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Resumo

O género Protoparvovirus engloba varias espécies, incluindo o parvovirus canino do
tipo 2 (CPV-2) e o virus da panleucopenia felina (FPV). Adicionalmente, o0 CPV-2 apresenta
uma taxa de mutacdo nucleotidica frequente, levando a alteragfes aminoacidicas na proteina
viral 2 (VP2), responsaveis pela transmissdo, infecdo e propriedades antigénicas deste virus,
traduzindo-se na existéncia de subtipos (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2c).

Neste contexto, pretendeu-se com o presente trabalho, fazer a caracterizagdo molecular
do CPV-2 e 0 FPV de cées e gatos infetados na area metropolitana de Lisboa e determinar a
frequéncia de cada subtipo do CPV-2. Para tal, foram estudadas amostras fecais/sangue de 27
animais com sinais clinicos compativeis com infecéo causada por CPV-2 e FPV e com teste de
antigénio (SNAP) positivo (Idexx Laboratories ®, Portugal). Procedeu-se a extracdo de DNA
presente em amostras de fezes e sangue, posteriormente, procedeu-se a amplificacdo por PCR
do gene vp2 e sequenciacdo dos produtos de amplificacdo. As sequéncias obtidas foram
alinhadas com o programa MAFFT e a subtipificacdo viral com o programa Aliview.
Posteriormente, realizou-se uma arvore filogenética e andlise de haplé6tipos do CPV-2, do FPV

e de comparacdo do virus presente nas fezes e no sangue de seis amostras aleatorias.

No total, 0 virus mais prevalente na amostra foi FPV (48,0%). Nos gatos detetou-se FPV
(93,0%) e CPV-2c (7,0%). Nos cées, o subtipo predominante foi 0 CPV-2c (77,0%), seguido
do subtipo CPV-2b (23,0%). Foram identificadas algumas mutacdes nas amostras em estudo.
No estudo da arvore filogenética, o CPV e o FPV demonstraram ser monofiléticos.
Relativamente ao CPV-2 este demonstrou a presenca de segregacao de intragrupos, porém,

nenhum destes refletiu monofilia para os subtipos.

Estes resultados reforcam a questdo da importancia da identificacdo e monitorizacao dos
subtipos do CPV-2 em circulacdo nas populagdes caninas e felinas para a compreensdo da
evolucéo do virus, a sua epidemiologia e o0 seu impacto na satde dos hospedeiros. Estes apoiam
a necessidade de anélises moleculares regulares e de uma revisdo da classificacdo com base na

sequéncia do genoma completo do subtipo viral.

Palavras-chave: Parvovirus canino, virus da panleucopenia felina, gene vp2, filogenia



Abstract

The genus Protoparvovirus comprises several species, including canine parvovirus type 2
(CPV-2) and feline panleukopenia virus (FPV). Additionally, CPV-2 exhibits a high nucleotide
mutation rate, leading to amino acid changes in the Viral Protein 2 (VP2), which are responsible
for the virus's transmission, infection, and antigenic properties, resulting in the existence of
subtypes (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2c¢).

In this context, the present study aimed to characterise CPV-2 and FPV from infected dogs and
cats in the Lisbon Metropolitan Area (LMA), to determine the prevalence of CPV-2 subtype
through nucleotide sequencing. A total of 27 animals presenting clinical signs compatible with
CPV-2 and FPV infections were tested, all of which had a positive result in an antigen (SNAP)
test (Idexx Laboratories®, Portugal). DNA was extracted from faecal and blood samples,
followed by PCR amplification of the vp2 gene and sequencing of the amplification products.
The obtained sequences were aligned using the MAFFT programme, and viral subtyping was
performed using the Aliview programme. Subsequently, a phylogenetic tree and haplotype
analysis were constructed to compare CPV-2 and FPV isolates as well as the virus present in

faeces and blood from six samples.

Overall, the most prevalent virus was FPV (48,0%). In cats, FPV was detected in 93,0% of
cases, and CPV-2c in 7,0%. In dogs, the predominant subtype was CPV-2c (77,0%), followed
by CPV-2b (23,0%). Several mutations were identified in the analysed samples. Phylogenetic
tree analysis demonstrated that CPV and FPV were monophyletic. Regarding CPV-2,
intragroup segregation was observed; however, none of the clusters exhibited monophyly for

subtypes

These findings emphasise the importance of identifying and monitoring circulating CPV-2
subtypes in canine and feline populations to better understand the virus's evolution,
epidemiology, and its impact on host health. This study supports, the need for regular molecular
analyses and a revision of the classification based on the full genome sequence of the viral

subtype.

Key-words: canine parvovirus, feline panleukopenia, gene vp2; phylogeny
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Descricdo da casuistica do estagio curricular

Neste relatério a autora relata sucintamente as atividades desenvolvidas durante o
periodo de estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (MIMV) da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona (FMV-ULuso6fona) - Centro

Universitario de Lisboa.

O estégio foi realizado no AniCura Hospital Veterinario do Restelo, entre setembro de
2023 e marco de 2024, sob orientacdo da Mestre Cheila Pedroso, médica veterinaria
responsavel pelo internamento hospitalar. A carga horéria foi de aproximadamente de 700
horas de trabalho, repartidas em turnos diurnos e noturnos, correspondendo a 40 horas
semanais, com duas folgas semanais e num regime rotativo. Em termos de organizagéo, o
Hospital AniCura Restelo conta com um corpo clinico de médicos, enfermeiros e auxiliares
que realizam consultas de medicina geral, consultas de especialidade, consultas sem
marcagdo, urgéncias com triagem, cuidados de internamento e unidade de cuidados

intensivos e procedimentos cirdrgicos diarios.

Com o objetivo de consolidar e aprofundar conhecimentos adquiridos durante o MIMV
como desenvolver novos, foi dada a oportunidade a autora de assistir e contribuir nas
principais areas: medicina interna, cirurgia e imagiologia. Durante o estagio curricular a
autora esteve presente nas formacoes internas que o Hospital disponibiliza para os seus

colaboradores.

Relativamente a casuistica, o estagio incidiu maioritariamente na medicina de animais
de companhia, nomeadamente cées e gatos. O grupo dos cées foi 0 mais observado (n =
540), correspondendo a 53,9% dos casos, seguido do grupo dos gatos (n = 360) que
correspondeu a 35,9%. Por fim, 10,2% dos animais corresponderam a animais exoticos (n

= 102), sendo estes divididos em varias espécies (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Frequéncia relativa da casuistica por tipo de animal observada pela autora

durante o estagio curricular no Hospital AniCura Restelo.

Na area da medicina interna, a autora acompanhou consultas de varias especialidades.
Durante as consultas, a autora acompanhou o médico veterinario enquanto este realizava
anamneses, exames de estado geral e direcionados, exames de diagnéstico complementar e
planeamento do tratamento. Durante o decorrer do estagio, foi possivel assistir a consultas das
diversas areas que o hospital dispde, estando as mesmas descritas no Grafico 2.

Urgéncias Oncologia

17.0% 15,3%
Gastroenterologia

Cirurgia 8.5%

7.7%

Ortopedia

2,2% Endocrinologia

Neurologia 6,4%

3,2%

Cardiologia

1,7% Medicina Preventiva

5,1%
Exoticos Doengas Imunomediadas

8,7% 2,1%

Imagiologia
22,1%

Gréfico 2 - Frequéncia relativa da casuistica observada pela autora durante o estagio curricular
no Hospital AniCura Restelo nas diferentes especialidades.
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Em relacdo a distribuicdo percentual da casuistica observada pela autora a Imagiologia
foi a area que a autora contactou com maior frequéncia com a execucdo de exames
imagiologicos, cerca de 22,1% (n = 260). Outra &rea de grande destaque foram as Urgéncias,
representando 17,0% dos turnos, abrangendo tanto as consultas de urgéncia e as consultas sem
marcacdo. A autora acompanhou diversas consultas de Oncologia (cerca de 15,3%),
abrangendo as primeiras consultas, consultas de acompanhamento e sessdes de quimioterapia.
As outras areas mencionadas no Gréfico 2, correspondem a motivos de consulta que a autora
acompanhou ao longo do estagio, sempre acompanhada por um médico veterinario especialista

na area em questao.

No ambito do internamento hospitalar, a autora teve a oportunidade de realizar varias
atividades, como célculo de doses, preparacdo e administracdo de farmacos, exames fisicos
diarios, acompanhamento dos casos clinicos, e realizagdo de exames complementares de
diagndstico, tais como analises sanguineas, radiografias e ecografias abdominais. Esta
experiéncia permitiu o aprimoramento das habilidades de trabalho de equipa, de entreajuda e

pensamento critico na tomada de decisoes.

Na area de imagiologia clinica, a autora acompanhou durante o estagio a realizacdo de
tomografias computorizadas (TC), ressonancias magnéticas, ecografias abdominais e torécicas,
ecocardiografias e radiografias (Grafico 3). Observaram-se diversas ecografias com propdsitos
diferentes, desde ecografias de urgéncia, avaliacao renal, estadiamento renal, investigacdo de
corpos estranhos, ecografias de controlo de animais internados, puncdes ecoguiadas,
cistocenteses, abdominocenteses e toracocenteses ecoguiadas (Grafico 3). Ocasionalmente, e
sempre supervisionada por um médico veterinario experiente, a autora pode pér em pratica 0s
conhecimentos ecogréficos adquiridos. A autora acompanhou o servigo de Tomografia
Computorizada e Ressonancia Magnética, tendo auxiliado em diversos exames e participado na
preparacdo do animal pré-exame imagioldgico. A aluna acompanhou a discussdo dos casos
imagioldgicos entre os especialistas. O AniCura Hospital Veterinario do Restelo tem um centro

de referéncia para exames de imagem, nomeadamente ecografias e ressonancias magnéticas.
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Grafico 3 — Frequéncia absoluta do nimero de procedimentos observados na area de

Imagiologia (n = 260).

Na area da cirurgia, foram realizados vérios procedimentos, como consultas pré-
cirirgicas dos pacientes, preparacdo pré-cirurgica, classificagdo do risco anestésico,
planeamento do protocolo anestésico, planeamento da abordagem cirdrgica, participacdo nas
cirurgias como assistente, ficando encarregue de auxiliar o cirurgido principal, e

acompanhamento dos pacientes no recobro e na preparagdo da alta cirdrgica.

Durante 0s meses de estagio, foram observados diversos tipos de procedimentos
cirurgicos, tais como cirurgias de tecidos moles (82,4%), minima invasdo (11,8%), ortopédicos
(3,9%) e ortodontia (2,0%) (Gréafico 4). Por dltimo, a autora observou o servi¢o de animais
exoticos do Hospital tendo a oportunidade de acompanhar consultas e exames complementares
de diagndstico.

Ortodontia

Ortopedia

Minima Invasdo

Tecidos moles

Grafico 4 — Frequéncia relativa das tipologias de cirurgia observadas pela autora durante o
estagio (n = 90).
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Caracterizacdo molecular da infecédo por Parvovirus Canino e pelo Virus da
Panleucopenia Felina em cées e gatos da Area Metropolitana de Lisboa.

1. Introducéao
1.1  Etiologia do Parvovirus Canino do tipo 2

1.1.1 Taxonomia

A familia Parvoviridae inclui virus que infetam o ser humano, macacos, suinos,
canideos, felideos, visons, guaxinins, ratos, entre outros; esta familia subdivide-se em trés
subfamilias: Parvovirinae, Desovirinae e Hamaparvovirinae (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV], 2022)

A subfamilia Parvovirinae inclui vérios virus que afetam vertebrados e é composta por
dez  géneros: Amdoparvovirus, Artiparvovirus,  Aveparvovirus, Bocaparvovirus,
Capiparvovirus, Dependoparvovirus, Erythroparvovirus, Loriparvovirus, Protoparvovirus e
Tetraparvovirus (ICTV, 2022). No entanto, nem todos os virus que infetam vertebrados

pertencem a esta subfamilia.

O género Protoparvovirus inclui quinze espécies, incluindo Protoparvovirus
carnivoran 1. Dentro desta espécie, encontramos 0s seguintes virus: Parvovirus Canino do tipo
2 (CPV-2, do inglés Canine Parvovirus Type 2), o Virus da Panleucopenia Felina (FPV, do
inglés Feline Panleukopenia Virus), Virus da Enterite dos Visons (MEV, do inglés Mink
Enteritis Virus) e o Virus da Parvovirose do Guaxinim (RDPV, do inglés Raccoon Dog
Parvovirus) (Barrs, 2019).

1.1.2 Estrutura e ciclo viral do Protoparvovirus carnivoran 1

O Protoparvovirus carnivoran 1contém um genoma de &cido desoxirribonucleico (DNA,
do inglés deoxyribonucleic acid) em cadeia simples (ssDNA, do inglés single-stranded
deoxyribonucleic acid), linear e de sentido negativo, com cerca de 5 kb e capside proteica de
simetria icosaédrica (Ohshima & Mochizuki, 2009). O virido ndo possui invélucro e tem um

formato esférico, com um didmetro de 18-25 nm (De la Torre et al., 2018).

O genoma viral contém dois quadros de leitura abertos (ORF, do inglés open reading frame)
(Figura 1). A ORF1, que codifica as proteinas ndo estruturais 1 (NS1, do inglés non structure
protein 1) e 2 (NS2) na extremidade 3’ (Parrish et al., 1988).
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A ORF2 codifica a proteina viral 1 (VP1, do inglés Viral Protein 1) e a proteina viral 2
(VP2, do inglés Viral Protein 2) na extremidade 5’ (Reed. et al.,1988; Miranda & Thompson,
2016) e a proteina viral 3 (VP3, do inglés Viral Protein 3). As duas proteinas estruturais sao
idénticas na sua sequéncia, exceto na porcdo N-terminal em que 143 aminoacidos s&o
exclusivos da VP1 (Moon et al., 2020). A capside é composta por 60 subunidades, sendo 5 a 6
copias da proteina VP1 e 54 a 55 coOpias da proteina VP2. A proteina VP2 é a maior proteina
da cépside e ocupa cerca de 90,0% da mesma (Hueffer et al., 2003). A maioria dos estudos, tem

investigado a evolucdo na proteina VP2 em vez de se concentrar no VVP1 (Moon et al., 2020).

e 2000 2246 2317 3000 s9po 2000

T Ly ™ — 5323
73 = 219 2w VP2 426 4541

Figura 1 — Organizacdo do genoma do Parvovirus Canino tipo 2, com destaque para a
posicdo aminoacidica 426 que permite a genotipagem dos subtipos virais (Adaptado de
Demeter et al., 2010; Miranda et al., 2016a).

O gene vp2 é composto por 1755 pares de bases e codifica 584 aminoacidos (Lee et al.,
2019). A proteina VP2 pode ser clivada perto da extremidade da cadeia polipeptidica onde esta
0 grupo amina livre por proteases hospedeiras para a producdo da proteina estrutural VP3. A
proteina VP2 contém epitopos antigénicos primarios das particulas virais que desempenham
um papel muito importante na sele¢do dos hospedeiros, na patogenicidade viral (Truyen, 2006),

na antigenicidade e no tropismo celular do virus (Hao et al., 2022).

A capside apresenta depressdes circulares circundadas por saliéncias proeminentes a
superficie. O local de ligacdo ao recetor do hospedeiro e do tropismo celular encontra-se na
superficie destas saliéncias. Nesta zona encontra-se também o local de ligagdo da maioria dos
anticorpos (Ac) direcionados contra a capside (Tsao et al., 1991; Agbandje et al., 1993;
Shackelton et al., 2005).

A replicacdo da espécie Protoparvovirus carnivoran 1 ocorre no ndcleo de uma célula
que se encontre na Fase S da mitose celular, pois o virido necessita da maquinaria enzimatica
de replicacdo do DNA celular, uma vez que o mesmo ndo possui uma DNA polimerase. Nem
todas as populacdes celulares que tém fases de replicacdo rapidas sdo igualmente afetadas,
sugerindo que exista algum tropismo viral por determinados 6rgdos-alvo (Pollock, 1984).
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O ciclo replicativo dos virus da classe Il - sSSDNA - inicia-se com a entrada dos virides
na célula por endocitose mediada pela clatrina. Na célula, os viribes transitam pela via
endossomica. Ocorre a libertacdo da capside no citoplasma devido a atividade enzimética da
VP1 apds a permeabilizagdo da parede endossomal recém-formada. Os virides sdo
transportados via microtubulos para o nucleo da célula, local onde ird decorrer a replicacdo
(Sykes et al., 2023).

A entrada no ncleo, forma-se uma cadeia dupla de DNA (dsDNA, do inglés double
stranded deoxyribonucleic acid) viral através da DNA polimerase celular, composta por uma
cadeia de sentido positivo e outra de sentido negativa. A RNA polimerase (do inglés ribonucleic
acid polimerase) transcreve os mRNA virais (do inglés messenger ribonucleic acid), que séo
traduzidos em proteinas estruturais e ndo estruturais no citoplasma da célula. Estas proteinas

vao dar origem a capside proteica (Sykes et al., 2023).

O dsDNA é novamente replicado em cadeias simples de sentido negativo e outras de
sentido positivo. A montagem da capside viral ocorre no ndcleo. A libertagdo dos virides é feita
por lise celular, independentemente do sentido do genoma. Ambos 0s virides podem causar
doenca ao hospedeiro, contudo, os virus de DNA de cadeia simples, independentemente de
terem sentido positivo ou negativo, necessitam primeiro de formar um intermediario de DNA

de cadeia dupla para iniciarem a replicagéo viral (Cotmore & Tattersall, 2014).

