN-y em gatos
clinicamente saudaveis e elevadas concentracdes de IFN-y nas efusées de gatos com PIF. Isto
sugere que, embora gatos resistentes a infecdo por FeCoV tenham uma forte resposta imunitaria
celular, como indicado pela elevada expressdo de IFN-y no soro, a resposta imunitaria celular
também pode estar envolvida no desenvolvimento de PIF. Indicando que a ativagdo local de
macrofagos pelo IFN-y pode estar a ocorrer, 0 que leva ao aumento da replicacéo viral, como

evidenciado pela elevada concentracdo de IFN-y nas efusées [,
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3.6. Diagndstico

3.6.1. Anamnese

Na abordagem a anamnese perante um paciente suspeito de PIF € importante ter em
consideracéo trés aspetos. O primeiro aspeto é obter informacao acerca da idade, género e raga
do paciente. Tal como referido anteriormente, grande parte dos casos de PIF ocorre em machos
e jovens, normalmente até aos trés anos de idade e de racas puras. O segundo aspeto a
considerar é se o paciente foi submetido a algum evento stressante, por exemplo uma cirurgia,
doenca recente, traumatismo ou introducdo de um novo animal, algumas semanas antes do
aparecimento dos sinais clinicos. O terceiro e Ultimo aspeto a considerar é se 0 paciente esteve
em contacto com gatos infetados com FeCoV nos Ultimos 18 meses, 0 que ocorre mais

frequentemente em gatis de reproduc&o ou centros de abrigo de animais 491,

3.6.2. Apresentacao clinica

Em condi¢cBes experimentais, o periodo de incubacéo viral varia entre dois a catorze dias
na forma efusiva e de varias semanas a meses na forma nao efusiva. Apesar do periodo de
incubacdo em infecBes naturais ndo ser conhecido, pensa-se que a infecdo possa permanecer
em estado subclinico durante semanas, meses e até mesmo anos antes de serem notados sinais

clinicos 7,

Tipicamente, a PIF manifesta-se de duas formas distintas que refletem os extremos
clinicos de um processo que é continuo, existindo por exemplo gatos com sinais caracteristicos
da forma néo efusiva que evoluem para a forma efusiva com a progresséo da doenca. Por isso,
a reavaliacao clinica periédica do paciente é sempre importante para detetar novas alteracdes
(511, Os sinais e sintomas clinicos gerais associados a infecéo por PIF s&o inespecificos e podem
incluir letargia, anorexia, perda de peso, atraso no crescimento em animais jovens, vomitos,
diarreia, pirexia flutuante (geralmente ndo responde a antibiéticos ou anti-inflamatérios néo
esteroides) e linfadenomegalia °8. Outros sinais que podem estar presentes dependem da forma

clinica da doenca e serdo mencionados de seguida.
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3.6.2.1. Forma efusiva

A forma efusiva da doenca possui uma natureza bastante aguda, progredindo em poucos
dias ou semanas e limitando severamente a sobrevivéncia . Os sinais clinicos dependem do
local onde ocorrem as efusdes. Riemer et al (2016) reportaram que nos gatos afetados pela
forma efusiva da doenca, 78,3% apresentavam ascite, 13,1% apresentam efuséo toracica, 8,0%
apresentavam ascite e efusao toracica em simultaneo e apenas 0,6% apresentavam ascite e

efusdo pericardica em simultaneo 2.

Nos animais com efusdes peritoneais, 0 abddémen apresenta-se muito distendido e indolor
a palpacéo (Figura 14). A percusséo da parede abdominal facilmente induz uma onda fluida. Ja
os gatos com efuséo pleural demonstram tipicamente dispneia e taquipneia ®Y. Ocasionalmente
pode ocorrer efusdo escrotal em machos inteiros, devido a serosite da tunica vaginal dos
testiculos, apresentando-se estes distendidos e edemaciados 7,

Figura 14 - Ascite presente num gato da raca British Shorthair com a forma efusiva de PIF. De

notar o paciente com abdémen distendido e pendular. Adaptado de Barker & Tasker (2019) 59,
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3.6.2.2. Forma néao efusiva

A PIF ndo efusiva possui natureza crénica, progredindo ao longo de semanas a meses 4,
Os sinais clinicos dependem dos 6rgédos afetados pelas lesbes granulomatosas. Apesar de, na
maioria das vezes, as lesdes se encontrarem ao nivel do sistema nervoso central, olhos e 6rgaos

abdominais, qualquer tecido pode ser afetado Y.

De entre os sinais oculares, a uveite (anterior e/ou posterior) € a manifestacdo ocular
predominante. As alteracdes oculares incluem a descoloracao da iris, edema da cérnea, discoria,
anisocoria, perda repentina de visdo, coreoretinite, hifema, hipopion, precipitados queratinicos,
descolamento da retina e flare aquosol/vitreo. Estas alteracdes podem ser unilaterais ou

bilaterais, assim como subtis ou severas (Figura 15) B,

Os sinais neurologicos refletem alteracdes focais, multifocais ou difusas no cérebro,
medula espinhal e meninges, sendo que os mais comuns incluem ataxia, convulsées, nistagmos,

hiperestesia e défices associados aos pares de nervos cranianos 51 60,

A forma clinica ndo efusiva pode manifestar-se sob a forma de varios nédulos abdominais,
detetados durante o exame fisico, estando estes associados a lesdes granulomatosas e
presenca de dor a palpacéo Y. Ocasionalmente pode manifestar-se por uma leso intestinal
isolada (denominado de “PIF focal”), apresentando-se esta como uma massa abdominal palpavel
ao exame fisico. Os sinais clinicos destas apresentacdes podem incluir vémitos, diarreia ou
obstipacéo. O envolvimento da parede do ceco e do célon com a linfadenopatia ceco-célica esta

associado a fezes pastosas, com sangue e muco 4,

Figura 15 - A imagem do lado esquerdo mostra precipitados queraticos na cérnea interna e a forma da
pupila em D invertido devido a infiltrac&do de células inflamatérias na iris. Adaptado de Pedersen et al (2009)
1561, A imagem do lado direito mostra uveite anterior no olho direito, com neovascularizagdo (rubeosis iridis)
e hifema. Adaptado de Dreschler et al (2011) B4,
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3.6.3. Parametros hematolégicos

No que diz respeito ao eritrograma, a anemia ligeira a moderada normocitica e
normocrémica é a alteragdo mais comum, ocorrendo em 37 a 54% dos casos P18, Uma possivel
explicacdo para esta anemia pode ser a formacao de piogranulomas no cortex renal, que afetam
os niveis de eritropoietina, causando supressdao da medula 6ssea. Também esta descrita a
presenca de microcitose, com ou sem anemia associada, a qual pode potencialmente estar
associada a reducdo da absorcao de ferro intestinal devido a acao da hepcidina. Esta proteina
inibe a absorcdo de ferro no intestino estimulada pelas interleucinas um (IL-1) e seis (IL-6), as
quais estdo elevadas em gatos com PIF 3251162 Ajnda que pouco frequente, estdo descritos
casos de anemia hemolitica imunomediada. Uma possivel explicacdo para tal pode ser a
libertacdo de IL-6 pelos mondcitos infetados e ativados, que causa a ativacdo de células

plasmaéticas auto-reactivas 64,

As alteracdes mais comuns no leucograma sdo a leucocitose por neutrofilia (39 a 57%
dos casos) e linfopenia (49 a 77% dos casos) B3, Por um lado, a neutrofilia pode ser explicada
pelo facto dos macrofagos infetados libertarem citocinas, homeadamente o TNF-a, fator
estimulador de col6nias de granulécitos-macrofagos e fator estimulador de colénias de
granulécitos. Quando estas citocinas atuam sobre os neutréfilos, os niveis intracelulares da
proteina inibitéria da apoptose aumentam, enquanto os niveis da proteina promotora da
apoptose diminuem, prolongando a sobrevivéncia dos neutréfilos %1, Por outro lado, a linfopenia,

deve-se a inducdo da apoptose dos linfécitos T, em particular dos linfécitos T-CD8+, pela
libertagdo de TNF-a dos macréfagos infetados 524162,

3.6.4. Bioquimica sérica

A bioquimica sérica dos gatos infetados com PIF pode revelar hiperbilirrubinemia.
Niveis elevados de bilirrubina sem anemia hemolitica imunomediada nem elevacdes moderadas
das enzimas hepéticas aumentam a suspeita da doenca. No estudo de Riemer et al (2016),
reportaram a presenca de bilirrubinemia em 68% dos gatos com a forma efusiva da PIF e em
43% dos gatos com a forma nao efusiva. Estes valores devem-se as microhemorragias nos
tecidos afetados pela inflamagé&o e vasculite (possivelmente mais severa na forma efusiva) que
causam a destruigcdo extravascular dos globulos vermelhos. A inflamacdo compromete também
0 metabolismo e a excrecdo de &cidos biliares devido a diminuicdo da expressdo dos
transportadores hepatocelulares. Assim a bilirrubina tende a acumular-se no soro ou plasma,
apresentando-se estes ictéricos 21571,

A anorexia aliada a inflamacao intestinal em gatos com PIF, limita o consumo e
absorgdo dos nutrientes presentes nos alimentos, conduzindo a perda de peso e reducdo da

massa muscular, o que contribui para a reducéo dos niveis de ureia e creatinina séricos ©,
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3.6.5. Proteinograma e proteinas de fase aguda

O aumento das globulinas séricas (hiperglobulinemia), mais precisamente das y-globulinas
(hipergamaglobulinemia), ocorre em 89% dos animais infetados, como resultado de uma
resposta imunitaria ndo especifica 2 B4, A hiperglobulinemia pode ser acompanhada da
diminuicdo da concentracdo sérica da albumina (hipoalbuminemia) ou pela concentracdo de
albumina no limite inferior do valor de referéncia, descritas em 64,5% dos casos. Assim, a

hiperglobulinemia nem sempre é acompanhada de hiperproteinemia 32 53,

A combinacdo de hiperglobulinemia e hipoalbuminemia produz um racio albumina:
globulinas (A/G) baixo. Os valores de cut-off séricos do racio A/G para diagnoéstico de PIF variam
entre os estudos, mas considera-se que um valor de racio A/G inferior a 0,4 torna o diagndstico

muito provavel, enquanto um racio A/G superior a 0,8 torna o diagnéstico improvavel 58,

Outra analise que pode ser usada para apoiar o diagnostico de PIF, principalmente quando
se suspeita da forma ndo efusiva da doenca, é a eletroforese das proteinas séricas. Cerca de
95,1% dos gatos afetados pela PIF possuem distribuicdo anormal destas proteinas. O padréo
eletroforético é caracterizado por um aumento das globulinas a2 e y. A fragdo de a2 aumenta
mais rapidamente como resposta a sintese de proteinas plasmaticas de fase aguda, enquanto a
fragdo y aumenta cerca de duas semanas depois, quando a resposta imunitaria humoral é
ativada e a manifestacgéo clinica da doenca se inicia ¢4, Estéo descritas gamopatias policlonais
e monoclonais em gatos com PIF, contudo as primeiras sdo muito mais comuns %, Nos Gltimos
anos, tem-se verificado uma diminuicdo da frequéncia e extensdo da hipoalbuminemia, da
hiperglobulinemia, assim como do baixo racio A/G. Este facto sugere que a doenca é
diagnosticada cada vez mais cedo e os casos ndo progredirem o suficiente para mostrarem

alteracBes mais acentuadas 5% 64,

As proteinas de fase aguda (PFA) sdo produzidas no figado em resposta as citocinas
libertadas pelos macréfagos e mondcitos infetados ativados, especialmente interleucinas IL-1 e
IL-6 e fator de necrose tumoral-a 54, Para o diagndstico de PIF, a PFA mais representativa em
gatos € a alfa-1 glicoproteina acida (AGP). Esta descrito que, gatos com sinais clinicos e fatores
de risco caracteristicos de PIF, valores de AGP superiores a 1,5 g/L, sdo consistentes com a
doenca. Em gatos sem sinais clinicos ou fatores de risco caracteristicos de PIF, apenas valores

AGP iguais ou superiores a 3 g/L podem auxiliar no diagnostico 4.
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3.6.6. Analise da efuséo

Quando os gatos suspeitos de PIF apresentam efus@es cavitarias a recolha desse liquido
€ um procedimento terapéutico e sua avaliacdo completa € um procedimento de diagnostico

extremamente Util (Figura 16).

As efus0es tipicas de PIF podem apresentar cor palha até amarela escura. Nesta Ultima,
se estiverem presentes concentracdes elevadas de bilirrubina. Apresentam uma consisténcia

viscosa e podem variar de limpidas a turvas. Podem também ser visiveis coagulos de fibrina 511,

As efus@es de PIF séo frequentemente descritas como transudados modificados com base
nas contagem de células totais e concentracido de proteinas totais Y. No que diz respeito a
contagem de células totais nucleadas esta é usualmente baixa e encontra-se compreendida
entre 1000 e 6000 células/ul, mas pode chegar a 30000 células/ul. Em relagédo a concentracao
proteica esta é tipicamente moderada a marcada, estando compreendida entre 3,5 a 9,8 g/dL.
Mais de metade do contetdo proteico da efuséo sdo globulinas, sobretudo imunoglobulinas. Os

valores do racio A/G séo baixos (geralmente inferiores a 0,9) 51581 [65],

Outra andlise frequentemente realizada nas efusfes e que pode auxiliar no diagnéstico é
o teste da Rivalta. E um exame barato, rapido e facil de realizar na pratica clinica. Mede a
guantidade de proteinas e mediadores inflamatérios nas efus@es, originalmente utilizado para
diferenciar transudados e exsudados. Este exame € considerado positivo se ocorrer a formacao
de um precipitado bem delimitado e que flutua numa solucéo de oito ml de agua destilada e uma
gota de 4cido acético a 98%, apoés a adigdo da gota de efusdo. Se a gota da amostra de efusé@o
se dissolver e a solugdo permanecer limpida, o teste é considerado negativo. Quando surgirem
remoinhos que ndo formam um precipitado distinto nem se dissiparam completamente, o teste é
considerado questionavel. O teste de Rivalta apresenta um valor preditivo negativo de 93%. O
gue significa que um resultado negativo € util para excluir a PIF. No entanto, um resultado positivo
tem um valor preditivo positivo de 58%. O que significa que um teste positivo necessita de

confirmacéo desta infecdo com outros exames (661,

Se o teste de Rivalta for positivo, a citologia da efusdo pode ser (til para determinar a
causa. Nas efusdes causadas pela PIF, a citologia revela tipicamente uma inflamacéo de
natureza piogranulomatosa, com macréfagos ativados, neutréfilos ndo degenerados e muito
poucos linfécitos maduros. E tipico observar algum material granular eosinofilico em pano de
fundo, correspondendo a proteinas (imunoglobulinas) ®Y,

