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RESUMO

DANIEL, A. G. T. Avaliacdo dos niveis de linfécitos T CD4+, T CD8+ e da
razdo CD4+/CD8+ em gatos da ragca Maine Coon com gen givite cronica e
infectados ou nao pelo Herpesvirus tipo 1 e/ou Cali  civirus. [Evaluation of
CD4+ and CD8+ T-Lymphocytes count and CD4+:CD8+ ratio in Maine
Coon cats with chronic gingivitis and infected or not by herpesvirus type 1
and/or calicivirus]. 2011. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séao
Paulo, Sao Paulo, 2010.

Sabe-se que um dos principais problemas odontolégicos na clinica de felinos é
a gengivite crénica e intratavel. Tal afeccdo pode ser iniciada e/ou exacerbada
por agentes virais, como o0 virus da imunodeficiéncia dos felinos (FIV), o
Herpesvirus tipo 1 e o Calicivirus. Os gatos da raca Maine Coon apresentam
grande predisposicdo ao desenvolvimento de gengivite-estomatite juvenil e
intratavel. A deplecdo de linfécitos T CD4+ e T CD8+ pode exercer papel
determinante na iniciacdo e manutencdo das doencas inflamatérias da gengiva.
O escopo do presente estudo foi verificar se os animais da ragca Maine Coon
sdo mais predispostos a calicivirose, bem como avaliar quantitativamente a
resposta imunolégica celular, mediada por linfécitos TCD4+ e TCD8+, visando
a correlacionar a influéncia do numero de linfécitos na presenca e curso da
gengivite nesta determinada raga, utilizando-se como controle gatos de outras
ragcas com e sem gengivite. Os valores absolutos médios de linfécitos totais em
Maine Coons com gengivite crbnica mostraram-se inferiores aos de gatos da
raca Maine Coon sem doenca oral e de gatos de outras racas com gengivite
cronica (p<0,05); os valores médios de linfécitos TCD4+ em Maine Coons com
gengivite cronica mostraram-se inferiores quando comparados aos valores de
animais da mesma raca, sem doenca oral instalada (p<0,05); animais da raca
Maine Coon possuem menor relacdo CD4+:CD8+ quando comparados a
animais de outras ragas com gengivite cronica e também quando comparados
a Maine Coons sem doenca oral (p<0,05). O calicivirus esta altamente
relacionado a ocorréncia da gengivite, independentemente da raca estudada,
nao havendo maior prevaléncia na raca Maine Coon. O efeito do calicivirus nao
foi significativo nas alteragbes de nenhuma das variaveis celulares estudadas.

Tais fatos apontam para uma possivel predisposicdo racial ao quadro



inflamatério gengival, com alteracdo de alguns componentes celulares
relacionados a imunidade celular. Isto tem como fator importante alertar o
clinico frente ao uso de glicocorticoides no tratamento da gengivite cronica
nesta raca, visando a evitar maior comprometimento da imunidade celular

destes animais.

Palavras-chave: Gengivite. Maine Coon. Herpesvirus tipo 1. Calicivirus.

Linfécitos.



ABSTRACT

DANIEL, A. G. T. Evaluation of CD4+ and CD8+ T-Lymphocytes count
and CD4+:CD8+ ratio in Maine Coon cats with chronic gingivitis and
infected or not with herpesvirus type 1 and/or cali civirus [Avaliacdo dos
niveis de linfocitos T CD4+, CD8+ e da razdo CD4+/CD8+ em gatos da raca
Maine Coon com gengivite crbnica e infectados ou ndo pelo Herpesvirus tipo 1
e/ou Calicivirus]. 2011. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2010.

Chronic untreatable feline gingivitis is widely recognized as one of the major
oral diseases seen in feline patients. It can be either triggered or exacerbated
by virus such as feline immunodeficiency virus, feline herpesvirus type 1 and
calicivirus. One may therefore propose that lymphocytes T CD4+ and T CD8+
depletion can play an important role in initiating and maintaining the
inflammatory gingival disease. Maine Coon cats are highly predisposed to
juvenile untreatable gingivitis. The purpose of this study was to evaluate
whether Maine Coon cats are more predisposed to calicivirus infection and to
verify, quantitatively, their immunological cellular response mediated by
lymphocytes T CD4+ and TCD8+. The main idea was to investigate the
influence imposed by lymphocyte counts in gingivitis development and
progression within this breed; for this, we selected non-Maine Coon cats (with
and without gingivitis) to serve as controls. Mean absolute values of total
lymphocytes in Maine Coon cats presented with gingivitis were inferior than the
same values taken for both Maine Coon cats free of oral disease and non-
Maine Coon cats with chronic gingivitis (p<0,05); lymphocytes TCD4+ average
values in Maine Coon cats with chronic gingivitis were also lower than the ones
taken from cats of the same breed but without oral disease (p<0,05). Maine
Coon cats have lower CD4+:CD8+ ratio when compared to non-Maine Coon
cats with chronic gingivitis as well as with Maine Coon cats without oral disease
(p<0,05). The calicivirus is highly involved with the occurrence of gingivitis, no
matter the breed being evaluated. The action virus imposes in changing cellular
immunology was not significant, at least considering the cellular variables

studied. All these lead us to point out a possible breed predisposition to the



gingival inflammation, with modification of some cellular components related
with cellular immunity. Furthermore, concerning practical terms, these results
serve as a relevant alert to the clinicians regarding the use of glucocorticoids for
treating chronic gingivitis in this breed, in order to prevent further impairment of

cellular immunity of these animals.

Keywords: Gingivitis. Maine Coon. Herpesvirus type 1. Calicivirus.

Lymphocytes.



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo de frequéncias da gengivite segundo a identificacdo do
FCV na cavidade oral, Sao Paulo, 2010............ccccoveiiiviiiiiiieeeneenns

Distribuicdo das frequéncias do FCV segundo os grupos com
gengivite crénica, S8o Paulo, 2010..........ccccoeeiviiiiiiiee e

Estimativas das razGes de chances de desenvolver gengivite, Sao
Paulo, 2010, ...

Probabilidades estimadas de desenvolver gengivite, Sdo Paulo,

Medidas Descritivas da concentragdo de linfocitos T CDA4+
segundo as combinacdes dos fatores grupo, FCV e gengivite, S&o
Paulo, 2010... ..o

Medidas Descritivas da concentracdo de linfocitos T CDA4+
segundo grupo, FCV e gengivite, separadamente, S&o Paulo,

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
log10(CD4) com os fatores grupo, FCV e gengivite. — Estudo das
interagoes, SE0 Paulo, 2010.........ccoouiiiiiiiiiiiiiiiie e

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
log10(CD4+) com o fator FCV e a interagao entre Grupo e gengivite,
S80 Paulo, 2010.......ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e

Medidas Descritivas da concentragcdo de linfécitos T CD8+
segundo as combinacdes dos fatores grupo, FCV e gengivite, S&o
Paulo, 2010... ..

Medidas descritivas da concentracdo de linfocitos T CD8+ segundo

grupo, FCV e gengivite, separadamente, Sao Paulo,

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
log10(CD8+) com os fatores grupo, FCV e gengivite, Sdo Paulo,

Medidas descritivas da relacdo CD4+:CD8+ segundo as
combinagbes dos fatores grupo, FCV e gengivite, S&o Paulo,

Medidas descritivas da relacdo CD4+:CD8+ segundo cada fator
separadamente, S80 Paulo, 2010..........cccovvriiiiiiiiiiiiiiee e,

39

40

40

40

42

43

45

46

47

48

50

52



Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

Tabela 18 -

Tabela 19 -

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
log10(CD4+:CD8+) com os fatores grupo, FCV e gengivite — Estudo
das interacfes, S&o Paulo, 2010...........cccoovviivvivviivicicieee e

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
log10(CD4+:CD8+) com o fator FCV e a interacdo entre grupo e
gengivite, SA0 Paulo, 2010.........ccooiiiiiiiiiiieiiiieeee e

Medidas descritivas da concentracdo de linfocitos T CD8+ segundo
as combinacdes dos fatores grupo, FCV e gengivite, S&o Paulo,

Medidas descritivas da concentracdo de linfocitos totais segundo
grupo, FCV e gengivite, separadamente, Sao Paulo, 2010...............

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
logio(linfocitos Totais) com os fatores grupo, FCV e Gengivite. —
Estudo das interacdes, SA0 Paulo, 2010............eeeeiiiiiieeneeieiiiiieeeiens

Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
logio(linfécitos Totais) com os fatores FCV e a interacdo entre
grupo e gengivite, Sao Paulo, 2010.........ccccceeeeeeiiiiieieee e

55

56

57

58

60



Grafico 1 -

Grafico 2 -

Grafico 3 -

Grafico 4 -

Grafico 5 -

Grafico 6 -

Grafico 7 -

Grafico 8 -

Grafico 9 -

Grafico 10 -

Grafico 11 -

Gréfico 12 -

LISTA DE GRAFICOS

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos T CD4+ segundo
grupo, S0 Paulo, 2010......ccoieiiiiieeieiiieeeeeei e 44

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos T CD4+ segundo
FCV, SA0 Paulo, 2010.......ccouuiiiiiiiiiiiieeee et 44

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos T CD4+ segundo
gengivite, SA0 Paulo, 2010.........cciiiiiiiiiieeeeeiieeeeeee e 45

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos T CD8+ segundo
grupo, S0 Paulo, 2010......cccoiiiiieiiieeiieeeeee e 49

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos T CD8+ segundo
FCV, SA0 Paulo, 2010.......ccuuiiiiiiiiieeeeeee et 49

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos T CD8+ segundo
gengivite, SA0 Paulo, 2010.........ccoiiiiiiiiieieeiiieeeeeee e 50

Diagrama de caixas da relacdo CD4+:CD8+ segundo grupo, Séo
Paulo, 2010... ..o 54

Diagrama de caixas da relacdo CD4+:CD8+ segundo FCV, Séao
Paulo, 2010... .. 54

Diagrama de caixas da relacdo CD4+:CD8+ segundo gengivite,
S80 Paulo, 2010.. ..o 55

Diagrama de caixas dos valores de linfocitos totais segundo grupo,
S80 Paulo, 2010, ... 59

Diagrama de caixas dos valores de linfécitos totais segundo FCV,
S80 Paulo, 2010.. ..o 59

Diagrama de caixas dos valores de linfécitos totais segundo
gengivite, SA0 Paulo, 2010.........ccceiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeee e 60



APENDICE A -

APENDICE B -

APENDICE C -

APENDICE D -

LISTA DE APENDICES

Imagem da mucosa oral de um gato da raca Maine
Coon apresentando gengivite grau 3. Notar hiperemia
em regido de fauces e inicio de ulceracdo — Sao Paulo —

Imagem da mucosa oral de um gato da raca Maine
Coon apresentando gengivite grau 2. Notar hiperemia
moderada em toda regido gengival, principalmente na
area correspondente ao dente canino — Sédo Paulo —
2000 e aaaaaaan

Imagem da cavidade oral de um gato da raca Maine
Coon com gengivite grau 4. Animal com hiperemia,
hiperplasia e ulceragcdo gengival, com acometimento
concomitante da regido das fauces — Sao Paulo — 2010

Imagem da cavidade oral do mesmo gato do
APENDICE C. Notar intensa hiperemia e hiperplasia
gengival, bem como estria de material purulento — Séao
Paulo — 2010, ...