1.1.3 Origem do CPV-2

O CPV-2 foi identificado como um novo virus na década de 70 do século XX, com os
primeiros registos deste virus em 1978 por Appel e colaboradores durante a propagacdo
pandémica na populacio canina (Goddard & Leisewitz, 2010), pela Asia, Australia, Nova
Zelandia, América e Europa (Parrish et al., 1988, 1999).

O CPV-2 dos cées e o FPV tém um ancestral comum e sdo semelhantes a dos animais
selvagens (Miranda et al., 2016a; Allison et al., 2012, 2013).

Varios estudos sugerem que o CPV-2 teve origem numa nova variante do FPV (Hueffer
& Parrish, 2003). O CPV-2 e 0 FPV tém uma semelhanca genética de cerca de 98%, variando,
porém, nos residuos aminoacidicos da proteina VP2 (Miranda et al., 2016a). Alguns autores

defendem que o CPV-2 terd surgido quando o FPV adquiriu a mutacdo que permitiu ter a
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capacidade de se ligar ao recetor de transferrina canino tipo 1 (TfR, do inglés Transferrin
receptor) (Truyen et al., 1996, Schackelton et al., 2005, Allison et al., 2012).

A adaptagdo ao novo hospedeiro, o cdo, foi resultado de seis alteragdes aminoacidicas
(Truyen et al., 1995). As mutacdes nos residuos aminoacidico 93, 103 e 323 conferiram a
capacidade de infetar o cdo (Chang et al., 1992, Truyen et al., 1995) e por outro lado as
mutacdes nos residuos 80, 564 e 568 foram associados a perda da capacidade de replicacdo em
gatos (Truyen et al., 1994). Contudo foram identificadas duas mutagdes extra, no residuo 232
e 375 que diferem 0 CPV-2 do FPV (Parrish et al., 1991a).

Estas alteragcOes aumentaram a eficiéncia da infecdo em cdes e foram determinantes para
a emergéncia e disseminacdo global do CPV-2 a partir do final da década de 1970 (Truyen et
al., 1996). Além disso, a mutacdo no residuo 375 pode estar associada a mudangas na
antigenicidade do virus, com possiveis implicac@es na resposta imunoldgica e eficacia vacinal
(Miranda & Thompson, 2016Db).

1.2 A evolucéo geneética do CPV-2
1.2.1 A evolucéo dos subtipos do CPV-2

O CPV-2 apresenta uma taxa de substituicdo nucleotidica elevada, o que se traduz numa
substituicdo aminoacidica de 10 residuos por ano, uma caracteristica que o torna muito
semelhante aos virus com genoma de RNA. A alta taxa de mutacdo e a variabilidade do CPV-
2 permitiu um rapido aumento e disseminacdo do virus nos cdes domésticos (Schackelton et al.,
2005).

As substituicdes de nucleotidos foram relatadas como sendo mais frequentes no gene
vp2, por este proporcionar uma vantagem seletiva para os novos subtipos virais (Shackelton et
al., 2005). Estas mutacBes podem afetar a resposta imunitaria do hospedeiro, reduzindo o
reconhecimento viral dos anticorpos neutralizantes e potenciar a entrada do virus nas células
(Lee et al., 2019).

Com a globalizagdo, o virus modificou-se e surgiram trés novos subtipos (CPV-2a,
CPV-2b, CPV-2c¢) (Santana et al., 2022). Na década de 80 do século XX, foi identificado o
subtipo CPV-2a. Este subtipo apresenta alteracfes genéticas que permitem a ligacdo das
particulas virais aos recetores TfR caninos e felinos. As alteracdes que diferenciam a variante
CPV-2 do subtipo CPV-2a ocorrem em cinco residuos aminoacidicos na proteina VP2: M87L,
1101T, A300G, D305Y e V5551 (Parrish et al., 1991; Santana et al., 2022) (Figura 2).
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Figura 2 - Processo evolutivo do CPV-2 (Adaptado de Miranda et al., 2016a).

A variante CPV-2a, durante os primeiros 2 a 3 anos ap0s a sua descoberta, foi a mais
predominante, tornando-se, assim, uma forte ameaca para os cées afetados (Parrish et al., 1988).
Este virus recuperou a capacidade de infetar gatos, através das primeiras trés mutacfes nos
residuos aminoacidicos 87, 300, 305 (Miranda et al., 2016a).

O CPV-2b foi identificado pela primeira vez no ano 1984 nos Estados Unidos da
América (EUA) e o CPV-2c foi identificado em Italia no ano 2000 (Buonavoglia et al., 2001)
(Figura 2). Em contraste com o subtipo CPV-2a, o subtipo CPV-2b tem alteragdes em dois
residuos aminoacidicos: N426D e 1555V (Parrish et al., 1991; Buonavoglia et al., 2001). A
mutacdo no residuo 555 é uma mutacdo que € considerada uma reversdo ou retencdo da
sequéncia original (Miranda et al., 2016a) o que sugere ndo ter um impacto significativo no
virus. O subtipo CPV-2c, por sua vez, apenas difere num residuo aminoacidico, na posi¢éo 426,
na proteina VP2 (D426E) em relacdo ao CPV-2b (Organtini et al., 2015) (Figura 2).

Como os subtipos virais CPV-2b e CPV-2c diferem do CPV-2a em apenas num residuo
aminoacidico, o0 426, alguns autores consideram os subtipos CPV-2b e CPV-2c como subtipos
do CPV-2a (Organtini et al., 2015).

Outras mutag¢Oes ndo sindnimas tém sido descritas na literatura referentes aos subtipos
virais (Miranda et al., 2016a). Mais recentemente, uma nova mutacdo (S297A) foi detetada
nos virus CPV-2a e CPV-2b (Ohshima et al., 2008). No entanto, esses subtipos do CPV-2 nao
receberam nenhuma designacdo taxondémica ou comum clara, apesar de sua presenca em

diferentes areas geograficas (Mira et al., 2018).
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Os trés subtipos do CPV-2, estdo atualmente disseminados pelo mundo com focos
epidemioldgicos que variam geograficamente (Miranda et al., 2016a). Foram descritas infecdes
em cdes em Africa, América, Asia, Australia e Europa (Decaro et al., 2007; Markovich et al.,
2012). Por outro lado, o CPV-2 original ndo se encontra em circulacgao, estando apenas presente

em algumas formulagdes vacinais (Decaro & Buonavoglia, 2017).

Num estudo recente, que envolveu cerca de 50 paises e analisou 6 211 sequéncias de CPV-
2 em cées, verificou-se que o subtipo CPV-2c é dominante na Asia, Africa e América. Por outro
lado, na Europa e Oceania, diferentes subtipos coexistem de forma coepidémica (Hao et al.,
2022).

Num estudo que decorreu em Portugal continental com 104 amostras, os subtipos CPV-
2b e CPV-2c foram os dominantes, com uma distribuicdo muito semelhante nas trés zonas do
pais de onde provieram as amostras (Norte, Centro e Sul). A variante CPV-2a foi detetada uma

Unica vez (Vieiraet al., 2011).

Os resultados obtidos no estudo de Miranda et al. (2016b), sugerem que a variante CPV-
2¢ € a mais prevalente em Portugal, nas populac@es canina e felina. Existem também relatos de

infecdo em carnivoros selvagens e em gatos com a variante CPV-2c¢ (Miranda et al., 2014).

Inicialmente, caracterizou-se a doenca virica pelo aparecimento de quadros graves de
enterite hemorragica, insuficiéncia cardiaca e miosite de caracter ndo supurativa em cées (Hall
& German, 2005). Com base nos sinais clinicos, ndo é possivel distinguir o subtipo viral do
CPV-2 (Markovich et al., 2012). Contudo, alguns estudos reportam que o subtipo CPV-2c
podera ser mais virulento (Decaro et al., 2008), porém outros estudos relatam menor

mortalidade e doenca mais leve (Decaro et al., 2005).

As coinfec¢Bes por multiplos subtipos do CPV-2 em cdes sao raras, contudo ja existem
casos documentados (Miranda et al., 2016b). Estas coinfe¢des contribuem para a diversidade

viral e para o surgimento de novos subtipos (Miranda et al., 2016b).

1.2.2 Epidemiologia da infegdo por CPV-2 nos cées

O CPV-2 é considerado um virus ubiquitario devido a sua resisténcia no ambiente (por

mais de um ano) e pela sua capacidade de infetar diversos hospedeiros (Decaro et al., 2012).

A doenca é caracterizada por um desenvolvimento rapido, com maior mortalidade nos

primeiros dois a trés dias ap6s o inicio dos sinais clinicos. Afeta animais jovens, com maior
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predominancia entre as seis semanas e 0s seis meses (Houston et al., 1996), especialmente em
cachorros ndo vacinados ou que tém baixos titulos de anticorpos maternais (Decaro et al.,
2012).

Inicialmente, acreditava-se que o periodo de incubacéo (PI) do virus era de 7 a 14 dias,
mas, atualmente, outros estudos mostram que podera ser de 4 a 6 dias (Goddard & Leisewitz,
2010).

Existem algumas racas de cdes com maior predisposicdo a uma enterite grave por
infecdo pelo virus como, por exemplo, Labrador Retriever, Pastor Alemé&o, English Springer
Spaniel, Pinscher, Doberman, Rottweiler, American Staffordshire e Malamute (Greene &
Decaro, 2012).

Os principais fatores para o desenvolvimento de doenca clinica sdo: a idade do animal,
a carga viral, o estado imunitario e a presenca de doencas concomitantes. Em alguns animais,
a doenca apresenta uma fase hiperaguda, a qual esta associada uma maior mortalidade (Goddard
& Leisewitz, 2010).

1.2.3 Epidemiologia da infecdo do CPV-2 nos gatos

Os trés subtipos virais do CPV-2 sdo capazes de infetar os gatos, ao contrario do virus
CPV-2 original (Mochizuki et al., 1993; Battilani et al., 2006). Nos gatos, a infecdo pelos
subtipos do CPV-2, leva frequentemente a doenca clinica ligeira comparativamente com o FPV

e comparativamente ao CPV-2 nos caes (Markovich et al., 1993).

Todos os subtipos de CPV-2 tem sido isolado nas fezes de gatos domésticos e selvagens
doentes, sugerindo que o virus possa causar doenca ligeira ou subclinica (Hoelzer & Parrish,
2010).

A coinfeccdo por varios subtipos de CPV-2 também esta descrita em gatos (Battilani et
al., 2006, 2007): o CPV-2a com o CPV-2c e 0 CPV-2a com o virus FPV. Este tipo de infecBes
potencia a recombinacdo e a diversidade genética do virus (Battilani et al., 2006). O virus é
excretado por periodos de 4 a 6 semanas no decurso de uma infecdo subclinica (Clegg et al.,
2012). Os gatos podem atuar como um potencial reservatorio do virus, contribuindo para a sua
transmissdo a outros gatos e cédes (Clegg et al., 2012). As coinfec¢bes aumentam o papel
epidemioldgico do gato como potencial reservatério (Battilani et al., 2013).
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1.3 Patogénese

A transmissdo do CPV-2 ocorre por via fecal-oral (Greene & Decaro, 2012) ou pelo
contacto com superficies contaminadas (Santana et al., 2022). A replicacdo do virus ocorre em
Orgdos com rapida divisao celular, como os precursores hematopoiéticos, linfocitos, epitélio
gastrointestinal, medula éssea, mucosa oral e esofagica (Greene & Decaro, 2012), podendo
ocorrer também no cérebro (Decaro et al., 2007; Decaro et al., 2009).

Depois da ingestdo, inicia-se a replicacdo viral no tecido linféide da orofaringe
(incluindo tonsilas, linfondos locais e retrofaringe), nos linfonodos timicos e mesentéricos
(Crawford & Sellon, 2010). O virus é transportado pelos leucocitos, através da corrente
sanguinea até as criptas de Lieberkihn no intestino. A virémia ocorre entre 0 1.° e 0 5.° dia p6s-
infecdo. Apds a virémia, o CPV-2 localiza-se predominantemente no epitélio que reveste a
cavidade oral, lingua, eséfago, intestino delgado, medula 6ssea e o tecido linféide (timo e
linfonodos) (Goddard & Leisewitz, 2010).

O tropismo para as células das criptas de Lieberkiihn na fase de desmame dos cachorros
aumenta a predisposicdo para o desenvolvimento de doenga clinica. Durante o desmame, as
celulas das criptas de Lieberkihn tm um elevado indice mitdtico devido & alteracdo na
alimentacdo e consequente alteracdo da flora microbiana entérica (Sykes et al., 2023). Por este
motivo, 0s animais nesta fase estdo mais suscetiveis a infecdo viral devido a este acelerado
mecanismo mitético (Goddard & Leisewitz, 2010). O CPV-2 infeta o epitélio germinal da cripta
intestinal do ileo e do jejuno entre 4 e 5 dias ap6s a infecdo, causando necrose do epitélio
intestinal e atrofia das vilosidades. Consequentemente, aparecem sinais clinicos entéricos,

como vomito e diarreia, que pode ser hemorragica (Sykes et al., 2023).

A infecdo dos leucdcitos, principalmente associada aos linfdcitos circulantes, induz
neutropenia e linfopenia (Greene & Decaro, 2012; Pollock, 1982), o que leva a uma
imunossupresséo, deixando o animal suscetivel a infegdes secundérias. A linfopenia geralmente

é observada entre os 3 e 0s 7 dias depois da infe¢do (Pollock, 1982).

A excrecdo do virus ocorre a partir do 3.° ou 4.° dia ap6s a infecdo (Prittie, 2004). Esta
excrecdo é variavel, pode ocorrer até varias semanas apos a infecdo e estd dependente da
resposta imunitaria que o animal tem para inibir a excrecéo viral (Greene & Decaro, 2012).

Alguns caes, podem excretar o0 virus até 12 a 14 dias apés o inicio da infecdo (Hoelzer et al.,
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2008). Os anticorpos sdo detetaveis no soro a partir do 3.° dia apds a infecdo (Sykes et al.,
2023).

O DNA do Protoparvovirus Carnivoran 1 persiste nos tecidos dos animais que foram
previamente infetados por um longo periodo (mais de seis meses) (Pinto et al., 2012; Decaro &
Buonavoglia, 2012). O virus pode permanecer latente em células mononucleares do sangue
periférico (Hoelzer et al., 2008). No entanto, sdo necessarios mais estudos para investigar que
fatores poderiam induzir novamente a doenca nestes animais (Barss, 2019).

Em animais post mortem, o virus foi isolado em necropsias a partir de pulmdes, rins,

baco, figado e miocardio, comprovando que é uma doenca sistémica (Marenzoni et al., 2020).

1.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos manifestados sdo muito semelhantes entre animais domésticos e
animais selvagens (Parrish, 1995). E mais comum a doenca afetar cachorros entre as 6 semanas
e 0s 6 meses de idade, muitas vezes com doencas concomitantes (Crawford & Sellon, 2010). O
CPV-2 pode afetar cdes adultos e vacinados; porém, as infeces nestes animais sdo geralmente

subclinicas ou com sinais ligeiros (Greene & Decaro, 2023).

Os sinais clinicos gastrointestinais sdo 0s mais comuns, e geralmente aparecem 3 a 7
dias apo6s a infecdo (Parrish, 1995) sendo a letargia e a anorexia 0s primeiros sinais exibidos
(Prittie, 2004). A forma entérica compreende a fase de émese, enteropatia do intestino delgado,
depressdo do estado mental, anorexia, febre e desidratacdo em animais jovens (Hoelzer et al.,
2008). Com a evolucdo da doenga, as fezes poderdo passar a ser hemorragicas, 0 que é
indicativo de destruicdo da camada mucosa do intestino, com perda de sangue, de proteinas
plasmaticas (hipoalbuminémia) e de eletrolitos (Greene & Decaro, 2023). As fezes dos animais
doentes tém um odor caracteristico por ser fétido devido a necrose do tecido epitelial intestinal

e ao sangue presente nas fezes (Goddard & Leisewitz, 2010).

Alguns cédes apresentam sialorreia, indicativa de ndusea. A diarreia associada com o
vomito pode levar os animais a uma desidratacdo grave e a choque hipovolémico (Greene &
Decaro, 2023). Este choque caracteriza-se pelas mucosas palidas e secas, tempo de replecéo
capilar (TRC) inferior a dois segundos, pulso femoral fraco, taquicardia compensatoria,

hipotensdo e extremidades frias (Prittie, 2004).

A nivel analitico esta descrita uma leucopenia grave abaixo de 2000 a 3000 células/ml

de sangue (Greene & Decaro, 2023). Esta leucopenia ocorre devido a destrui¢do dos precursores
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dos leucaocitos ao nivel da medula 6ssea; porém, estes animais podem apresentar valores de
leucdcitos dentro dos valores de referéncia no sangue, com neutrofilia e linfocitopenia
associadas (Greene & Decaro, 2023). A anemia também pode estar presente devido a perda de
sangue pelas fezes, e a trombocitopenia estd associada a perda de plaquetas no sistema

gastrointestinal (Rewerts, 2000).

O virus pode causar miocardite fatal nos animais seronegativos que sdo infetados in
utero ou nas primeiras oito semanas de vida, devido a répida divisdo celular dos midcitos
(Prittie, 2004). A infecdo leva a inflamacdo e necrose do miocardio, que pode
consequentemente levar a edema pulmonar e/ou congestdo hepatica, devido a insuficiéncia
cardiaca congestiva (Greene & Decaro, 2023). Os cachorros que sobrevivem & miocardite,
tendem a desenvolver cardiomiopatia dilatada devido a fibrose associada (Sykes et al., 2023)
ou cardiomiopatia dilatada juvenil (Sime et al., 2015). Nestes casos, ndo ha diarreia porque o

virus esta a replicar-se em células musculares do coracdo (Kumar & Nandi, 2010).