52



Outro parametro que permite avaliar o contetdo proteico das efusfes € a contagem total
de células nucleadas (CTCN) fornecida pelo analisador hematoldgico Sysmex XT — 2000iV®
(Sysmex Corporation, Kobe, Japao), que quantifica e diferencia as células presentes nas efusfes
através de dois canais diferentes (WBC/DIFF e WBC/BASO). O racio entre ambos os canais,
corresponde ao delta do total das células nucleadas (ATCN), cujo valor em animais saudaveis é
muito préximo de um. Nas efusfes causadas pela PIF, a presenca de proteinas de alto peso
molecular e mediadores inflamatorios, ao contactarem com o reagente acido presente num dos
canais formam aglomerados que impedem a sua quantificacéo, resultando num racio muito mais
alto. Foi demonstrado que um valor de cut-off superior ou igual a 2,5 apresenta 100% de

especificidade para o diagnéstico 671,

Figura 16 — (A) amostra de efusédo abdominal de cor palha, limpida e viscosa, tipica de um gato com PIF,
adaptado de Barker & Tasker, (2020) 54, (B) teste de Rivalta positivo, apos ser colocada uma gota de
efus@o abdominal sobre a superficie da solucdo de 8 mL de agua destilada e &cido acético a 98%, a gota
manteve a sua forma a superficie, adaptado de Fischer et al (2012) %8, (C) citologia de transudado
modificado tipico da PIF com escassa celularidade, neutréfilo ndo degenerado (seta preta) e macréfago
(seta vermelha) sobre um fundo granular eosinofilico proteico (Adaptado de caso de citologia do L.V. INNO).
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3.6.7. Analise do liquido cérebroespinal

O liquido cérebroespinal (LCE) de gatos com sinais neuroldgicos de PIF apresenta
conteudo proteico abundante, compreendido entre 0,3 g/L e 0,46 g/L. A contagem de leucdcitos
no LCE é geralmente inferior ou igual a 8 células/pL, podendo a pleocitose em caso de PIF
apresentar contagens superiores a 100 células/uL. A citologia pode revelar inflamacédo
neutrofilica, mononuclear ou mista. Contudo as altera¢fes detetadas no LCE em gatos com PIF
podem estar presentes noutras doencas e gatos com PIF podem ter este fluido sem quaisquer

irregularidades 681,

3.6.8. Imagiologia

A nivel imagiol6gico, a ecografia e a radiografia podem ser Gteis para identificar alteracdes
em varios orgaos, identificar efusdes cavitarias, assim como ajudar na recolha de amostras de

efusbes e de tecidos para andlise 4,

Nenhum achado imagiolégico é especifico para a doenca, sendo que gatos com PIF
podem apresentar exames imagiolégicos sem quaisquer alteracbes. Porém, caso seja detetada
alguma alteracdo, esta deve ser interpretada juntamente com outras informacdes clinicas e

laboratoriais, de forma a ajudar a aumentar o indice de suspeita da doencga 51,

Em relacdo ao exame radiolégico do térax este pode revelar derrame pleural, aumento da
silhueta cardiaca devido a efusdo pericardica e/ou pneumonia piogranulomatosa. Ja o exame
radiolégico do abdémen pode revelar perda de detalhe peritoneal ou retroperitoneal devido a
efusdo peritoneal, hepatomegdlia, renomegalia, hiperplasia dos linfonodos mesentéricos e

lesbes granulomatosas no trato gastrointestinal ©9,

No que respeita ao exame ecografico, um estudo realizado por Lewis & O’Brien, em 16
gatos com PIF, demonstrou a presenca dos seguintes achados: figado difusamente hipoecdico
(n=3); figado focalmente hiperecéico (n=1); figado focalmente hipoecdico (n=1); hepatomegalia
(n=1); bordo subcapsular renal hipoecéico (n=5); renomegdlia bilateral (n=3); renomegalia
unilateral (n=3); fluido peritoneal (n=7); fluido retroperitoneal (n=1); espessamento difuso do
intestino delgado (n=2); espessamento com perda de detalhe do célon (n=1); linfadenopatia
abdominal (linfonodos hepéticos, mesentéricos e sublombares) (n=9); massas abdominais
(linfadenopatia) (n=3); hipoecogenecidade esplénica (n=2); orquite bilateral com perda de
arquitetura testicular (n=1) . Neste estudo 80% dos gatos tinham um figado de tamanho
normal e 69% destes tinham uma ecogenecidade normal. Em 88% dos casos o bago tinha uma
aparéncia ultrassonogréfica normal. Em mais de metade dos casos (56%) os rins apresentavam

um tamanho normal e em 44% dos casos, estes ndo tinham alteracées de ecogenecidade [,
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Quando os gatos apresentam sinais neuroldgicos, a ressonancia magnética craniana, se
disponivel, pode revelar hidrocefalia obstrutiva, siringomielia, herniagdo do foramen magnum e
aumento do contraste das meninges, do terceiro ventriculo, do aqueduto mesencefalico e do
tronco cerebral. No entanto, gatos com PIF podem ndo apresentar alteracdes na ressonancia

magnética ['1}

3.6.9. Testes seroldgicos

Existem varios métodos que permitem determinar a presenca de anticorpos anti-FeCoV
em amostras de soro, efusfes cavitarias e LCE, nomeadamente: testes de imunofluorescéncia
indireta (utilizando FeCoV ou TGEV como antigénio); testes enzimaticos de imunoadsorcao

(ELISA) e testes de neutralizag&o viral 58,

A importancia da detecdo de anticorpos para confirmar PIF € muito limitada, porque os
testes ndo conseguem diferenciar anticorpos anti-FeCoV e anti-PIFV. Um teste de serolégico
positivo indica apenas que o gato contactou com o antigénio viral e desenvolveu anticorpos, o
gue geralmente ocorre em duas a trés semanas apos a infe¢éo natural *8. No entanto, os testes
serolégicos podem ser usados numa variedade de situacdes: para monitorizar o tratamento de
gatos com PIF; para testar animais antes do acasalamento; para testar gatinhos de progenitoras

infetadas; para testar um gato antes de uma transfuso sanguinea!’?,

Caso a detecdo de anticorpos seja realizada a titulacdo deve ser tida em conta. As
titulacbes baixas e médias ndo tém valor diagnostico para a PIF e, embora uma titulacdo
crescente (superior ou igual a 1:1600) possa ser detetada durante a progresséo da doenca, a

mesma é valida para FeCoV [34 1],

Numa fase mais avangada da doenca, a serologia de gatos com PIF pode ser negativa,
devido a elevada carga viral, a qual promove a ligagdo de um grande nimero de anticorpos aos
antigénios, fazendo a sua quantidade sérica descer abaixo do limite de dete¢&o dos testes. O
mesmo pode acontecer quando a serologia é realizada em efusbes, em gatos afetados pela
forma efusiva da PIF, porque os anticorpos s&o transferidos do sangue para a efuséo ©71. Além
disso, podem ocorrer resultados falsos positivos na serologia devido a anticorpos antinucleares,

causados por infe¢des concomitantes por FIV ou certos farmacos, como o tiamazol e o metimazol
[34]

Cerca de 77% dos gatos que apresentam anticorpos anti-FeCoV excreta o virus nas
fezes. Gatos com titulos de anticorpos mais elevados tem maior predisposicdo para excretar
FeCoV nas fezes e em maior quantidade, comparativamente a gatos com titulos de anticorpos
mais baixos ou sem anticorpos 7,
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Os anticorpos anti-PIF podem ser detetados em LCE de gatos com sinais neurolégicos,
mas o valor diagnostico da sua presenca € limitado. Boettcher et al. (2007) encontraram uma
correlacao significativa entre a concentracdo de anticorpos séricos e anticorpos no LCE,
sugerindo que os anticorpos detetados no LCE eram derivados do sangue, pelo que a sua
detec&o néo foi adicionalmente (til para o diagnéstico de PIF 3],

3.6.10. Diagndstico molecular através de RT-PCR

A aplicacdo da técnica de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia de
polimerase (RT-PCR) é frequentemente utilizada para amplificar o material genético viral e
diagnosticar PIF 7. No entanto, € importante ter em conta que, apesar dos gatos com PIF
apresentarem cargas virais muito mais elevadas do que os gatos infetados com FeCoV, este
método pode amplificar RNA de FeCoV em gatos sem PIF. Por isso, uma forma de facilitar o
diagnéstico de PIF é a utilizacdo de um método que permita a detecdo e a quantificacdo da carga

viral em simultaneo, como o RT-PCR em tempo real 4.

O método de RT-PCR em tempo real pode ser aplicado para detetar PIF em amostras de
tecidos, sangue, efusdes, LCE e humor aquoso. Também pode ser realizado em amostras fecais,

principalmente no maneio da infecdo por FeCoV em ambientes com mdltiplos gatos 58],

Em relacdo a detecdo viral em amostras de tecidos, 0 RT-PCR em tempo real possui bons
resultados quando aplicado em amostras com lesGes por apresentarem maior carga viral.
Quando realizado em amostras de tecidos abdominais obtidas por aspirados de agulha fina
(AAF) de forma ecoguiada, o RT-PCR mostra ser uma boa alternativa em relacéo as amostras
obtidas por laparotomia ou biopsia percutanea, por ser um procedimento de colheita mais pratico,
menos invasivo e possuir igualmente bons resultados. Um estudo publicado por Dunbar et al
(2019), reportou uma sensibilidade de 90,0% e especificidade de 96,1% do RT-PCR para o

diagnostico de PIF, em amostras recolhidas ante-mortem por AAF dos linfonodos mesentéricos
[74]

A detecdo de antigénio por RT-PCR em amostras de efusdes é considerada uma opcao
valida para o diagndstico definitivo ante-mortem 8. Atualmente existem testes de RT-PCR em
tempo real que além de serem capazes de identificar RNA de FeCoV, conseguem caracterizar
se¢cbes gendmicas presentes nas amostras de efusdes e identificar mutacdes especificas no
gene da proteina S, através de sondas de hidrélise especificas, piro seguenciamento ou
sequenciacdo de Sanger. A caracterizagdo de sequéncias é extremamente Util, pois existindo
mutacgfes especificas de PIFV, a sua detecdo confirma o diagnostico. O PCR utilizado para fins
de diagnéstico deteta as mutacées M1058L e S1060A 681 [75],
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3.6.11. Histopatologia

Um dos procedimentos de diagnoéstico ante-mortem € a recolha de amostras dos 6rgaos
afetados por bidpsia percutanea ou laparotomia, para avaliacdo histopatologica. Contudo a
natureza invasiva destes procedimentos torna inviavel a sua realizacdo em gatos doentes. Por
isso, geralmente tais amostras sao recolhidas apds a morte do animal, para pesquisa de lesdes

caracteristicas da doenca, que quando presentes sdo consideradas diagndsticas [°8l.

A nivel macroscopico, a forma efusiva de PIF é caracterizada pela presenca de efusdes
cavitarias (peritoneais, toracicas e/ou pericardicas) e de piogranulomas. Estes Ultimos afetam
frequentemente as superficies serosas do figado, bago, intestino, rins e pulmdes, com
envolvimento variavel do parénquima dos érgéos. A nivel microscépico os piogranulomas estédo
concentrados nas veias de pequeno e médio calibre e sdo constituidos por uma zona central
com agregados de macrofagos carregados de virus, rodeados por um exsudado inflamatério rico

em neutréfilos, macréfagos e escassos linfdcitos e plasmacitos 231,

A forma ndo efusiva de PIF é caracterizada a nivel macroscépico pela presenca de
granulomas que se estendem desde as superficies serosas até ao parénquima dos 6rgdos
afetados. Entre os principais 6rgdos afetados estdo os rins, olhos, cérebro, linfonodos
mesentéricos, omento, intestino e figado. A nivel microscopico os granulomas contém agregados
de macrofagos (alguns dos quais sem antigénios virais) ao redor de vasos sanguineos, 0s quais
s&o por sua vez rodeados por infiltrados densos de linfécitos B e plasmocitos 123,

Figura 17 - A imagem do lado esquerdo mostra a necrépsia de um gato, onde se visualizam placas lisas
branco-amareladas que cobrem as superficies parietal e visceral do peritoneu (seta branca) e os linfonodos
do intestino aumentados (seta preta), adaptado de Dreschsler et al (2011) B4. A imagem do lado direto
mostra um corte histoldgico do intestino com enterite cronica grave e extensa, constituida por areas
linfociticas e piogranulomatosas, com vasculite (adaptado de caso de histopatologia do L. V. INNO).
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3.6.12. Imunohistoquimica e imunocitoquimica

Apesar da presenca de lesdes histopatologicas tipicas permitirem realizar o diagnéstico
definitivo de PIF, por vezes os tecidos dos gatos afetados ndo apresentam alteraces

consistentes com a doenga, mesmo sendo realizadas bidpsias representativas 8,

A imunocoloracédo tem como objetivo a demonstracdo do antigénio viral nos macréfagos
através de imunohistoquimica, usando tecidos fixados em formol, ou imunocitoquimica, usando
amostras de efusGes ou aspirados de tecidos. Estas técnicas detetam a ligacdo antigénio-
anticorpo associada aos macrofagos ou mondcitos, através de reacdes enzimaticas que
produzem uma mudanca de cor 8168 Tanto o FeCoV como o PIFV podem estar presentes nos
macrofagos dos gatos infetados, mas apenas o PIF estd presente em quantidade suficiente para
poder ser detetado por tais reacdes enzimaticas 8.

Um resultado positivo na imunohistoquimica confirma um diagnéstico de PIF, mas um
resultado negativo ndo exclui a infecdo, uma vez que o0s antigénios virais podem estar
distribuidos irregularmente pelas lesGes e podem ndo ser detetados em todas as seccles
histopatolégicas. Isto contradiz em certa medida a ideia de que a imumohistoquimica é essencial
para confirmar ou excluir o diagnéstico. Contudo, esta condicdo pode ser ultrapassada através
da recolha de varias amostras de tecidos ou amostras maiores [581[68],

A imunocitoquimica realizada em amostras de efus6es demonstra sensibilidade entre 57
a 100%. Esta grande variabilidade deve-se ao pouco conteludo celular das efusGes e/ou o
antigénio estar mascarado pelos anticorpos, fazendo com que a coloracédo do antigénio viral nos
macréfagos seja um desafio, e a probabilidade de ocorrerem falsos negativos deva ser tida em

consideracado, quando se opta pela realizacdo deste exame [581168],
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3.7. Tratamento

Atualmente ndo se encontra disponivel um tratamento que cure definitivamente a PIF, por
isso esta continua a ser uma doenca progressiva e tendencialmente fatal, apesar de existirem
farmacos antivirais (referidos mais adiante) que tém mostrado resultados promissores na
remissdo temporaria da doenca e no aumento das taxas de sobrevivéncia em varios pacientes.
No entanto, o0 acesso aos antivirais é atualmente problematico, uma vez que ainda nao obtiveram

registo para utilizacéo veterinaria.

De acordo com o estudo de Izes et al (2020), para o tratamento da PIF sdo usadas trés
grandes abordagens: 1) farmacos imunossupressores para atenuar a resposta imunitaria; 2) uso
de farmacos imunomoduladores para atenuar a resposta inflamatéria de forma ndo especifica;

3) utilizacdo de agentes antivirais para inibir a replicagéo viral [’®l.