75

75

76

76



3.1

3.2

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.2.3.1

3.23.11

3.2.3.1.2

3.2.3.1.3

3.2.3.2

3.2.3.2.1

3.2.3.2.2

3.2.4

3.25

3.3

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ee ettt e, 22
OBIETIVOS ..ottt 30
MATERIAL E METODOS ....cooiiiiieeeee oo, 31
ANIMALS ..ottt 31
EXAMES LABORATORIAIS. ..o, 31

Reacdo de polimerizacéo e cadeia (PCR) parao virus da
imunodeficiéncia dos felinos (FIV).....cccooiiiis i 31

Imunofluorescéncia para detecgcdo do virus daleucemia felina (FeLV).. 32

Reacéo de polimerizacdo em cadeia para o cali  civirus felino (FCV)

e herpesvirus felino tipo 1 (FHV — 1).....ccoiiiies oo 32
Calicivirus feliN0 (FCV)...uiiiii e 33
EXtrac8o de RNA ... e 33
Transcricao reversa (sintese de cDNA, DNA complementar)................... 33
Reacéo de polimerizagcdo em cadeia (PCR)........cccccveeiiiiiiiiiiiieceeeeee 33
Herpesvirus felino tipo 1 (FHV-1)......c..ooiiiiiiiiiiiic e 34
EXIrac8o de DINA. ... 34
Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR).............cooe e, 34
TN oToTo | =1 0 £= U PP 35

Fenotipagem das subpopulacbes de linfocitos perifér icos T

CD4+ e T CD8+ pela técnica de citometria de fluxo.. .................... 35
Metodologia eStatiStiCa ........oveviiiiiiiiieie e 36
RESULTADOS ..o 38
DISCUSSAD ...t 62
CONCLUSOES ..ottt e 67

REFERENCIAS ...ttt 68



cDNA
DNA
dNTP
DTT
EDTA
FCV
FeLV
FITC
FIV
FHV-1
FHV-TK-S

FHV-TK-A

GNU
HIV
mL
mm?
mM

M-MLV

Nested-PCR

pb

PCR
pmol
RNA
RT-PCR

seg
Taq

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucléico complementar
Acido desoxirribonucléico
Desoxirribonucleotideos fosfatados
Ditiotreitol

Acido etilenodiamino tetra-acético
Calicivirus felino

Virus da leucemia felina

Isotiocianato de fluoresceina

Virus da imunodeficiéncia humana
Herpesvirus felino tipo 1

“Primer” senso para reagdo de PCR para o herpesvirus felino
tipo 1

“Primer” anti-senso para reacdo de PCR para o herpesvirus
felino tipo 1

Gengivite necrética ulcerativa

Virus da imunodeficiéncia humana

Mililitro

Milimetros cubicos

Milimolar

Enzima para reacao de transcricao reversa

Reacdo de polimerizagdo em cadeia que amplifica uma
sequencia interna de um fragmento previamente amplificado

Pares de bases

Reacao de polimerizagdo em cadeia
Picomoles

Acido ribonucléico

Reacdo de polimerizacdo em cadeia precedida de uma reacao
de transcricéo reversa

Segundos
Thermus aquaticus



TKN-S

TKN-A

RPE

MY
pL

“Primer"senso para reagdo de nested-PCR para o herpesvirus

felino tipo 1

“Primer” anti-senso para
herpesvirus felino tipo 1

R-ficoeritrina

Unidade
Micrograma
Microlitro

reacdo de nested-PCR para o



22

1 INTRODUCAO

As doencas inflamatorias da cavidade oral dos felinos sdo comuns no
cotidiano da pratica clinica, e muitas vezes constituem-se em um desafio terapéutico
para o veterinario (FROST; WILLIANS, 1986; KNOWLES et al., 1989; GRUFFYDD-
JONES, 1991).

As primeiras descricbes na literatura classificavam estas manifestacfes
clinicas de Estomatite Felina Intratavel, atualmente também é conhecida como
Complexo Gengivite-Estomatite-Faringite ou simplesmente gengivite cronica
(GASKELL; GRUFFYDD-JONES, 1977). Histologicamente, a gengivite cronica dos
felinos é classificada segundo o padréo de células inflamatorias predominantes em:
estomatite linfoplasmocitica, gengivite-estomatite linfocitica plasmocitica, estomatite
plasmocitica, estomatite ulcerativa cronica, estomatite necrosante e estomatite
gengivite faucite cronica (LYON, 2005).

O complexo gengivite-estomatite felina pode ser comparado com a gengivite
ulcerativa necrosante e doenca inflamatoria periodontal que acontece em humanos
(LYON, 2005). A patogénese dessa doenca ainda nao esta bem definida, mas as
caracteristicas histopatolégicas da gengivite e da periodontite indicam que ha
intenso envolvimento imunoldgico, porém as causas de base geralmente ndo sao
identificadas e podem diferir individualmente. Anormalidades no sistema imunologico
alteram a resposta imune de cada paciente e predispdem as infec¢cdes secundarias,
que contribuem para a cronicidade da doenca (LOMMER; VERSTRAETE, 2003;
LYON, 2005)

Conforme o sistema proposto por Waters et al. (1993), a gengivite dos
felinos pode ser classificada em quatro graus, segundo a intensidade e tipos de
lesbes orais. O grau zero (0) corresponde a auséncia de quaisquer sinais de
gengivite; um (1) a gengivite branda, onde se observa uma hiperemia discreta nas
margens gengivais; dois (2) gengivite moderada, onde o paciente devera apresentar
uma hiperemia gengival bastante evidente, porém sem manifestacdes de hiperplasia
e/ou ulceracdo gengival; trés (3) corresponde a gengivite grave, com hiperemia
evidente das margens gengivais, areas de hiperplasia e/ou ulceracdo gengival,

podendo haver perda de dentes; quatro (4) gengivite muito grave, onde o paciente
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deverd apresentar hiperemia gengival bastante evidente, hiperplasia e/ou ulceracdes
gengivais generalizadas, perda de varios dentes e friabilidade de margens gengivais.

A gengivite se inicia pelo deposito de microorganismos na interface dento-
gengival, predispondo entdo a formacao do calculo dental caracteristico da gengivite
(SKALERIC; KOVAK-KAVCIC, 2000).

O célculo dental, por sua vez, € composto por microbiotas bacterianas
diversas e outras substancias organicas, incorporadas a uma matriz inorganica
composta principalmente por hidroxiapatita, calcio e fosforo (originarios da secrecéo
salivar), formando uma placa mineralizada (GRUFFYDD-JONES,1991).

Esses calculos localizados nos sulcos gengivais estdo em um ambiente
extremamente propicio a multiplicacdo, pois nestes sulcos alojam-se restos
alimentares, que servem de substrato ao crescimento bacteriano (GRUFFYDD-
JONES,1991). Cria-se, portanto um ambiente de intensa proliferacdo bacteriana,
composto por microorganismos aerobios e anaerodbios.

As bactérias alojadas no sulco gengival comecam a produzir toxinas
(hialuronidases e enzimas lisossomais), que aliadas ao grande fluxo de células
inflamatoérias para o local acometido irritam a gengiva, e comecam a desencadear
uma reacao inflamatoria determinando edema gengival, eritema e friabilidade do
tecido (GRUFFYDD-JONES, 1991; HARVEY, 1991; DEIHL; ROSYCHUK, 1993).
Com a perda da integridade da mucosa, as bactérias por sua vez se alojam nas
estruturas do periodonto, causando a periodontite (LYON, 2005). A gengivite e
estomatite crbénica ocorrem, devido a uma resposta imune a acdo bacteriana e a
interagcdo com o0s mecanismos de defesa local. A resposta em cada regido em que
esta localizada a placa bacteriana € regulada individualmente pelo sistema imune
local (SIMS et al., 1990).

Os plasmdcitos e linfécitos sdo as células encontradas predominantemente
neste tipo de inflamacédo dos tecidos gengivais. Os plasmécitos produzem anticorpos
contra as endotoxinas bacterianas, e esse complexo antigeno/anticorpo ativa o
sistema complemento. As substancias ativadas apdés a acdo do sistema
complemento atraem, por quimiotaxia, uma grande quantidade de células
fagociticas, que lesam as membranas das células gengivais, aumentando a
permeabilidade vascular local, causando uma intensa retracdo gengival (HARVEY,
1991).
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A sindrome é progressiva e algumas racas de gatos sdo mais predispostas a
desenvolverem gengivite e periodontite, dentre elas, os gatos da raca Maine Coon
se destacam com o aparecimento de uma gengivite juvenil que se inicia antes dos
dois anos de idade, com a gengiva apresentando-se eritematosa, fragil e com
tendéncia a sangrar facilmente. A inflamacéo restringe-se a mucosa adjacente aos
dentes e ao arco glossopalatino. Com a evolugdo, o quadro pode se agravar e
apresentar-se com lesGes proliferativas e ulceragbes na orofaringe, arco
glossopalatino, gengiva e lingua. A inflamacdo também pode envolver a camada
mucosa adjacente (DEIHL; ROSYCHUK, 1993).