A parvovirose canina também esta associada a lesdes neuroldgicas, embora sejam raras
e geralmente secundarias a complicacGes sistémicas como coagulacdo intravascular
disseminada (Sykes et al., 2023).

1.5 Diagndstico
O diagndstico clinico deve ser rapido, especialmente em locais com muitos animais,
como criadores e canis, de forma a poder isolar os animais doentes (Desario et al., 2005). O
diagnostico com base nos sinais clinicos é pouco preciso, uma vez que existem outros virus que
causam sinais clinicos muito semelhantes (como, por exemplo, o Coronavirus, o0 Adenovirus e

0 Rotavirus caninos) (Decaro et al., 2012).

A enterite viral € um dos primeiros diagnésticos diferenciais em cdes com menos de seis
meses que apresentam diarreia, vOmitos e anorexia. Por este motivo, o diagnostico clinico deve

ser confirmado com testes laboratoriais (Desario et al., 2005).

1.5.1 Métodos de diagnostico laboratorial

Foram desenvolvidos ao longo dos anos novas abordagens de diagndstico para detetar
e caracterizar o virus, baseadas em técnicas imunoldgicas, moleculares e genéticas (Decaro &

Buonavoglia, 2012).
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Geralmente sdo usadas fezes dos animais infetados para confirmacdo da doenca.
Contudo, também se pode usar sangue em fases mais tardias, devido ao longo periodo de

virémia (Decaro et al., 2005).

1.5.1.1 Métodos de detecdo do virus
1.5.1.1.2 Métodos soroldgicos

Os métodos Serologicos mais comuns na pratica clinica sdo 0s ensaios de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay) que
permitem detetar a presenca de antigenios virais. E o teste de imunocromatografia que é o mais
comum na pratica clinica para o diagnostico etiologico de parvovirose em cachorros (Decaro
& Buonavoglia, 2012).

As particulas virais sdo excretadas nas fezes a partir do terceiro dia do P, sendo mais
facilmente detetadas no pico de excre¢do viral, que ocorre entre 0 4.° e 0 7.° dia. Assim, 0
momento ideal para a utilizagdo deste método de diagndstico é entre 0 4.° e 0 8.° dia de PI,
correspondendo aos primeiros 2 a 4 dias apds o inicio dos sinais clinicos (Decaro &

Buonavoglia, 2012).

Outros métodos de detecdo, como microscopia eletrénica, isolamento viral e
hemaglutinacdo poderao ser usados, contudo, ndo sdo tao frequentes na préatica clinica (Miranda
et al., 2016b).

1.5.1.1.2.1 Teste de Imunocromatografia

Os testes de imunocromatografia podem ser de fluxo bilateral ou de fluxo lateral é
amplamente utilizada na préatica clinica devido a sua acessibilidade, custo reduzido e rapidez
quando em comparag¢ao com outros métodos, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR,
do inglés Polymerase chain reaction) (Esfandiari & Klingeborn, 2000). Além disso, essa
técnica pode ser realizada diretamente no Centro de Atendimento Médico Veterinario (CAMV),

sem a necessidade de um laboratorio externo (Esfandiari & Klingeborn, 2000).

O teste SNAP (ldexx Laboratories ®, Portugal), um dos mais utilizados, deteta a
presenca de antigénios virais nas fezes. Para um resultado positivo, € necessario que haja uma
quantidade suficiente de antigénio na amostra fecal, permitindo a formacdo de um complexo
antigénio-anticorpo que desencadeia uma reacdo enzimatica visivel (Idexx Laboratories®,
n.d.).
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Embora estes testes sejam amplamente utilizados, a sua sensibilidade é variavel entre
laboratdrios e pode ser inferior a 50,0% (Decaro & Buonavoglia, 2012). Isso significa que um
resultado positivo confirma o diagnostico, mas a baixa sensibilidade pode gerar uma maior
frequéncia de resultados falsos negativos. O resultado negativo, ndo elimina a possibilidade de
infecdo por CPV-2. Os falsos negativos podem ocorrer devido a diversos fatores, como
excrecdo fecal transitoria do virus, diminuicdo da excrec¢do viral, ligacao dos anticorpos ao virus

ou diluicdo nas fezes (Sykes, 2013; Mylonakis et al., 2016).

Resultados falsos positivos podem ocorrer em animais recentemente vacinados (entre 4
e 15 dias antes do teste) (Prittie, 2004) com vacinas modificadas (Sykes et al., 2023). No
entanto, a especificidade do teste SNAP é alta, variando entre 90,0% e 100,0% (Mylonakis et
al., 2016).

Os testes SNAP (Idexx Laboratories ®, Portugal) para a detecdo do antigénio do CPV-
2 também podem ser utilizados em gatos, pois detetam tanto a variante CPV-2a como o FPV
em fezes felinas (Barrs, 2019). Entretanto, a especificidade desses testes em gatinhos

recentemente vacinados varia entre 79,8% e 98,4% (Meason-Smith et al., 2016).

1.5.1.1.3 Métodos moleculares

A PCR é umatécnica molecular que tem sido utilizada para a dete¢cdo do DNA do CPV-
2. Esta técnica pode ser usada para confirmacdo do diagnéstico nos animais que testem negativo
nos testes de imunocromatografia, mas cuja apresentacdo clinica é sugestiva da doenca
(Kanterea et al., 2015).

Recentemente, foram desenvolvidos métodos baseado na PCR para o CPV-2 incluindo
a PCR convencional (Mochizuki et al., 1993), PCR em tempo real (Decaro et al., 2005) e a
nested PCR (Hirasawa et al., 1994). Estas técnicas requerem 2 a 4 horas, equipamentos
especificos e técnicos com formacdo (Mukhopadhyay et al., 2012). Este método tem uma
sensibilidade superior a 90,0% (Crawford & Sellon, 2010), sendo relativamente répido e

especifico.

Segundo Decaro e colaboradores (2005), a PCR em tempo real é a forma mais rapida,
especifica e sensivel para detetar e quantificar o DNA do CPV-2 nas fezes de cdes com diarreia.
A PCR em tempo real com a tecnologia TagMan é uma alternativa a PCR convencional e tem
sido estabelecida como a técnica gold standard para o diagnostico de infecdo por CPV-2
(Desario et al., 2005).
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Virus

A PCR em tempo real, € uma ferramenta de diagnostico que permite detetar e quantificar
0 DNA viral (Decaro et al., 2005).

1.5.1.2 Métodos para caracterizar o virus

Os métodos utilizados para caracterizar o virus, sdo menos utilizados na pratica clinica
por terem interesse limitado aos profissionais (Miranda et al., 2016a). No entanto, a
caracterizacdo do virus tem importancia epidemiologica (Miranda et al., 2016a). Esta pode ser

ambigua e demorada para a obtencao do subtipo viral(Decaro et al., 2005b).

A identificacdo dos subtipos do CPV-2 pode ser realizado através das técnicas de
hemaglutinacdo com inibicdo de anticorpos monoclonais, mas € uma técnica com varias
limitac@es, incluindo a titulacdo de hemaglutinacdo. A titulacdo de hemaglutinacdo mede a
capacidade do CPV-2 de aglutinar hemacias, sendo um método tradicional para a identificacdo
de subtipos (Decaro & Buonavoglia, 2012). No entanto, apresenta varias limitagdes, incluindo
baixa sensibilidade, variabilidade entre subtipos e interferéncia de anticorpos, o que pode

comprometer a precisao da identificacao viral.

A analise das sequéncias fornece uma ampla informacdo para a caracterizacdo do

subtipo viral no gene vp2 (Miranda et al., 2016a) (Tabela 1).

Os dados provenientes da sequenciacdo poderdo ser usados para conhecer a

percentagem de similaridade e realizar analises filogenéticas de isolados de CPV-2.

Tabela 1 — Resumo das diferencas nas posi¢cGes aminoacidicas da proteina VP2 entre o virus
FPV e os subtipos virais do CVP-2 (baseado no Steinel et al., 2000; Parrish et al., 1991). As
alteracOes especificas a nivel de residuos aminoacidos que permitem a diferenciacdo dos

diferentes virus e subtipos encintra-se sublinhada a amarelo.

Residuos aminoacidicos

80 87 93 103 232 292 300 323 375 426 555 564 568

FPV ‘ K M K \Y V S A D D N \Y N A
CPV-2A ‘ R L N A | S G N D N | S G
CPV-2B ‘ R L N A | A G N D D \Y S G

| A G N D E \Y S G

CPV-2C ‘ R L N A
NOTA: As letras correspondem ao aminoacido (A- Alanina; K-Lisina; R-Arginina; M- metionina; L-

Leucina; N-Asparagina; V-Valina; I-1soleucina; S-Serina; G-Glicina; D-Aspartato; E-Glutamato).
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O CPV-2 comecou a ser classificado em diferentes tipos antigénicos desde que atingiu
proporcOes pandémicas em 1980 (Parrish, 1990). Esta classificacdo é feita com base nas
mutacOes nucleotidicas no gene vp2 das estirpes emergentes. Este método continua a ser a
ferramenta mais comum para a tipificacdo genética deste virus (Santana et al., 2022).

Mais recentemente, foram obtidos genomas completos (WGSs) de estirpes de CPV-2 e
sequéncias completas do gene vp2, permitindo a proposta de novas classificacdes filogenéticas
(Grecco et al., 2018; Moon et al., 2020; Nguyen Manh et al., 2021).

1.5.1.2.1 Arvore filogenética

Uma arvore filogenética é uma representacédo grafica que visa ilustrar as relag@es evolutivas
entre diferentes espécies, com base em caracteristicas compartilhadas ou dados genéticos. Sdo
muito utilizadas em areas de investigacdo como biologia, taxonomia, virologia e genética,
ajudando a entender a evolugédo ao longo do tempo e como 0s organismos se correlacionam
(Felsenstein, 2004).

A partir da década de 1980, o uso das arvores filogenéticas comecou a ser acompanhada
com métodos avancados e ferramentas estatisticas de suporte, como o0 método de bootstrap
(Felsenstein, 2004; Nei & Kumar, 2000).

O meétodo bootstrap em arvores filogenéticas é uma técnica estatistica utilizada para avaliar
a consisténcia topoldgica. Este método baseia-se na reamostragem aleatéria, com reposicéo,
dos dados originais de alinhamento de sequéncias genéticas, gerando muitas réplicas
(Felsenstein, 1985). Para cada réplica, é construida uma nova arvore filogenética, e calcula-se
a frequéncia, em percentagem, com que uma determinada ramificacdo aparece em todas as
arvores geradas. Esta frequéncia é conhecida como o valor de suporte bootstrap e é geralmente
representada em cada né da arvore filogenética. A escala de bootstrap permite avaliar a robustez

dos resultados filogenéticos (Felsenstein, 1985).

No entanto, a sua interpretacdo deve ser cautelosa: valores elevados (acima de 75,0%)
indicam geralmente um suporte robusto, enquanto valores baixos podem sugerir incerteza ou a

necessidade de anélises mais aprofundadas (Felsenstein, 1985).
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1.5.1.2.2 Analise de hapldtipos

A analise de hapl6tipos é uma abordagem essencial na genética de populaces e na
investigacdo molecular, permitindo estudar conjuntos de variantes genéticas que tendem a ser

herdadas em conjunto devido a proximidade fisica no genoma (Garcia et al., 2021).

Um hapl6tipo pode ser definido como uma combinagao especifica de alelos ou sequéncias
nucleotidicas em loci adjacentes de um cromossoma, formando um bloco genético que

geralmente se mantém intacto ao longo de gerac6es (Garcia et al., 2021).

Na andlise de hapl6tipos, é comum identificar o hapl6tipo dominante, que corresponde ao
mais frequente numa determinada populacdo ou conjunto de amostras, servindo muitas vezes

como referéncia para compreender padrdes de variabilidade (Schonherr et al., 2023).

A relacdo entre os diferentes haplétipos pode ser visualizada através de redes de haplétipos,
onde cada haplotipo é representado como um circulo, e as ligacdes entre eles refletem as
diferengas genéticas ou mutagdes (Garcia et al., 2021). Os tracos que unem os haplétipos
indicam as mutacdes especificas que ocorreram ao longo da evolugdo, permitindo reconstruir o
percurso evolutivo de uma populacdo ou de um agente patogénico (Schonherr et al., 2023).
Estas redes sdo ferramentas poderosas para identificar eventos como mutag¢fes Unicas,

recombinacfes ou variagdes geograficas (Garcia et al., 2021).

No contexto da virologia e da saide animal, a analise de haplétipos e das suas redes ajuda
a rastrear a dispersao de virus, a identificar variantes de preocupacéo e a compreender o impacto
das mutacbes na patogenicidade e na transmissdo, contribuindo assim para estratégias de
controlo mais eficazes (Kim et al., 2020).
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1.6 Tratamento

Atualmente ndo existe um tratamento etiologico efetivo. Contudo, ao longo dos anos,
foram desenvolvidas recomendacdes médicas especificas para diminuir a taxa de mortalidade

associada a doenca clinica (Goddard & Leisewitz, 2010).

As recomendagdes atuais sugerem aos clinicos a hospitalizacdo dos animais infetados
com aplicacdo agressiva de cuidados de suporte, isolamento destes animais em areas de
Unidade Infecto-Contagiosa e implementacdo de todas as medidas de higienizacdo e
biosseguranca. A taxa de letalidade reduz-se com os cuidados de suporte adequados (Acciacca
et al., 2020).

A fluidoterapia estd recomendada para pacientes desidratados e com alteracdes
eletroliticas, sendo a via endovenosa a preferencial para administracdo de farmacos
(Mazzaferro, 2020). E necessaria a monitorizacdo do cateter, pois as flebites conferem um
perigo importante para estes animais que se encontram imunodeprimidos (Mazzaferro, 2020).
Os cateteres devem ser trocados a cada 72 horas. Os eletrolitos devem ser regularmente
monitorizados, uma vez que estes cdes tém predisposicdo para hipocalémias e hipoglicémias,
especialmente cdes de pequeno porte, devido a anorexia, vomito e diarreia (Goddard &
Leisewitz, 2010).

Em casos de hipoproteinemia grave associada a diarreia esti recomendada a transfuséo
de plasma, enquanto em situacbes de anemia severa, € necessaria uma transfusdo de

concentrado de eritrocitos (Goddard & Leisewitz, 2010).

A implementacdo de terapia com antieméticos para controlo da nusea e vémito € muito
importante, pois estes sinais clinicos podem piorar muito o estado do animal se ndo estiverem
controlados. O antiemético mais recomendado é a metoclopramida e, em casos mais graves,

associa-se o ondansetron (Mazzaferro, 2020).

E muito importante que os cdes com parvovirose tenham um suporte nutricional
adequado, recomendando-se a colocacdo de uma sonda nasogéstrica e administragdo de
pequenas porcOes de alimento vérias vezes ao dia, evitando a atrofia dos enterdcitos e
fornecendo nutrientes necessarios para a cicatrizacdo das criptas de Lieberkiihn (Mazzaferro,
2020).
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A coinfeccdo com parasitas gastrointestinais pode exacerbar os sinais clinicos do
doente; segundo a literatura mais recente, apenas se deve desparasitar no caso de identificacao

de parasitas em testes de flutuacédo (Sullivan et al., 2018),

O tratamento com antibioticos endovenosos também estd recomendado, idealmente

antibioticos de largo espetro de acdo para bactérias oportunistas (Goddard & Leisewitz, 2010).

Mais recentemente, esta a ser avaliado um método que utiliza transfusdes de plasma
hiperimune como medida para melhorar o estado vital do animal nas primeiras horas do

internamento, sendo estas as mais criticas (Acciacca et al., 2020).

1.7 Prognostico

O progndstico da parvovirose canina é reservado nos casos em gue 0 cdo ou o cachorro
desenvolve enterite grave, principalmente quando a doenca clinica esta associada a alguns
fatores de mortalidade (Greene & Decaro, 2023). Quanto mais cedo o animal comecar o

tratamento intensivo, melhor o progndstico (Goddard & Leisewitz, 2010).

Os fatores que estdo relacionados com a mortalidade, incluem a presenca inicial de
leucopenia ou linfopenia, monocitopenia ou a evidéncia de Sindrome de Resposta Inflamatéria

Sistémica (SIRS) (Greene & Decaro, 2023).

Segundo Bird & Tappin (2023), os casos mais graves, com maior mortalidade e
morbilidade, ocorrem em cachorros até as 12 semanas de vida. A mortalidade é de cerca de
70,0% em cachorros e é inferior a 1,0% em cdes adultos com tratamento médico (Decaro &

Buonavoglia, 2012).

Os animais que recuperam a contagem dos leucdcitos nas primeiras 24 horas de
internamento hospitalar estdo associados a uma boa sobrevivéncia (Goddard et al., 2008). No
geral, cachorros que sobrevivem aos primeiros 3 a 4 dias de tratamento tendem a recuperar na
totalidade (Greene & Decaro, 2023).

Estdo reportados casos de animais com sequelas de doengas gastrointestinais cronicas
devido as lesdes causadas pelo virus como alteragdes na microbiota intestinal causada pelos
antibidticos (Kilian et al., 2018).