E frequente a utilizagdo de mais de uma abordagem terapéutica em conjunto para o
tratamento da doenca, associando farmacos imunomoduladores, imunossupressores € ainda, a
farmacos antivirais, sendo relevante manter um controlo da eficacia do tratamento estipulado

para preservar a seguranca do paciente 76,

3.7.1. Tratamento anti-inflamatério e imunossupressor

Como o PIF é uma doenca imunomediada, a terapia as vezes inclui suprimir a resposta

imunitéria e consiste na administracdo de farmacos que produzem efeitos imunosupressores.

A prednisolona € o imunossupressor mais usado no tratamento da PIF, por ser bastante
acessivel, relativamente seguro, por estimular o apetite e melhorar a condi¢do clinica dos
pacientes. E geralmente administrada por via oral numa dose inicial administrada a cada 24
horas, com reducé@o gradual a cada duas semanas com base na resposta ao tratamento. O
tratamento consiste na administracao inicial de dois miligramas por quilograma de peso corporal,
via oral a cada 24 horas (SID) durante 10 a 14 dias. Caso exista melhoria clinica, a dose passa
para um miligrama por quilograma de peso corporal, SID durante mais 10 a 14 dias. Depois

passa para 0,5 mg/kg/SID todos os dias 4.

A dexametasona pode ser utilizada na forma efusiva da PIF sendo, nestes casos,
administrada diretamente na cavidade abdominal ou toracica na dose de um miligrama por
quilograma de peso corporal (caso a efus@o esteja presente em ambas as cavidades, a dose

deve ser dividida por cavidade) a cada cinco dias, até deixar de ser produzida efus&o '\,
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Apesar dos seus beneficios, a prednisolona suprime a resposta imunitaria humoral e
celular. Por isso, é possivel que tratamentos anti-inflamatérios alternativos sejam mais eficazes
no tratamento do PIF. Hugo & Reading (2015), relataram 787 dias de sobrevivéncia num gato
tratado oralmente com meloxicam na dose de 0,05 mg/kg/SID e um més de metronidazol e
tramadol. Assim, desde que a fun¢&o renal e a presséo arterial estejam normais, 0 meloxicam

pode ser uma alternativa eficaz ao uso de corticosteroides "8,

3.7.2. Tratamento imunomodulador

O objetivo do tratamento imunomodulador é estimular a resposta imunitaria mediada por
células ou reduzir a resposta imunitaria humoral. No entanto esta abordagem pode ndo produzir
os efeitos benéficos esperados, uma vez que a estimulacdo imunitaria promove o aparecimento

e agravamento dos sinais clinicos.

O imunoestimulante poliprenil (IPP) é um composto biolégico veterinario que tem
demonstrado resultados promissores no tratamento da forma néo efusiva da PIF. O composto
esta comercialmente disponivel nos Estados Unidos da América (EUA) e Europa. Quando
administrado por via oral, trés vezes por semana, regula positivamente a acdo dos linfécitos T
helper 1. Legendre et al (2017) avaliaram o tratamento com IPP em 60 gatos suspeitos de ter a
forma né&o efusiva de PIF. Dos 60 gatos tratados, 16 sobreviveram 100 dias, 8 sobreviveram 200
dias e 4 sobreviveram 300 dias. Apesar dos resultados deste estudo serem promissores para o
tratamento de gatos com PIF ndo efusivo, 0 nimero de gatos que responderam ao tratamento
foi, no geral, baixo, sendo necessarios estudos clinicos controlados para avaliar a eficacia e

seguranca deste tratamento [/,

3.7.3. Tratamento antiviral

3.7.3.1. Interferdao a e w

Existem no mercado dois interferdes que sao usados frequentemente no tratamento das
retroviroses em gatos: o interferdo-a recombinante humano e o interferdo-w recombinante felino.
Os interferdes sé@o espécie-especificos, por isso € melhor usar interferdo felino do que interferdo
humano. Contudo, em alguns paises, apenas o interferdo humano esté disponivel para ser

utilizado 611,

60



O protocolo de administracdo do interferdo-a recombinante humano, na forma néo efusiva,
consiste na aplicacédo oral de 30 Unidades Internacionais (Ul)/Kg, uma vez por dia ou durante
sete dias em semanas alternadas. Na forma efusiva da doencga, o protocolo de administracéo
consiste na aplicacdo parenteral (intramuscular ou subcuténea) de 104 a 106 Ul/Kg diariamente
(61, Quando dado parenteralmente, este protocolo torna-se ineficaz apos trés a sete semanas
devido ao desenvolvimento de anticorpos contra o IFN-a humano. Contudo, se administrado por
via oral, como nao ha producéo de anticorpos, pode ser administrado por um periodo mais longo.
No entanto, oralmente é inativado pelo acido gastrico e destruido por enzimas proteoliticas no
duodeno, sendo os efeitos antivirais diretos improvaveis por esta via de administracao.
Oralmente parece ter apenas atividade imunomoduladora na cavidade oral, estimulando o tecido

linféide local e levando a libertagdo de citocinas, que acabam por atuar sistematicamente (87,

O interferdo-w recombinante felino € uma glicoproteina monomérica relacionada com os
interferdes alfa e beta. E produzido por leucdcitos infetados pelos virus e tem propriedades
antivirais e imunomoduladoras. O interferdo 6mega estimula a atividade das células Natural Killer
e aumenta a expressdo da classe | do complexo maior de histocompatibilidade. Pode ser
administrado por via oral, porque apresenta resisténcia ao acido gastrico 8. E comercializado
em recipientes com 10 milhdes de unidades e deve ser reconstituido com um mililitro de diluente.
A solucéo pode ser distribuida por 10 seringas de um mililitro, cada uma contendo 0,1 mL de
solucdo, que corresponde a 100000 unidades. Nove das 10 seringas podem ser congeladas,
mantendo as propriedades do interferdo até seis meses. A décima seringa € diluida com 4,9 mL
de solucéo de cloreto de sédio a 0,9%, perfazendo cinco mililitros de solu¢do com um milh&o Ul
de interferdo (50000 Ul/ml). A solucdo é armazenada no frigorifico a uma temperatura de quatro
graus celsius até trés semanas. O tratamento consiste na administracdo oral e diaria de 100000
unidades de interferdo-w recombinante felino (corresponde a 0,5 ml de solugdo) ad eternum de
forma paliativa (até recuperacdo ou morte) (63,

3.7.3.2. Inibidores das proteases

Apbs a entrada do virido nas células-alvo, os FeCoVs produzem duas poliproteinas
virais que sao subsequentemente divididas em 16 proteinas ndo estruturais funcionais, pela agcao
de proteases virais especificas, previamente referidas. Sabendo que estas proteinas néo
estruturais sdo indispensaveis para a replicacao viral, os inibidores das proteases ao ligarem-se
a estas proteases virais especificas, bloqueiam a clivagem dos precursores proteicos
necessarios para a producio das particulas virais 76,

61



Pedersen et al (2018) investigaram a eficacia da aplicagdo de um inibidor da 3C-like
protease (também denominada protease principal), o GC376 no tratamento de 20 gatos
naturalmente infetados com PIF. Foi administrado por via subcutédnea numa dose de 15 mg/kg,
a cada 12 horas. Neste estudo apenas um ter¢o dos gatos sobreviveu a longo prazo. A auséncia
de remisséo progressiva foi associada a uma elevada incidéncia de doenga neuroldgica durante
ou apos o tratamento ser interrompido ou a recorréncia de lesdes abdominais. Os efeitos
secundarios do tratamento incluiam focos de fibrose subcuténea, queda de pélo e erupcao

anormal da denticdo permanente em gatos tratados antes das 18 semanas de idade 4,

3.7.3.3. Nucleosideos analogos

Outra abordagem promissora no tratamento da PIF é a utilizacdo de nucleosideos
analogos que interrompem a sintese de RNA durante a transcricdo, através da inibicdo da RNA

polimerase dependente de RNA ©2],

Pedersen et al (2019) avaliaram o poder do nucleosideo analogo GS-441524 no combate
a PIF, em 31 gatos naturalmente infetados com a doenca (ndo foram incluidos gatos com doenca
neuroldgica e/ou ocular graves). O nucleosideo analogo GS-441524 é um derivado do GS-5734,
um pro-farmaco usado na prevencdo de alguns virus RNA em laboratério (p. ex., Virus da
sindrome respiratéria do Médio Oriente e virus Ebola). O tratamento aplicado consistiu numa
injecdo subcutanea de dois miligramas por quilograma de peso corporal, a cada 24 horas. O
periodo minimo de tratamento foi de doze semanas. Nos casos em que, ao fim desse periodo,
os valores de proteinas séricas continuaram elevados, o tratamento foi prolongado e a dose
aumentada para quatro miligramas por quilograma de peso corporal. A resposta clinica ao
tratamento consistiu na resolucédo da febre, da ictericia e das efus6es abdominais. A maioria das
recaidas consistiu em febre, anorexia e prostracdo. Até & publicacéo deste estudo (fevereiro de

2019) 24 dos pacientes mantiveram-se saudaveis [#2,

Dickinson et al (2020) descreveram o tratamento com GS-441524, em quatro gatos com
sinais neuroldgicos e oculares de PIF documentando resultados muito promissores. O tratamento
aplicado consistiu na administracdo subcutanea de cinco a 10 mg/kg a cada 24 horas, durante
pelo menos 12 semanas. Trés dos quatro pacientes apresentaram sobrevivéncia entre um ano

e um ano e meio, apods o inicio do tratamento ©3,
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3.7.3.4. Outros farmacos antivirais

O farmaco lItraconazol quando administrado oralmente numa dose 10 mg/kg a cada 12
horas, demonstrou inibir o transporte de colesterol no serétipo | dos FeCoVs in vitro, a estirpe

selvagem dominante, sugerindo que inibe a replicagéo viral &4,

A ciclosporina A desempenha efeito imunossupressor ao liga-se as ciclofilinas celulares
para inibir a transcricdo de genes que codificam varias citocinas. Além disso também tem efeito
antiviral, uma vez que a presenca de ciclofilinas é necessaria para a replicacdo de FeCoV e, ao
ligar-se as ciclofilinas, a ciclosporina inibe a replicacéo de FeCoV in vitro e in vivo [,

3.7.4. Monitorizacao do tratamento e progndstico

Para monitorizar a resposta ao tratamento e a evolucdo da doenca podem ser realizadas
verificagdes regulares (a cada 7 a 14 dias) do hematdcrito, das globulinas, do racio A/G, da alfa-
1 glicoproteina acida e do peso do paciente. Caso o quadro clinico melhore, estes exames podem
ser feitos mensalmente. A mensuracao do titulo de anticorpos deve ser realizada a cada dois ou
trés meses, pois nédo séo detetaveis diferencas num periodo de tempo inferior [,

Esta descrito que gatos que sofrem da forma efusiva da doenca apresentam um tempo
médio de sobrevivéncia de 21 dias. O tempo de sobrevivéncia em gatos com a forma néo efusiva
da PIF varia com os sinais clinicos. Os sinais neurolégicos sdo os mais graves, sendo a
sobrevivéncia média descrita nestes casos de 38 dias. A manifestacdo clinica com o melhor

progndstico parece ser a adenopatia dos linfonodos mesentéricos [,

Fatores associados a um mau progndéstico sdo o mau estado geral, trombocitopenia,
linfopenia, anemia, ictericia, hiponatremia, hipocaliemia, AST elevada e a presenca de efusdes.
Os fatores associados a um melhor prognéstico sdo a diminuicdo dos niveis de globulinas,
aumento do racio A/G, diminui¢cdo da alfa-1 glicoproteina acida, o aumento do hematdcrito e
aumento do peso [#°],
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3.8. Prevencéo e controlo

Atualmente, existe uma vacina intranasal comercialmente disponivel nos EUA e em alguns
paises europeus, a Felocell PIF® (Zoetis, EUA). A vacina tem como objetivo provocar uma
resposta imunitaria local através da inducédo de IgA e imunidade mediada por células. No entanto,
também induz o desenvolvimento de anticorpos sistémicos contra FeCoV, embora geralmente
em baixos niveis. A inducao da resposta imunitaria pela vacinacéo é conseguida pela presenca
de um agente mutante do serotipo Il. Contudo, a vacinagéo so é eficaz se for administrada antes
da exposicdo ao FeCoV. Por isso, em locais endémicos, onde os gatinhos sdo infetados em tenra

idade, a vacinagdo as 16 semanas pode ser tardia para prevenir a infecéo 7],

Um fator que deve ser tido em consideracéo em relacdo a infecéo por PIF é que esta s6
pode ser evitada através da prevencéao da infecéo por FeCoV. No entanto, dado que o FeCoV é
um virus muito contagioso, prevenir a infegdo € um verdadeiro desafio, sobretudo em ambientes

onde vivem varios gatos 571,

Em relacdo ao maneio dos gatos, uma possivel estratégia a adotar sera manté-los em
pequenos grupos de trés ou menos por espaco e com troca limitada de animais. Antes da
introducdo de um novo gato no grupo existente, este deve realizar quarentena durante, pelo

menos, trés semanas 88!,

A identificacdo dos gatos que excretam o virus nas fezes e a sua separacgao dos restantes
gatos pode ajudar a reduzir a taxa de transmisséo. Esta identificacdo pode ser realizada por RT-
PCR a partir de trés amostras fecais recolhidas em intervalos de uma semana 9. A detecéo
pontual de anticorpos séricos anti-FeCoV, em vez de RT-PCR nas fezes n&o é (til, porque alguns

gatos sem anticorpos anti-FeCoV possuem RNA viral nas fezes 7],

Sabendo que o FeCoV é transmitido predominantemente por via fecal-oral, a infe¢éo é
mantida nas populacdes de gatos, principalmente pelas fezes das caixas de areia. Deste modo,
devem ser fornecidas caixas de areia suficientes (mais uma do que o nimero de gatos), as quais
devem ser limpas pelo menos duas vezes por dia e os utensilios usados para recolher as fezes
devem ser limpos e desinfetados diariamente 8. Embora a excrecdo na saliva seja rara, os
recipientes de comida e agua devem ser limpos e desinfetados com detergentes contendo

hipoclorito de sédio 7,

Um estudo publicado por Addie et al (2020) descreveu o uso oral de um nucleosideo
analégico, denominado Mutian X. A administracdo do Mutian X durante quatro dias numa dose
oral de 4 mg/kg, a cada 24 horas, mostrou ser eficaz para parar a excre¢éo fecal de FeCoV. Um
potencial problema desta abordagem prende-se com o facto de ser um virus comum nas
populacdes de gatos e poder ser transportado em fomites. Contudo, ser for aplicado juntamente
com medidas de higiene supracitadas e o alojamento de gatos em pequenos grupos, pode ser

atil no controlo da infegéo [,
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4. Contribuicao do racio A/G e ATCN das efusdes cavitarias para
o diagnostico de Peritonite Infeciosa Felina — estudo

retrospetivo.