Além das alteragbes acima descritas, outras manifestacdes muito comuns
nestas afeccdes orais sdo uma halitose intensa, mobilidade dental, disfagia, e em
casos extremos, pode levar a um quadro de dor intensa e anorexia (GRUFFYDD-
JONES, 1991; HARVEY, 1994).

De modo geral, os fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da
gengivite e da estomatite sdo: dieta do animal, conformacdo da cavidade oral,
caracteristicas genéticas especificas como, por exemplo, doencas imunomediadas,
e doencgas sistémicas como infecgbes pelo virus da imunodeficiéncia dos felinos
(FIV), virus da leucemia felina (FeLV), herpesvirus e/ou calicivirus (FCV) (TENORIO
etal., 1991; DEIHL; ROSYCHUK ,1993).

As viroses tém sido implicadas como agentes etioldgicos na patogenia da
gengivite-estomatite crénica felina. Entretanto, 0 mecanismo pelo qual as infec¢des
virais participam no desenvolvimento da doencga gengival nos animais afetados
permanece indeterminado (DEIHL; ROSYCHUK, 1993).

O FCV pertence a familia caliciviridae, que também afeta humanos e outros
animais. E um virus pequeno, de capsideo esférico, ndo-envelopado, de RNA de fita
simples e genoma de aproximadamente 7.7kb (THIEL; KONIG, 1999; HURLEY;
SYKES, 2003). E o patdgeno responsavel por grande parte das infecgdes do trato
respiratorio superior de gatos domésticos (KNOWLES et al., 1991; THIEL; KONIG,
1999; RADFORD et al., 2000; LOMER; VERSTRAETE, 2003; HURLEY; SYKES,
2003).

Atualmente tém-se descrito o envolvimento do FCV nas estomatites
cronicas, bem como nas glossites ulcerativas e ulceroploriferativas cronicas
refratarias ao tratamento (DIEHL; ROSYCHUCK, 1993; HURLEY; SYKES, 2003). A
incidéncia da infeccdo pelo FCV nos gatos com gengivite-estomatite-faringite
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crbnica, relatada em varios estudos, varia de 20 a 90%, no entanto, ndo se sabe ao
certo qual o envolvimento do FCV como agente etioldgico primario (DIEHL;
ROSYCHUCK, 1993; ADDIE et al., 2003; LOMER; VERSTRAETE, 2003).

As vias de infeccdo pelo FCV sdo predominantemente a respiratoria, oral e
conjuntival, sendo que a replicacdo viral ocorre inicialmente nos tecidos epiteliais do
trato respiratorio e cavidade oral, induzindo necrose epitelial e ulceragdes. As cepas
de FCV diferem em relacdo ao tropismo e a viruléncia, portanto uma grande
variedade de manifestacfes clinicas pode ser observada. Na grande maioria dos
casos, a maior parte das cepas causa febre, ulceracdo da mucosa oral, alteracdes
discretas do trato respiratério cranial, como espirros e secrecdo nasal, e conjuntivite.
Algumas cepas podem induzir claudicacdo, frequentemente observada apos
vacinacdo (GASKELL; DAWSON; RADFORD, 2006; RADFORD et al., 2007;
RADFORD et al., 2009).

Os gatos que se recuperam de doenca respiratoria do trato anterior podem
desenvolver infeccéo persistente na orofaringe, chamado de estado de portador de
FCV. O virus € eliminado continuamente deste local, embora a magnitude da
eliminacdo varie com o tempo e entre individuos. Esses gatos podem servir como
fonte de infecgdo para outros gatos susceptiveis. Em muitos gatos, a eliminacdo do
virus termina semanas a meses apoés a infeccdo, mas em um pequeno numero de
gatos, a eliminacao dura a vida toda (HURLEY; SYKES, 2003).

O FCV causa infeccdes persistentes. Por causa do estado de portador
cronico, a prevaléncia da infeccdo por FCV em gatos saudaveis é grande,
alcancando de 8 a 24% dos gatos domésticos (THIEL; KONIG, 1999; HURLEY;
SYKES, 2003). Como aproximadamente 85% dos gatos com estomatite crbnica
aparentam ser portadores cronicos, este fato pode ser um pré-requisito para a
inducéo da estomatite crénica nesses individuos (KNOWLES et al., 1991).

No inicio da década de 1990, alguns autores iniciaram a descricdo da
associacdo da presenca do FCV com o desenvolvimento da gengivite-estomatite
(KNOWLES et al., 1989; HARBOUR; HOWARD; GASKELL, 1991; WATERS et al.,
1993; ADDIE et al., 2003), porém outros estudos experimentais falharam ao tentar
induzir a gengivite crénica pelo FCV (KNOWLES et al., 1991; TENORIO et al., 1991,
POULET et al., 2000).

Posteriormente, outros trabalhos foram publicados mostrando intensa

correlacao entre a ocorréncia do FCV e a presenca de gengivite-estomatite quando
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comparados aos gatos do grupo controle (LOMMER; VERSTRAETE, 2003;
DOWERS et al., 2009)

Poulet et al. (2000) demonstraram que o FCV que esta associado aos
quadros de gengivite-estomatite cronicas é diferente antigenicamente dos que
causam doenca do trato respiratorio, sendo isto provavelmente resultado da
cronicidade da infeccdo. Acredita-se que ndo ha bidtipos especificos para distintas
manifestacdes de doencas, mas sim variacao antigénica, com a presenca de regides
hipervariaveis do capsideo protéico tipica da familia caliciviridae.

A variacdo antigénica é provavelmente responsavel pelas diferencas entre
FCV isolados de diferentes origens geograficas (LOMER; VERSTRAETE, 2003).

Nos ultimos 10 anos foram relatados surtos de uma doenca sistémica nos
EUA e Europa, causada por uma cepa extremamente virulenta de FCV (VS-FCV).
Os animais acometidos apresentavam febre, altera¢ges respiratérias, edema de face
e membros, ictericia, pancreatite e manifestacbes hemorragicas. A mortalidade
nestes surtos chegou a 50% e a maioria dos gatos morreram em poucos dias
(PEDERSEN et al., 2000; HURLEY; SYKES, 2003; SCHORR-EVANS et al., 2003;
HURLEY et al., 2004; REYNOLDS et al., 2009).

Em estudo realizado por Lomer e Verstraete (2003), foi demonstrado que
88% dos gatos estudados que apresentavam gengivite-estomatite cronica,
apresentavam infeccéo pelo FCV e herpesvirus do tipo 1 concomitantemente. Os
autores acreditam que a infeccdo pelo FCV e herpesvirus tipo 1 combinadas com
placa bacteriana estimulam o aumento de infiltrado linfocitico na mucosa oral. De
qualquer modo, a relagéo causal ndo pdde ser demonstrada.

O herpesvirus tipo 1 (FHV-1) € um alfavirus e estd mais comumente
associado com a rinotraqueite em gatos, porém esta ligado a outras sindromes
como agente causal incluindo conjuntivite e ceratite cronicas, faringite, glossite e
palatite ulcerativas, dermatite facial, abortos e mortalidade neonatal. Durante os
estagios iniciais da infeccdo o virus pode ser facilmente isolado da conjuntiva,
orofaringe e de swabs nasais, porém seu isolamento torna-se mais dificil quando ha
resolucdo dos sintomas (LOMER; VERSTRAETE, 2003; GASKELL et al., 2007).
Gatos podem apresentar infec¢cbes latentes com persisténcia do virus em diversos
tecidos, que pode voltar a ser eliminado em situaces de estresse, gestacao,

lactacdo e durante tratamento com corticoides. Estima-se que 80% dos gatos com
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infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina tenham infeccbes latentes pelo
herpesvirus (WEIGLER et al., 1997).

Atualmente varios estudos tém sido realizados testando-se a reacao de
polimerizacdo em cadeia (PCR) para deteccdo FHV-1, onde se obteve uma alta
sensibilidade e especificidade do mesmo (WEIGLER et al., 1997; SYKES et al.,
2001; LOMER; VERSTRAETE, 2003; MARSILIO et al., 2005).

Enquanto ndo se conhece o real envolvimento do FHV-1 no
desenvolvimento das doencas orais inflamatorias dos felinos, a gengivite-estomatite
causada pelo herpesvirus é bem reconhecida em seres humanos, caracterizada por
vesiculas e Ulceras na mucosa oral, labios e face. Recentemente as herpesviroses
tém sido implicadas como causa de base nas periodontites em humanos (LOMER;
VERSTRAETE, 2003).

Dentre os retrovirus capazes de infectar e induzir doencas em gatos, 0 virus
da imunodeficiéncia (FIV), pertencente a subfamilia dos Lentivirus, tem recebido
especial atencédo nos ultimos anos, pois além de estar amplamente disseminado na
populacao felina mundial, pode também determinar nos animais infectados uma
sindrome semelhante a imunodeficiéncia adquirida, observada em pacientes
humanos infectados pelo também lentivirus HIV. Este fato torna o felino infectado
pelo FIV um modelo de estudo bastante eficaz, principalmente no que diz respeito a
avaliacdo de farmacos antivirais, na patogenia e curso da doenca, bem como nos
testes vacinais (BEEBE et al., 1994; BENDINELLI et al.,, 1995; RECHE JR et al.,
1997).

A infeccdo persistente € uma das principais caracteristicas dos Retrovirus e
pode ocorrer, primeiramente, por meio da integracdo da copia do genoma viral
(provirus) ao DNA da célula do hospedeiro e ai permanecer até a morte da célula. O
segundo mecanismo, que facilita a permanéncia do agente viral no organismo do
hospedeiro, seria a evasdo bastante eficiente do virus as respostas imunes
especificas montadas pelo paciente (JARRETT, 1999).