A complicacdo mais frequente é o choque séptico, devido a translocacao da populacéo
bacteriana do intestino para a corrente sanguinea (Goddard & Leisewitz, 2010). Outras
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complicacBes sdo bacteriemia, intuspecdo intestinal, pneumonia por aspiracdo e estenose

esofagica (Greene & Decaro, 2023).

2. Virus da panleucopenia felina (FPV)

A Panleucopenia Felina é a doenca viral mais antiga conhecida na populacéo felina (Liu
etal., 2011). Ha relatos historicos do século X1X de vérios episddios epizooticos que dizimaram
populacdes de gatos domésticos (Barrs, 2019). O FPV foi identificado pela primeira vez na
Franca em 1928 (Barrs, 2019).

Segundo Barrs (2019), a Panleucopenia Felina € uma sindrome clinica que afeta o gato,
causada pela infecdo por Protoparvovirus carnivore 1, que inclui o Parvovirus Felino (FPV),

responsavel por 95,0% dos casos, e 0 parvovirus canino (CPV-2), responsavel por 5%.

Ao contrério dos subtipos do CPV-2, o FPV mostra padrbes evolutivos diferentes em
relacdo ao hospedeiro. O FPV esté evolutivamente estacionario (Schackelton et al., 2005). Esta
caracteristica deve-se ao facto de a sua evolugdo ocorrer predominantemente por deriva
genética aleatdria, ou seja, pequenas mudancas no genoma surgem de forma néo direcionada e

sem necessariamente conferirem vantagens adaptativas ao virus (Schackelton et al., 2005).

A Panleucopenia felina ocorre com mais frequéncia em gatinhos ndo vacinados ou com
o protocolo vacinal incompleto. Existe maior predisposi¢cdo em animais muito jovens devido a
suscetibilidade relacionada com a idade e a imunidade. E uma doenca com uma taxa de

mortalidade elevada, atingindo aproximadamente 90,0% em gatinhos (Truyen et al., 2009).

O FPV infeta todos os membros da familia Felidae (domésticos e selvagens) e alguns
canideos selvagens (subordem Caniformia) como guaxinins e raposas. A panleucopenia é uma
doenca altamente contagiosa que causa leucopenias graves, vomitos, diarreias, dor abdominal
e febre (Sykes et al., 2023).

O virus pode ser transmitido pelo contacto direto com animais infetados, através de
fomites ou mecanicamente através de vetores, como moscas, roedores e seres humanos (Greene
& Decaro, 2023). A infecdo pode ser transmitida verticalmente, por via transplacentaria,
originando abortos, fetos mumificados, nascimentos prematuros e alteragdes do sistema
nervoso central em gatinhos (Greene & Decaro, 2023). A infecdo é, geralmente, gastrointestinal
mas, mais raramente, pode ocorrer através do trato respiratorio por inalagdo do virus (Barrs,
2019).
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E necesséria uma baixa quantidade de virus para que ocorra a infe¢do, o que geralmente
ocorre devido ao contacto com fezes contaminadas no meio ambiente (Barrs, 2019). A infecéo
ndo significa necessariamente doenca clinica, visto que em alguns casos ndo existem sinais
clinicos (Barrs, 2019).

O FPV é excretado predominantemente nas fezes, mas também esta presente na urina,
vomito e saliva dos animais, sendo muito estavel no meio ambiente. A excrecdo do virus pode
ocorrer em infe¢des subclinicas ou antes da manifestacdo clinica (Greene & Decaro, 2023). O
Pl é de, aproximadamente, 5 dias. A excrecao do virus geralmente dura 2 dias; porém os animais
podem excretar particulas virais pelas fezes e urina durante um periodo maximo de 6 semanas

apos a recuperacdo. A doenga clinica ocorre 2 a 10 dias apds a incubacgdo (Truyen et al., 2009).

Os fatores determinantes da doenca clinica sdo: a idade do animal, o estado imunitario
e a possivel coinfecdo com outros virus, parasitas intestinais e bactérias oportunistas
(Moschidou et al., 2011).

2.1 Patologia

O virus tem tropismo para o tecido linfoide, medula 6ssea, epitélio das criptas intestinais

e células de Purkinje no cerebelo, no periodo perinatal (Sykes et al., 2023).

Apo6s a infecdo com o virus FPV, este replica-se inicialmente no tecido linfoide
orofaringeo, 0 que ocorre nas primeiras 18 a 24 horas apés a infe¢do. Posteriormente, 0 virus

dissemina-se por via hematogena, sendo detetado 2 a 7 dias ap6s a infecdo (Barss, 2019)

As criptas intestinais possuem células epiteliais que tém alta proliferacdo mitética e sdo
altamente suscetiveis a infecdo viral. Esta infecdo causa ma absorcdo dos nutrientes e ma

digestdo e, consequentemente, diarreia (Goddard, A & Leisewitz, A, 2010).

O virus pode infetar fetos durante as Gltimas duas semanas de gestacdo, altura em que
0s animais se encontram em organogénese. Estes gatinhos estdo mais propensos a altera¢des no
sistema nervoso central, devido a seletividade do virus para as células de Purkinje (Miller et al.,
2021).
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2.2 Sinais clinicos

A doenca viral pode ter um curso subclinico ou clinico. As infe¢des subclinicas sdo mais
frequentes em gatos jovens adultos (Barrs, 2019). A doenca clinica pode ser hiperaguda,
originando morte subita por choque sético, sem manifestacdo clinica prévia. Estes casos
ocorrem com mais frequéncia em gatinhos com menos de dois meses de idade (Miller et al.,
2021).

Nos casos de doenca aguda, os sinais clinicos mais comuns incluem febre persistente,
superior a 40 °C durante mais de 24h, letargia, anorexia, vomitos, diarreia e desidratagdo grave
(Barrs, 2019). Apenas alguns destes sinais clinicos podem estar presentes; geralmente, o vomito
surge antes do inicio da diarreia (Greene & Decaro, 2023). Nos casos de infe¢do por FPV, a
diarreia hemorréagica é significativamente menos comum em comparacdo com o CPV-2 (Kruse
et al., 2010). A sialorreia associada a ndusea também é um sinal frequente em gatinhos (Litster
etal., 2014).

Geralmente ao 3.° ou 4.° dia de sinais clinicos, os animais apresentam-se com febre alta
e diarreia profusa e persistente. A desidratacdo associada a estas diarreias graves sao fatores
que contribuem para a mortalidade dos gatinhos (Barrs, 2019). A palpagdo abdominal pode ser
dolorosa em alguns casos devido a inflamacdo associada ao espessamento das ansas intestinais

e linfadenopatia dos linfonodos mesentéricos (Sykes et al., 2023).

Os animais com sinais gastrointestinais desenvolvem tipicamente leucopenias, que
podem ser graves (50 a 3000 células/ml). A leucopenia esta presente em 65,0 a 75,0% dos casos
e é caracterizada por neutropenia e linfopenia (Kruse et al., 2010). A trombocitopenia ocorre
em 55,0% dos casos devido a destruicdo dos megacaridcitos e da coagulacédo intravascular
disseminada (CID). A anemia ocorre em 50,0% dos casos e geralmente é leve, exceto quando
o animal tem diarreia hemorragica (Greene & Decaro, 2023). As alteracGes mais frequentes nas
analises bioguimicas sdo hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hiponatremia, hipocloremia e

aumento da enzima aspartato aminotrasferase (ALT) (Kruse et al., 2010).

Dependendo da fase da gestacéo, a infecdo podera ter comportamentos diferentes tanto
na progenitora como no feto. No inicio da gestacdo, as gatas infetadas, geralmente, abortam
(Greene & Decaro, 2023). Se ocorrer numa fase mais tardia, a infecéo intrauterina pode causar
alteracdes anormais no desenvolvimento do cerebelo, que se podem manifestar como sindrome

de hipoplasia ou de atrofia cerebelar, hidrocefalia, displasia da retina, hipoplasia do nervo 6tico
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e hidranencefalia (Url et al., 2003; Sharp et al., 1999). Os gatinhos afetados durante a gestacédo

desenvolvem ataxia e dismetria por volta das trés semanas (Miller et al., 2021).

As complica¢cBes médicas mais comuns apos a infecdo, como choque circulatério,
septicémia e CID, culminam na morte subita do animal (Greene & Decaro, 2023). Estes animais
também estdo suscetiveis a coinfecGes por bactérias, parasitas, virus e fungos devido a

imunossupressao grave (Miller et al., 2021).

2.3 Diagnostico
O diagnéstico clinico é feito com uma boa anamnese, um exame fisico completo,

analises sanguineas e com alguns métodos de diagndstico mais completos, tal como foi

abordado no Capitulo 1.5.1 desta dissertacdo de mestrado.

2.4 Tratamento

A Panleucopenia Felina ndo tem um tratamento especifico, passando este por uma
terapia de suporte multimodal, que tem de ser reajustada ao paciente conforme 0s seus sinais

clinicos (Greene & Decaro, 2023).

Sendo uma doenca contagiosa, 0s animais diagnosticados com FPV devem ficar em
isolamento. Este isolamento requer todas as medidas de higiene e biosseguranca para evitar a

contaminacdo e a transmissao da doenca (Truyen et al., 2009).

A desidratacdo nestes animais &, por vezes, muito grave e requer uma reposicdo rapida
de fluidos e de eletrélitos (Greene & Decaro, 2023). Noutras ocasides € necessaria
suplementacdo com glicose parenteral e colocacdo de um tubo de alimentagcéo nasogastrico para
administracdo de dietas com elevado teor proteico (Barrs, 2019). Em casos de animais com
hipoalbuminemia grave é necessario recorrer a transfusdes de plasma. E em casos de anemia

grave é necessaria uma transfusdo com concentrado de eritrocitos (Barss, 2019).

E igualmente necessaria a administracio por via endovenosa de antibi6ticos, sendo estes
de amplo espetro, abrangendo bactérias gram positivas e negativas e anaerobias (Truyen et al.,
2009). Em situacOes de émese, estd recomendado o uso de antieméticos (Barrs, 2019). Em
gatinhos com hematemese, émese muito frequente ou refluxo secundario a esofagite, esta

recomendado o uso de protetores gastrointestinais (Barrs, 2019).
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2.5 Progndstico

A Panleucopenia Felina tem uma alta taxa de mortalidade; as taxas de sobrevivéncia
rondam os 20,0 e os 50,0% animais com tratamento (Kruse et al., 2010). Os fatores de
prognostico baseiam-se nos seguintes pontos: o estado geral do animal, o nivel de desidratacao,
os sinais clinicos que o animal manifesta e se a sua recuperacdo médica esta a ser positiva ou
negativa (Greene & Decaro, 2023). Todavia, € dificil estabelecer um prognostico favoravel,

uma vez que os animais sdo geralmente muito jovens, sem vacinas.

O prognostico piora conforme o aparecimento clinico de leucopenia baixa ou
trombocitopenia severa nos primeiros 7 dias, hipoalbuminemia ou hipocalemia (Kruse et al.,
2010).

Em suma, nos casos em que a intervencao medica é rapida, no sentido de intervencdo e
hospitalizacdo o prognostico melhora; porém, é sempre uma situacdo que necessita de

reavaliacdo conforme a resposta do animal (Greene & Decaro, 2023).

3. Imunoprofilaxia

A vacinacdo é o método mais eficaz para o controlo da disseminagdo do virus e para a
prevencdo do desenvolvimento clinico da infecdo (Day et al., 2016). Deste modo, a vacina

contra o CPV-2 e contra o FPV sdo consideradas vacinas core (Day et al., 2016).

As vacinas core sao as que todos os cées e gatos devem receber, independentemente de
fatores como localizacdo geografica ou estilo de vida. Estas vacinas protegem contra doencas
graves e potencialmente fatais (Day et al., 2016). As vacinas ndo s6 protegem 0s animais
individualmente, mas também contribui para a imunidade de grupo, reduzindo o risco de surtos
de doencas contagiosas e promovendo o controlo eficaz de patologias infeciosas (Day et al.,
2016; (World Small Animal Veterinary Association, WSAVA, 2023).

3.1 Vacinacéo contra o CPV-2

A primeira vacina viva modificada para o CPV foi desenvolvida em 1979. Esta vacina
é capaz de estimular a resposta imune mediada por anticorpos, induzindo uma protecéo
duradoura e forte contra o virus (Day et al., 2016; Ford et al., 2017). Estas vacinas sdo

caracterizadas por um inicio rapido e temporalmente longo da imunidade (Decaro et al., 2020).

Por outro lado, as vacinas inativadas estdo disponiveis e sdo as indicadas em animais

gestantes (Squires et al., 2024). As vacinas inativadas ndo possuem o virus ativo, ao contrario
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das vacinas atenuadas (virus modificados). Isso reduz o risco de reacGes adversas, como infecdo
fetal, aborto ou malformacdes (Day et al., 2016). Desta forma, as vacinas inativadas sdo uma
opcao mais segura, pois ndo representam um risco de replicacdo viral no organismo da fémea

gestante ou nos fetos (Squires et al., 2024).

3.1.1 Protocolo vacinal CPV - Cao

As diretrizes da World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) recomendam
que a primovacinacdo contra CPV-2 tenha inicio nas primeiras 6 a 8 semanas de idade; o
primeiro reforgo deve ser 2 a 4 semanas apds a primeira vacina (Squires et al., 2024) e o
segundo reforco deve ser administrado ap6s as 16 semanas de idade. As ragas de maior risco
(como Rottweiler, Doberman, American Pit Bull), recomenda-se administracdo de uma dose
final extra as 18 a 20 semanas de idade para garantir protecdo adequada (Squires et al., 2024).
E de extrema importéancia a vacinagio dos cachorros antes do seu contacto com a via publica e

com outros animais.

Segundo Squires et al., (2024) é recomendado vacinar novamente o animal entre 0s 6 e
0s 12 meses de idade ao invés do primeiro ano de idade, de modo a construir uma boa resposta

imunitaria. Depois disso, recomenda-se revacinar a cada 3 anos.

Vaérios estudos vieram comprovar que a vacina viva modificada desencadeia uma
imunidade humoral de aproximadamente 7 anos (Schultz, 2006; Welborn et al., 2010); contudo,

as guidelines recomendam a continua revacinacao trianual.

Contudo as guidelines, apresentam alguns casos excecionais no inicio da
primovacinagdo, como cachorros com baixo risco, que nasceram num ambiente seguro,
controlado e com baixa exposicdo a agentes infeciosos; nestes casos, a vacinagdo podera ser
mais tarde, por volta das 8 a 10 semanas de idade (Squires et al., 2024). Por outro lado, em
casos de situacOes de risco e cachorros que ndo ingeriram o colostro, estes deverao iniciar o
protocolo mais cedo, nas 4 a 6 semanas de idade (Squires et al., 2024). Os animais que estejam

doentes a data da vacinacao, dever ser adiada a vacinacao até o quadro clinico normalizar.

3.2 Vacinacao contra o FPV

Em 1964, desenvolveu-se a primeira vacina modificada contra o virus FPV (Barrs,
2019). A vacinacdo contra FPV é recomendada para todos os gatos, incluindo os gatos
exclusivamente indoor, uma vez que o virus € bastante estdvel no meio ambiente e pode ser

transmitido por fomites (Truyen et al., 2009). As vacinas desenvolvidas atualmente possuem o
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virus modificado, enquanto as vacinas inativadas sdo usadas unicamente para felinos selvagens

na Alemanha (Truyen et al., 2009).

3.2.1 Protocolo vacinal FPV- Gato

As diretrizes da WSAVA e o relatério da American Association of Feline Practitioners

(AAFP) recomendam um plano vacinal que inclua a vacina contra o FPV (Squires et al., 2024).

Este plano inicia-se nas primeiras 6 a 8 semanas de idade quando o animal esta
saudavel, seguida de um reforco a cada 2 a 4 semanas (até as 16 semanas), com uma dose
subsequente as 26 semanas de idade (Squires et al., 2024). Em gatos adultos, esta recomendada
uma série de duas doses de vacinas inativadas ou vacinas do virus atenuado (MLV)
administradas num intervalo de 2 a 4 semanas (Squires et al., 2024). Contudo, sabe-se que
apenas uma dose € necessaria para estabelecer uma resposta humoral ao virus FPV (Squires et
al., 2024).

Em alguns casos, as diretrizes da WSAVA preveem excecBes para o inicio da
primovacinacao (Squires et al., 2024). Em casos que 0s gatos nascem e vivem em ambientes
limpos, controlados e com baixo risco de exposi¢do, a vacinacdo podera ser adiada para
comecar entre as 8 e as 10 semanas de idade (Squires et al., 2024). Em situacdes que 0s gatinhos
ndo ingerem o colostro e que vivem em ambientes com elevada exposicao a circulacdo viral
recomenda-se antecipar para as 4 a 6 semanas (Squires et al., 2024). Por ultimo, em casos que
0 gatinho esteja imunocomprometido ou doente, recomenda-se adiar a vacinagdo até a

estabilidade clinica (Squires et al., 2024).

Deve-se evitar a administracdo da vacina viva modificada em gatas gestacionais, pois
esta pode induzir sequelas neuroldgicas nos fetos em desenvolvimento (Squires et al., 2024).
Para além disso, ndo se deve administrar em gatinhos com menos de 4 semanas nem em fémeas

em lactacdo (Squires et al., 2024).

A vacinagdo contra o FPV induz uma imunidade humoral duradoura, de,
aproximadamente, sete anos. Contudo, é recomendada a revacinacdo a cada trés anos (Squires
et al., 2024).
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3.3 Falhas na vacinacao

As falhas vacinais podem estar relacionadas com a vacina em si ou com o hospedeiro.
As causas relacionadas com as vacinas estdo relacionadas com o armazenamento errado da
vacina, a incorreta administracéo e a ndo conformidade com os programas vacinais (Decaro et
al., 2020). Os fatores relacionados com os hospedeiros estdo diretamente associados a idade do
animal, fatores genéticos ou de saude, nutricdo do animal e o0 seu estado imunolégico (Decaro
et al., 2020).