4.1. Introducéo e objetivos

Durante o estagio curricular na area de diagnostico citolégico, o transudado maodificado foi
o tipo de efusdo mais frequente na espécie felina. Cerca de 55% das efusdes desta natureza
foram submetidas a analise RT-PCR para pesquisa do virus da PIF.

Atualmente, o diagnéstico definitivo da PIF é realizado através da histopatologia e
imunohistoquimica das lesdes caracteristicas desta infegdo. Contudo, estes exames sdo muito
pouco requisitados na rotina do L.V. INNO, pois sdo escassas as situacdes em que os tutores
pretendem avancar para a sua realizacdo, ou por questdes financeiras ou por relutancia em
realizar procedimentos invasivos nos gatos debilitados. As poucas ocasides em que se realizam
tais exames sdo apés a morte dos animais. Porém, € mais vantajoso possuir uma elevada
certeza da PIF estando os gatos ainda vivos para que possa ser iniciada a terapia adequada o
mais brevemente possivel. Com este propésito, o L.V. INNO, disponibiliza um perfil analitico
denominado "PIF forma efusiva”, o qual engloba a analise completa das efusdes e o teste RT-
PCR nas mesmas, por forma a aferir com maior certeza a presenca da infecéo.

Apesar de ndo existirem carateristicas bioquimicas e celulares nas efusdes que permitam
o diagnéstico definitivo da PIF, este torna-se mais provavel quando as efusbes apresentam
caracteristicas inflamatérias na citologia e, além disso, possuem racios A/G inferiores a 0,9 e

delta das células totais nucleadas (ATCN) superior ou igual a 2,5.

No ambito do presente relatdrio de estagio, foi realizado um estudo que teve como principal
objetivo averiguar o contributo do racio A/G e ATCN das efusdes cavitérias, na discriminagéo de
gatos clinicamente suspeitos de PIF, usando como critério de diagnéstico, resultados de RT-PCR

positivos nas efusdes. Este estudo possuiu também como objetivos:

e Caraterizar a populagéo felina das amostras em estudo;
e Caracterizar a populacé@o de gatos positivos no diagnéstico de PIF;

e Caracterizar as efusdes de gatos positivos no diagnostico de PIF;

e Caracterizar as efusfes de gatos com RT-PCR negativo.
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4.2.

Materiais e métodos

4.2.1. Tipo de estudo

Foram analisados todos os casos de efusfes cavitarias com suspeita clinica de PIF

estagio.

recebidos no L.V. INNO no periodo compreendido entre janeiro de 2017 a mar¢o de 2021. Deste
modo, o estudo realizado foi essencialmente do tipo retrospetivo, contendo também uma

pequena parte prospetiva, na medida em que alguns dados foram obtidos durante o periodo de

Sendo, na sua maioria, um estudo retrospetivo, ndo foi possivel assistir a todos os

procedimentos analisados, no entanto, pressupde-se que foi utilizada a mesma metodologia nos
diferentes procedimentos.

Assim, o estudo foi dividido em trés partes:

Na primeira parte procedeu-se a selecdo das amostras de efusfes. Para tal foi
recolhida informacdo de uma base de dados informatizada, o Clinidata XXI®
(Maxdata Software, Portugal). Esta pesquisa permitiu também a caracterizacdo da
populacao felina em termos de sexo, idade e raca.

Na segunda parte foram organizados e caraterizados os dados obtidos a partir do
estudo completo das efusdes, o qual compreendeu, numa primeira fase, a analise
bioquimica, a determinacdo da contagem celular, a avaliagdo citologica e
classificacdo da efusdo. Numa segunda fase as amostras foram submetidas a RT-
PCR em tempo real para pesquisa do virus da PIF.

Na terceira parte foi determinada a sensibilidade, a especificidade e os respetivos
valores de cut-off para o racio A/G e ATCN, determinados nas efusdes. Foram ainda
determinados os valores preditivos positivos e negativos para os referidos
parametros.
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4.2.2. Populacéo e amostra

Definiu-se como populacdo-alvo de estudo todas as amostras de efusdes de gatos com
suspeita clinica de PIF, submetidas para analise ao L.V. INNO. Dentro desta populacdo a

amostra foi selecionada de acordo com os seguintes critérios de inclusao:

¢ Registo epidemiolégico (idade, raca, género);
¢ Realizacdo do estudo completo de efuséo;

¢ Realizacdo de posterior diagnéstico molecular por RT-PCR.

Apos a selecdo dos animais segundo os critérios acima referidos, foram excluidas as
amostras em que ndo foram determinados, pelo menos, um dos pardmetros analisados nas
efusBes, amostras cujo resultado da citologia e/ou do RT-PCR tenha sido inconclusivo e
amostras com escassa informacado epidemiolégica. Com base nestes critérios, os gatos foram
considerados afetados pela PIF, se as caracteristicas das efusdes mostravam ser consistentes
com a doenca, assim como um resultado de RT-PCR positivo. Inversamente, os gatos foram
considerados como ndo afetados pela PIF, se o resultado do RT-PCR fosse negativo, mesmo

gue as caracteristicas da efusdo mostrassem ser consistentes com a doenca.

A amostra final reuniu efusdes de 41 gatos, de ambos os sexos, de diferentes racas, com

idades entre os quatro meses e 0s 15 anos.
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4.2.3. Andlise das efusdes

A colheita das amostras das efusdes foi realizada nos respetivos Centros de Atendimento
Médico-veterinarios, para dois tubos diferentes: tubo seco estéril e tubo com anticoagulante de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), ambos com trés a cinco mililitros de volume. As
amostras foram posteriormente enviadas para o L.V. INNO juntamente com as fichas de

requisicdo, onde constavam a solicitagdo da sua analise completa e o respetivo teste RT-PCR.

As efusBes foram sujeitas a avaliacdo bioquimica - determinacao da concentracéao total de
proteinas (PT), albumina, globulinas e racio albumina/globulinas (A/G) - e avaliagédo celular -

determinacdo da contagem total de células nucleadas (CTCN), delta (A) TCN e citologia.

As efusdes foram classificadas de acordo com os critérios estabelecidos na Tabela 7. Se
existisse disparidade na classificacdo, o valor das PT era o critério mais importante na
diferenciacdo de transudatos e transudatos modificados, e a celularidade era o critério mais

importante na separacao de transudatos modificados e exsudatos.

Tabela 7 - Classificagao das efusdes com base nas proteinas totais, CTCN e avaliagdo citologica.

Proteinas CTCN

Tipo de Efuséo Totais (g/dL) (células/pl)

Tipos celulares | Caracteristicas especiais

Transudado <25 Mononucleadas Baixa celularidade
JIGASHCACO 2,5-7,5 10007000  Mononucleadas | PO celular varia com a
modificado etiologia
EX§UQado >3,0 > 7000 Neutrdfilos Neutrdéfilos degenerados
séptico
Exsut':ia(;io nao 53,0 > 7000 Neutréfilos Neutréfilos nao
séptico degenerados

Adaptado de Dempsey & Ewing (2011) 201
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4.2.4. Quantificacdo proteica

As amostras em tubos secos foram centrifugadas a 3500 rota¢cfes durante 10 minutos, na
centrifugadora Kubota 5400® (Kubota Corporation, Jap&o). Em seguida, realizou-se a separagio
do sobrenadante para novos tubos secos estéreis, sendo os precipitados descartados. Sempre

gue a andlise ndo era realizada de imediato, os tubos eram refrigerados a quatro graus Celsius.

A quantificacéo proteica nas efusdes foi efetuada a partir de amostras contidas em tubos
sem anticoagulante. Apés a centrifugacdo das amostras e separacao do sobrenadante, estas
foram colocadas no analisador bioquimico Cobas® 6000 mddulo ¢501 (Roche, Alemanha), o que
permitiu a determinacéo direta das PT e albumina através de espetrofotometria de absorvancia

por métodos colorimétricos.
A técnica referida consistiu na:

e Passagem de um feixe de luz (com um determinado comprimento de onda) na
direcdo dos tubos onde se encontravam as amostras a analisar;

e Medicdo da absorvancia (quantidade de luz absorvida no espetro da luz visivel) e
determinacdo da concentracdo das amostras;

e Juncdo de um substrato (no caso das PT foi o biureto; no caso da albumina foi o
verde de bromocresol) as amostras, na respetiva cuvete do aparelho;

e Conversédo do substrato em produto e medicdo da sua absorvancia.

e A intensidade da cor correspondeu a concentracdo das proteinas (as PT
corresponde uma cor parpura e a albumina corresponde uma cor azul-esverdeada).

A guantificacdo das globulinas foi feita por calculo, pela subtracdo do valor da albumina
ao das PT. O racio A/G foi determinado através da divisdo do valor da albumina pelo valor das
globulinas. Estes parametros foram determinados de forma automatica pelo Clinidata xxi®

(Maxdata Software, Portugal).
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4.2.5. Contagem celular

A quantificacdo celular foi efetuada a partir das amostras contidas em tubos com EDTA.
Antes de serem analisadas foram previamente homogeneizadas durante pelo menos 10 minutos
em Nutating Mixer® (VWR, Estados Unidos da América). Sempre que a analise ndo era realizada

de imediato, os tubos eram refrigerados a quatro graus Celsius.

. Depois de homogeneizadas, as amostras foram colocadas no equipamento automatico
de hemocitometria de fluxo Sysmex XT — 2000iV® (Sysmex Corporation, Kobe, Japao), para
determinar a contagem total de células nucleadas (CTCN), que corresponde ao ndmero total de

leucocitos, e o ATCN.
A metodologia deste equipamento consistiu em:

e Diluir as células presentes nas amostras;

e Corar as células com uma substancia fluorescente (a polimetina);

e Passagem das células através de dois canais diferentes: o canal WBC-DIFF (canal
de realiza a contagem celular diferencial) e o canal WBC-BASO (canal que realiza a
contagem das células resistentes a lise);

e Emisséo de um feixe de luz laser aquando da passagem das células por esses dois
canais;

e A CTCN corresponde ao total de leucdcitos € determinada pela descontinuidade na
passagem da luz laser nesses dois canais;

e O valor do ATCN corresponde ao racio entre as contagens celulares obtidas pelos
dois canais WBC (DIFF/BASO) do equipamento.
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4.2.6. Citologia das efusdes

A avaliacdo citologica das amostras de efusBes foi efetuada a partir das amostras
preservadas em tubos de EDTA. As preparacg0es citologicas foram realizadas com a técnica de
espalhamento tipo esfregaco sanguineo quando a CTCN das amostras era superior a 1000
células/uL. Caso a CTCN estivesse entre 500 e 1000 células/uL, procedeu-se a centrifugacéo
de um mililitro da amostra a 1000 rotacGes durante cinco minutos na Kubota 5400° (Kubota
Corporation, Japéo). De seguida desprezou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se e utilizou-se o
sedimento para o espalhamento na lamina, aplicando a técnica de squash. Quando o nivel celular
das amostras mostrou ser muito baixo (inferior a 500 células/pL) realizou-se a sua
citocentrifugacéo. Para tal, pipetou-se um pouco da amostra (menos de um mililitro) diretamente
para o sistema de citocentrifugacdo, como exposto na Figura 18. O sistema foi centrifugado a
1000 rota¢Bes durante cinco minutos, concentrado o sedimento na lamina.

A preparacoes citolégicas obtidas pelos métodos referidos no paragrafo anterior

foram coradas com corantes tipo Romanovski, nomeadamente Diff-Quick®.

Para avaliar o tipo e morfologia celular usou-se um microscopio Eclipse 600® (Nikon,

Japao) com objetivas planacromaticas de 100x, 200x, 400x, 500x e 1000x.

Figura 18 - Sistema de citocentrifugac¢@o. Fotografias originais da autora captadas durante o
estagio no L.V. INNO.
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4.2.7. Diagnéstico por RT-PCR

Todas as amostras de efusdes foram sujeitas a analise molecular no Laboratdrio
Veterinario IDEXX (Laboratories, Inc, Estados Unidos da América), para confirmacao da infecao
pelo virus da PIF. A evolucao dos métodos de diagndstico definitivos disponiveis, nomeadamente
a introducéo do PCR em tempo real do virus mutado, ainda que nado seja o gold standard para o
diagnostico da infecdo, apresenta uma sensibilidade e especificidade elevadas [PY. Para
identificar o material genético viral, foram utilizados trés testes de RT-PCR em tempo real, em

paralelo:

e Um teste FeCoV Real RT-PCR™, para detetar o gene que codifica a proteina
acessoria 7b e quantificar a carga viral;

e Dois testes PIFV Real RT-PCR™ para detetar mutagdes associadas o biétipo PIF.

Os testes PIFV Real RT-PCR™ basearam-se na utilizacdo de sondas de hidrélise
altamente especificas para detetar as mutacGes nas posicdes de aminoacidos 1058 e 1060 do
gene que codifica a proteina da espicula. Paralelamente foram detetadas sequéncias de tipos
selvagens. As mutacdes foram detetadas com base numa abordagem de identificacdo alélica
multiplexada, ou seja, numa Unica reacdo de RT-PCR foi possivel realizar a amplificagcao e
detecdo de vérias sequéncias genéticas em simultaneo, neste caso do tipo selvagem e das
referidas mutagdes. Na Tabela 8 estdo expostos os resultados possiveis do teste PIFV Real RT-

PCR™ e respetiva interpretacao.

Tabela 8 - Resultados possiveis do teste de RT-PCR em tempo real e respetiva interpretacéo.

Resultado Interpretacéo

PIF O FeCoV transformou-se no hiétipo PIFV.
FECV O FeCoV néo sofreu mutacdo e € improvavel que o gato tenha
PIF.
. ; Tanto o bidtipo FECV como o biétipo PIF estéo presentes na
Bidtipo misto

amostra.

. ) Amostra com alta carga viral FeCoV. No entanto, o FeCoV nao
Bidtipo indeterminado ~ o o ]
pbde ser tipificado, pelo que o PIF ndo pbde ser confirmado.

Abaixo do limite de O FeCoV néo pbde ser tipificado, porque nédo havia particulas

detecéo virais suficientes.

Adaptado de IDEXX PIF Virus RealPCR™ (2016) 4
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4.3. Andlise estatistica

ApOs a recolha de todos os dados clinicos e laboratoriais de cada amostra, procedeu-se a
sua organizagdo utilizando o programa Microsoft Excel® 2016 (Microsoft, Portugal). Neste
programa realizou-se a estatistica descritiva, nomeadamente o calculo da mediana, frequéncia
absoluta (Fi) e frequéncia relativa (Fr (%)). Os resultados foram apresentados em graficos e

tabelas de modo a facilitar a sua interpretacao.