A cinética da infeccéo pelo FIV e pelo HIV é muito semelhante (DIEHLA et
al.,, 1995). Quando os gatos se infectam, naturalmente ou s&o inoculados
experimentalmente, particulas virais sdo encontradas no plasma num periodo que
varia de trés a quatro semanas apos a infeccdo. Em gatos experimentalmente
infectados, as manifestacdes clinicas como letargia, febre intermitente e

linfoadenomegalia transitoria, normalmente acompanham esse periodo de infec¢do



28

aguda. No entanto, nos casos de infeccdo natural, essa fase é pouco perceptivel. O
animal entra entdo na fase de infec¢do latente ou assintomatica, a qual pode se
estender por muitos anos sem que o felino apresente quaisquer anormalidades
clinicas (BENDINELLI et al., 1995).

A inflamacdo gengival cronica € uma das consequéncias mais comuns da
infeccédo pelo FIV. Estudos realizados por diversos autores demonstram que cerca
de 50 a 80% dos gatos infectados pelo FIV apresentam gengivite cronica, associada
ou ndo a outras manifestacdes clinicas da doenca (KNOWLES et al.,, 1989;
YAMAMOTO et al., 1989; ZENGER, 1990; GRUFFYDD-JONES, 1991; WATERS et
al., 1993; HARVEY, 1994; WILLIS, 2000).

Em pacientes humanos infectados pelo HIV, as lesdes em cavidade oral,
induzidas direta ou indiretamente pelo virus, também sdo comuns e tém sido
consideradas como fatores indicadores da progressédo da doenca. De fato, observa-
se que a contagem de linfécitos T CD4+ é inversamente proporcional ao numero e
gravidade das lesGes orais (PATTON, 2000; RAMOS-GOMEZ et al., 2000).

Corroboram com tais informacfes a evidéncia de que o uso de farmacos
anti-HIV proporcionam melhora clinica significativa das lesdes orais, em pacientes
infectados pelo HIV e com gengivite cronica. Concluindo-se que tal melhora deva
estar relacionada a um aumento no ndmero de linfécitos T CD4+, devido ao uso do
antiviral (CEBALLOS-SALOBRENA et al., 2000).

Sabe-se que a resposta imunoldgica celular exerce um papel fundamental
no estabelecimento da inflamacao gengival. Na gengivite, as bactérias presentes no
sulco gengival ativam a imunidade local provocando intensa migracdo de células,
como plasmacitos e linfécitos, desencadeando a reacao inflamatoria. (GRUFFYDD-
JONES, 1991; HARVEY, 1991; DEIHL; ROSYCHUK, 1993). Portanto, para que
ocorra a migracdo de células inflamatorias para a gengiva, essas ceélulas precisam
ser recrutadas da periferia, desta forma espera-se um aumento dessas células na
circulacdo, mesmo que momentaneamente. De fato, Odden et al. (1995) descrevem
a alta prevaléncia de linfécitos T CD3+, CD4+ e CD8+ no tecido gengival de
pacientes humanos com gengivite cronica.

A deplecdo da imunidade celular, portanto, poderia predispor ao
desenvolvimento de inflamac&o gengival grave e crénica. Em estudo realizado por
Ercivas et al. (2006), em pacientes humanos com gengivite e periodontite cronicas,

concluiu-se que a imunidade celular local, mediada por linfocitos T CD4+ e CD8+
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exerce um papel significativo na fisiopatologia da inflamac&o do periodonto e

gengiva.
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista a susceptibilidade dos gatos da raca Maine Coon ao
desenvolvimento da gengivite cronica, bem como os fatores associados que podem

predispor a doencga, 0s objetivos do presente estudo foram:

» Avaliar gquantitativamente a resposta imunologica celular, mediada por
linfécitos T CD4+ e T CD8+, em gatos da raca Maine Coon com e sem
gengivite crbnica, e pesquisar a ocorréncia de herpesvirus tipo 1 e/ou
Calicivirus na gengiva desses gatos.

> Correlacionar a influéncia do nimero de linfocitos T CD4* e T CD8" no
aparecimento e curso da gengivite em gatos da ragca Maine Coon, tendo
como comparacdo animais de outras racas também com gengivite, bem
como Maine Coons sem afeccéo oral.

» Verificar a correlacdo da presenca do herpesvirus tipo 1 e/ou calicivirus

com a gengivite cronica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1ANIMAIS

Foram utilizados 84 felinos oriundos de trés diferentes criatorios, divididos nos
seguintes grupos:
GRUPO I: composto por 20 gatos da raca Maine Coon, com gengivite-estomatite
cronica, graus 2-4 (WATERS et al., 1993) (Apéndices A, B, C e D).
GRUPO II: composto por 23 gatos da raca Maine Coon sem manifestacdes de
gengivite.
GRUPO III: composto por 21 gatos de racas diversas (British Shorthair, Sagrado da
Birménia, Bengal, Norwegian Forest Cat e Ragdoll) com gengivite-estomatite
cronica, graus 2-4 (WATERS et al., 1993).
GRUPO IV: composto por 20 gatos de racas diversas (British Shorthair, Sagrado da

Birmania, Bengal, Norwegian Forest Cat e Ragdoll) sem manifestacdes de gengivite.

3.2 EXAMES LABORATORIAIS

3.2.1 Reacdo de polimerizacgdo em cadeia (PCR) para o0 viru s da
imunodeficiéncia dos felinos (FIV).

O material genético foi extraido das amostras de sangue, utilizando-se um kit
comercial de extragéo’, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
Para a identificacdo do DNA viral do FIV, utilizou-se a técnica de PCR-

Nested, descrita por Hohdatsu et al. (1998). Para a PCR foram utilizados os

1 GEX™ Genomic Blood DNA Purification K&, Amersham Biosciences
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oligonucleotideos iniciadores  (“primer”) FIV. - A (“antisense”) 5’
TTTTCTTCTAGGGTACTTTCTGG 3 e FIV - S (“sense”) 5’
AATATGGCTGTATCTACTGC 3'. E na PCR - Nested, os “primers” FIV NESTED -
A (“antisense”) 5 CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT 3 e FIV - S (“sense”)
5TATTCAAACAGTAAATGGAG 3.

Como controle positivo para as reacdes da PCR para deteccao do FIV,
foram utilizadas amostras de sangue de gatos sabidamente infectados pelo FIV.
Como controle negativo em cada reacao, foi utilizada agua ultra-pura desde a

fase de extracdo de acidos nucléicos até a amplificagéo.

3.2.2 Imunofluorescéncia para deteccao do virus da leucem ia felina (FeLV).

Os esfregacos sanguineos obtidos de todos os gatos arrolados no
experimento foram submetidos a técnica de imunofluorescéncia indireta para
deteccdo do FelV, descrita por Junqueira-Jorge (2005). Esses exames foram
realizados no Laborat6rio Clinico do Departamento de Clinica Médica da FMVZ-
USP. Os gatos infectados pelo virus da Leucemia Felina foram excluidos do

experimento.

3.2.3 Reacdo de polimerizacdo em cadeia para o cali civirus felino (FCV) e

herpesvirus felino tipo 1 (FHV — 1).

A pesquisa de ambos os agentes foi realizada por meio da PCR, a partir de
swabs obtidos da cavidade oral, sendo que uma amostra de cada animal foi testada

para calicivirus e herpesvirus tipo-1.
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3.2.3.1 Calicivirus felino (FCV)

3.2.3.1.1 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido diretamente dos swabs utlizando TRIzol

(Invitrogen™) segundo as instrucdes do fabricante.

3.2.3.1.2 Transcri¢do reversa (sintese de cDNA, DNA complementar)

Foi utilizado um par de primers direcionado a fracédo codificadora da proteina
hipotética 2C-helicase, localizada na extremidade 5°do RNA viral do FCV. Os
primers, designados FVC24 (5 CTCAAACTCTGAGCTTCG 3') e FCv41l4 (5
GTGAGCTGTTCTTTGCAC 3'), determinam um produto amplificado de 391
nucleotideos.

Para a sintese de cDNA, desnaturou-se 3,5uL do RNA extraido a 95 °C
durante 5 minutos e adicionou-se ao mix para a transcrigao reversa contendo 1 x
First Strand Buffer (Invitrogen™), 1mM de cada dNTP, 10mM DTT, 1pmol/uL de
cada primer e 200U de M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen™) para um volume

final de 10pL, realizando-se a trancricao reversa a 42°C/60 minutos.

3.2.3.1.3 Reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR)

ApoOs a obtencdo do DNA complementar foi realizada a reacdo da PCR pela
adicdo de 5 pL de cada c-DNA ao mix da PCR (1 x PCR Buffer (Invitrogen™),
0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/uL de cada primer , 1,5mM MgCl,, 25,25 pL agua
ultra-pura esterilizada e 1,25U de Tagq DNA polimerase (Invitrogen™) para um

volume final de 50uL) e submetidos a 40 ciclos com as temperaturas 95°C por 30
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seg, 56°C por 30 seg, 72°C por 30 seg, seguidos por 72°C por 10 minutos para a
extensao final.
O produto da reacdo da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose

a 1% e corado com solucéo de brometo de etideo a 0,5ug/mL.

3.2.3.2 Herpesvirus felino tipo-1 (FHV-1)

3.2.3.2.1 Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido diretamente dos swabs segundo o protocolo descrito
por Chomkcynski (1993).

3.2.3.2.2 Reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR)

Foram sintetizados os seguintes primers utilizando-se como base sequéncias
obtidas no GenBank: FHV-TK-S 5' GAGCCGCCCAATAAACACTC 3' e FHV-TK-A
5 TCATTCTGAACGGGGATGGT 3' para amplificagdo de um segmento de 201pb do
gene da timidina-quinase do FHV-1.

Para tanto, 5 uL de cada DNA extraido foram adicionados ao respectivo mix
de PCR contendo 1 x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP, 1,5mM de
MgClI2, 0,5uM de cada primer, 0,5U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen™) e agua
ultra-pura g.s.p. 50 pL, levando-se ao termociclador para desnaturagéo a 94°C por 3
minutos e 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 57 °C por 30 seg e 72°C por 45 seg,
seguidos de uma extenséo final a 72° por 5 minutos.