A principal causa de falha na vacinacdo contra o CPV-2 é a interferéncia que ocorre
com a imunidade materna no momento da vacinacdo ou o facto da vacina nao corresponder a

variante do virus que se encontra em circulacdo (Decaro et al., 2020).

Um estudo desenvolvido por Altman et al. (2017) demonstrou que as vacinas inativadas
estdo frequentemente associadas a falhas vacinais em cachorros comparativamente com as

vacinas modificadas.

Por outro lado, existem 0s animais que ndo respondem a vacinacdo, ou seja, ndo
desenvolvem imunidade ao virus mesmo apds as varias doses da vacina; contudo, é uma
condicdo rara (Decaro et al., 2020). Relativamente a parvovirose canina, estudos indicam que
cerca de 1 em 1000 cdes pode ser geneticamente ndo responsivo a vacina (Miranda et al.,
2016a). N&o existe tratamento para reverter esta condi¢éo, pelo que a abordagem recomendada
consiste em minimizar a0 maximo a exposi¢do viral e garantir a biosseguranca (Day et al.,
2016).

4. Objetivos do estudo

Os principais objetivos deste estudo foram a detecéo e identificacdo molecular de CPV-
2 e de FPV em cées e gatos da area Metropolitana da Lisboa, pelo método da sequenciacao e
de analise filogenética. Adicionalmente, pretendeu-se caracterizar a diversidade genética do
gene vp2, de modo a identificar mutagdes e avaliar o seu potencial impacto na antigenicidade e

no tropismo viral.

Por fim, o estudo visa comparar a estabilidade genética de CPV-2 nos varios tecidos,

tais como fezes e sangue, para determinar as suas implicacfes no diagndstico.
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Il. Material e Métodos
1. Descricao da populacéo em estudo e parecer da CEBEA
No presente estudo foi realizada a pesquisa de CPV-2 e FPV em cées e gatos que
apresentavam sinais clinicos compativeis com a infecdo viral na Area Metropolitana de Lisboa
(AML), incluindo os concelhos de Lisboa, Amadora, Oeiras, Odivelas, Loures, Alenquer e
Setlbal.

O trabalho prético foi realizado no Laboratorio de Anélises Clinicas e Histopatologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa
(LACH-FMV-ULus6fona).

O presente estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA)

da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Lusofona (Parecer 23-2022).

Para a realizacdo do estudo foram selecionados 27 animais, 14 gatos e 13 cdes, de acordo
com os critérios de inclusdo seguidamente apresentados. Foram colhidas amostras de sangue
para um tubo com Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés
Ethylenediaminetetraacetic acid ) e zaragatoas retais de todos os animais em estudo.

Como critérios de inclusdo no estudo, foram aceites animais de ambos 0s sexos, com
sinais clinicos compativeis com infe¢do por CPV-2 ou FPV e com um resultado positivo a um
teste rapido de antigénio do CPV-2, nomeadamente um SNAP test (Idexx Laboratories ®,
Portugal). Foi igualmente realizado um questionario aos tutores por forma a obter informacdes

relevantes sobre o0 animal para o estudo epidemioldgico (Apéndice A e C).

1.1 Recolha de amostras

As amostras incluidas neste estudo foram recolhidas em ato de consulta entre novembro
de 2022 e dezembro de 2023, no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade Lusdfona. A recolha foi realizada por diferentes médicos veterinarios.

As amostras de sangue foram colhidas com maxima assepsia para tubos com EDTA e
as amostras de fezes foram obtidas com zaragatoas retais. Posteriormente, as amostras de
sangue foram devidamente identificadas e congeladas a -20 graus celsius (°C) e as amostras de
fezes refrigeradas a 4 °C.
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2. Extracdo de DNA gendmico

2.1 Extracdo de DNA gendmico nas fezes

Foi realizada a extracdo de DNA das amostras de fezes através do kit comercial

“Qiamp® DNA Blood Mini Kit” (Qiagen)”, de acordo com as instruc6es do fabricante:

1.

7.

Homogeneizaram-se as amostras com um tampdo de lise (500 microlitros (ul) de
Solucéo Salina Tamponada com Fosfato (PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline))
na presenca de proteinase K (20uL de solucdo).

Centrifugaram-se as amostras a 13000 xg durante 10 min e utilizou-se o sobrenadante
para o proximo passo.

Pipetaram-se 200ul do sobrenadante. Procedeu-se a incubacdo a 56 °C durante 15min,
para a desnaturacdo e lise das proteinas virais.

Colocou-se o lisado numa coluna de silica gel para fixacéo seletiva do DNA.

Apos duas etapas de lavagens com o tampdo Buffer AW1 e AW2 (volume de 500ul cada)
intervaladas por uma centrifugacéo a 16000 xg durante 1 minuto.

Adicionaram 60ul de tampdo de eluicdo (Buffer AE [contém Tris-HCI (ou Tris-
hidrocloreto)] diretamente na coluna de extracao.

Apbs a extracdo do DNA, as amostras foram congeladas a -20 °C.

2.2 Extracdo de DNA genomico do sangue

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada de acordo com as instrugdes

do kit comercial “High Pure PCR template Preparation Kit”, (Roche®). O procedimento foi o

seguinte:

1.

2.

Colocaram-se 200ul de sangue num microtubo de 1,5ml e adicionou-se 200ul de tampao
de ligagéo (6 M guanidina - HCI, 20% Triton X-100 (v/v), pH 4,4) e 40ul de proteinase
K. Homogeneizou-se a mistura e incubou-se durante 10 min a temperatura de 70 °C.
Adicionaram-se 100ul de isopropanol e agitou-se. Pipetou-se o volume total da amostra
para a coluna de extracdo. Centrifugou-se a 8000 xg durante um minuto.

Descartou-se o liquido do tubo de recolha. Adicionaram-se 500ul do tampao de remogéao
de inibidores (5M guanidina - HCI, 20mM Tris - HCI, pH 6,6) e procedeu-se a

centrifugagédo a 8000 xg durante um minuto.
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4. Descartou-se o liquido do tubo. Adicionaram-se 500ul de tampéo de lavagem (20mM
NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5). Centrifugou-se novamente a 8000 xg durante um
minuto.

5. Repetiu-se 0 passo 4.

6. Descartou-se o tubo de recolha com o liquido e substituiu-se por um microtubo de 1,5ml,
onde a coluna de extracdo foi colocada.

7. Adicionaram-se 100ul de tampao de elui¢ao (10mM Tris, pH 8,5) que ja estava
previamente aquecido a 70 °C. Centrifugou-se a 8000 xg durante 1 minuto.

8. O microtubo, com o DNA extraido, foi armazenado a -20°C.

3. Amplificacéao do gene vp2

Foram selecionadas seis amostras de sangue de trés cées e trés gatos. Foi realizada a
amplificacdo do gene vp2 utilizando a técnica PCR convencional em todas as amostras fecais e
nas seis amostras de sangue. O gene vp2 codifica a principal proteina da capside viral, a VP2.
A amplificacdo deste gene foi realizada utilizando dois pares de primers diferentes (1F/2R e

3F/4R), de modo a obtermos a amplificacédo total do gene (Figura 3).

o= .
Beta- 1125 pb
/

1F 2R

4495

2495 3395 3495

¢2

Figura 3 - Estratégia de amplificacdo do gene vp2. Esquema original da autora.

Os primers 1F e 2R amplificam uma regido do gene vp2 com 1002 pares de bases (pb)
a que se designou o0 nome de alfa. Os primers 3F e 4R amplificam uma regido do gene vp2 com
1125 pb a que se designou o0 nome de beta. Por cada amostra, realizaram-se duas reacdes de
PCR convencional, com cada um dos dois pares de primers, de modo a amplificar o gene vp2
na totalidade (Tabela 2).
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Tabela 2 - Sequéncias dos primers utilizados para amplificagdo do gene vp2

Primer Sequence 5°- 3° PCR size (Kb)
Alpha_ rev ‘ AAATGGTGGTAAGCCCAATG 1002
Alpha_fwd ‘ ACAGGTGATGAATTTGCTACAG 1002

Beta_rev ‘ TCTTCTATTTCTTACGTTATTG 1125
Beta_fwd ‘ ACCAGATCATCCATCAACATC 1125

Os procedimentos para da reacdo de PCR foram os seguintes:

A preparacdo da mistura reacional foi realizada dentro de uma camara de uso exclusivo
para PCR. Realizou-se a higienizacao das superficies de trabalho e materiais com lixivia
a 10,0%.

Por cada amostra, foi preparada uma mistura composta por 12,5ul de MasterMix
(NZYTaq Il 2x Green Master Mix Lda. que contém DNA polimerase NZYTaq Il, um
tampéo otimizado, ANTPs e MgClz), 1ul de cada primer na concentragdo 10pmol/ul e
8,5ul de agua desionizada e estéril.

Por cada reaccdo de PCR, prepararam-se dois controlos negativos com adi¢do de agua
desionizada estéril ao invés da amostra de DNA

Adicionaram-se a cada tubo 2ul de DNA da amostra respetiva.

Foi também preparado um controlo positivo com adi¢do de DNA de uma amostra

positiva previamente conhecida.

As condicdes da reacdo PCR encontram-se descritas na Tabela 2.

Tabela 3 - Condigdes da reagdo de PCR para amplificacdo do genoma viral.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 94°C 10 minutos 1
Desnaturagéo 94°C 30 segundos

*Hibridizagdo dos 50°C 45 segundos 40
primers (annealing)

Extenséo 68°C 2 minutos

Extenséo final 68°C 10 minutos 1

*Em algumas amostras, foi necessario otimizar as condigdes de reacdo, nomeadamente na temperatura de annealing, variando entre 50 e

54°C.
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A reacdo da PCR foi realizada num termociclador T100™ Thermal Cycler (BioRad)

com gradiente de temperaturas, num intervalo compreendido entre os 50 °C e 0s 54 °C na fase

de annealing.

4. Eletroforese em gel de agarose

Para a observacédo dos produtos da PCR foi realizada eletroforese em gel de agarose a

1,5% (m/v), segundo o seguinte procedimento:

10.

11.

Preparou-se o gel de agarose para o volume pretendido, medindo numa balanca
técnica (EK-600H, AND®, Toéquio, Japao), a massa de agarose necessaria
(SeaKem® LE Agarose, Lonza®, Basileia, Suiga).

Num erlenmeyer, adicionou-se a agarose e 0 volume necessario de tampdo TBE
(Tris/Borato/EDTA) a 1x. Posteriormente, homogeneizou-se a mistura.

A suspensédo foi colocada no microondas a 700 Watts (W) durante o tempo
necessario para obter uma solucdo homogeénea e translicida, sem qualquer
precipitado.

Arrefeceu-se um pouco o erlenmeyer em agua corrente.

Foi adicionado GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Landing Park, Fremont,
CA, EUA) ao erlenmeyer, numa proporgao de 0,42 ul por cada 100 ml de gel.
Preparou-se o suporte do gel, tapando as extremidades para impedir a saida da
solucéo, e colocaram-se 0s pentes, para criar 0s po¢os onde iriam ser colocadas
as amostras.

Transferiu-se a solucdo de agarose para 0 suporte e aguardou-se a sua
polimerizagé&o.

Colocou-se o gel na tina de eletroforese.

Aplicaram-se 5ul do marcador de peso molecular (HyperLadder VII, NZYTech)
no primeiro pogo. Posteriormente, aplicaram-se 5ul do produto da reacdo de
PCR nos pocos seguintes.

Colocou-se a tampa na tina de eletroforese, ligou-se a fonte de alimentacéo
(Biometra PS 300TP, Gottingen, Alemanha) e realizou-se a eletroforese a 80
volts (V), durante 60 min.

Observaram-se 0s resultados, colocando o gel sobre um transiluminador
Ultravioleta (UV) (AlfaGene®, Carcavelos, Portugal) e registou-se o resultado

em fotografia.
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5. Purificacdo dos produtos de PCR

De modo a proceder ao envio das amostras para sequenciacgdo, foi necessario purificar

as mesmas para remover 0s componentes residuais da reacdo de PCR.

Dependendo das amostras e das bandas observadas no transiluminador UV, foram

aplicados dois métodos diferentes de purificagdo: purificacdo da reagdo de PCR ou purificacao

a partir da banda do gel de agarose.

5.1 Purificacdo a partir do gel de agarose

A purificacdo dos produtos da PCR foi efetuada com o kit NZY Gelpure, de acordo com

as instrucdes do fabricante. O procedimento foi efetuado da seguinte forma:

1.

o~ D

Fez-se a excisdo da banda de DNA a partir do gel de agarose, com uma lamina de bisturi
esteril e colocou-se num microtubo, devidamente identificado.

Adicionaram-se 300ul de tampao de ligagdo por cada 100 mg de gel.

Incubou-se a 55-60°C por 10 min e homogeneizou-se duas vezes durante a incubacéo.
Adicionou-se a mistura uma coluna e colocou-se a mesma num tubo coletor de 2ml.
Centrifugou-se durante 1 minuto a velocidade méxima e posteriormente descartou-se o
filtrado.

Repetiu-se 0 passo 4 e 5.

Pipetaram-se 600ul de tampao de lavagem e centrifugou-se por 1 minuto a velocidade
maxima. Posteriormente, descartou-se o filtrado.

Centrifugou-se novamente por um minuto, a velocidade méxima, para remover 0s
residuos de etanol.

Colocou-se a coluna num microtubo de 1,5ml, devidamente identificado. Adicionaram-
se 50ul de tampéo de eluigdo no centro da coluna, sem tocar na membrana. Incubou-se
por 1 minuto a temperatura ambiente e posteriormente centrifugou-se a velocidade

maxima por um minuto.

10. Armazenou-se 0 DNA purificado a -20 °C.
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5.2 Purificacao a partir dos produtos da PCR

Nesta técnica transferiu-se o volume total da reacdo para um microtubo de 1,5ml e
adicionaram-se 75ul do tampdo de ligacdo. Homogeneizou-se e realizou-se uma breve
centrifugacdo, a velocidade maxima. Seguidamente, colocou-se o produto final do passo
anterior numa coluna com um tubo coletor e aplicou-se o protocolo descrito no ponto 5.1 a

partir do ponto 5.

6. Sequenciacgao e analise bioinformatica
A sequenciacdo dos produtos de amplificacdo purificados foi realizada pelo método de
Sanger (Sanger et al., 1977), pela empresa StabVida em Portugal. A sequenciacéo foi feita em

ambos os sentidos, utilizando os mesmos primers usados na reacdo de PCR (Tabela 2).

Os cromatogramas gerados foram analisados e editados no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor ® v7.2.5. Foram geradas sequéncias consenso contruidos contigs por meio
da ferramenta CAP (Contig Assembly Program). A pesquisa de sequéncias homologas foi feita
através da ferramenta BLAST (do inglés Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado no programa MAFFT v7, pelo método
Q-INS-i, seguido de um refinamento com o algoritmo Gblocks para a remocdo de regides
ambiguas. A inspecéo final do alinhamento foi conduzida no programa AliView, assegurando a
conformidade com a grelha de leitura.

As relacOes filogenéticas entre as sequéncias foram inferidas pelo método de Méxima
Verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo GTR+G+l. A construcdo da arvore
filogenética foi realizada no programa 1Q-TREE v.1.6.12, com suporte estatistico obtido por
meio de 10000 réplicas de bootstrap. Valores de suporte de bootstrap iguais ou superiores a

75% foram considerados indicativos de robustez topoldgica das arvores geradas.

A diversidade genética entre as sequéncias obtidas foi explorada por meio de uma

analise de haplétipos no programa PopArt.

De modo, a perceber as divergéncias nas sequéncias nucleotidicas entre as diferentes
amostras de CPV-2, realizou-se uma analise de haplétipos com todos os animais infetados com
0 CPV-2, para comparar os animais infetados com FPV e para perceber se o virus detetado no
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sangue € ou ndo idéntico ao identificado nas fezes do mesmo animal. Para a analise comparativa

de sangue com fezes, selecionou-se aleatoriamente 6 animais infetados com CPV-2.

7. Analise estatistica

A anélise estatistica descritiva e os graficos do presente estudo foram obtidos atraves do
software Microsoft® Excel® (Microsoft® 365).
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I11. Resultados

1. Caracterizacéo da populacéo estudada

Foram incluidos no presente estudo 27 animais, 13 cdes (48,2%) e 14 gatos (51,8%),
provenientes da AML, com a distribuicdo constante na Figura 2. Relativamente a area
geografica nos concelhos na AML, dois animais da amostra pertenciam ao conselho de Setubal

(Tabela 4). Nao foi possivel determinar a origem geogréafica de seis dos animais.

Tabela 4 - Distribuicdo da amostra total pela respetiva area geografica.

Distrito Concelho Frequéncia Absoluta | Frequéncia Relativa (%)
Qdivelas 2 7,41%
Amadora 3 11,11%
Lisboa 6 22,22%
. Alvalade 1 3,70%
Lisboa
Benfica 1 3,70%
Marvila 1 3,70%
Loures 1 3,70%
Alenquer 3 1,11%
. Moita 1 3,70%
Setubal
Palmela 1 3,70%
Desconhecido 7 25,93%
Total 27 100,00%

Relativamente ao sexo, 40,7% (11/27) dos animais eram machos e 59,3% (16/27) eram
fémeas. No grupo dos caes, 30,8% (4/13) eram machos férteis, 69,2% (9/13) eram fémeas
férteis (Grafico 5). No grupo dos gatos, 50,0% (7/14) correspondiam a machos, sendo 35,7%
(5/14) machos férteis e 14,3% (2/14) machos ndo férteis. Relativamente as fémeas, 35,7%
(5/14) eram fémeas férteis e 14,3% (2/14) fémeas ndo férteis (Grafico 6) (Apéndice C).