De forma a avaliar o poder discriminatorio do racio A/G e ATCN na populacéo clinicamente
suspeita de PIF, foram determinadas a sensibilidade (Se), a especificidade (Es), o valor preditivo
positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) destes pardmetros. Para tal, foi utilizado o
programa estatistico MedCalc® (Software MedCalc, versdo 20.009). O programa estatistico

permitiu:

e Determinar a Se (propor¢do de individuos com RT-PCR positivo na populagdo em estudo
e que possuem a doenca) e Es (proporcdo de individuos com RT-PCR negativo na
populacdo em estudo e que ndo possuem a doenca) com recurso as férmulas
matematicas padronizadas: [Se= verdadeiros positivos/ (verdadeiros positivos + falsos

negativos)] e [Es= verdadeiros negativos/ (verdadeiros negativos + falsos positivos)].

e Determinar o VPP (probabilidade de o gato ter PIF quando o RT-PCR é positivo) e 0 VPN
(probabilidade de o gato ndo ter PIF quando o RT-PCR é negativo) através das seguintes
férmulas mateméticas padronizadas: [VPP= sensibilidade x prevaléncia/ (sensibilidade x
prevaléncia + (1-especificidade) x (1-prevaléncia)] e [VPN= especificidade x

(1-prevaléncia) (1-sensibilidade) x prevaléncia + especificidade x (1—prevaléncia)].

e Conceber as Receiver Operating Characteristic Curves (ROC), a area por baixo da curva

(AUC) e o nivel de significancia (p-value ou P) para o racio A/G e ATCN.

e Determinar o valor de cut-off ideal (valor que otimiza a sensibilidade e especificidade) do
racio A/G e ATCN, através do Youden Index (J), que corresponde a seguinte férmula
matematica: J = sensibilidade + especificidade - 1.

Os valores da sensibilidade, especificidade, assim como a AUC foram obtidos usado um
intervalo de confianga de 95%, determinado pelo método de Clopper- Pearson e exato binomial,
respetivamente. Para determinar o VPP e o VPN, foi usada uma prevaléncia da doenca de 66%
(percentagem de resultados positivos do RT-PCR em tempo real) e um intervalo de confianca de
95% dado por Mercaldo et al (2007) 92,
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4.4, Resultados

4.4.1. Caracterizacdo da populacao felina das amostras estudadas

Foram incluidas na populagéo do estudo amostras de efusdes cavitarias de 41 gatos com
suspeita clinica de PIF, dos quais 25 eram fémeas (Fr=61%) e os restantes 16 eram machos
(Fr=39%).

Relativamente a idade, os 41 gatos foram divididos em trés grupos, representados no
Grafico 11. Verifica-se que a maioria dos gatos tem idade inferior ou igual a trés anos. A idade
dos animais variou entre 0os quatro meses e 0s quinze anos, com uma média de 3,1 anos e

mediana de um ano.

Idade da populacao
35 32
. 30
g 25
> 20
S 15
< 10 @
5 -
0 (T
<3 >3a <10 =10
Faixa etaria (anos)

Grafico 11 - Distribuicdo dos gatos por faixa etaria, expressa em Fi, n=41.
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Relativamente aos animais correspondentes a cada raca (Grafico 12), observamos que a

maioria correspondeu a Europeu Comum (22 gatos, 54 %) e também de raga Persa (quatro

gatos, 10 %). Nas restantes ragas observou a seguinte distribuicdo: dois gatos da raca Scottish
Fold (4,75%); dois gatos da raca British Shorthair (4,75%); dois gatos da ra¢ca Bosques da

Noruega (4,75%); dois Sphynx (4,75%). Observaram-se ainda alguns animais Sem Raca

Definida (sete gatos, 17%).

25
20
15

10

N.° de gatos

5

0

Raca da populacao

4

Sem Raca Europeu  Persa  Scoltish  British Bosques  Sphynx

Definida

Comum Fold Shorthair da
Noruega

Raca

Gréfico 12 - Distribuicdo dos gatos por raca, expressa por Fi (n=41).
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4.4.2. Diagnéstico molecular de PIF

Todas as amostras de efusdes incluidas neste estudo foram submetidas a RT-PCR em
tempo real para confirmagéo da infecdo pelo virus da PIF. Este exame revelou um resultado
positivo em 66% das amostras, 0 que se traduziu pela presenca de infecdo em 27 gatos. Em
relacdo os resultados negativos, estes ocorreram em 14 gatos, correspondendo a 34% das
amostras. Nos resultados positivos foram incluidas as amostras de efusbes em que o RT-PCR
detetou o biétipo PIFV e o bidtipo misto. Os resultados negativos incluiram as amostras de
efusdes em que o resultado revelou um biétipo indeterminado, abaixo do limite de detecao e os
casos em que foi detetado apenas o bi6tipo FECV.

Nas 27 amostras de efusdes positivas, 0 RT-PCR em tempo real também permitiu detetar
a presenca de mutagfes, particularmente no gene que codifica a proteina da espicula. Pode-se
verificar pelo Gréafico 13 que o tipo de mutacdo predominante foi na posicdo 1058, onde a
metionina (M) mudou para Leucina (L), tendo ocorrido em 17 amostras (Fr= 63%). Em 10

amostras (Fr= 37%) a serina (S) mudou para alanina (A), ha posicdo 1060.

Mutacoes detetadas no RT-
PCR

37%

B Mutagdo M1058L = Mutacdo S1060A

Grafico 13 - Distribuicdo das mutagbes detetadas no RT-PCR em tempo real na populagéo,
expressa por Fr (%) (n=41).
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4.4.3. Caracterizacéo da populacdo de gatos com PIF

Dos 27 gatos com PIF, 14 (52%) pertenciam ao género masculino e 13 (48%) ao género
feminino. A idade dos pacientes encontrava-se compreendida entre os 0,25 anos (quatro meses)
e 0s 14 anos, o que resultou numa idade média de 1,73 anos e numa mediana de 0,92 anos
(aproximadamente 11 meses), tal como se pode aferir pela observagéo da Tabela 9.

Tabela 9 - Média e mediana da idade dos gatos com PIF.

Idade (anos)
Média 1,73
Mediana 0,92
Maximo 14,00

Minimo 0,25

Relativamente a raca dos gatos com diagnostico positivo, pelo Grafico 14 verificou-se que
a mais frequente foi a Europeu Comum, a qual pertenceram 15 animais (56%). Nas restantes
racas observou-se a seguinte distribuicdo: trés gatos de raca Persa (11%); um gato da raga
Scottish Fold (4%); dois gatos da raca British Shorthair (7%); um gato da raca Bosques da
Noruega (4%); dois gatos da raca Sphynx (7%). Apenas trés gatos com PIF (11%) n&o tinham

raca definida.

Raca dos gatos com PIF

20
15

»

S

S 10

@

=}

Z 5

. Ll

Sem Raca Europeu  Persa  Scottish  British Bosques Sphynx
Definida Comum Fold  Shorthair da
Noruega

Raca

Grafico 14 - Distribuicdo da raca dos gatos com PIF, expressa por Fi (n=27).
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4.4.4. Caracterizacéo das efusdes dos gatos com PIF

Ap6s a identificacdo dos gatos com RT-PCR positivo, apurou-se que 70% (19 gatos)
possuiam efusbes classificadas como transudado modificado e os restantes 30% (oito gatos)
apresentavam efusdes classificadas como exsudado néo séptico.

Foi elaborada a Tabela 10 onde estdo representados os valores minimo, maximo e a

mediana dos parametros determinados nas efusfes dos gatos diagnosticados com PIF.

Tabela 10 — Mediana, valor minimo e valor maximo dos parametros analisados nas efus6es dos

gatos com PIF.

Parametro Analisado Mediana Minimo - Maximo

Proteinas Totais (g/dL) 5,27 3,32 - 10,90

Albumina (g/dL) 1,91 1,24 - 2,58
Globulinas (g/dL) 3,36 1,96 - 8,55
Racio A/G 0,54 0,28 - 0,88
CTCN (células/pL) 3594 1 - 57300

ATCN 8,10 0,70 - 71,10

Verificou-se que, as PT das efusdes dos 27 gatos com PIF apresentaram uma mediana
de 5,27 g/dL. Em 26 gatos com PIF (96%) o valor das PT foi superior a 3,5 g/dL (valores
compreendidos entre 3,64 e 10,90). A quantidade de globulinas nas efusées dos gatos com PIF
revelou ser consideravelmente superior em relacdo a quantidade de albumina. Este facto
traduziu-se, como seria de esperar, num racio A/G baixo, com uma mediana de 0,54. Todos os
gatos com diagndstico positivo apresentaram racio A/G inferior ou igual a 0,88. Destes, 24 (89%)
tinham racio A/G inferior a 0,8 (valores compreendidos entre 0,28 e 0,71). A CTCN nas efusdes
dos 27 gatos com PIF revelou uma mediana de 3594 células/puL. Em 19 gatos com PIF (70%) a
CTCN na efusédo foi inferior a 7000 células/uL (valores compreendidos entre uma e 6103
células/pL). Em oito gatos com PIF (30%) a contagem TCN na efusdo foi superior a 10000
células/pL (valores compreendidos entre 12793 e 57300 células/pl). O ATCN das efusdes dos
gatos com PIF apresentou uma mediana de 8,10. Vinte e um gatos com PIF (78%) o ATCN da
efuséo foi superior a 2,5 (valores compreendidos entre 3,1 e 71,1). Averiguou-se ainda que, nos

restantes seis gatos com PIF (22%), o ATCN foi inferior ou igual a 1,7.
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4.4.5. Caracterizagdo das efusdes com RT-PCR negativo

Ap6s a identificacdo dos gatos com RT-PCR negativo, verificou-se que 50% (sete gatos)
possuiam efusdes compativeis com transudado modificado, 42,9% (seis gatos) apresentavam
efusdes compativeis com exsudado ndo séptico e apenas um gato exibiu exsudado séptico
(7,1%). Dos 14 gatos negativos, ndo foi possivel determinar a etiologia subjacente ao
desenvolvimento da efusdo em 11 (85,7%). Assim foi possivel a suspeita da etiologia subjacente
em dois pacientes (14,3%). Sendo estes, casos de desenvolvimento de exsudado ndo sético,
devido a massa mediastinica inespecifica. Foi possivel um diagnoéstico definitivo da etiologia
subjacente num paciente (5,9%), sendo a efusdo compativel com piotérax.

Foi elaborada a Tabela 11 onde estdo representados os valores minimo, maximo e

mediana, dos parametros determinados nas efus6es dos gatos com RT-PCR negativo.

Tabela 11 - Mediana, valor minimo e valor maximo dos parametros analisados nas efusdes dos

gatos sem PIF.

Parametro Analisado Mediana Minimo - Maximo

Proteinas Totais (g/dL) 4,56 2,81-7,36

Albumina (g/dL) 1,94 1,10 - 3,09

Globulinas (g/dL) 2,10 1,20 - 5,55

Racio A/G 1,04 0,33-1,93
CTCN (células/pL) 5667 293 - 116130

ATCN 1,30 0,60 - 10,60

Pode constatar-se que as PT das efusdes dos 14 gatos com PIF apresentaram uma
mediana de 4,56 g/dL (valores compreendidos entre 2,81 e 7,36). A quantidade de globulinas
nas efusbes dos gatos com RT-PCR negativo nem sempre revelou ser superior em relacdo a
guantidade de albumina. Este facto, traduziu-se num racio A/G com uma mediana de 1,04. A
CTCN nas efusfes dos gatos com RT-PCR negativo revelou uma mediana de 5667 células/uL
(valores compreendidos entre 293 e 116130). O ATCN das efusbes dos gatos com RT-PCR

negativo apresentou uma mediana de 1,30 (valores compreendidos entre 0,60 e 10,60).
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4.5.6. Dados estatisticos sobre o Racio A/G e ATCN das efusdes

Os gréficos das curvas ROC permitiram relacionar a sensibilidade com a proporcao de
falsos positivos (100-especificidade) para todos os valores de cut-off do racio A/G e do ATCN
determinados nas amostras de efusdes, tal como mostra o Gréafico 15. A &rea sob a curva ROC
(AUC) permitiu avaliar a capacidade que cada parametro tem para distinguir os gatos com PIF e
os gatos sem a doeng¢a. Quanto mais préxima a curva ROC estiver do canto superior esquerdo,
maior é a AUC e maior é o poder discriminatorio do parametro. A AUC para o ATCN foi de 0,811.
Para o racio A/G a AUC foi 0,746.

Foi também determinado o nivel de significancia (P) para cada parametro, que permitiu
saber a probabilidade de estes parametros detetarem gatos com PIF, quando nédo ha diferenca
na distribuicdo da populacédo de gatos com PIF e gatos sem PIF, ou seja, quando a area sob a
curva ROC é de 0,5 (hipotese nula, que coincide com a reta diagonal). Neste caso, o valor de P
mostrou ser pequeno (P <0,05), tanto para o racio A/G (P=0,009) como para o ATCN (P <0,001),
0 que significa que é pouco provavel a hipétese nula se verifique.
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Grafico 15 - Curvas ROC do racio A/G (esquerda) e do ATCN (direita), obtidas pelo programa
MedCalc® (Software MedCalc, versdo 20.009).
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A realizagdo das curvas ROC permitiu determinar valores cut-off do racio A/G e do ATCN
importantes na discriminagdo de gatos com PIF e gatos com RT-PCR negativo. A aplicagéo do
Youden Index permitiu selecionar o valor cut-off ideal para o racio A/G e para o ATCN, de forma
otimizar a sensibilidade e especificidade destes dois parametros. O valor de cut-off ideal
corresponde ao ponto da curva ROC mais afastado acima da reta diagonal. Para o racio A/G o
cut-off foi 0,88 (Tabela 12). Os valores preditivos positivos e negativos associados a este cut-off
foram de 0,82 e 1, respetivamente. Para o0 ATCN o cut-off ideal foi de 4,9 (Tabela 13). Os valores
preditivos positivos e negativos associados a este cut-off foram de 0,95 e 0,62, respetivamente.

Tabela 12 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo

(VPN) dos diferentes valores cut-off, para o racio A/G, num intervalo de confianca de 95%.

Sensibilidade  Especificidade

Cut-off (%) (%) VPP VPN
<0,32 11,11 100,00 1,00 0,37
<0,40 33,33 85,71 0,81 0,40
<0,51 48,15 71,43 0,77 0,42
<0,64 70,37 57,40 0,76 0,50

100,00 57,40 0,82 1,00

Tabela 13 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo

(VPN) dos diferentes valores cut-off, para o ATCN, num intervalo de confian¢a de 95%.

Sensibilidade  Especificidade

Cut-off (%) (%) VPP VPN
> 10,6 44,44 100,00 1,00 0,48
70,37 92,86 0,95 0,62
77,78 71,43 0,84 0,62
77,78 57,14 0,78 0,57
100,00 7,14 0,68 1,00




5. Discussao

5.1. Caracterizacao da populacéo

O RT- PCR em tempo real permitiu averiguar que a percentagem de PIF na populagéo
suspeita foi de 66%, traduzida por um resultado positivo no RT- PCR em 27 dos 41 gatos

suspeitos.

