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Resumo

As doengas da cavidade oral sdo muito frequentes na clinica médica felina e apresentam
quadros clinicos muito distintos ao exame estomatologico-dentario. A avaliagdo histologica ¢é
essencial na identificacdo e classificacdo das lesdes, avaliagdo da arquitetura dos tecidos, na sua
organizacdo tecidual habitual e também a sua relacdo com os tecidos adjacentes, permitindo por
isso o estudo dos detalhes morfoldgicos.

As condic¢des inflamatdrias da cavidade oral sdo muito frequentes nos gatos, realcando-
se como mais comuns a gengivoestomatite cronica felina (GECF). A GECF é uma doenga cronica
imunomediada da cavidade oral, caracterizada por uma resposta inflamatoria exagerada a um
estimulo antigénico constante ¢ que se traduz numa inflamagdo oral simétrica e bilateral dos
tecidos orais. A sua etiologia multifatorial ndo é completamente conhecida, inclui fatores
infeciosos, ambientais e sistémicos- A presenca de placa bacteriana provoca uma estimulagido do
sistema imunitario, existindo ainda outros fatores infeciosos que podem contribuir para o
desenvolvimento desta doenga, de entre eles o Calicivirus Felino (CVF). O CVF é um agente
patogénico muito contagioso e, por isso, amplamente distribuido pela populacado felina. As células
Natural Killer (NK), linfocitos granulares do sistema imune inato, representam, em conjunto com
outras células e fatores humorais, a primeira linha de defesa contra infe¢des virais.

Através da avaliagdo celular da mucosa oral de animais com GECF, e tendo como
principais objetivos a identificagdo da presenca do antigénio CVF e células NK, no sentido da
melhor compreensdo da afegdo, integrou-se o estudo do papel do CVF na imunidade da cavidade
oral.

Quarenta amostras de mucosa oral de gatos com diagnostico de estomatite cronica felina
foram alvo andlise imunohistoquimica, apds a otimizagdo do protocolo indireto com polimero,
para avaliacao da expressdo do antigénio CVF e identificacdo de células NK, positivas para CD56.
As células imunopositivas foram avaliadas em cinco campos de grande amplia¢do (objetiva de
40x) e estimadas por dois observadores independentes.

Neste estudo, ndo se encontrou uma associagdo significativa entre a presenga de CFV ¢
os grupos etarios (KW test, p=0.322), a raca (KW test, p=0.283) ou o sexo (KW test, p=0.322)
dos gatos em estudo. Também na marcagdo das células NK, ndo se observou uma relacio entre
as mesmas variaveis: grupo etario (KW test, p=0.726), raca (KW test, p=0.282) ou sexo (KW test,
p=0.503) e a quantidade de células positivas. Da mesma forma, ndo se evidenciou uma relagdo
entre a presenca do CVF e a populagdo de células NK (MW test: Z(U)=63, p<0.0001, R=9.9),
que apresentaram uma elevada quantidade, mesmo quando ndo se identificou a presenga de CVF,
0 que sugere a existéncia de outros motivos para a presenca destas células, as quais devem ser

exploradas em trabalhos futuros
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Através da sua contribuic@o para a caracterizagdo histologica e imunologica da cavidade
oral, bem como para o conhecimento dos mecanismos de inflamagdo ¢ da sua etiologia, este
estudo revelou-se importante, na medida em que compreender estes mecanismos ¢ fundamental
para o desenvolvimento de novas terapias que se direcionem quer aos agentes etioldgicos quer

aos processos inflamatorios envolvidos.

Palavras-chave: Gato, inflamacdo oral, ecstomatite cronica, calicivirus felino,

imunohistoquimica, células Natural Killer.
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Abstract

Oral cavity diseases are very frequent in feline practice and present many different
pictures on dental and oral examination. Histological evaluation is essential in the identification
and classification of the lesions and in the assessment of tissue’s architecture, its usual
organization and its relationship with adjacent tissues, thus allowing the study of morphological
details.

Inflammatory conditions of the oral cavity are very common in cats, the most common
being the feline gingivitis-stomatitis complex (FCGS) and the eosinophilic complex. FCGS is a
chronic immune-mediated condition of the oral cavity, characterized by an exaggerated
inflammatory response to a constant antigenic stimulus, causing a bilateral, symmetrical oral
inflammation of oral tissues. It is a multifactorial disease and its aetiology is not completely
known, including infectious, environmental and systemic factors. The presence of bacterial
plaque causes a stimulation of the immune system, and there are other infectious factors that can
contribute to the development of this disease, including the Feline Calicivirus (FCV). FCV is a
very contagious pathogen and therefore widely distributed in the feline population. Natural killer
cells, granular lymphocytes of the innate immune system, represent, together with other cells and
humoral factors, the first line of defence against viral infections.

Through the cellular evaluation of the oral mucosa of animals with FCGS, and having as
main objectives the identification of the presence of the FCV antigen and NK cells, in order to
better understand the condition, was integrated the study of the role of the FVC in the immunity
of the oral cavity.