Em seguida, procedeu-se a reacdo de nested PCR, utilizando-se 5 pL de
cada produto da primeira amplificagdo, as mesmas concentracbes dos reagentes
descritos anteriormente e o0 mesmo ciclo de amplificacdo. Para a nested-PCR foi
utilizado o seguinte par de primers: TKN-S 5" GGATATATCGCGCTTGAGGA 3' e
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TKN-A 5" ATTCTGAACGGGGATGGTTC 3, para amplificagdo de um segmento de
143pb.
O produto da reacdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose

a 1% e corado com solucéo de brometo de etideo a 0,5ug/mL.

3.2.4 Leucograma

De todos os 84 felinos incluidos no estudo, foram colhidas amostras de
sangue total (5ml), por meio da venipunctura jugular ou cefélica e armazenadas em
tubos estéreis contendo anticoagulante (EDTA). As contagens globais de leucdcitos
foram realizadas utilizando-se sistema automatizado (Serono® — System 9020AX).
O exame diferencial dos leucdcitos foi realizado a partir de esfregacos de sangue

preparados a fresco e corados pelo método de Rosenfeld (BIRGEL, 1982).

3.2.5 Fenotipagem das subpopulacfes de linfocitos p  eriféricos CD4+ e CD8+

pela técnica de citometria de fluxo:

As subpopulacdes de linfécitos T (CD4+ e CD8+) foram quantificadas em
sangue periférico, de todos os 84 felinos utilizados no experimento, pela técnica de
citometria de fluxo (BYRNE et al., 2000), a saber:

» O sangue total colhido (5ml/gato) armazenado em frascos contendo EDTA
como anticoagulante, foi mantido a temperatura ambiente e processado no
prazo de 4 horas apds a colheita.

» Antes de iniciar a técnica de citometria, procedeu-se a contagem dos leucécitos
totais, segundo a metodologia descrita no item 3.2.4. Se o numero total de
leucdcitos estivesse entre 5.000 e 10.000 células/mm3 realizou-se o0 ajuste
apropriado, como a diminuicdo na quantidade do anticorpo monoclonal
especifico ou a diluigdo da amostra.
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>  Para a técnica de citometria, pipetou-se 100pL do sangue total em tubos® de
5ml.

>  Adicionou-se 10pL de anticorpo monoclonal especifico CD4+ (FITC)® e CD8+
(RPE)* em cada tubo, e incubou-se por 15 minutos & temperatura ambiente.

>  Foram acrescentadas nessas amostras 900pL de solucao lise* diluida em cada
tubo e homogeneizadas com Vortex. Essa solucéo foi utilizada para a lise os
eritrocitos e preservacao dos leucaocitos.

> A seguir sera realizada a leitura no citdmetro de fluxo®. Os resultados foram
apresentados em numeros absolutos e relativos de linfécitos T CD4+ e CD8+
por pL, a partir da contagem total de linfécitos do leucograma. Foram utilizados
como controles IgG de camundongos, subclasses IgG1® , conjugados aos

fluorocromos FITC e RPE.

3.3 METODOLOGIA ESTATISTICA

A analise dos dados constou inicialmente da avaliagdo da associacdo entre a
virose FCV e grupo de estudo, e a influéncia dessas duas variaveis na ocorréncia de
gengivite. Para tanto, foram construidas tabelas de frequéncias absolutas e
porcentagens e utilizou-se o Teste Qui-quadrado de Pearson (FLEISS, 1981). Para
avaliar a influéncia conjunta do FCV e grupo na ocorréncia de gengivite utilizou-se a
metodologia de Regressao Logistica (HOSMER; LEMESHOW, 1976).

Para cada combinacao dos fatores grupo, FCV e gengivite as variaveis CD4+,
CD8+, relacdo CD4+/CD8+ e linfocitos totais foram resumidas por meio das
medidas: minimo e maximo, mediana, 1° quartil (Q1), 3° quartil (Q3), média e erro-
padrdo, graficos de média com intervalos de 95% de confianca e box-plots. As
violacdes das suposi¢cdes do modelo de Andlise de Variancia foram corrigidas pela
transformacao logaritmica (base 10) (NETER et al., 1996). Comparando médias por
meio da Analise de Variancia foi possivel estudar a influéncia conjunta dos fatores

grupo, FCV e gengivite em cada uma dessas variaveis.

%2 Tubos de poliestireno — Becton-Dickinson

® Serotec — www.serotec.co.uk

* Solucao de lise, “Facslysing Solution”- Becton{ison
® Becton-Dickinson FACScan



O nivel de significancia estabelecido para as analises foi de 5%.
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4 RESULTADOS

Reacdo em cadeia pela polimerase para o virus da im unodeficiéncia dos
felinos (FIV).

Seguindo a técnica descrita na metodologia, nenhuma das amostras de
sangue dos felinos utilizados no presente estudo foi positiva para a pesquisa do

lentivirus felino.

Imunofluorescéncia para detec¢éo do virus da Leucem ia Felina (FeLV).

Seguindo a técnica descrita na metodologia, nenhum dos felinos era infectado

pelo virus da leucemia felina.

Reacdo em cadeia pela polimerase para o Herpesvirus  tipo 1 e Calicivirus

A PCR para a deteccdo do FHV-1 foi positiva em apenas um gato do grupo lll.
Sendo assim, este animal sera descrito como um achado, e a correlacdo dos grupos
foi feita somente com o FCV.

Foram realizados 84 exames de PCR para a detec¢cdo do FCV em animais com
gengivite crbnica. P6de-se observar, através da analise univariada, que a presenca
do virus em cavidade oral esta relacionada com a gengivite (p<0,001). Entre os
animais positivos para o FCV, 88,9% apresentaram gengivite enquanto que entre os

animais negativos para o FCV, 29,8% apresentaram gengivite (Tabela 1).



Tabela 1 — Distribuicdo de frequéncias da gengivite segundo a identificacdo do FCV na
cavidade oral — S&o Paulo — 2010

Gengivite
Fator Categoria Negativo Positivo Total p
N % N % N % (nivel descritivo)
FCV Negatvo 40 70,2 17 298 57 100,0 <0,001"
Positivo 3 111 24 88,9 27 100,0

1: Qui-quadrado

6E
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Pelo modelo de regressdo logistica, testou-se o fato da interagcdo entre os
grupos de estudo e a presenca do FCV; os resultados indicam que nao existe
interac&o entre 0s grupos e a presenca do FCV (p>0,05). Ou seja, a relacdo entre a
presenca do FCV € a mesma entre ambos os grupos de gatos com gengivite, nao

existindo maior prevaléncia em animais da raca Maine Coon (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicéo das frequéncias do FCV segundo os grupos com gengivite crénica — Sao

Paulo — 2010
p
Negativo Positivo Total (nivel descritivo)
Grupo | 5 15 20 0,0765
Grupo Il 12 9 21
Total 17 24 41

Determinou-se também que a chance de desenvolvimento da gengivite (“odds
ratio”) para animais que possuem FCV na cavidade oral € 18,823 vezes maior que
0s animais néo portadores do FCV na cavidade oral (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Estimativas das razdes de chances de desenvolver
Gengivite — S&o Paulo — 2010

Virose Raz&o de Chances I.C. 95% para a
“odds ratio” Razado de Chances
FCV 18,823 [4,990 ; 71,002]
Tabela 4 - Probabilidades estimadas de desenvolver
Gengivite — Sdo Paulo — 2010
FCV Estimativa da I.C. 95% para
probabilidade probabilidade
Negativo 0,298 [0,194 ;0,428 ]

Positivo 0,889 [0,707 ;0,964 ]
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Fenotipagem das subpopulacdes de linfocitos perifér icos CD4+ e CD8+ pela

técnica de citometria de fluxo

As subpopulagbes de linfocitos T (CD4+ e CD8+) foram quantificadas do
sangue periférico, dos 84 felinos, pela técnica de citometria de fluxo (BYRNE et al.,
2000).

As medidas descritivas dos valores absolutos de linfocitos T CD4+ nos diferentes

grupos encontram-se nas tabelas 5 e 6, e ilustradas nos gréficos 1, 2 e 3.



Tabela 5 — Medidas descritivas da concentracdo de linfécitos T CD4+ segundo as combinagdes dos fatores grupo,
FCV e gengivite — S&o Paulo — 2010

Grupo FCV Gengivite N Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo Média Erro-
padréo
Maine Coon Negativo Negativo 21 279,45 872,96 1.341,99 252584 4.747,60 1.796,82 256,31
Positivo 5 380,95 482,74 548,02 1.276,19 3.298,15 1.197,21 548,56
Positivo  Negativo 2 1.503,74 1.503,74 2.907,48 4.311,22 4.311,22 2.907,48 1.403,74
Positivo 15 253,24 514,08 685,01 1.207,22 3.264,06 959,07 194,12
Outras racas Negativo Negativo 19 298,53 819,68 1.291,26 1.929,31 5.510,75 1.621,67 285,66
Positivo 12 146,66 864,46 152237 2829,56 474548 185681 392,78

Positivo  Negativo 1 921,20 921,20 921,20 921,20 921,20 921,20 O
Positivo 9 53401 724,08 1.158,30 1.450,68 2.122,73 1.179,74 169,86

4%



Tabela 6 — Medidas descritivas da concentracao de linfécitos T CD4+ segundo grupo, FCV e gengivite,

separadamente — Sdo Paulo — 2010

Variavel  Categoria n Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo Média Erro-
padréo

GRUPO  Maine Coon 43 25324 623,28 1173,48 241901 474760 148652 176,27
Outrasracas 41 146,66 819,68 1354,70 1746,14 5510,75 1576,40 180,07

FCV Negativo 57 146,66 819,68  1341,99 2434,02 5510,75  1698,47 161,98
Positivo 27 25324 610,74 921,20 1497,60 4311,22 117555 171,71
Gengivite  Negativo 43 279,45 872,96  1341,99 2434,02 5510,75  1750,72 187,02
Positivo 41 146,66 548,02  1158,30 1538,41 474548  1299,30 160,07

EV
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Gréfico 1 — Diagrama de caixas dos valores
de linfécitos T CD4+ segundo
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Grafico 3 — Diagrama de caixas dos valores
de linfécitos T CD4+ segundo
gengivite — S&o Paulo — 2010

A variavel da contagem de linfécitos T CD4+ apresentou um desvio da
normalidade que pbde ser corrigido com a transformacao logaritmica (basel10). Apos
a transformacao aplicou-se a metodologia de Analise de Variancia para comparar as
médias log;0(CD4+) das combina¢des dos fatores grupo, FCV e gengivite, conforme
se encontra descrito na tabela 7.