Machos ferteis

Fémeas férteis

Gréfico 5 - Distribuicdo da amostra de cées por sexo e estado fértil (n=13).
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Fémeas né&o férteis

14,39

Machos férteis

Fémeas ferteis

Machos nao férteis
143

Grafico 6 - Distribuicdo da amostra de gatos por sexo e estado fértil (n=14).

O intervalo de idades da amostra variou entre 0s 2 meses e 0s 13 anos, sendo a moda 2
meses de vida. A média de idade dos animais foi de 4 meses.

Relativamente a raca dos caes, 69,2% (9/13) eram sem raca definida (SRD); as racas
Yorkshire Terrier, Dogue Alemédo e Serra da Estrela representaram, cada, 7,7% (1/13) da
amostra. De um dos cées ndo se obteve informacao em relacdo a raca [7,7% (1/13)]. No grupo
dos gatos, 64,3% (9/14) eram SRD, 14,0% (2/14) eram Scottish Straight e 14,0% (2/14)
domeésticos de pelo curto. De um dos gatos ndo foi possivel determinar a raca (7,1%, 1/14)
(Apéndice C).

Relativamente ao estilo de vida, 38,5% (5/13) dos cées vivia indoor e outdoor, 23,1%
(3/13) era unicamente indoor, 15,4% (2/13) era exclusivamente outdoor. Em 23,1% (3/13) dos
caes essa informacdo era desconhecida. Por outro lado 57,1% (8/14) dos gatos vivia
exclusivamente indoor 21,4% (3/14) era exclusivamente outdoor, apenas 7,1% (1/14) vivia
indoor e outdoor e em 14,3% (2/14) dos casos essa informacao era desconhecida(Apéndice C).

Em relacdo ao estado de profilaxia, tendo em conta as vacinas contra o0 CPV-2 e FPV,
63,0% (17/27) ndo estavam vacinados, 11,1% (3/27) tinham o protocolo vacinal incompleto
(apenas uma dose) e apenas 7,4% (2/27) tinham o protocolo vacinal completo. Contudo, para
14,8% (4/27) da populacéo alvo, ndo se obteve informacéo relativamente ao seu estado vacinal
(Gréfico 7 e 8) (Apéndice C).
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N° de cdes

Nao vacinados Protocolo Vacinal Protocolo Vacinal Desconhecido
Completo Incompleto

Estado profilatico

Gréfico 7 - Distribuicdo da amostra de cées por estado vacinal (n = 13).

10

N° de gatos

Nao vacinados Protocolo Vacinal Protocolo Vacinal Desconhecido
Completo Incompleto

Estado profilatico

Gréfico 8 - Distribuicdo da amostra de gatos por estado vacinal (n = 14).

Com base no questionario realizado aos tutores, relativamente aos sinais clinicos que 0s
animais apresentaram, os principais foram anorexia (69,6%; 16/23), vomitos (65,2%; 15/23),
diarreia ndo hemorrégica (56,5%; 13/23), desidratacao, (39,2%; 9/23), prostracdo (39,2%; 9/23)
e diarreia hemorréagica (13%; 3/23). A percentagem total é superior a 100%, pois varios animais

apresentavam varios sinais clinicos (Apéndice C).
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2. Detecdo molecular

A amplificacdo do gene vp2 foi possivel em todas as amostras incluidas no estudo
(Figura 4).