Neste estudo ndo se averiguou uma diferenca percentual significativa da doenca de
acordo com o género do paciente, em virtude de os machos representarem 52% (14 animais) e
das fémeas 48% (13 animais) dos casos positivos no RT-PCR. Ainda assim, como as fémeas
estavam representadas em maior nimero na populacao inicialmente suspeita (61% de fémeas),
um maior nimero de casos de PIF em gatos machos, sugere uma possivel predisposicao do
género masculino para o desenvolvimento de PIF. Estes resultados corroboram o estudo
retrospetivo efetuado na Australia por Worthing et. al (2012) 71, no qual se verificou que dos 382
gatos com PIF, 233 (61%) correspondiam a machos, estando estes significativamente sobre-
representados em relacdo a populacédo felina, tendo em conta estudos demograficos realizados
anteriormente por Toribio et al (2009) 3. Uma possivel explicacdo para este facto pode ser a
influéncia negativa das hormonas sexuais, homeadamente os andrégenos, na resposta
imunitaria mediada por células. Os androgénios ao afetarem a resposta dos linfécitos T, podem
potencialmente aumentar a multiplicacdo do virus nos mondcitos e macréfagos, aumentando

assim o risco de mutagbes do genoma viral que se pensa serem a causa de PIF B2,

Neste estudo, a idade média dos gatos com PIF foi de 1,7 anos e a mediana foi de 11
meses. Cerca de 81% dos gatos com PIF apresentou idade inferior ou igual a dois anos. Estes
resultados estdo de acordo com varios estudos que mostraram que a PIF esta significativamente
associada a idade dos gatos, sendo os gatos jovens mais suscetiveis 2 7, Yin et al.(2021)
mostraram que cerca de 90% dos gatos com PIF tinha idade inferior ou igual a dois anos 4. Os
gatos jovens tém sistemas imunitarios imaturos e, quando expostos a situacdes de stress como
o desmame, a castracao, vacinacao e o realojamento, as suas defesas imunitérias podem ficar
ainda mais comprometidas. Os gatinhos tém também uma maior prevaléncia de infe¢cdo por
agentes patogénicos entéricos (p. ex., Toxocara spp. e Giardia spp.), podendo estes contribuir
de alguma forma para a replicacéo de FeCV, eventualmente facilitar a replicacao descontrolada
do FeCoV nos macrdfagos e, portanto, levar ao desenvolvimento de PIF 7, Ndo se descarta a
possibilidade de os gatinhos deste estudo serem provenientes de abrigos, gatis de reproducéo
ou lojas de animais e tenham contactado com multiplos gatos, o que aumentou o risco de infe¢do
por FeCoV ou por outros virus imunossupressores como o FIV ou FELV, que podem levar ao
desenvolvimento de PIF. Ainda em relacéo a idade, segundo Sykes et al (2014) gatos com faixa
etéria igual ou superior a 10 anos estéo predispostos a doenga por terem um sistema imunitario

mais enfraquecido [°°!. No presente estudo verificou-se um caso de PIF num gato com 14 anos.
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Dentro da populagéo analisada, verificou-se que os animais de raca pura foram 0s mais
afetados pela doenga. Dos 27 gatos com PIF, 24 (89%) eram de raca pura. Na literatura esta
descrito que a raga € um fator de risco para o desenvolvimento de PIF. Contudo a predisposi¢céo

racica varia geografica e temporalmente dependendo das preferéncias dos criadores das
regides, o que se reflete na diferenca de ragas entre os estudos 3. No estudo de Worthing et al
(2012), citado anteriormente, a raca foi considerada como fator de risco de PIF, tendo sido
demonstrado que 60% dos casos de PIF observados correspondiam a gatos de raca pura, sendo
as racas mais afetadas Devon Rex, British Shorthair e Abissinia 7. No presente estudo, a raca
Europeu Comum foi a mais frequente com PIF, sendo 15 gatos (56%) desta raca. A
predisposi¢cdo da raca Europeu Comum para o desenvolvimento de PIF estara provavelmente
mais relacionada com a sua sobre-representacdo na populacdo felina em Portugal, do que a
predisposi¢cdo desta raca em particular. Em contraste, estudos publicados por Riemer et al (2016)

e Yin et al (2021), mostraram que ndo existe predisposicdo para gatos de raca desenvolverem
PIF 2094,

5.2. Caracterizacéo das efusbes

Segundo Thrall (2020), o processo inflamatdrio que ocorre na PIF liberta substancias
guimiotaticas e produtos vasoativos que aumentam a permeabilidade vascular, causando a
migracao de fluido, rico em proteinas de elevado peso molecular, do espaco intravascular para
uma cavidade [,

De acordo com a literatura, as efusdes de gatos com PIF tém tipicamente um elevado teor
proteico (> 3,5 g/dL) e uma concentrac@o de globulinas consistentemente maior do que a
concentracdo de albumina. Estes valores sdo um reflexo do que ocorre a nivel sérico,
nomeadamente a hipergamaglobulinémia 2% °¢, Esta diferenca na concentracéo de albumina e
globulinas produz um racio A/G baixo, geralmente inferior a 0.9, nas efusdes ©9 8, Segundo
alguns autores, as efusdes de PIF possuem geralmente uma CTCN inferior a 6000 células/uL,
[20191, Tendo em conta estes critérios, as efusdes causadas pela PIF muitas vezes enquadram-
se na classificacdo histérica de transudado modificado % [l No presente estudo verificou-se
que 19 das 27 efusdes de PIF (70%) se encaixaram nesta classifica¢cdo, com PT entre 3,32 e
10,9 g/dL, racios A/G entre 0,28 e 0,88 e CTCN entre uma e 6103 células/uL.

Ainda no presente estudo verificou-se que, oito das 27 efusdes de PIF (30%) encaixaram-
se na classificacao de exsudados néo séticos, com PT entre 4,9 e 9,6 g/dL, racios A/G entre 0,32
e 0,7 e CTCN entre 12793 e 57300 células/pL. Uma possivel explicagdo para tais resultados,
podera ser a evolucado crénica destas efusdes, sugerindo que a doenca foi diagnosticada numa
fase mais avangada. Com o passar do tempo, nas efusdes tendem a acumular-se células
inflamatérias em grande quantidade, fazendo com que uma efusdo inicialmente classificada

como transudado modificado passe a ser um exsudado [,
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5.3. Contributo do racio A/G e ATCN

A partir das 41 amostras de efusdes, o presente estudo permitiu avaliar a contribuicdo do
racio A/G e do ATCN para o diagnostico da forma efusiva da PIF. Tal contribuicéo foi avaliada
através da determinagédo do poder discriminatorio destes parametros e determinagéo dos valores
cut-off (a partir dos quais se consegue aumentar a suspeitar da presenca da PIF) dos mesmos,

numa populacéo de gatos com sinais clinicos.

Relativamente ao racio A/G, o presente estudo demonstrou que este é estatisticamente
significativo na discriminacdo entre gatos com PIF e gatos com RT-PCR negativo, tal como
demonstrado pelo valor de P igual a 0,009 e AUC igual a 0,746.

Hartmann et al (2003) analisaram retrospetivamente os dados clinicos de 488 gatos, com
0 objetivo de avaliar a utilidade de varios testes no diagnostico de PIF. Segundo tal estudo, o
racio A/G determinado nas efus@es, mostrou ter um cut-off ideal inferior a 0,90, para a distincao
entre gatos com PIF e gatos sem PIF. A este valor corresponderam uma sensibilidade de 86% e
uma especificidade de 74% 691,

Os resultados do presente estudo enfatizam o estudo supracitado, na medida em que o
cut-off ideal determinado pelo Youden Index nas efusGes foi muito semelhante, neste caso
inferior ou igual a 0,88. Todos os gatos com PIF do presente estudo apresentaram racios A/G
inferiores ou iguais a 0,88. Estes resultados refletiram-se numa sensibilidade mais elevada
(100%) comparativamente com estudo supracitado. Todavia, no presente estudo, seis gatos com
RT-PCR negativo tinham racios inferiores a 0,88. Estes resultados refletiram-se numa
especificidade mais baixa (57,4%), comparativamente com estudo supracitado. Tal como no
estudo de Hartmann et al (2003), no presente estudo a escolha de um cut-off mais baixo aumenta

a especificidade do parametro, contudo a sensibilidade do mesmo diminui [,

No presente estudo, o VPP para o cut-off ideal do racio A/G foi 0,82 e 0 VPN foi de um.
Estes resultados corroboram o estudo de Hartmann et al (2003) e Jeffery et al (2012), permitindo
reforcar o facto de o racio A/G ser mais Util para diminuir a suspeita de um resultado positivo no
diagnostico molécula em gatos clinicamente suspeitos, na medida em que apresentam VPN mais
elevados do que os VPP [E517],

Relativamente ao ATCN, Giordano et al (2015) demonstraram que este parametro,
definido como o réacio entre as contagens celulares obtidas nos canais WBC/DIFF e WBC/BASO
do analisador hematoldgico Sysmex XT-2000iV®, é mais elevado em efusGes de gatos afetados
com PIF do que em gatos com efusdes de outras etiologias 7). Tal pode ser explicado pelo facto
do canal WBC/BASO utilizar um reagente acido. Nas efusdes tipicas da PIF, devido ao alto teor
proteico, fibrinogénio e mediadores inflamatdérios, este reagente induz a formacao de coagulos
gue prendem as células e resultam numa contagem falsamente baixa no canal WBC/BASO. Por
conseguinte, este mecanismo, responsavel pelo aumento do ATCN, é muito semelhante ao

principio analitico do teste da Rivalta (671,
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Em contraste com o teste de Rivalta, a determinacdo do ATCN é um método automatizado,
0 que faz com que erros analiticos sejam menos provaveis de acontecer, mais padronizado em
termos de reagentes e € uma analise quantitativa. Uma Unica medicao permite recolher outras

informacg6es, nomeadamente sobre os tipos de células e a CTCN presentes nas efusées (661,

No presente estudo, o ATCN foi usado para avaliar a presenca de proteinas precipitadas
e mediadores inflamatérios, nas efusdes dos gatos com suspeita clinica de PIF. Verificou-se que,
0 ATCN foi maior em gatos com PIF (mediana de 8,10) do que em gatos com RT-PCR negativo
(mediana de 1,30). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Giordano et al (2015)
supracitado, o qual demostrou que os gatos com PIF tinham valores de ATCN significativamente

superiores (mediana de 9,3) comparativamente aos gatos sem a doenca (mediana de um) 671,

Ainda segundo o estudo de Giordano et al (2015), o cut-off ideal que otimizou o poder
discriminatorio do ATCN foi de valor superior a 1,7. Para este valor, a sensibilidade e
especificidade foram de 90% e 93%, respetivamente. Valores de ATCN superiores a 2,5 foram
referidos como muito sugestivos da doenga, pois apresentam 100% de especificidade. Os

mesmos autores referiram ainda que, um ATCN superior a 3,4 era diagnéstico de PIF 67,

Comparando o cut-off ideal descrito por Giordano et al (2015) com o determinado no
presente estudo, verifica-se que neste estudo o cut-off ideal foi de valor superior a 4,9, tendo sido
significativamente mais elevado do que o descrito na bibliografia ©8. Por um lado, a
especificidade associada a este valor mostrou ser igualmente elevada (92,8%). Por outro lado, a
sua sensibilidade revelou ser mais baixa (70,37%). Neste estudo, cerca de 70% das efusbes com
PIF tinha ATCN superior a 4,9, sendo que os restantes 30% corresponderam a efusdes com

ATCN inferior ou igual a 4,9.

Apesar da diferenca nos valores de cut-off em ambos os estudos, os resultados do
presente estudo revelaram que, o ATCN foi estatisticamente significativo na discriminagéo de
PIF na populacdo analisada, demonstrado pelo valor de P menor que 0,001 e a AUC igual a
0,811. Estes resultados corroboram o descrito anteriormente por Giordano et al (2015), os quais

apresentaram um valor de P menor que 0,001 e AUC igual a 0,94 para este parametro 7],

De acordo com a bibliografia, variaveis com um PPV muito alto sdo mais importantes
porque preveem a probabilidade dos animais realmente ter a doenca, e é isso que o clinico
precisa de saber %, O presente estudo revelou um VPP elevado associado ao ATCN (0,95), o
gue significa que sempre gque este parametro é superior a 4,9 € muito mais provavel animal ter
RT-PCR positivo do que RT-PCR negativo.

No presente estudo, a determinacdo do ATCN usando o analisador hematoldgico Sysmex
XT-2000iV® mostrou especificidade e VPP superiores as anteriormente reportadas para o teste
da Rivalta ¢, O teste da Rivalta é rapido, barato e preciso, mas pode ser limitado devido a alguns
fatores pré-analiticos ou analiticos, como a realiza¢édo inadequada do teste ou utilizagdo de

reagentes impréprios.
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Adicionalmente, o teste da Rivalta fornece resultados semi-quantitativos (hegativos,
positivos ou duvidosos) e ndo permite classificar a gravidade da alteragdo. Por ultimo, a avaliacéo

do teste é subjetiva e ndo existe atualmente informacéo sobre a variabilidade inter-observador
[66]

Este estudo apresentou algumas limitagdes. Primeiramente, dever-se-a ter em conta o
reduzido nimero de animais da amostra. Sendo um estudo sobretudo de carater retrospetivo,
baseado nos casos clinicos recebidos no L.V. INNO ao longo de quatro anos, néo foi possivel
acompanhar todos procedimentos durante o periodo de estagio curricular. Mais, sabendo que
todos os casos foram investigados através da base de dados do sistema informatico, a sua
aquisicdo dependeu das informacdes transmitidas pelos médicos veterinarios dos respetivos
Centros de Atendimento Médico-Veterinario ao L.V. INNO. Uma vez que a maioria das amostras
ndo tinha informagdes sobre a anamnese, os sinais clinicos, resultados de exames de
diagnéstico complementares (p. ex., hematologia, bioguimica) e diagnéstico definitivo, essas
informacdes ndo constam no presente estudo. Estes critérios sdo considerados importantes de
forma a obter uma caraterizacdo completa e fidedigna dos casos da amostra. Esta falta dados
traduziu-se na falta de resposta acerca da etiologia subjacente ao desenvolvimento das efusdes
negativas no RT-PCR (85,7% dos casos).

Outra limitac@o importante é a falta de um diagnéstico definitivo da doenca. No presente
estudo foi utilizada uma populacdo de gatos com suspeita clinica de PIF, sendo a infecao
confirmada por RT-PCR em tempo real do virus mutado. O facto deste teste identificar apenas
duas mutacdes (M1058L e L1060A), faz com que alguns falsos negativos possam ter ocorrido
por impossibilidade de identificar outras mutac@es. Esta situacédo pode explicar as diferencas nos
resultados do presente estudo em relacéo ao descrito na bibliografia supracitada. No estudo de
Giordano et al (2015), a doenca foi confirmada pela combinag¢&o de necrépsia, histopatologia e
imunohistoquimica 1. No estudo de Hartmann et al (2003) a PIF foi confirmada por

histopatologia. Estes sdo considerados os testes gold standard do diagndstico [6%1,
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6. Conclusao

As conclusbes retiradas com a elaboracdo deste estudo sdo essencialmente de ordem
pratica, tendo em conta as limitagdes enunciadas anteriormente, nomeadamente o tamanho
reduzido da amostra e a falta de dados no que respeita a anamnese, sinais clinicos, exames de
diagnéstico complementares e diagnoéstico definitivo da doenca. O ideal seria ter uma
amostragem maior e mais significativa. O preenchimento correto, assertivo e completo das fichas
de requisicdo das andlises no que toca a informacéo clinica dos pacientes é fundamental para

direcionar o diagnéstico e estudos futuros.