Tabela 7 — Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para
0 log;o(TCD4+) com os fatores grupo, FCV e gengivite —
estudo das interacdes — Sao Paulo — 2010

Efeito p (nivel descritivo)
Interacao grupo x FCV x gengivite 0,453
Interacdo grupo x FCV 0,340
Interacdo grupo x gengivite 0,072
Interacdo FCV x gengivite 0,630

Observa-se que para a variavel linfécitos T CD4+ existe uma tendéncia de
interacdo entre grupo e gengivite. Em virtude disso, ajustou-se novamente um
modelo com o efeito principal sendo o FCV e somente com a interagdo entre grupo
de estudo e gengivite, para proceder com as compara¢cdes mdultiplas dos animais
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com e sem gengivite para cada grupo, e, dos grupos para presenga ou auséncia de
gengivite, conforme evidenciado na tabela 8.

Tabela 8 — Resultados obtidos a partir da analise de variancia para o
l0g1o(TCD4+) com o fator FCV e a interacdo entre grupo e
gengivite — S&o Paulo — 2010

Efeito p (nivel descritivo)
FCV 0,799
Gengivite+ x Gengivite- para Maine Coons 0,020
Gengivite+ x Gengivite- para Outros 0,907
Maine Coon x Outros para gengivite - 0,410
Maine Coon x Outros para gengivite + 0,087

De acordo com a andlise de variancia, o efeito da presenc¢a do FCV nos niveis
de linféctos TCD4+ néo é significativo.

Para os animais da raca Maine Coon, os niveis de linfocitos TCD4+ séao, em
média, menores em gatos com gengivite crbnica do que em gatos sem a
enfermidade oral (p=0,020). J& para animais de outras racgas, essa diferenca néo é
significativa (p=0,970).

Ao comparar 0s grupos de gatos da raca Maine Coon e de gatos de outras
racas, observa-se que ndo ha diferencas estatisticamente significativas quanto aos
niveis médios de linfécitos TCD4+ tanto para os animais com gengivite (p=0,087)
como para o0s gatos sem gengivite (p=0,410).

As medidas descritivas dos valores de linfécitos T CD8+ nos diferentes grupos

encontram-se nas tabelas 9 e 10, e ilustradas nos graficos 4, 5 e 6.



Tabela 9 — Medidas Descritivas da concentracao de linfécitos T CD8+ segundo as combinagdes dos fatores Grupo,
FCV e Gengivite — Sdo Paulo — 2010

Grupo FCV  Gengivite N  Minimo Q1  Mediana Q3 Maximo  Média pi;r:;-o
Maine Coon Negativo  Negativo 21 302,40 461,61 754,47 924,00 2.00508 806,27 9594
Positivo 5 22651 291,65 581,02 116256 5.254,13 1.503,17 952,20
Positivo  Negativo 2 95181 951,81 1.439,05 1.926,29 1.926,29 1.439,05 487,24
Positivo 15 22361 462,00 1.039,58 1.505,45 2.956,82 1.13527 205,38
Outrasracas Negativo  Negativo 19 23904 332,51 556,18 1.153,15 3.321,86 827,66 172,37
Positivo 12 11524 44332 710,23 790,96 319804 88291 241,98

Positvo ~ Negativo 1 52640 526,40 526,40 526,40 526,40 526,40 g
Positvo 9 263,77 561,60 582,12 1.079,57 2.49841 904,86 227,16

Ly



Tabela 10 — Medidas descritivas da concentracao de linfécitos T CD8+ segundo grupo, FCV e gengivite,

separadamente — Sao Paulo — 2010

Variavel Categoria n Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo Média pi;r:;_o
GRUPO  Maine Coon 43 22361 462,00 800,01 125440 5254,13 103151 137,22
Outrasracas 41 11524 384,80 582,12  1053,36 3321,86 853,43 115,19

FCV Negativo 57 11524 384,80 644,44 924,00  5254,13 890,66 114,70
Positivo 27 22361 526,40 951,81  1461,83 2956,82 1058,42 140,83

Gengivite  Negativo 43 23904 423,02 644,44 100584 3321,86 838,64 92,18
Positivo 41 11524 462,00 689,50  1243,01 5254,13 1055,70 156,36

217
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Grafico 4 — Diagrama de caixas dos valores
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Gréfico 6 — Diagrama de caixas dos valores
de linfécitos T CD8+ segundo
gengivite — S&o Paulo — 2010

A variavel linfécitos T CD8+, assim como os linfécitos T CD4+, apresentou um
desvio da normalidade que pbéde ser corrigido com a transformacédo logaritmica
(basel0). Os resultados da Analise de Variancia encontram-se descritos na tabela
11.

Tabela 11 — Resultados obtidos a partir da Andlise de Variancia
para o log;o(TCD8+) com os fatores grupo, FCV e
gengivite — S&o Paulo — 2010

Efeito p (nivel descritivo)
Interacao grupo x FCV x gengivite 0,454
Interacdo grupo x FCV 0,420
Interacdo grupo x gengivite 0,507
Interacdo FCV x gengivite 0,871
Efeito principal de grupo 0,187
Efeito principal de FCV 0,467

Efeito principal de gengivite 0,978
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Conforme as analises de variancia, os niveis de linfécitos TCD8+ nao se
alteram significativamente para nenhuma combinacéo dos fatores ou para cada fator

isoladamente.

As medidas descritivas dos valores da relagcdo CD4+:CD8+, nos diferentes grupos

encontram-se nas tabelas 12 e 13, e ilustradas nos graficos 7, 8 € 9.



Tabela 12 — Medidas descritivas da relacdo CD4+:CD8+ segundo as combina¢gfes dos fatores grupo, FCV e
gengivite — S&o Paulo — 2010

Grupo FCV Gengivite N  Minimo Q1  Mediana Q3 Méaximo Média pairr:(;
Maine Coon Negativo Negativo 21 0,60 1,30 2,32 3,02 4,56 2,33 0,23
Positivo 5 0,41 0,62 1,68 1,87 2,19 1,35 0,35

Positivo  Negativo 2 1,57 1,57 1,90 2,23 2,23 1,90 0,33

Positivo 15 0,17 0,40 0,92 1,91 5,65 1,32 0,36

Outros Negativo  Negativo 19 0,77 1,67 2,06 3,08 3,73 2,20 0,18
Positivo 12 1,19 1,52 2,05 2,64 3,87 221 025

Positivo  Negativo 1 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 O

Positivo 9 0,28 1,43 1,80 2,49 2,75 1,75 0,27

4]



Tabela 13 — Medidas descritivas da relacdo CD4+:CD8+ segundo cada fator separadamente — S&o Paulo — 2010

Variavel  Categoria n Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo Média Erro-
padrao

GRUPO  Maine Coon 43 0,17 0,92 1,73 2,51 5,65 1,84 0,19
Outros 41 0,28 1,55 2,04 2,49 3,87 2,09 0,13

FCV Negativo 57 0,41 1,55 2,18 2,79 4,56 2,17 0,12
Positivo 27 0,17 0,49 1,43 2,23 5,65 1,52 0,22
Gengivite Negativo 43 0,60 1,57 2,21 3,02 4,56 2,24 0,14
Positivo 41 0,17 0,89 1,56 2,31 5,65 1,68 0,17

ES
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Grafico 9 — Diagrama de caixas da relagédo
CD4+:CD8+ segundo gengivite —
Séo Paulo — 2010

Conforme descrito anteriormente, para garantir as suposi¢fes da Analise de
Variancia, aplicou-se novamente a transformacdo logaritmica na variavel

CD4+:CD8+, conforme descrito na tabela 14.

Tabela 14 — Resultados obtidos a partir da andlise de variancia
para o log;o(CD4+:CD8+) com os fatores grupo, FCV
e gengivite — estudo das interacfes — S&o Paulo —

2010
Efeito p (nivel descritivo)
Interacdo GRUPO x FCV x Gengivite 0,976
Interacdo GRUPO x FCV 0,877
Interacdo GRUPO x Gengivite 0,168
Interacdo FCV x Gengivite 0,716

Observa-se que para a relacdo CD4+:CD8+ existe uma tendéncia de
interacdo entre o grupo de estudo e a presenca de gengivite. Em virtude disso,
ajustou-se novamente um modelo com o intuito de verificar essa interacdo e

proceder com comparac6es multiplas de tal forma a estudar as diferencas da relacéo
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CD4+:CD8+ entre os animais com e sem gengivite para cada grupo, e, entre 0s
grupos para a presencga ou auséncia de gengivite, conforme evidenciado na tabela
15.

Tabela 15 — Resultados obtidos a partir da Analise de Variancia para o
log10(CD4+:CD8+) com o fator FCV e a interacdo entre grupo
e gengivite — S8o Paulo — 2010

Efeito p (nivel descritivo)
FCV 0,152
Gengivite+ x Gengivite- para Maine Coon 0,005
Gengivite+ x Gengivite- para Outros 0,886
Maine Coon x Outros para Gengivite- 0,913
Maine Coon x Outros para Gengivite+ 0,004

Conforme analise de variancia, a presenca do FCV na cavidade oral ndo tem

influéncia significativa na relacdo CD4+:CD8+.

Para os animais da raca Maine Coon, a relacdo CD4+:CD8+ €, em média,
menor nos animais com gengivite do que nos animais sem doenca oral (p=0,005). J&
para o grupo de animais de outras racgas, essa diferenca ndo é significativa
(p=0,886).

Por outro lado, ao comparar os grupos de animais da raca Maine Coon e
gatos de outras racas, observa-se diferenca significativa somente para os que tém
gengivite, sendo que na presenca da doenga, 0os animais da raca Maine Coon
possuem a relacdo CD4+:CD8+ significativamente menor do que os animais de
outras racas (p=0,004). Ja para os grupos de animais que ndo tém gengivite ndo ha

diferenca entre racas (p=0,913).