M 18 18 19 21 19 21 22 22 23 23 24 22 M

1125 pb
1002 pb

M 25 26 26 27 27 28 28 30 30 C+ C- C+ C-

~~~~----~-

~

-

Figura 4 - Resultados da amplificacdo do gene vp2 observados ap6s eletroforese em gel de
agarose a 1,5%. M: Marcador de peso molecular (100 bp ladder, Bioline). Linhas 18 a 30:
produtos de PCR de 11 amostras do estudo. Os numeros e letras a branco representam a sec¢ao
alfa e 0s numeros e letras a amarelo representa a sec¢do beta. C+: Controlo positivo. C-:

Controlo negativo. Fotografia original do autor.

Foi possivel obter a sequéncia nucleotidica de todas os produtos de PCR enviados para

sequenciacao.

3. Subtipificacdo com base no perfil aminoacidico

Apos a traducdo das sequéncias nucleotidicas (Apéndice B) e analise do padrédo de
variacdo dos amino&cidos, foram detetadas alteracGes que permitiram classificar o virus ao

nivel do subtipo no caso do CPV-2.

Entre os produtos da PCR obtidos, 48,1% (13/27) revelaram um perfil aminoacidico
sugestivo de FPV, 40,7% (11/27) o subtipo CPV-2c e 11,1% (3/27) o subtipo CPV-2b (Grafico
9).
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CPV-2b

FPV

CPV-2¢

Gréfico 9 — Resultados da subtipificacdo com base no perfil aminoacidico obtidos da
amostra total (n = 27).

Em cédes observou-se que o subtipo CPV-2c era o predominante (76,9% (10 /13)) e 0
subtipo CPV-2b estava presente em 3 amostras (23,1% (3/13)). (Grafico 10). Nos gatos, foi
amplificado DNA de FPV em 13 dos 14 animais (92,9%). Num dos animais foi identificado o
subtipo CPV-2c (Grafico 11).

CPV-2b

CPV-2c

Gréfico 10 — Resultados da subtipificacdo com base no perfil aminoacidico nos cédes
(n =13).
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CPV-2¢ B

FPV

Grafico 11 - Resultados da subtipificacdo com base no perfil aminoacidico nos gatos

(n=14)

Relativamente as amostras, que amplificaram FPV nos gatos, 28,6% (4/13) dos animais

tinham mais de 6 meses de idade e 64,3% (9/13) tinha menos de 6 meses de idade. De um dos

gatos nao foi possivel determinar a idade (7,1%, 1/13). O gato infetado por CPV-2c tinha 2 anos

e tinha o protocolo vacinal incompleto. Em relacdo ao estado vacinal dos 13 gatos que
amplificaram FPV, 76,92% (10/13) n&o estavam vacinados, 15,38% (2/13) tinham o protocolo

vacinal incompleto e 7,69% (1/13) o estado de vacinacgdo é desconhecido.

Para além das variacdes aminoacidicas compativeis com as das estirpes de referéncia,

foram detetadas, ainda, seis variacdes nas amostras sequenciadas (Tabela 5).

Tabela 5 — Mutac@es identificadas nos residuos aminoacidicos das amostras em estudo.

Residuo Aminoacidico

14

34
192

324

370

Mutacgado

A5G
Al4T

G34S
S192F

Y3241

Q370R

Fezes
(n°® amostra)

4,28, 30
1,23

15
22,16

Todas as amostras

Todas as amostras

Sangue
(n° amostra)

4,28, 30

1,23

1,22

Todas as amostras

Todas as amostras

Animal

Caes
Gatos
Cdo
Gatos

Caes e Gato

Caes e Gato

Subtipo
viral

CPV-2b
FPV
CPV-2c
FPV

CPV-2b
CPV-2c
CPV-2c

Legenda: A titulo de exemplo, na mutacdo A5G a letra A representa o aminoacido da sequéncia original, 5 representa a localizagdo do residuo

aminoacidico na proteina VP2 e a letra G representa 0 aminoacido ap6s a mutagao.
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4. Andlise arvore filogenética

A érvore filogenética foi realizada com base nas sequéncias nucleotidicas obtidas a

apartir das fezes dos cées e dos gatos, sequencias de referéncia do CPV-2 e FPV e sequéncias
da estirpe vacinal, obtidas no GenBank.

A éarvore indicou a relacdo evolutiva entre as diferentes sequéncias virais, como 0s

subtipos do CPV e do FPV. Os valores de bootstrap foram na maioria superiores a 0,88 (Figura
5).

Tree scale: 0.01

bootstrap
0.75
« 081
e 0.88
e 094
e 1

Q
z
S
@
Q
R
o
N
[e]
°
<
]
o

Figura 5 - Arvore filogenética construida pelo método de maxima verosimilhanca a
partir de sequéncias do gene vp2 de Protoparvovirus (1728 nucledtidos alinhados de forma nédo
ambigua). Os valores de bootstrap foram obtidos a partir de 10000 réplicas e estdo indicados
nos nos dos respetivos ramos (apenas valores > 75%). O tamanho dos circulos vermelhos ¢

proporcional ao valor de bootstrap, conforme indicado na legenda. A escala linear representa o
namero de substituicdes nucleotidicas.

A maioria das sequéncias obtidas de amostras de gatos segregaram em clusters (1)
suportados por elevado bootstrap juntamente com sequéncias de FPV de referéncia. Por outro
lado, a totalidade das sequéncias obtidas de amostras de cdes e um de gato (amostra 12)

segregaram juntamente com sequéncias de referéncia de CPV-2 para o cluster (l11).
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Contudo, sdo observados intragrupos nos clusters referentes a FPV e CPV, sendo que

neste Ultimo nenhum revela monofilia para subtipos virais.

5. Analise de haplétipos das amostras
5.1. Analise de hapldétipos do CPV-2

A analise de haplotipos foi realizada com base nas sequéncias nucleotidicas obtidas das
fezes dos animais infetados com CPV-2. Esta analise revelou dois haplétipos dominantes onde
estdo incluidas as sequéncias referentes a CPV-2b e CPV-2c. Na variante CPV-2c, que inclui
os haplétipos “27,°3”, “77,” 97, “107, “12”, 15”7, “197, «“21”, “24” e “27”, observa-se uma
maior concentracdo de individuos em torno de um haplétipo dominante. Os haplotipos das
amostras “15”7, “19”, “21”, “24” e “27” esto ligados por poucas mutacGes ao haplotipo

dominante (Figura 6).

CPV-2b 24 ‘ﬂ

=

30

Figura 6 - Analise de hapldtipos do CPV-2. Cada traco corresponde a uma alteracéo

nucleotidica.

Por outro lado, a variante CPV-2b, representada pelo haplétipo com as amostras “4”,
“28” e “30”, forma um cluster, com um numero significativo de mutacGes que o diferenciam
do subtipo CPV-2c.

Com esta andlise, verificou-se que o haplétipo da amostra do animal “12”, que
corresponde ao gato infetado com CPV-2c, apresenta diferencas a nivel estrutural dos demais

parvovirus amplificados nas amostras de cédes. Apresentando duas divergéncias nucleotidicas
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do haplotipo dominante CPV-2c e 10 divergéncias nucleotidicas do haplotipo dominante CPV-
2b.

5.2. Andlise de haplétipos do FPV

A Figura 7 representa a analise de haplétipos realizada para o FPV, utilizando as

sequéncias nucleotidicas das fezes dos gatos infetados com FPV.

23

Figura 7- Analise de haplotipos do FPV. Cada traco corresponde a uma alteracao

nucleotidica.

A rede de haplétipos do virus FPV apresenta um hapl6tipo dominante, representado
pelo circulo maior (amostras “26”, “31” e “32”). A longa ramificagdo que liga o haplétipo
dominante ao haplétipo da amostra do animal “14” reflete uma divergéncia em 14 posicdes
nucleotidicas e em 17 posi¢Oes relativamente aos hapldtipos <17, “16” e “23”. O haplétipo da
amostra do animal “16”, que corresponde ao animal que foi vacinado, diverge de todos os outros
haplotipos do FPV.
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A analise revela muitas variacdes nucleotidicas no virus FPV presente nas diferentes

amostras.

5.3. Comparacado das amostras fecais e sanguineas

A Figura 8 mostra a analise de hapl6tipos com intuito de comparar as amostras fecais
e sanguineas dos mesmos animais. Foram selecionados aleatoriamente seis animais, trés caes e

trés gatos, infetados com CPV-2, no caso dos cées, e FPV, no caso dos gatos.

Figura 8 — Analise de haplotipos das amostras fecais e sanguineas. Grafico da esquerda: F -
Fezes, estando representado a vermelho; S - Sangue, estando representado a verde. Gréafico da
direita: F — Fezes, estando representado a vermelho; S — Sangue, estando representado a

amarelo. Os nimeros junto dos haplétipos representam o nimero da amostra selecionada.

No caso dos cdes, os hapldtipos do cdo “19” e “21” estdo agrupados, indicando que o
virus presente no sangue e nas fezes ndo evidéncia qualquer diferenca. A amostra “28”, difere

em 13 mutagdes nucleotidicas do hapl6tipo “19” ¢ “21”.

Para os gatos, os hapl6tipos “1”, “5” e “16” também mostram identidade entre as
amostras de sangue e fezes. O gato “1” apresenta um hapl6tipo mais isolado, enquanto os gatos
5 e 16 estdo mais préximos geneticamente, indicando uma relacdo mais préxima entre esses

dois individuos.
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Em suma, foi observado que entre as sequéncias do gene vp2 ndo foi evidenciada

qualquer diferenca entre as sequéncias obtidas das fezes e sangue do mesmo animal.

V. Discussao

O CPV e 0 FPV sdo agentes patogénicos com elevada relevancia clinica e epidemioldgica.
Estes virus sdo responsaveis por infecBes graves e altamente contagiosas (Marenzoni et al.,
2020), sendo ambos virus de DNA de cadeia simples, suscetiveis a ocorréncia de mutacoes
no seu genoma (Shackleton et al., 2005). Atualmente, estes virus apresentam uma distribuicéo
global (Voorhees et al., 2019). Este estudo pretendeu caracterizar os virus CPV e FPV em
cies e gatos na Area Metropolitana de Lisboa.

Como método de detecdo e caracterizacdo foi escolhida a reacdo de PCR e subsequente
analise de sequéncias, a partir de amostras de sangue e de fezes. Apesar de ser frequente a
utilizacdo de amostras de zaragatoa retais para a realizacdo da PCR (Mochizuki et al., 1993;
Strottmann et al., 2007), este estudo também pretendeu comparar a dete¢do do virus no sangue
e nas fezes de seis animais selecionados aleatoriamente. A PCR foi o0 método escolhido, por
ser considerado o método de referéncia para o diagnostico da infecdo por CPV-2 (Desario et
al., 2005). Este método tem uma sensibilidade superior a 90,0% (Crawford & Sellon, 2010).

No presente trabalho foram seguidas todas as normas de boas praticas de trabalho em
laboratdrio de biologia molecular. Estas incluiram afericdo da qualidade do DNA amplificado,
a minimizagdo de contaminagdes cruzadas, boas praticas de desinfecdo do material e das

superficies e a utilizacdo de controlos positivos e negativos para cada reacao.

O gene vp2 foi o foco das analises moleculares deste estudo devido ao seu papel
importante na antigenicidade, tropismo viral e interacdo mais eficiente com o recetor Tfr
(Shackelton et al., 2005; Battilani et al., 2006). O gene vp2 tem sido frequentemente utilizado
para identificacdo e classificacdo de novos subtipos virais (Santana et al., 2022). A analise do
gene vp2 tem sido o método de referéncia para a classificacdo do CPV (Santana et al., 2022);
num estudo recente, foram analisados genomas completos e sequéncias completas do gene
vp2 que permitiram novas propostas de classificacao filogenética (Grecco et al., 2018; Moon
et al., 2020; Nguyen Manh et al., 2021).
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A variante mais prevalente nos cées deste estudo foi o CPV-2c (Grafico 10). Este achado
vai ao encontro dos resultados registados na literatura por outros autores (Miranda et al.,
20164a; Decaro et al., 2011; Vieiraet al., 2008). A prevaléncia do CPV-2 em Portugal tem sido
estudada, destacando-se a predominancia do subtipo CPV-2c entre os cées. Vieira e
colaboradores (2008), com uma amostra 30 cdes com sinais clinicos de infecdo por CPV-2,
confirmaram que a variante CPV-2c era o subtipo predominante nos cdes da regido Centro de
Portugal. Mais recentemente, Miranda e colaboradores (2016a) analisaram amostras de 260
caes em Portugal, entre 2007 e 2012, e concluiram o mesmo. Por outro lado, Decaro e
colaboradores (2011), descreveram, em Portugal, os subtipos CPV-2b e CPV-2a como 0s mais

frequentes, contrastando com a predominancia do CPV-2c em Espanha, Italia e Alemanha.

Desde a sua identificagdo, em 2000, o subtipo CPV-2c disseminou-se rapidamente por
varias regides do mundo (Santana et al., 2022), tendo vindo a substituir progressivamente 0s
subtipos CPV-2a e CPV-2b em diversas regides (Decaro et al., 2012). Este ndo evidenciou ser
mais virulento em relacdo aos subtipos CPV-2a e CPV-2b (Decaro & Buonavoglia, 2012);
contudo, devido ao acumular de mutacdes aminoacidicas na proteina VP2, o virus aumentou
a sua patogenicidade em relacdo a estirpe original (Carmichael, 2005). Esta variante apresenta
titulos virais mais elevados nas fezes, manifesta uma doenga clinica mais grave (Decaro &

Buonavoglia, 2012) em compara¢do com a estirpe original.

Esta disseminacdo global tem implicacGes importantes para a sadde animal e existem
estudos que propdem que a dispersdo viral esteja relacionada com o transporte de animais
infetados ou de vetores mecanicos contaminados (Hoelzer et al., 2008).

Durante a evolucéo, os novos subtipos do CPV-2 passaram a infetar ndo apenas cées, mas
também gatos domésticos e selvagens (Decaro et al., 2008). No entanto, o impacto da infe¢éo
pelo CPV em gatos ainda ndo é completamente compreendido (Clegg et al., 2012). Segundo
a literatura, a maioria dos casos reportados de CPV em gatos apresenta sintomatologia clinica
muito semelhante a causada pelo virus FPV (Battilani et al., 2007, 2013; Hoelzer & Parrish,
2010). Segundo Miranda e colaboradores (2014) sdo necessarios mais estudos
epidemioldgicos em larga escala para determinar a prevaléncia e o impacto da infecdo por
CPV em gatos a nivel global, uma vez que os testes de diagnostico de ELISA e de
Imunocromatografia ndo diferenciam infecfes por CPV e FPV e os sinais clinicos séo

semelhantes.
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Neste estudo, foi identificada e caracterizada uma amostra de um gato infetado com CPV-
2c. Tratava-se de uma fémea inteira, sem raca definida, com dois anos de idade e ndo vacinada.
N&o havia informagGes disponiveis sobre o seu estilo de vida, e apresentava como sinais

clinicos vomitos e perda de apetite.

Em 2014, Miranda et al. publicaram o primeiro caso de um gato infetado com CPV-2c em
Portugal. Nesse estudo, os autores concluiram que o0 CPV-2c consegue infetar e causar doenca
em gatos, sendo transmitido principalmente por cées, embora a transmissédo entre gatos
também seja possivel. Além disso, os gatos podem representar um fator de risco na
disseminacdo do CPV-2 para outros animais (Decaro et al., 2010). Como consequéncia deste
potencial risco epidemioldgico, diversos autores sugerem a hipotese de que as vacinas felinas
que incluem FPV podem n&o conferir imunidade cruzada contra os subtipos de CPV-2
(Decaro et al., 2010). No entanto, um estudo realizado por Gamoh et al. (2005) demonstrou
que uma vacina de FPV foi capaz de proporcionar protecao cruzada contra o subtipo CPV-2b.

Os subtipos CPV-2 representam uma ameaca a populacdo de gatos domésticos, sendo
necessarios mais estudos de vigilancia epidemioldgica e avaliacbes a eficacia das vacinas
atuais (Decaro et al., 2010).

A vacinacdo é a forma mais efetiva de controlar a disseminacdo da infecdo e prevenir o
desenvolvimento de doenca clinica (Decaro et al.,, 2020). As diretrizes da WSAVA
recomendam vacinar o maior niumero possivel de animais, em conformidade com o conceito

de imunidade de grupo e, desta forma, reduzir o risco de surtos infeciosos (Day, 2017).

Embora existam programas de vacinacéo a nivel global e de ser uma vacina core, a infecao
por CPV permanece uma das doencas infeciosas mais comuns e uma importante causa de
mortalidade em cdes jovens, inclusive em paises desenvolvidos (Decaro & Buonavoglia,
2012). No entanto, este fator ndo explica por que razéo a esgana canina (CDV) e a hepatite
infeciosa canina (CAdV-1) estdo efetivamente controladas pela vacinacéo, enquanto o CPV

continua a representar uma ameaca significativa (Decaro et al., 2020).

No estudo de Kelman et al., (2019) na Australia, com dados recolhidos em hospitais
veterinarios pelo pais, estimou-se a incidéncia de 4 casos de CPV por 1000 cées. A possivel
explicacdo para que o CPV persista como uma ameaca, esta relacionada com caracteristicas

especificas, como a duragdo mais prolongada de imunidade materna e na extensdo da janela
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de suscetibilidade, em comparacdo com o CDV e CAdV-1 (Griot et al., 2004; Day et al.,
2016), e a sua persisténcia no ambiente por 12 meses ou mais meses em condicOes favoraveis
(Greene & Decaro, 2012). O virus também apresenta resisténcia a muitos desinfetantes de uso
comum; todavia a solugéo de hipoclorito de sodio a 0,75% tem demonstrado eficacia na sua

eliminacéo (Cavalli et al., 2018).

A conscientizacdo dos tutores também desempenha um papel crucial na contencdo da
doenca. E importante educa-los sobre a relevancia da vacinagdo, da higiene adequada e do

controle da circulacdo dos animais em &reas de risco.

Os resultados deste estudo realcam a importancia da vacinacdo na prevencao do
desenvolvimento de doenca clinica. A analise revelou que 63,0% (17/27) dos animais em
estudo ndo estavam vacinados, enquanto apenas 7,4% (2/27) tinham o protocolo vacinal
completo (Gréfico 7 e 8). Esta lacuna na cobertura vacinal representa um fator de risco

significativo para a disseminagdo de ambos os virus.

A elevada percentagem de animais ndo vacinados pode estar relacionada com diversos
fatores, incluindo a falta de conhecimento dos tutores sobre a importancia da vacinacao e
dificuldades financeiras. Muitos tutores desconhecem os riscos associados & auséncia de
imunizacdo e, em alguns casos, acreditam que a vacinagdo ndo é necessaria para animais que

vivem dentro de casa, como é o caso dos gatos indoor.

Para resolver esta situacdo, € essencial investir em campanhas de sensibilizacdo e de
educacgéo que informem os tutores sobre a importancia da vacinacdo. A criagao de programas
de vacinacdo, poderia aumentar significativamente a taxa de adeséo, a semelhanca do que é

realizado com a Raiva a nivel nacional.

Como principal limitacdo do presente estudo, destaca-se o tamanho da amostra, que é
pouco representativo e pode nado ser suficiente para identificar toda a variabilidade de subtipos
que circula nos cées e gatos da area metropolitana de Lisboa. Estudos futuros devem ampliar

0 tamanho da amostra para incluir uma populacéo mais diversificada e mais &reas geograficas.

A Panleucopenia felina é uma doenca comum, responsavel por gastroenterites e
leucopenias, e esta associada a altas taxas de mortalidade em gatinhos (Miranda et al., 2015).

O FPV é endémico em muitas populagdes de gatos e altamente estavel no ambiente (Greene
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& Andie, 2006), o que contribui para a sua persisténcia e para a ocorréncia ocasional de surtos
(B6hm et al., 2004).

Neste estudo, foi possivel identificar sequéncias de FPV em 92,9% (13/14) dos gatos.
Dois gatos tinham o protocolo vacinal incompleto (Grafico 8), contudo apresentavam sinais
clinicos gastrointestinais. Com uma amostra de 14 gatos doentes, este estudo confirmou a

predominancia de infecdo por FPV nos gatos (Grafico 11).

No estudo de Tang et al., 2022, os resultados mostraram que o FPV continua a ser o
virus predominante a circular nas populagdes de gatos em Pequim. Também Miranda et al.,
(2017), em Portugal, com uma amostra de 30 gatos entre os anos de 2012-2014, demonstraram
que o FPV ¢ o virus predominante nos gatos em Portugal. O presente estudo corrobora 0s
resultados dos autores referidos, uma vez que o virus predominante em circulagdo nos gatos
estudados foi o FPV (Grafico 11).

No presente estudo, de entre os gatos infetados com FPV, 64,29% (9/14) tinham menos
de seis meses (Grafico 12) e 76,92% (10/13) ndo estavam vacinados (Grafico 13), o que sugere
que estes gatinhos ndo estavam protegidos contra a infecdo por FPV no momento de contacto

com o virus (Miranda et al., 2017).

Um estudo retrospetivo de Truyen & Parrish (2013) demonstrou que 37,0% (24/64) dos
gatos infetados haviam sido vacinados pelo menos uma vez, o que pode ser explicado pela
interferéncia dos anticorpos maternais ou pela existéncia de subtipos virais com mutacfes na

capside e que podem escapar a imunidade conferida pelas vacinas.

A possibilidade de coinfeccdo entre CPV-2 e FPV em gatos, embora ndo observada
neste estudo, encontra-se documentada na literatura atual e pode contribuir para a emergéncia

de novos subtipos por recombinagéo (Battilani et al. 2011).

Ambos os virus apresentam uma taxa de mutacdo bastante alta comparativamente com
outros tipos de virus com genoma de DNA, assemelhando-se as taxas apresentadas por virus
com genoma de RNA (Schackelton et al., 2005). No entanto, sendo um virus com genoma de
DNA, cuja replicacdo no ciclo viral é mediada por uma DNA polimerase de alta precisdo, a
rapida evolugdo do CPV na natureza durante a sua emergéncia inicial é inesperada do ponto

de vista molecular (Voorhees et al., 2019).
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As mutacdes identificadas, incluindo alteracbes nos residuos aminoacidicos 5, 14, 34,
192, 324 e 370, refletem a continua evolucdo genética deste virus (Tabela 4). O aparecimento
destas mutagdes sublinha a importancia de monitorizagdes epidemioldgicas continuas para

identificar subtipos emergentes (Miranda et al., 2016a).

No estudo realizado por Tang et al. (2022), a mutacdo Y324l foi identificada em estirpes
de CPV-2c isoladas de gatos em Pequim, China, semelhante aos resultados obtidos neste
estudo. Esta mutacdo altera a estrutura da cépide viral, modificando epitopos e facilitando a
adaptacdo do virus a diferentes hospedeiros e a condi¢es ambientais (Li et al., 2017). Esta
mutacdo foi identificada em todos os cées e no gato infetado com CPV-2c e nas trés amostras

de cées infetados com CPV-2b.

Um estudo recente realizado na China por Pu et al. (2024), com uma amostra de 128
caes suspeitos de infe¢do por CPV, analisou o perfil aminoacidico das estirpes virais isoladas.
Os resultados revelaram que o subtipo CPV-2c identificado era geneticamente idéntico as
variantes previamente descritas na China, apresentando as mutacfes F267Y, Y3241, Q370R e
A5G, além da mutacéo caracteristica N426E (Pu et al., 2024).

O residuo de aminoacido 324 na proteina VP2, est4 localizado numa regido altamente
antigénica, essencial para a entrada viral através da ligacdo ao recetor da transferrina (Tsao et
al., 1991; Zhou et al., 2017). Uma anélise recente, num estudo de Alexis et al. (2021),
identificou uma associacdo entre os residuos 267 e 324 na selecdo positiva do CPV-2b,

sugerindo um possivel papel na evasdo da resposta imune do hospedeiro.