O diagnostico ante-mortem da PIF continua a ser um desafio devido a apresentacao clinica
e laboratorial variaveis e inespecificas da doenca. Atualmente as técnicas de diagnéstico
consideradas o gold standard sdo invasivas e dispendiosas. Porém, as efusfes cavitarias
guando presentes, facilitam o diagnéstico. No presente estudo, a andlise bioquimica e celular
das efus6es, embora ndo completamente especifica para a PIF, mostrou ser Util para apoiar a
suspeita clinica da doenca na medida em que, as efusGes com PIF apresentavam conteldo
proteico elevado (mediana 5,27), racio A/G baixo (mediana 0,54) ATCN elevado (mediana 8,10)
e CTCN elevada (mediana 3594), sendo estes dados compativeis com o que se verifica na
literatura. Mais, e em concordancia com a bibliografia, o transudado modificado foi, neste estudo,

o tipo de efusdo com PIF mais comum.

O racio A/G (inferior ou igual a 0,88) e o ATCN (superior a 4,9) determinados nas efusées,
mostram ter importancia na discriminacdo de gatos com PIF, na populagdo clinicamente
suspeita. O racio A/G mostrou ser excelente para diminuir a suspeita do resultado positivo do
diagnostico molecular, porque apresentou sensibilidade de 100% e VPN de um, validando a
bibliografia. Ja o ATCN mostrou ser mais importante para confirmar a presenca da infe¢cdo do
para exclui-la, por ter especificidade e VPP elevados, de 92,7% e 0,95 respetivamente. Contudo,
o resultado destes parametros deve ser sempre interpretado de forma cuidadosa e tendo em
conta todos os dados disponiveis, continuando a histopatologia, associada a imunohistoquimica,

a ser o método de diagnéstico de PIF com maior valor.

Por fim, o presente estudo permitiu, de uma forma muito geral, caraterizar a populacdo de
felinos afetados por esta doenca. Assim, concluiu-se que na populagéo inicialmente suspeita de
PIF, os gatos com RT-PCR positivo apresentaram maioritariamente idades inferiores ou iguais a

dois anos (81%), sendo na sua maioria machos (52%) e animais de raca (89%).

Em suma, os dados obtidos validam, na sua maioria, a bibliografia, existindo algumas
teméticas que poderiam beneficiar de uma investigacdo mais profunda, de forma a concluir se
as diferengas encontradas sdo resultado dessas limitagbes, ou se, pelo contrario, demonstram

efetivamente conclusdes dispares.

87



7. Bibliografia

[1] Thrall M.A. (2012). Veterinary Hematology and Clinical Chemistry (2°%d), Wiley-
Blackwell, Ames, lowa, ISBN 978-0-8138-1027-0, pp.762

[2] Tothova C., Nagy O. & Kovac G. (2016). Serum proteins and their diagnostic utility in
Veterinary medicine: a review. In Veterinary Medicine, 61: 475-496. Doi: 10.17221/19/2016-
VETMED.

[3] Harvey J. W. (2012). Veterinary hematology: a diagnostic guide and color atlas,
Elsevier/Saunders, St. Louis, USA, ISBN 978-1-4377-0173-9, pp. 360.

4] Lilliehdok I. & Tvedten H. (2009). Validation of the Sysmex XT-2000iV hematology system
for dogs, cats, and horses. I. Erythrocytes, platelets, and total leukocyte counts. In Veterinary
Clinical Pathology, 38(2):163-74. Doi: 10.1111/j.1939-165X.2009.00125.x.

[5] Lilliehdok I. & Tvedten H. (2009). Validation of the Sysmex XT-2000iV hematology system
for dogs, cats, and horses. Il. Differential leukocyte counts. In Veterinary Clinical Pathology. Doi:
10.1111/j.1939-165X.2009.00126.x.

[6] Elliott J., Grauer G.F. & Westropp J.L. (2017). Manual of canine and feline nephrology
and urology (3°ed), British Small Animal Veterinary Association (BSAVA), Quedgeley, England,
978-1-905319-94-7, pp. 360.

[7] Callens J. & Bartges W. (2015). Urinalysis. In Veterinary Clinics of North America: Small
Animal Practice, 45(4):621-37. Doi: 10.1016/j.cvsm.2015.02.001.

[8] Yadav N., Ahmed N., Nath J., Mahanta D. & Kalita K. (2020). Urinalysis in dog and cat: a
review. In Veterinary World, 13(10):2133-2141. Doi: 10.14202/vetworld.2020.2133-2141.

[9] Miller W.H., Griffin C.E., Campbell K.L., Muller G.H. & Scott D.W. (2013). Muller & Kirk’s
Small Animal Dermatology (7°ed), Elsevier, St. Louis, USA, ISBN 978-1-4160-0028-0, pp. 938.

[10] Markey B.K. (2013). Clinical Veterinary Microbiology (2°ed), Elsevier, Edinburgh, ISBN
978-0-7234-3237-1, pp.901.

[11] ESCCAP (2018). Control of intestinal protozoa in dogs and cats. Obtido a julho de 2021,
de ESCCAP:
http://www.esccap.org/uploads/docs/xnqpgri2_0701_ESCCAP_Guideline_GL6_v7_1p.pdf.

[12] Zajac A. & Conboy G. A. (2012). Veterinary Clinical Parasitology (8°ed), Wiley-Blackwell,
Chichester, West Sussex, ISBN 978-0-8138-2053-8, pp. 354.

[13] Alves J. & Santos A. (2016). Prevalence of Giardia spp. in young dogs using a
combination of two diagnostic methods. In Acta Parasitoldgica, 61(2):261-266. Doi: 10.1515/ap-
2016-0036.

88



[14] Uchda M., Sudré A.P., Macieira B. & Almosny P. (2017). The influence of serial fecal
sampling on the diagnosis of giardiasis in humans, dogs, and cats. In Rev. Inst. Med. trop. S.
Paulo. Doi: 10.1590/s1678-9946201759061.

[15] Callahan G.N. & Yates R.M. (2014). Basic Veterinary Immunology, University Press of
Colorado, Boulder, EUA, pp. 337.

[16] Tizard I.R. (2014). Imunologia Veterinaria, Elsevier, Rio de Janeiro, ISBIN 978-85-352-
7966-5, pp. 1217.

[17] Maurelli MP, Bosco A, Foglia Manzillo V, Vitale F, Giaquinto D, Ciuca L, Molinaro G,
Cringoli G, Oliva G, Rinaldi L & Gizzarelli M. (2020). Clinical, Molecular and Serological Diagnosis
of Canine Leishmaniosis: An Integrated Approach. In Veterinary Sciences, 7(2):43. Doi:
10.3390/vetsci7020043.

[18] Peterson M. (2012) Hyperthyroidism in Cats: What's causing this epidemic of thyroid
disease and can we prevent it?. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 14(11):804-818. Doi:
10.1177/1098612X12464462.

[19] Feldman E.C, Nelson R.W, Reusch C. & Scott-Moncrieff J.C.R. (2015). Canine & feline
endocrinology (42ed), Elsevier Saunders, St. Louis, Missouri, ISBN 978-1-4557-4456-5, pp.669.

[20] Dempsey S. M. & Ewing P. J. (2011). A Review of the Pathophysiology, Classification,
and Analysis of Canine and Feline Cavitary Effusions. In Journal of the American Animal Hospital
Association, 47(1):1-11. Doi: 10.5326/JAAHA-MS-5558.

[21] Jaimes J. A. & Whittaker G. R. (2018). Feline coronavirus: Insights into viral pathogenesis
based on the spike protein structure and function. In Virology, 517:108-121. Doi:
10.1016/j.virol.2017.12.027.

[22] Tekes G. & Thiel H. J. (2016). Feline Coronaviruses. In Advances in Virus Research,
96:193-218. Doi: 10.1016/bs.aivir.2016.08.002.

[23] Haake C., Cook S., Pusterla N. & Murphy B. (2020). Coronavirus Infections in Companion
Animals: Virology, Epidemiology, Clinical and Pathologic Features. In Viruses, 12(9):1023. Doi:
10.3390/v12091023.

[24] Jaimes J. A., Millet J. K., Stout A. E., André N. M., & Whittaker G. R. (2020). A Tale of
Two Viruses: The Distinct Spike Glycoproteins of Feline Coronaviruses. In Viruses, 12(1):83. Doi:
10.3390/v12010083.

[25] Kipar A.& Meli M. L. (2014) Feline Infectious Peritonitis: Still an Enigma?. In Veterinary
Pathology, 51(2):505-526, Mar. Doi: 10.1177/0300985814522077.

[26] Addie D.D., McDonald M., Audhuy S., Burr P., Hollins J., Kovacic R., Lutz H., Luxton Z.,
Mazar S. & Meli M.L. (2012). Quarantine protects Falkland Islands (Malvinas) cats from feline
coronavirus infection. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 14 (2):171-176. Doi:
10.1177/1098612X11429644.

89



[27] Felten S., Klein-Richers U., Hofmann-Lehmann R., Bergmann M., Unterer S,
Leutenegger C.M. & Hartmann K. (2020). Correlation of Feline Coronavirus Shedding in Feces
with Coronavirus Antibody Titer. In Pathogens, (9)8:598. Doi: 10.3390/pathogens9080598.

[28] An D.J., Jeoung H.Y., Jeong W., Park J.Y., Lee M.H., & Park B.K. (2011) Prevalence of
Korean cats with natural feline coronavirus infections. In Virology Journal, 8(1):455. Doi:
10.1186/1743-422X-8-455.

[29] Wang Y.T., Chueh L.L. & Wan C.H. (2014). An eight-year epidemiologic study based on
baculovirus-expressed type-specific spike proteins for the differentiation of type | and Il feline
coronavirus infections. In BMC Veterinary Research, 10(1):186. Doi: 10.1186/s12917-014-0186-
7.

[30] Taharaguchi S., Soma T. & Hara M. (2012). Prevalence of Feline Coronavirus Antibodies
in Japanese Domestic Cats during the Past Decade. In Journal Veterinary Medical Science,
74(10):1355-1358. Doi: 10.1292/jvms.11-0577.

[31] Duarte A., Veiga I. & Tavares L. (2009) Genetic diversity and phylogenetic analysis of
Feline Coronavirus sequences from Portugal. In Veterinary Microbiology, 138 (1-2):163-168.
Doi: 10.1016/j.vetmic.2009.03.009.

[32] Riemer F., Kuehner K. A., Ritz S., Sauter-Louis C. & Hartmann K. (2016). Clinical and
laboratory features of cats with feline infectious peritonitis — a retrospective study of 231 confirmed
cases (2000-2010). In Journal of Feline Medicine and Surgery, 18(4):348-356. Doi:
10.1177/1098612X15586209.

[33] Pedersen N. C., Allen C. E. & Lyons L. A. (2008). Pathogenesis of feline enteric
coronavirus infection. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 10 (6): 529-541. Doi:
10.1016/j.jfms.2008.02.006.

[34] Drechsler Y., Alcaraz A., Bossong F. J., Collisson E. W. & Diniz P.P. (2011). Feline
Coronavirus in Multicat Environments. In Veterinary Clinics of North America: Small Animal
Practice, 41(6):1133-1169. Doi: 10.1016/j.cvsm.2011.08.004.

[35] Kennedy M. A. (2020). Feline Infectious Peritonitis. In Veterinary Clinics of North America:
Small Animal Practice, 50(5):1001-1011. Doi: 10.1016/j.cvsm.2020.05.002.

[36] Aydin H. & Yildirim S. (2019) Investigation of the relation between feline infectious
peritonitis and retroviruses in cats. In GSC Biological and Pharmaceutical Sciences, 6(2):071—
078. Doi: 10.30574/gscbps.2019.6.2.0011.

[37] Worthing K.A., Wigney D.I., Dhand N.K., Fawcett A., McDonagh P., Malik R. & Norris J.M.
(2012). Risk factors for feline infectious peritonitis in Australian cats. In Journal of Feline Medicine
and Surgery, 14(6):405-412. Doi: 10.1177/1098612X12441875.

90



[38] Addie D.D. (2012). Feline Coronavirus Infection. In Infectious diseases of the dog and cat
(42ed), ed. Greene C.E., Elsevier/Saunders, St. Louis, Missouri, ISBN 978-1-4160-6130-4, pp.92-
108.

[39] André N. M., Miller A. D. & Whittaker G. R. (2020) Feline infectious peritonitis virus-
associated rhinitis in a cat. In Journal of Feline Medicine and Surgery Open Reports. 6(1) p.
205511692093058. Doi: 10.1177/2055116920930582.

[40] Addie D.D. (2020). Feline Coronavirus and Feline Infectious Peritonitis Diagnosis and
Prevention. Biogal Laboratories. Obtido a julho de 2021, de: https://www.biogal.com/wp-
content/uploads/2020/06/Addie-FCoV-FIP-diagnosis-prevention-2020.pdf.

[41] Pedersen N. C. (2014). An update on feline infectious peritonitis: Virology and
immunopathogenesis. In The Veterinary Journal, 201(2):123-132. Doi:
10.1016/j.tvjl.2014.04.017.

[42] Kipar A., Meli M. L., Baptiste K. E., Bowker L. J. & Lutz H. (2010) Sites of feline
coronavirus persistence in healthy cats. In Journal of General Virology, 91(7):1698-1707. Doi:
10.1099/vir.0.020214-0.

[43] Vogel, L., Van der Lubben, M., te Lintelo, E. G., Bekker, C. P., Geerts, T., Schuiff, L. S.,
Grinwis, G. C., Egberink, H. F. & Rottier, P. J. (2010). Pathogenic characteristics of persistent
feline enteric coronavirus infection in cats. In Veterinary Research, 41(5):71. Doi:
10.1051/vetres/2010043.

[44] Myrrha, L. W., Silva, F. M., Peternelli, E. F., Junior, A. S., Resende, M., & de Almeida, M.
R. (2011). The paradox of feline coronavirus pathogenesis: a review. In Advances in virology,
2011:109849. doi: 10.1155/2011/109849.

[45] Porter, E., Tasker, S., Day, M.J. et al. (2014) Amino acid changes in the spike protein of
feline coronavirus correlate with systemic spread of virus from the intestine and not with feline
infectious peritonitis. In Veterinary Research, 45: 49. Do0i:10.1186/1297-9716-45-49.

[46] Chang H.W., Groot R.J., Egberink H. F. & Rottier P. J. M. (2010). Feline infectious
peritonitis: insights into feline coronavirus pathobiogenesis and epidemiology based on genetic
analysis of the viral 3c gene. In Journal of General Virology, 91(2):415-420. Doi:
10.1099/vir.0.016485-0.