As medidas descritivas dos valores de linfécitos totais nos diferentes grupos

encontram-se nas tabelas 16 e 17, e ilustradas nos graficos 10, 11 e 12.



Tabela 16 — Medidas descritivas da concentragdo de linfécitos totais segundo as combinagfes dos fatores grupo, FCV
e gengivite — Sdo Paulo — 2010

Erro-
Grupo FCV Gengivite N Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo Média
padréo

Maine Coon Negativo Negativo 21 2.070,00 3.978,00 5.780,00 8.382,00 14.300,00 6.879,62 797,61

Positivo 5 1.716,00 2.352,00 5.536,00 6.413,00 8.184,00 4.840,20 1.226,59
Positivo  Negativo 2 5.632,00 5.632,00 9.368,00 13.104,00 13.104,00 9.368,00 3.736,00
Positivo 15 1.694,00 2.340,00 3.654,00 5.111,00 8.798,00 4.319,40 592,23
Outros Negativo  Negativo 19 1.853,00 3.328,00 4.389,00 7.104,00 12.750,00 5.487,32 705,99
Positivo 12 2619,00 4068,00 538250 7327,50 1375500 619592 878,54
Positivo  Negativo 1 6.580,00 6.580,00 6.580,00 6.580,00 6.580,00 6.580,00 [
Positivo 9 4.620,00 5.172,00 7.018,00 11.700,00 14.464,00 8.502,56 1.296,50

LS



Tabela 17 — Medidas descritivas da concentracdo de linfécitos totais segundo grupo, FCV e gengivite
separadamente — Sdo Paulo — 2010

Variavel  Categoria n Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo Média paI(EJIrr:O-
GRUPO  Maine Coon 43 1694,00 3186,00 5334,00 8184,00 14300,00 5865,12 518,81
Outros 41 1853,00 4080,00 5172,00 7359,00 14464,00 6383,24 523,54
FCV Negativo 57 1716,00 3848,00 5336,00 7770,00 14300,00 6092,68 432,68
Positivo 27 1694,00 3500,00 5111,00 8748,00 14464,00 6171,48 699,57
Gengivite  Negativo 43 1853,00 3654,00 5600,00 8256,00 14300,00 6373,19 528,19
Positivo 41 1694,00 3654,00 5111,00 7359,00 14464,00  5850,39 513,03
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Gréfico 10 — Diagrama de caixas dos valores de
linfécitos totais segundo grupo —
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Boxplot do Linfocitos totais segundo Gengivite
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Gréfico 12 — Diagrama de caixas dos valores de
linfocitos totais segundo gengivite —
S&o Paulo — 2011

A variavel linfécitos totais também foi transformada para aproximar-se da
normal, com a analise de variancia verificando a influéncia conjunta dos fatores
grupo, FCV e gengivite no logio(linfocitos totais), sendo os resultados observados na
tabela 18.

Tabela 18 — Resultados obtidos a partir da Andlise de Variancia
para o logyy(linfécitos Totais) com os fatores GRUPO,
FCV e Gengivite. — Estudo das interacdes — S&o

Paulo — 2010
Efeito p (nivel descritivo)
Interacdo GRUPO x FCV x Gengivite 0,571
Interagdo GRUPO x FCV 0,654
Interacdo GRUPO x Gengivite 0,053
Interacdo FCV x Gengivite 0,576

Analisando estes resultados, é possivel verificar uma tendéncia de interacao

entre o grupo e a presenca de gengivite. Por esse motivo, ajustou-se novamente um
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modelo com o efeito principal do FCV e somente com a interagdo entre o grupo de
estudo e a presenca ou auséncia de gengivite, para proceder com as comparagoes
multiplas dos animais com e sem gengivite para cada grupo e dos grupos para a

presenca ou auséncia de gengivite (Tabela 19).

Tabela 19 — Resultados obtidos a partir da andlise de varidncia para o
logyo(linfocitos totais) com os fatores FCV e a interacdo entre
grupo e gengivite — Sdo Paulo — 2010

Efeito p (nivel descritivo)
FCV 0,195
gengivite+ x gengivite- para Maine Coons 0,003
gengivite+ x gengivite- para outras racas 0,228
Maine Coons x outras ragas para gengivite- 0,161
Maine Coons x outras racas para gengivite+ 0,002

De acordo com a analise de variancia, a presenca ou auséncia do FCV na

cavidade oral ndo influi na concentracéo de linfécitos totais.

Para os animais da raca Maine Coon, a concentracdo de linfécitos €, em
média, menor na presenca da gengivite do que na auséncia (p=0,003). Ja para o

grupo de animais de outras racas, essa diferenca nédo € significativa (p=0,228).

Por outro lado, ao comparar os grupos Maine Coon e gatos de outras racas,
observa-se diferenca significativa somente para 0os que tem gengivite, sendo que na
presenca da doencga, os animais da ragca Maine Coon possuem as concentracdes de
linfécitos totais significativamente menores do que o0s animais de outras
racas(p=0,002). Ja para os que ndo tem gengivite ndo ha diferencas significativas

entre racas (p=0,161).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta resultados bastante interessantes frente a
ocorréncia da gengivite crbnica na raca Maine Coon, bem como as influéncias do
FCV e contagens de linfocitos totais, linfécitos TCD4+, linfécitos TCD8+ e relagédo
CD4+:CD8+.

No tocante a presenca das viroses FCV e FHV-1 na patogénese das
estomatites crbnicas, o presente estudo possui resultados semelhantes aos de
outros autores, no que se refere a prevaléncia do FCV; atualmente tém-se descrito o
envolvimento das viroses nas estomatites cronicas, bem como nas glossites
ulcerativas e ulceroploriferativas crbnicas refratarias ao tratamento (HURLEY;
SYKES, 2003; DIEHL; ROSYCHUCK, 1993). A incidéncia da infeccao pelo FCV nos
gatos com gengivite-estomatite-faringite crénica, relatada em varios estudos, varia
de 20 a 90%, no entanto, ndo se sabe ao certo qual o real envolvimento do FCV na
etiologia da gengivite (ADDIE et al., 2003; LOMER; VERSTRAETE, 2003; DIEHL;
ROSYCHUCK, 1993).

No presente estudo, ndo houve diferenca estatistica frente a ocorréncia do
FCV em gatos da raca Maine Coon e em gatos de outras racas, portadores de
gengivite crénica. O calicivirus teve relacdo estatisticamente significativa nos casos
de gengivite cronica (p<0,001), n&do existindo diferentes graus de interacdo segundo
o grupo racial.

N&o existiam na literatura veterinaria, até a confec¢cdo do presente estudo,
informagdes acerca da predisposi¢cdo que um felino portador do FCV em cavidade
oral teria no desenvolvimento da gengivite; com os dados obtidos pdde-se chegar
em um valor de “odds ratio” de 18,8. Ou seja, um gato portador do FCV na cavidade
oral possui 18,8 vezes mais chance de desenvolver gengivite cronica do que gatos
gue ndo possuem o virus na cavidade oral. Dados como este correlacionam
diretamente o FCV na patogénese da gengivite crbnica; no entanto, 0s reais
mecanismos patogénicos ainda permanecem incertos (DIEHL; ROSYCHUCK, 1993;
ADDIE et al., 2003; LOMER; VERSTRAETE, 2003)

Os gatos que se recuperam da doenca respiratéria do trato anterior podem se

tornar carreadores crénicos do virus em tecido da orofaringe, chamado de estado de
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portador de FCV. O virus é eliminado continuamente deste local, embora a
magnitude da eliminacdo varie com o tempo e entre individuos. Esses gatos podem
servir como fonte de infeccdo para outros gatos susceptiveis. Em muitos gatos, a
eliminacdo do virus termina semanas a meses ap0s a infeccdo, mas em um
pequeno numero de gatos, a eliminag¢do dura a vida toda (HURLEY; SYKES, 2003).
No entanto, esta hipotese jamais conseguiu ser reproduzida experimentalmente
(RADFORD et al., 2000)

Lomer e Verstraete (2003) citam que 88% dos gatos estudados, portadores de
gengivite-estomatite cronica, apresentavam infec¢éo pelo FCV e herpesvirus do tipo
1 concomitantemente. Diferentemente do ocorrido no trabalho anteriormente citado,
somente um animal com gengivite cronica teve o FHV-1 isolado do tecido gengival
no referente estudo. Nao se justificaria tal fato pelos animais do presente estudo
serem originarios de criatorios diferentes, pois ambas as viroses (FCV e FHV-1) séo
amplamente encontradas em criatérios de felinos, sendo assim esperado que ambas
fossem encontradas na mesma propor¢cdo entre os felinos estudados. Tal fato
também pode ser indicio da correlacdo do FCV na patogénese da gengivite cronica
dos felinos.

Os dados aqui apresentados com relagdo ao numero de linfocitos totais,
linfécitos TCD4+, linfécitos TCD8+, bem como relagdo CD4+:CD8+ também séo
inéditos, ndo existindo na literatura veterinaria consultada dados acerca das
alteracdes ligadas a essas variaveis em felinos.

Em humanos, estas variaveis, entre inUmeras outras, sdo bastante estudadas
em casos de periodontite juvenil, periodontite cronica, gengivite juvenil e periodontite
de rapida progressdo (KINANE; JOHNSTON; EVANS, 1989; TAKAHASHI et al.,
1995; MATHUR; MICHALOWICZ, 1997; EMINGIL et al., 2001; ERCIYAS et al.,
2006).