A mutacdo A5G foi identificada nas trés amostras do subtipo CPV-2b. Esta mutacéo foi
descrita por Sarabandi & Pourtaghi (2023), nas amostras de CPV-2c. Embora seja mais
frequentemente associada ao subtipo CPV-2c, a presenca desta mutagcdo em CPV-2b indica
um possivel processo de convergéncia adaptativa. No entanto, o papel deste aminoacido ainda
ndo foi identificado e € necessaria mais investigacdo para compreender o impacto na
patogenicidade viral e na eficicia das vacinas (Sarabandi & Pourtaghi, 2023). O residuo
aminoacidico na posicdo 5 esta localizado na extremidade N-terminal dentro de uma regido
antigénica crucial da proteina VP2 (Langeveld et al., 1993). A mutacdo A5G é frequentemente
encontrada juntamente com as mutagdes F267Y, Y324l e Q370R (Hao et al., 2022). Neste
estudo, as mutagOes A5G e Y3241 foram identificadas juntas nas amostras de CPV-2b.
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A mutacdo S192F no gene vp2 do FPV foi identificada em trés gatos infetados. Estudos
anteriores concluiram que mutacGes na posi¢do 192 se encontram associadas a alteracdes na
antigenicidade e na capacidade de ligacdo a recetores celulares, o que pode influenciar a
patogenicidade e a transmissibilidade do virus (Domingues et al., 2023). E necessario a
realizacdo de mais estudos no futuro para avaliar o impacto funcional da mutacdo S192F na

replicacdo viral, na resposta imunologica e na eficacia das vacinas existentes.

A mutacdo A14T foi detetada em dois gatos infetados pelo virus da panleucopenia felina
no presente estudo. Um estudo de Garcia et al., (2023) revelou que a mutagédo tem impacto na
antigenicidade e patogenicidade do virus. A presenca desta mutacdo reforca a relevancia de

investigacao a nivel genético de forma mais detalhada para compreender a evolucao do FPV.

A mutacdo G34S foi identificada num céo infetado com CPV-2c. A presenca desta
mutacao ndo silenciosa ndo esta descrita na literatura. Mais investigacdo devera ser feita para

confirmar a persisténcia desta mutagéo e avaliar a sua prevaléncia.

Por fim, a mutacdo Q370R que foi detetada no CPV-2c, tanto nos cdes como no gato
infetado, tém sido relatadas em diversos estudos. Esta mutacéo é considerada responsavel pela
especificidade de espécie (Lee et al., 2019). Guo et al., (2013), refere que esta alteracdo pode
influenciar a antigenicidade do virus, a sua capacidade de adaptacdo a diferentes hospedeiros

e, até mesmo, a sua resposta a imunidade conferida pelas vacinas.

Um estudo de Zhou et al. (2017), que analisou a evolucdo genética do gene vp2 entre
1979 e 2016, sugere que esta mutacao esté relacionada com o processo continuo de evolugdo
viral. No entanto, mais estudos funcionais sdo necessarios para avaliar o impacto desta

mutacao na patogenicidade e transmissibilidade do virus.

O CPV-2 comegou a ser classificado em diferentes tipos antigénicos desde que atingiu
proporcOes pandémicas em 1980 (Parrish, 1990). Esta classificacdo é feita com base nas
mutagOes nucleotidicas no gene vp2 das estirpes emergentes. Este metodo continua a ser a

ferramenta mais comum para a tipificacdo genética deste virus (Santana et al., 2022).

Mais recentemente, foram obtidos genomas completos (WGSs) de estirpes de CPV-2 e
sequéncias completas do gene vp2, permitindo a proposta de novas classificagdes filogenéticas
(Grecco et al., 2018; Moon et al., 2020; Nguyen Manh et al., 2021).
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A andlise filogenética constitui um método fundamental para o estudo da evolucdo dos
virus. Diversos estudos tém sido realizados para elucidar a classificagdo do CPV-2 (Geng et
al., 2015; Wang et al., 2016a; Wang et al., 2016b). Neste estudo, verificou-se através da arvore
filogenética que os clusters formados ndo evidenciaram monofilia para os varios subtipos
(Figura 5). A classificacéo filogenética do CPV-2 tem sido tema de vasta discussao cientifica,

devido a sua alta taxa de mutacdo e ampla disseminacao global.

Os resultados deste estudo, séo consistentes com os achados do estudo de Santana et al.,
(2022), realizado no Brasil, onde foram analisados 284 genomas completos e 684 sequéncias
completas do gene vp2 de CPV-2. A analise filogenética realizada neste estudou revelou a
existéncia de dois clusters principais disseminados mundialmente. Para além disso, a arvore
filogenética do gene vp2 identificou quatro clusters bem definidos. Esses clusters ndo
correspondem diretamente as classificacdes anteriores em CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c,
embora alguns apresentem predominéncia de um ou mais tipos antigénicos. O mesmo ocorre
no presente estudo, onde os clusters nao evidenciariam monofilia para os subtipos de CPV,
ou seja, a formacdo dos clusters ndo reuniu as sequéncias das amostras as respetivas

sequéncias de referéncia dos subtipos virais.

Por outro lado, um estudo realizado por Qui et al. (2020) avaliou 204 amostras de CPV
provenientes da China, utilizando apenas o gene vp2 para a analise filogenética, e constatou

que todas se agruparam conforme os respetivos subtipos antigénicos.

Estudos recentes propuseram diferentes abordagens de classificacdo, frequentemente
baseadas em critérios regionais, temporais ou mutacGes especificas no gene vp2. No entanto,
a falta de consenso entre essas classificacbes tem dificultado a padronizagdo das
nomenclaturas (Li et al., 2017; Zhou et al., 2017).

Grecco et al. (2018) identificaram duas linhagens principais de CPV-2a e CPV-2¢ na
Ameérica do Sul, particularmente no Uruguai, associando estas linhagens a eventos de
introducdo e disseminagéo regional. Esta abordagem limita-se ao contexto sul-americano,

dificultando sua aplicacdo numa escala global.

De forma semelhante, Moon et al. (2020) analisaram subtipos de CPV-2 na Coreia e

propuseram uma classificacdo baseada em substituicGes de aminoacidos especificas no gene
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vp2, associadas a adaptacdo local. No entanto, essa nomenclatura é restrita ao contexto

asiatico, limitando sua utilidade para compreender a diversidade genética global do virus.

Por outro lado, Nguyen Manh et al. (2021), ao estudarem subtipos do CPV-2 no
Vietname, propuseram uma classificagdo que relaciona linhagens com fatores temporais e
geograficos, destacando a evolucao dos subtipos CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c e 0 seu impacto
na disseminacdo local. Apesar de ser uma abordagem valiosa, a nomenclatura utilizada

também apresenta inconsisténcias quando aplicada a contextos globais.

Em contraste, o estudo de Santana et al. (2022) representa um avanco significativo ao
propor uma abordagem filogenética mais abrangente e global. Analisando genomas completos
e sequéncias do gene vp2, estes autores identificaram quatro clusters principais que nao
correspondem estritamente as classificagdes convencionais. Este estudo introduziu uma
nomenclatura baseada em clusters [O (original), I e Il (dois clusters principais atualmente
disseminados pelo mundo)], evitando o uso de nomes regionais ou antigénicos, como 0s
sugeridos em estudos anteriores (Grecco et al., 2018; Moon et al., 2020; Nguyen Manh et al.,
2021), o que facilita a padronizacdo e a interpretacdo global. Todos os clusters contém
amostras de diferentes continentes e ndo estdo restritos a regiGes geograficas especificas
(Santana et al., 2022). A arvore do presente estudo revela-se similar com a arvore do estudo

destes autores.

A abordagem de Santana et al. (2022) destaca a importancia de um sistema de
classificacdo uniforme que permita integrar dados regionais e globais. Esta padronizacao é
essencial para compreender melhor as rotas de disseminacdo do CPV-2, as falhas vacinais e
outros aspetos epidemioldgicos que sdo cruciais para o controlo desta importante doenca

infeciosa.

Melhorar a classificagdo e identificacdo do CPV-2 contribuird para aumentar a
compreensdo das vias de disseminacdo do virus em diferentes regides geograficas, das falhas
vacinais, bem como de outros aspetos epidemioldgicos relacionados com a gestao e controlo
desta doenca (Santana et al., 2022). E necessario utilizar metodologias de reconstrucéo
filogenética com base em algoritmos matematicos complexos que tenham em conta varias

variaveis e os estudos mais atuais, de modo a obter uma ferramenta consensual.
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A estrutura da arvore filogenética sugere a presenca de intragrupos, evidenciando a
diversidade genética dentro dos subtipos do CPV-2 e FPV (Figura 5). Além disso, os valores
elevados de bootstrap reforcam a confianga na robustez destes agrupamentos. Com base nesta
informacdo a autora deste estudo, decidiu realizar uma anéalise de haplétipos para o CPV-2 e

outra para o FPV, por ser uma ferramenta essencial para compreender a diversidade genética.

Na analise dos haplétipos do CPV-2 verificou-se uma separacéo dos hapldtipos de CPV-
2c dos cdes e do gato (haplotipo 12) e do subtipo CPV-2b (Figura 6). A separacao do haplotipo
“12” demonstra que ndo ocorreram erros laboratoriais ou de contaminagéo cruzada, uma vez
que o haplétipo CPV-2c do gato apresenta divergéncias na sequéncia nucleotidica de todas as

sequéncias remanescentes amplificadas do CPV.

Esta elevada diversidade nucleotidica esta de acordo com a literatura, uma vez que 0
CPV-2 apresenta uma alta taxa de mutacdo, associada a uma réapida disseminacgéo global e a
emergéncia de subtipos com diferentes propriedades antigénicas (Hoelzer et al.,2008).

A analise dos haplétipos de FPV evidencia diversidade genética dentro do virus,
revelando a presenca de um haplétipo dominante, a partir do qual surgem varias ramificacdes
(Figura 7). No entanto, a existéncia de ramificagdes mais longas, como as que levam aos
haplotipos “1” e “14”, indica a capacidade do virus de acumular mutacdes, possivelmente em
resposta a pressdes evolutivas. Essas pressdes podem incluir resisténcia imunolégica
desenvolvida pelos gatos, devido a infecBes anteriores ou vacinacdo. As conexdes entre 0s
diferentes haplotipos, representada pelas linhas e tragos indicam mutac6es, apontam para a
evolucdo continua do FPV, sendo que alguns haplétipos mais periféricos podem corresponder
a subtipos menos frequentes ou recentemente emergentes. A diversidade genética pode estar

associada aos fatores predisponentes, a gravidade da doenca e a taxa de sobrevivéncia.

Uma limitagdo do estudo, é a auséncia de informagéo sobre o outcome dos animais
hospitalizados o que poderia ser uma variavel interessante na comparagao dos virus e da sua

viruléncia, assim como na correlagdo com outros fatores extrinsecos.

No estudo de Miranda et al. (2015), foi analisada a diversidade genética do FPV em
gatos domésticos em Portugal durante dois periodos: 2006-2008 e 2012-2014. Os autores

concluiram que a diversidade global das amostras foi relativamente baixa. Estudos anteriores,

74



haviam demonstrado um alto grau de conservacao de nucleo6tidos no gene vp2 de FPV (Addie,

2006), 0 que ndo esta de acordo com este estudo.

No estudo foi observada uma elevada diversidade genética do virus FPV entre as varias
amostras. Como mencionado anteriormente, existem estudos recentes que descrevem a
detecdo do virus FPV em cdes, sugerindo uma possivel adaptacdo do virus a hospedeiros
caninos ou eventos ocasionais de infecdo cruzada (Ahmed et al., 2018; Charoenkul et al.,
2019). O FPV é um virus altamente contagioso entre gatos e apresenta uma mortalidade
elevada nesta espécie (Greene & Decaro, 2023), este virus estd a evoluir e a sofrer pressao
seletiva; desta forma, sdo necessarios mais estudos de caracterizacdo molecular para

compreender a sua epidemiologia.

De modo a compreender a relagcdo entre os subtipos virais presentes em diferentes
amostras bioldgicas, foi realizada uma analise de haplétipos. O objetivo deste estudo foi

avaliar a correspondéncia genética entre o virus presente no sangue e nas fezes dos animais.

A andlise dos haplétipos obtidos a partir das fezes e do sangue dos mesmos hospedeiros
confirmou que, nos animais analisados, o gene vp2 do virus nao sofreu mutacdes significativas
ao transitar entre diferentes sistemas ou tecidos do organismo (Figura 8). Essa estabilidade
genética facilita o diagnostico, pois amostras de fezes podem ser utilizadas de forma confiavel
para representar o virus presente no organismo como um todo. Estes achados corroboram
estudos anteriores que indicam uma elevada estabilidade genética do CPV-2 dentro do mesmo
hospedeiro (Hao et al., 2022; Miraet al., 2019). A auséncia de variagOes significativas sugere
que as mutacdes observadas em estudos populacionais sdo mais frequentemente associadas a
pressoes seletivas externas, como a transmissdo entre hospedeiros e a adaptagdo a diferentes

contextos ambientais (Giraldo-Ramirez et al., 2020).

O presente estudo contribuiu para o debate sobre a classificacdo dos subtipos virais do
CPV-2, alertando para a necessidade de uma nova classificacdo e para a importancia da

vigilancia epidemioldgica ndo s6 do CPV-2, mas também do FPV.
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V. Conclusao

Com o presente trabalho pretendeu-se realizar uma caracterizagdo molecular da infecéo por

CPV-2 e por FPV em cées e gatos da AML e avaliar varios métodos de diagndstico.

Os objetivos estabelecidos para esta dissertacdo foram alcangados, uma vez que foi possivel
identificar a presenca de CPV-2 e de FPV. Entre 0s 27 animais em estudo, o FPV foi detetado
em 48,1%, o subtipo CPV-2c em 40,7% e o subtipo CPV-2b em 11,1%. Ainda, foi identificado

um gato infetado com CPV-2c.

Os resultados obtidos permitem concluir ser de extrema importancia a identificacdo e
monitorizagdo dos subtipos de CPV-2 e do FPV em circulagdo nos cées e nos gatos para a
compreensdo da evolucdo do virus, da sua epidemiologia e do seu impacto na salde dos
hospedeiros. Estes destacam a necessidade urgente de melhorar as medidas de preven¢do, como
vacinar segundo as guidlines mais recentes, educar os tutores sobre a importancia da vacinagéo
e implementar medidas de biosseguranca mais rigorosas, nomeadamente a separacao de cées e

gatos em regime de internamento infectocontagioso.

Relativamente aos resultados filogenéticos, a auséncia de monofilia na arvore
filogenética evidencia a necessidade de vigilancia continua e estes achados apoiam a
necessidade de andlises moleculares regulares e de uma revisdo da classificacdo baseada na
sequencia completa do subtipo viral e ndo restringindo o estudo apenas ao gene vp2.

Como perspetivas futuras, seria relevante analisar uma populacdo maior de cées e gatos,
com o intuito de melhor compreender a distribuicdo dos subtipos de CPV-2 e do FPV. A
sequenciagdo completa do genoma das amostras serd fundamental para melhorar classificagdo
do virus. Alem disso, a aplicacdo de técnicas de filogeografia, em concordancia com as
pesquisas globais atuais, poderia fornecer informacdes mais detalhadas sobre a disseminagéo e

evolucéo destes virus.
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Apéndices
Apéndice A
Questionario relativo ao estudo “Caracterizacio molecular da infe¢ao por Parvovirus Canino e
pelo Virus da Panleucopenia Felina em cies e gatos da Area Metropolitana de Lisboa —

Acronimo: Parvoviridae”
O presente questionario foi desenvolvido no ambito do projeto “Parvoviridae” e visa a recolha de
informacdo sobre os dados epidemioldgicos do animal doente. Todos os dados recolhidos serdo

confidenciais e usados apenas para investigacdo cientifica.

1. ldentificag&o do animal:

2. Espécie
[0 Gato
[1 Céo
3. Sexo

[1 Macho inteiro
[l  Macho castrado
[1  Fémea inteira

[1 Fémea esterilizada

4. Raca

Idade (indicar semanas ou meses ou anos )

6. Vacinacdo:

71 Na&o vacinado

1 Vacinagdo incompleta

[ Vacinagdo completa
7. Estilo de vida:

(1 Indoor

71 Indoor / outdoor

'l Outdoor

8. Temperatura retal (°C):

9. Sinais clinicos:

[0 Diarreia ndo hemorréagica
Diarreia hemorragica
Vomitos

Depresséo

O O o o

Perda de apetite
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[1 Desidratacao
1 Alterac0es cardiacas
[1 Outros:
9.1 Se respondeu outros na pergunta anterior, quais?
10. Tutor: Freguesia, concelho e distrito:
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Apéndice B
Tabela Al- Sequéncias de referéncia das estirpes utilizadas para caracterizar as amostras, com base

nas estirpes de referéncia e os residuos aminoacidicos. (Ver Anexo 2). O amarelo significa as

alteracdes entre os residuos aminoacidico dos diferentes tipos de virus e subtipos virais.

Residuos aminoacidicos

80 87 93 103 232 292 300 323 375 426 555 564 568

FPV ‘ K M K Vv Vv S A D D N i N A
CPV-2A ‘ R L N A | S G N D N | S G
CPV-2B ‘ R L N A | A G N D D \% S G
CPV-2C ‘ R L N A | A G N D E \% S G

Tabela A2 - Sequéncias aminoacidicas obtidas nas amostras de fezes
Residuos aminoacidicos
80 87 93 103 232 267 297 300 305 323 375 426 555 564 568 SUBTIPO
Amostras
VIRAL

FELINO_1 K M K VvV V F S A D D D N V N A FPV
CANINO_2 R L N A | Y A G Y N D E V S G CPV-2
CANINO_3 R L N A | Y A G Y N D E V S G CpPV-2
CANINO_4 R L N A | Y A G Y N D D V S G CPV-2b
FELINO_5 K M K VvV V F S A D D D N V N A FPV
FELINO_6 K M K vV VvV F s A D D D N V N A FpPV
CANINO_7 R L N A | Y A G Y N D E V S G CpPV-2
CANINO_9 R L N A | Y A G Y N D E V S G CpPV-2
CANINO_10 R L N A | Y A G Y N D E V S G CPV-2
FELINO_11 K M K VvV VvV F S A D D D N V N A FpPv
FELINO_12 R L N A | Y A G Y N D E V S G CpPV-2
FELINO_ 14 K M K vV VvV F S A D D D N V N A FpPv
CANINO_15 R L N A | Y A G Y N D E V S G CpPV-2
FELINO_ 16 K M K VvV VvV F S A D D D N V N A FpPv
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FELINO_18 K M K V. V F S A D D D N V N A FpPv
CANINO_19 R L N A | Y A G Y N D E V S G CPV-2
CANINO_ 21 R L N A | Y A G Y N D E V S G CPV-2
FELINO_22 K M K V V F S A D D D N V N A FPV
FELINO_23 K M K V. V F S A D D D N V N A FpPv
CANINO_24 R L N A | Y A G Y N D E V S G CPV-2
FELINO_ 26 K M K VvV V F S A D D D N V N A FpPv
CANINO_27 R L N A | Y A G Y N D E V S G CPV-2
CANINO_28 R L N A | Y A G Y N D D V S G CPV-2b
FELINO_29 K M K V V F S A D D D N V N A FPV
CANINO_30 R L N A | Y A G Y N D D V S G CPV-2b
FELINO_ 31 K M K VvV V F S A D D D N V N A FPV
FELINO_32 K M K VvV V F S A D D D N V N A FpPv
Tabela A3 - Sequéncias aminoacidicas das amostras de sangue
Residuos aminoacidicos
Amostras 80 87 93 103 232 267 297 300 305 323 426 564 568 SUBTIPO
VIRAL
FELINO_1 K M K V V F S A D D N N A FpPV
FELINO_5 K M K V V F S A D D N N A FPV
FELINO_16 K M K V V F S A D D N N A FpPV
CANINO_21 R L N A | Y A G Y N E S G CPV-2
CANINO_19 R L N A | Y A G Y N E S G CPV-2
CANINO_28 R L N A | Y A G Y N D S G CPV-2b
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Apéndice C

Tabela A4 — Resultados obtidos no questionario realizado aos tutores. A ordem corresponde ao

nlimero da amostra (1 a 27).

Ecpécie Sexo Raca Idade Vacinacdo Ectilo de vida Sinais clinicos
Gato Macho fértil Europeu Comum 04 Nio vacinado Indoor Diarrcia ndo hemorrdgica, Vomitoz, Perda de apetite
Cio Macho férul i i 04 Nio vacinado Indoor/Ourdoor Diarreia igica, Vomitos, Perda de apetits, Decid, &
Cio Macho fértil Yorkzhire 0.2 Nio vacinado Indoor Diarreia niio hemorragica
Céo Fémea fértil Indeterminada 02 Nio vacinado Indoor/Outdeor Diarreia nfio hemorrdgica
Gato Fémea fértil Indetcrminada 02 Nio vacinado Indoor Diasreia néo hemorrdgica, Vomitos
Garo Macho fértil Scotizh Straight 02 Vacinagéo i Indoar Diarreia nio hemorrigica, Vémitoz, Perda de apetite
Céo Fémea férul Indeterminads 03 Nio vacinado Ourdoar Diarreia néo hemorragica, Vomito:, Perda de apetite, Decidratagio
Cio Fémea fértil Indeterminada 3 Dezconhecido Deczconhecido Dezconhecido
Cio Fémea fértl Indeterminada 3 Decconhecido Decconhecido Dezconhecido
Garo Macho ndo fertil Europeu Comum 3 Nio vacinado Ourdaor Perda de apetite, Dezidratagio
Gato Fémea fértil Indeterminada 2 Vacinagio incompleta Sem informagio perda de apetite & vémitoz
Gato Fémea nio fénil Indeterminada 7 Nio vacinado Indoor/Outdeor Deprecsiio, Perda de apetite
Cio Macho férul Indeterminada 13 Nio vacinado Indoor/Ourdoor Diarreia nio hemorrdgica, Vémitos, Perda de apetite, Dezidratacio
Garo Fémea férul Scotich 03 Vacinagio L Indoor Diarreia nfo hemorrdgica, Vémitoz, Depresziio
Gato Fémea nao fénil Indeterminada 07 Nio vacinado Indoor Disrreia niio hemorrdgics, Deprezsio, Desidratacio
Cie Fémea fértil Indeterminad 06 Nio vacinado Indoor Diasseis nio hemorrdgica, Depressio, Perda de apetite, Decidratagd
Cio Fémea férul Ind inad 03 Nio vacinado Indoar Vémitos, Deprezséo, Desidratagi
Garo Macho férul 02 Nio vacinado Indoor Vimitos, Deprezzio, Perda de apetite
Gato Femea fértl Indeterminado 06 Nio vacinado Outdoar Vomitos
Cio Fémea fértil 06 Nio vacinado Indoor/Ousdoor Diarreis hemorrigica, Vémitoz, Deprezzdo, Perda de apetite
Gato Macho ndo férul Desconhecido 3 Decconhecido Decconhecido
Cio Macho férul Dogue alemiio 04 WVacinacio completa Ourdoor Diarrcia nio hemomragica, Vomitos, Deprescio, Perda de apetite, Decidratacio
Cio Fémea fértil Serra da Estrela 02 Vacinagio incompleta Indoon/Ourdeer Diarreia nio hemorrigica, Diarreia hemorrigica, Perda de apetite
Gato Fémea férril 02 Nio vacinado Indoor Vemitoz, Deprezzfio, Perda de apetitz, Dezidratach
Cio Fémea férul Desconhecido Desconhecido Decconhecido Decconhecido Desconhecido
Gato Macho fértil Ind inad 02 Nio vacinado Ourdoor Diarreia néio hemorrdgica, Perda de apetite
Gato Macho fértil 03 Nio vacinado Indoor Vomitoz, Perda de apetite
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Anexos

Anexo 1

Tabela A5 - Amino&cidos agrupados segundo as caracteristicas bioquimicas e o respetivo codigo de
uma letra (Ramilo, 2008)

Cadigo de Letras Denominagéo Aminoacidos (AA)
E Glutamato
AA acidos

D Aspartato

G Glicina

S Serina

T Treonina

AA polares neutros

Q Glutamina

N Asparagina

C Cisteina

A Alanina

\V Valina

L Leucina

AA hidrofébicos alifaliticos

P Prolina

| Isoleucina

M Metionina

R Arginina

AA basicos
K Lisina

99



Histidina

Triptofano

Tirosina

Fenilalanina

AA hidrofébicos aromaticos

Asparagina / Aspartato

Glutamina / Glutamato

Leucina/ Isoleucina

Aminoécido Desconhecido
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