[47] Licitra B.N., Millet J.K., Regan A.D., Hamilton B.S., Rinaldi V.D., Duhamel G.E., Whittaker
G.R. (2013). Mutation in Spike Protein Cleavage Site and Pathogenesis of Feline Coronavirus. In
Emergence Infected Diseases,19(7):1066—1073. Doi: 10.3201/eid1907.121094.

[48] Pedersen N.C., Liu H., Scarlett J., Leutenegger C.M., Golovko L., Kennedy H., Kamal
F.M. (2012). Feline infectious peritonitis: Role of the feline coronavirus 3c gene in intestinal
tropism and pathogenicity based upon isolates from resident and adopted shelter cats. In Virus
Research, 165(1):17-28. Doi: 10.1016/j.virusres.2011.12.020.

91



[49] Brown M. A., Troyer J. L., Pecon-Slattery J., Roelke M. E. & O’Brien S. J. (2009) Genetics
and Pathogenesis of Feline Infectious Peritonitis Virus. In Emergence Infectious Diseases,
15(9):1445-1452. Doi: 10.3201/eid1509.081573.

[50] Battilani M., Coradin T., Scagliarini A., Ciulli S., Ostanello F., Prosperi S. & Morganti L.
(2003) Quasispecies composition and phylogenetic analysis of feline coronaviruses (FCoVs) in
naturally infected cats. In FEMS Immunol Med Microbiol, 39(2):141-147. Doi: 10.1016/S0928-
8244(03)00237-2.

[51] Barker E. & Tasker S. (2020). Update on feline infectious peritonitis. In Clinical practice,
42(7): 372-383. Doi: 10.1136/inp.m3187.

[52] Masters P. S. (2006). The Molecular Biology of Coronaviruses. In Advances in Virus
Research, 661:93-292, Elsevier. Doi: 10.1016/S0065-3527(06)66005-3.

[53] Pearson M., LaVoy A., Evans S., Vilander A., Webb C., Graham B., Musselman E.,
LeCureux J., VandeWoude S., Dean G.A. (2019) Mucosal Immune Response to Feline Enteric
Coronavirus Infection. In Viruses, 11(10):906. Doi: 10.3390/v11100906.

[54] Mustaffa-Kamal F., Liu H., Pedersen N. C. & Sparger E. E. (2019) Characterization of
antiviral T cell responses during primary and secondary challenge of laboratory cats with feline
infectious peritonitis virus (FIPV). In BMC Veterinary Research, 15(1):165, doi: 10.1186/s12917-
019-1909-6.

[55] Takano T., Azuma N., Satoh M., Toda A., Hashida Y., Satoh R., Hohdatsu T. (2009)
Neutrophil survival factors (TNF-alpha, GM-CSF, and G-CSF) produced by macrophages in cats
infected with feline infectious peritonitis virus contribute to the pathogenesis of granulomatous
lesions. In Arch Virology, 154(5): 775-781. Doi: 10.1007/s00705-009-0371-3.

[56] Giordano A. & Paltrinieri S. (2009) Interferon-y in the serum and effusions of cats with
feline coronavirus infection. In The Veterinary Journal, 180(3):396-398. Doi:
10.1016/j.tvjl.2008.02.028.

[57] Pedersen N. C. (2009). A review of feline infectious peritonitis virus infection: 1963—2008.
In Journal of Feline Medicine and Surgery, 11(4):225-258. Doi: 10.1016/j.jfms.2008.09.008.

[58] Tasker S. (2018). Diagnosis of feline infectious peritonitis: Update on evidence supporting
available tests. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 20(3):228-243. Doi:
10.1177/1098612X18758592..

[59] Barker & Tasker. (2019). Feline infectious peritonitis: how can we get a diagnosis?. Obtido a
setembro de 2021, de: https://www.langfordvets.co.uk/small-animal-referral-hospital/recent-

articles/

[60] Doenges S.J., Weber K., Dorsch R., Fux R., Fischer A., Matiasek L.A., Matiasek K. &
Hartmann K. (2016). Detection of feline coronavirus in cerebrospinal fluid for diagnosis of feline

92



infectious peritonitis in cats with and without neurological signs. In Journal of Feline Medicine and
Surgery, 18(2):104-109. Doi: 10.1177/1098612X15574757.

[61] Addie D.D. (2018). Feline Infectious Peritonitis (FIP) treatment. Catvirus. Obtido a julho
de 2021, de: https://d12geb6i3t2gxg.cloudfront.net/webinar_resources/1dbad80d-49af-4791-
aab1-1291fd693745.pdf.

[62] Takano T., Hohdatsu T., Hashida Y., Kaneko Y., Tanabe M., e Koyama H. (2007) A
“possible” involvement of TNF-alpha in apoptosis induction in peripheral blood lymphocytes of
cats with feline infectious peritonitis. In Veterinary Microbiology, 119(2-4):121-131. Doi:
10.1016/j.vetmic.2006.08.033.

[63] Moyadee W., Jaroensong T. & Roytrakul S. (2019) Characteristic clinical signs and blood
parameters in cats with Feline Infectious Peritonitis. In Agriculture and Natural Resources,
53(4):433-438. Doi: 10.34044/j.anres.2019.53.4.15.

[64] Stranieri A., Giordano A., Bo S., Braghiroli C. & Paltrinieri S., (2017). Frequency of
electrophoretic changes consistent with feline infectious peritonitis in two different time periods
(2004—-2009 vs 2013-2014). In Journal of Feline Medicine and Surgery, 19(8): 880-887. Doi:
10.1177/1098612X16664389.

[65] 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. In Journal of Veterinary Internal Medicine, 17(6): 781-790. Doi:
10.1111/j.1939-1676.2003.th02515.x.

[66] Fischer Y., Sauter-Louis C. & Hartmann K. (2012) Diagnostic accuracy of the Rivalta test
for feline infectious peritonitis. In Veterinary Clinic Pathology, 41(4): 558-567. Doi:
10.1111/j.1939-165X.2012.00464.x.

[67] Giordano A., Stranieri A., Rossi G. & Paltrinieri S. (2015) High diagnostic accuracy of the
Sysmex XT-2000iV delta total nucleated cells on effusions for feline infectious peritonitis. In
Veterinary Clinical Pathology, 44(2):295-302. Doi: 10.1111/vcp.12241.

[68] Felten S. & Hartmann K. (2019) Diagnosis of Feline Infectious Peritonitis: A Review of
the Current Literature. In Viruses, 11(11): 1068. Doi: 10.3390/v11111068.

[69] Sharif S., Arshad S. S., Hair-Bejo M., Omar A. R., Zeenathul N. A. & Alazawy A. (2010)
Diagnostic Methods for Feline Coronavirus: A Review. In Veterinary Medicine International, vol.,
pp. 1-7. Doi: 10.4061/2010/809480.

[70] Lewis K. M. & O’Brien R. T. (2010). Abdominal Ultrasonographic Findings Associated
With Feline Infectious Peritonitis: A Retrospective Review of 16 Cases. In Journal of the American
Animal Hospital Association, 46(3):152-160. Doi: 10.5326/0460152.

[71] Crawford A.H., Stoll A.L., Sanchez-Masian D., Shea A., Michaels J., Fraser A.R. & Beltran
E. (2017) Clinicopathologic Features and Magnetic Resonance Imaging Findings in 24 Cats With

93



Histopathologically Confirmed Neurologic Feline Infectious Peritonitis. In Journal Veterinary
Internal Medicine, 31(5):1477-1486. Doi: 10.1111/jvim.14791.

[72] Addie D.D., le Poder S., Burr P., Decaro N., Graham E., Hofmann-Lehmann R., Jarrett
O., McDonald M., Meli M.L. (2015) Utility of feline coronavirus antibody tests. In Journal of Feline
Medicine and Surgery, 17(2):152-162. Doi: 10.1177/1098612X14538873.

[73] Boettcher I. C., Steinberg T., Matiasek K., Greene C. E., Hartmann K. & Fischer A. (2007).
Use of anti-coronavirus antibody testing of cerebrospinal fluid for diagnosis of feline infectious
peritonitis involving the central nervous system in cats. In Journal of the American Veterinary
Medical Association, 230(2):199-205. Doi: 10.2460/javma.230.2.199.

[74] Dunbar D., Kwok W., Graham E., Armitage A., Irvine R., Johnston P., McDonald M.,
Montgomery D., Nicolson L., Robertson E., Weir W., Addie D.D. (2019). Diagnosis of non-effusive
feline infectious peritonitis by reverse transcriptase quantitative PCR from mesenteric lymph node
fine-needle aspirates. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 21(10): 910-921. Doi:
10.1177/1098612X18809165.

[75] Barker E.N., Stranieri A., Helps C.R. et al. (2017). Limitations of using feline coronavirus
spike protein gene mutations to diagnose feline infectious peritonitis. In Veterinary Research,
48(1):60. Doi: 10.1186/s13567-017-0467-9.

[76] Izes A. M., Yu J., Norris J. M. & Govendir M. (2020). Current status on treatment options
for feline infectious peritonitis and SARS-CoV-2 positive cats. In Veterinary Quarterly, 40(1): 322—
330. Doi: 10.1080/01652176.2020.1845917.

[77] Updates in FIP. (2007). Pathogenesis, Diagnosis and Treatment. Obtido a julho de 2021,
de VIN: https://www.vin.com/apputil/content/defaultadvl.aspx?id=3860779&pid=11242.

[78] Hugo, T. B., & Heading, K. L. (2015). Prolonged survival of a cat diagnosed with feline
infectious peritonitis by immunohistochemistry. In The Canadian Veterinary Journal = La revue

veterinaire canadienne, 56(1), 53-58.

[79] Legendre A. M., Kuritz T., Galyon G., Baylor V. M. & Heidel R. E. (2017) Polyprenyl
Immunostimulant Treatment of Cats with Presumptive Non-Effusive Feline Infectious Peritonitis
In a Field Study. In Frontiers in Veterinary Science, vol 4. Doi: 10.3389/fvets.2017.00007.

[80] Hartmann K. (2005). Feline infectious peritonitis. In Veterinary Clinics of North America:
Small Animal Practice, 35(1): 39—79. Doi: 10.1016/j.cvsm.2004.10.011.

[81] Pedersen N.C., Kim Y., Liu H., Galasiti Kankanamalage A.C., Eckstrand C., Groutas
W.C., Bannasch M., Meadows J.M., Chang K.O (2018) Efficacy of a 3C-like protease inhibitor in
treating various forms of acquired feline infectious peritonitis. In Journal of Feline Medicine and
Surgery, 20(4): 378-392. Doi: 10.1177/1098612X17729626.

[82] Pedersen N.C., Perron M., Bannasch M., Montgomery E., Murakami E., Liepnieks M., Liu
H. (2019). Efficacy and safety of the nucleoside analog GS-441524 for treatment of cats with

94



naturally occurring feline infectious peritonitis. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 21(4):
271-281. Doi: 10.1177/1098612X19825701.

[83] Dickinson P.J., Bannasch M., Thomasy S.M., Murthy V.D., Vernau K.M., Liepnieks M.,
Montgomery E., Knickelbein K.E., Murphy B., Pedersen N.C. (2020). Antiviral treatment using the
adenosine nucleoside analogue GS -441524 in cats with clinically diagnosed neurological feline
infectious peritonitis. In  Journal Veterinary Internal Medicine, 34(4):1587-1593. Doi:
10.1111/jvim.15780.

[84] Takano T., Akiyama M., Doki T. & Hohdatsu T. (2019). Antiviral activity of itraconazole
against type | feline coronavirus infection. In Veterinary Research, 50(1):5. Doi: 10.1186/s13567-
019-0625-3.

[85] Tanaka Y., Sato Y. & Sasaki T. (2017) Feline coronavirus replication is affected by both
cyclophilin A and cyclophilin B. In Journal of General Virology, 98(2): 190-200. Doi:
10.1099/jgv.0.000663.

[86] Addie D.D. (2021). Feline Infectious Peritonitis (FIP) treatment. Catvirus. Obtido a
setembro 2021, de: http://www.catvirus.com/treatment.htm#lmmuno.

[87] Tizard I. R. (2020). Vaccination against coronaviruses in domestic animals. In Vaccine,
38(33): 5123-5130. Doi: 10.1016/j.vaccine.2020.06.026.

[88] Addie D.D., Belak S., Boucraut-Baralon C., Egberink H., Frymus T. et al. (2009). Feline
Infectious Peritonitis;: ABCD Guidelines on Prevention and Management. In Journal of Feline
Medicine and Surgery, 11(7): 594-604. Doi: 10.1016/j.jfms.2009.05.008.

[89] Klein-Richers U., Hartmann K., Hofmann-Lehmann R., Unterer S., Bergmann M., Rieger
A., Leutenegger C., Pantchev N., Balzer J., Felten S. (2020). Prevalence of Feline Coronavirus
Shedding in German Catteries and Associated Risk Factors. In Viruses, 12(9):1000. Doi:
10.3390/v12091000.

[90] Addie D. D., Curran S., Bellini F., Crowe B., Sheehan E., Ukrainchuk, L., & Decaro, N. (2020).
Oral Mutian®X stopped faecal feline coronavirus shedding by naturally infected cats. In Research
in Veterinary Science. D0i:10.1016/j.rvsc.2020.02.012

[91] IDEXX. (2016). FIP Virus RealPCR™ Test Validation Studies. Obtido a agosto de 2021,

de: https://www.idexx.com/files/fip-virus-realpcr-validation-studies-white-paper.pdf.

[92] Mercaldo N.D., Lau K.F., Zhou X.H. (2007). Confidence intervals for predictive
values with an emphasis to case-control studies. In Statistics in Medicine, 26(10):2170-
83. Doi: 10.1002/sim.2677. PMID: 16927452.

[93] Toribio J.-A. L. M., Norris J. M., White J. D., Dhand N. K., Hamilton S. A. & Malik R. (2009)
Demographics and husbandry of pet cats living in Sydney, Australia: Results of cross-sectional
survey of pet ownership. In Journal of Feline Medicine and Surgery, 11(6): 449-461. Doi:
10.1016/j.jfms.2008.06.010.

95



[94]  Yin Y., Li T., Wang C., Liu X., Ouyang H., Ji W., Liu J., Liao X., Li J., Hu C. (2021). A
retrospective study of clinical and laboratory features and treatment on cats highly suspected of
feline infectious peritonitis in Wuhan, China. In Scientific Reports, 11(1):5208. Doi:
10.1038/s41598-021-84754-0.

[95] Sykes J. (2013). Feline coronavirus infection. In Canine and Feline Infectious Diseases,
ed. Sykes J., Elsevier Inc., Missouri, ISBN 9781437707953, pp. 195-208.

[96] Thrall M. A. (2020). Abdominal and Thoracic Fluid Analysis in Dogs and Cats. In
Veterinary Cytology, ed. Sharkey L. C., Radin M. J., & Seelig D., Wiley, ISBN 9781119380559,
pp. 695-712.

[97] Jeffery U., Deitz K. & Hostetter S. (2012). Positive predictive value of albumin: globulin
ratio for feline infectious peritonitis in a mid-western referral hospital population. In Journal of
Feline Medicine and Surgery, 14(12):903-905. Doi: 10.1177/1098612X12454862.

96