No tocante aos linfocitos totais, humanos com periodontite cronica e com
periodontite juvenil, quando comparados a individuos com o periodonto higido,
possuem menor resposta linfocitaria em células de sangue periférico (AMER et al.,
1990). Diferencas entre populacdes de linfécitos periféricos, no entanto, sao
discordantes, néo existindo consenso sobre as reais alterac¢des linfocitarias (KATZ et
al., 1988; KINANE; JOHNSTON; EVANS, 1989; NAGASAWA et al., 1995;
TAKAHASHI et al., 1995; MATHUR; MICHALOWICZ, 1997). No presente estudo,

entre os animais da raca Maine Coon, aqueles que possuiam gengivite crénica eram
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estatisticamente mais linfopénicos (p=0,003) quando comparados aos animais da
mesma raca sem gengivite crbnica; na comparagdo entre grupos de ragas
diferentes, portadores de gengivite, o achado anterior se manteve, sendo animais da
raca Maine Coon estatisticamente mais linfopénicos (p=0,002) quando comparados
a animais de outras racas.

Tendo em vista que a presenca do FCV na cavidade oral ndo influi no nimero
total de linfocitos, tal achado remete em possivel correlacdo com a gengivite crénica
do Maine Coon. A real correlacdo deste achado ainda é incerta, no entanto, animais
desta raca especifica com gengivite crénica sdo linfopénicos; tal fato poderia
predispor a menor resposta celular, suscitando menor controle frente a microbiota
oral, originando maior replicacdo bacteriana de espécies ndo patogénicas e
patogénicas, podendo resultar em grande estimulo inflamatério. No entanto, €&
importante a analise de subpopulacdes celulares para melhor discussao deste fato.

As alteracbes no numero relativo e absoluto das subpopulacbes de linfécitos
TCD4+ e TCD8+ séo tidos como sinal de alteracdo na regulacdo do sistema imune.
Estudos nas concentragfes de linfocitos TCD4+, TCD8+ e na relacdo CD4+:CD8+
de humanos com gengivite e doenca periodontal possuem resultados bastante
discrepantes; em grande parte dos trabalhos, ndo existem alteragbes significativas
entre essas variaveis, sejam nos quadros juvenis, periodontites agudas ou cronicas.
Enquanto alguns relatos mostram que a relacdo CD4+.CD8+ esta diminuida em
humanos com quadro crbnico, periodontite juvenil e periodontite de rapida
progressdo, outros mostram que esta relagdo € elevada quando comparada a
pacientes higidos. Quando presente, a elevada relagdo CD4+:CD8+ ocorre em
virtude da diminuida concentracdo de CD8+, embora este achado nem sempre seja
consistente (KATZ et al., 1988; KINANE; JOHNSTON; EVANS, 1989; CELENLIGIL;
KANSU; ERATALAY, 1990; AFAR; ENGEL; CLARK, 1992; NAGASAWA et al., 1995;
TAKAHASHI et al., 1995; MATHUR; MICHALOWICZ, 1997).

Os resultados conflitantes destes dados em humanos podem ocorrer em virtude
da grande variabilidade de valores dentro de pacientes de um mesmo grupo de
doentes, variabilidade dentro dos grupos controle e influéncia hormonal em
individuos adolescentes e jovens.

Entre os animais estudados, da raca Maine Coon, encontrou-se um padrao de
alteracdo celular das subpopulacbes de linfocitos TCD4+, diferindo dos dados

encontrados em humanos; Maine Coons com gengivite cronica possuem menor
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concentracdo de linfécitos TCD4+ que animais da mesma raga sem gengivite
(p=0,02). Entre animais de outras ragas, com e sem gengivite, esta diferenca nao foi
encontrada.

Em virtude do FCV néo ter influéncia frente a concentracéo de linfocitos TCD4+,
podemos pressupor que este fato tem correlacdo especifica com a enfermidade na
raca supracitada. De fato, em humanos adultos portadores do HIV,
aproximadamente 70% desenvolvem gengivite necrotica ulcerativa (GNU) em
quadros de baixas concentragcfes de linfocitos TCD4+. Existe correlacdo estatistica
entre baixos niveis da célula e presenca da GNU (SHANGASE; FELLER;
BLIGNAUT, 2004). Okunseri et al. (2003), em estudo com criangas portadoras do
HIV mostram que existe correlacdo estatisticamente positiva entre a gengivite e
baixas contagens de TCD4+. Visto dados como este, 0s autores supra-citados
correlacionam a ocorréncia da gengivite com as baixas taxas de CD4+,
caracterizando o fato como responsavel pelo aparecimento das lesdes, sem no
entanto saber sua real patogénese. A presenca de quadros gengivais em humanos é
tida como progressao da sindrome e piora da imunossupressao, aléem de ser uma
fator de prognoéstico ruim (HOWELL et al.,, 1996; RAMOS-GOMEZ et al., 2000;
SANTOS et al., 2001).

A presenca de candidiase oral foi diretamente relacionada as contagens baixas
de linfocitos T CD4+ em humanos portadores do HIV, sendo utilizada como indicador
de progressao da doenca (RAMOS-GOMEZ et al., 2000; KERDPON et al., 2004).

Os Maine Coons com quadro oral crénico possuem menores valores de TCD4+
guando comparados a gatos da mesma ragca sem doenca oral. O mesmo fato nao foi
observado em animais de outras racas. Também se pbdde observar que Maine
Coons com gengivite tem menor relacdo CD4+:CD8+ do que Maine Coons higidos e
do que gatos de outras racas com gengivite cronica. Frente a isso, parece existir
alguma relagéo entre os menores niveis de linfdcitos totais, TCD4+ e CD4+:CD8+, e
a presenca da gengivite, na raca estudada. Nao se sabe, ao certo, se existe esta
relacdo realmente pode estar implicada, e até que ponto pode ser mensurada
somente pelos pardametros de linfécitos totais, TCD4+, TCD8+ e da relacdo
CD4+:CD8+.

Embora nédo relatado anteriormente na literatura consultada, parece existir nos
animais estudados uma alteracéo do sistema imune em seu componente celular, na

raca Maine Coon, 0 que parece predispor a gengivite cronica. Esta alteragédo pode
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ter, hipoteticamente, um carater genético e especifico da raca abordada, ja que os
animais de outras racas, também portadores de gengivite crénica, nao
apresentavam tais alteracdes. Embora a afirmacéo de tal fato seja muito precoce e
sem embasamento cientifico comprobatério na atualidade, sua suposicdo é
perfeitamente cabivel. No entanto, outras doencas que podem, por ventura, surgir
em animais com menor componente imune celular, ndo possuem em sua maior
representatividade racial o Maine Coon (como a peritonite infecciosa felina nas racas
Persa e Bengal, por exemplo) (PEDERSEN, 2009).

Na atualidade, o principal tratamento empregado para o controle das
gengivites crénicas em gatos, é o uso de glicocorticéides (HARVEY, 1994).
Classicamente, os efeitos imunossupressores desses farmacos tém limitado sua
utilizacdo em pacientes felinos ou mesmo em humanos, com doencas que
comprometam direta ou indiretamente a imunidade. Os glicocorticéides podem
interferir na resposta imunoldgica celular de diferentes maneiras, sendo a mais
importante a diminuicdo da blastogénese dos linfocitos T, determinando uma
diminuicdo transitéria no nimero de células CD4+ e CD8+. Além disso, esses
farmacos também inibem a resposta imunolégica celular pela diminuicdo efetiva
da apresentacdo do antigeno as células T (COHN, 1997; SAUMA et al., 2002).

Em virtude de tais fatores, o uso de glicocorticdides no tratamento das
gengivites crénicas de animais da raca Maine Coon deve ser feito com cautela,
visto que estes animais possuem baixa resposta imune celular, quando
comparados a animais de outras ragas.

Isso remete a necessidade de novos estudos frente a diferentes
modalidades terapéuticas para o0 tratamento de tal enfermidade,
preferencialmente aquelas que nao utilizem glicocorticéides, visando evitar
maior comprometimento da imunidade celular destes animais, e
consequentemente, evitar o aparecimento de outras moléstias comuns em

animais com comprometimento imune celular.
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6 CONCLUSOES

A analise dos resultados deste estudo permite-nos concluir que:
O calicivirus felino estad altamente relacionado a ocorréncia de gengivite,
independentemente da raca estudada.
N&o existe maior prevaléncia do calicivirus felino em animais da raca Maine
Coon, quando comparados a animais de outras racas.
A chance de um animal portador do calicivirus, em cavidade oral, de
desenvolver gengivite crénica é 18,8 vezes maior do que 0s que nao possuem
0 virus na cavidade oral.
O efeito do calicivirus ndo é significativo nas alteragbes de nenhuma das
variaveis celulares estudadas (linfocitos totais, linfécitos TCD4+, linfécitos
TCD8+ e relacdo CD4+:CD8+).
Animais da raga Maine Coon com gengivite crbnica possuem menor
concentracdo de linfocitos totais, quando comparados a Maine Coons sem
doenca oral.
Animais da raca Maine Coon com gengivite crbnica possuem menor
concentracdo de linfocitos totais, quando comparados a animais de outras
racas com gengivite cronica.
Animais da raca Maine Coon com gengivite crénica possuem menores niveis
de linfocitos TCD4+, quando comparados a Maine Coons sem doenca oral.
N&o existe alteracdo significativa dos linfécitos TCD8+ em nenhuma das
variaveis estudadas.
Animais da raca Maine Coon com gengivite crénica possuem menor relacao
CD4+:CD8+, quando comparados a Maine Coons sem doenca oral.
Animais da raca Maine Coon com gengivite cronica possuem menor relacao
CD4+:CD8+, quando comparados a animais de outras ragas com gengivite

cronica.
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APENDICES

APENDICE A — Imagem da mucosa oral de um gato da raca Maine Coon
apresentando gengivite grau 3. Notar hiperemia em regido de fauces e inicio de
ulceracdo — Séo Paulo — 2011

APENDICE B — Imagem da mucosa oral de um gato da raca Maine Coon
apresentando gengivite grau 2. Notar hiperemia moderada em toda regido gengival,
principalmente na area correspondente ao dente c;;mino — Sao Paulo — 2011
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APENDICE C - Imagem da cavidade oral de um gato da raca Maine Coon com
gengivite grau 4. Animal com hiperemia, hiperplasia e ulceragdo gengival, com

APENDICE D — Imagem da cavidade oral do mesmo gato do APENDICE C. Notar
intensa hiperemia e hiperplasia gengival, bem como estria de material purulento —
Séo Paulo — 2011