Forty samples of oral mucosa from cats diagnosed with feline chronic stomatitis were
subjected to immunohistochemical analysis, after optimization of the indirect polymer protocol,
for evaluation of FCV antigen expression and identification of NK cells, positive for CD56.
Immunopositive cells were evaluated in five high-magnification fields (40x objective) and
estimated by two independent observers.

In this study no significant association between the age group (KW test, p=0.322), breed
(KW test, p=0.283) or sex (KW test, p=0.322) of the cats and the presence of FCV was observed.
Regarding NK cells, no significant association between the age (KW test, p=0.726), breed (KW
test, p=0.282) or sex (KW test, p=0.503) of the cats and the number of positive cells was observed.
Likewise, it was not found a relationship between the presence of FCV and the presence of NK
cells (MW test: Z(U)=63, p<0.0001, R=9.9), that showed high expression, even when the
presence of FCV was not observed, suggesting different causes for the presence of these cells,

which can be explored in future works.
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Through its contribution to the histological and immunological characterization of the
oral cavity, as well as to the understanding of the mechanisms of inflammation and its actiology,
this study played an important role, as understanding these mechanisms is fundamental for the
development of new therapies that address either the etiological agents or the inflammatory

processes involved.

Keywords: Cat, oral inflammation, chronic gingivostomatitis, feline calicivirus,

immunohistochemistry, Natural Killer cells.
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1. INTRODUCAO

As doengas da cavidade oral s3o muito frequentes na pratica da Medicina Felina. Estas
apresentam quadros clinicos muito distintos e podem causar anorexia, ptialismo e agressividade
associados a dor e ao desconforto provocados (Harley et al., 2011).

O exame estomatoldgico-dentario metodico e sistematico ¢ de extrema importancia e
deve iniciar-se pela observagdao da cabeca, avaliando alteragdes como assimetrias faciais,
secregdes orais, nasais e oculares e lesdes nos labios e regido perioral. Segue-se o exame da
cavidade oral que deve incluir a inspec¢ao de todas as estruturas anatémicas, elaborando também
um odontograma de forma a registar as alteragdes observadas. Esta avaliagdo nem sempre ¢ um
procedimento de facil execucao, dependendo o seu sucesso da colaboracao do tutor na
conten¢do do animal e deste ultimo que, por dor ou pelo seu temperamento, pode nao tolerar a
manipulacdo. Por conseguinte, deve recorrer-se a sedagcdo ou a anestesia geral que permitem
uma melhor inspe¢do da cavidade oral e também a execu¢do dos exames complementares de

diagnoéstico necessarios, com realce para o exame radiografico intraoral (Bellows, 2010).

1.1.Histologia da mucosa oral

A mucosa oral ¢ constituida por um epitélio pavimentoso estratificado, queratinizado e
sem infiltrado linfocitario intraepitelial. Abaixo do epitélio, encontra-se a ladmina propria,
composta por tecido conjuntivo laxo com numerosos fibroblastos, pequenos capilares
sanguineos, linfaticos e ductos salivares. Nesta camada, encontram-se dispersos escassos
linfocitos e mastocitos, sendo que os primeiros podem aglomerar-se, formando pequenos
agregados subepiteliais (Harley ef al., 2003, Harley et al., 2011). A submucosa ¢ composta por
tecido conjuntivo laxo com presenca de quantidades varidveis de glandulas salivares menores,
feixes de musculo estriado, vasos sanguineos e linfaticos e ductos salivares (Harley ez al., 2003).
Ao longo dos processos alveolares da maxila, mandibula e osso incisivo, a mucosa ¢ modificada

para formar a gengiva (Liebich & Konig, 2004).

1.2.Inflamagdo da cavidade oral

A estomatite e a gengivite referem-se a inflama¢do da mucosa da cavidade oral e da
gengiva, respetivamente. As lesdes podem estar em diferentes estadios e sdo classificadas como
maculas, papulas, vesiculas, erosdes, abcessos, granulomas e tlceras. Essas lesdes podem ser

causadas por agentes infeciosos (virus ou bactérias), agentes quimicos, traumatismos
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mecanicos ou térmicos ou ser a manifestagdo local de determinadas doencgas sistémicas
(autoimunes, renais ou enddcrinas). Quando presente de forma cronica e/ou exagerada, esta
inflamacdo perde a sua funcdo protetora, tornando-se num mecanismo agressor que, por sua
vez, leva a les@o dos tecidos moles da cavidade oral (Diehl & Rosychuk, 1993; Lommer, 2013;
Zachary, 2017).

A mucosa oral com inflamacdo ligeira apresenta uma hiperplasia epitelial e
queratinizagdo paraqueratotica ligeiras. Dependendo da causa da inflamacao, pode apresentar
um pequeno aumento do nimero de linfocitos intraepiteliais e neutréfilos dispersos, assim
como um infiltrado perivascular e intersticial de varias células inflamatorias, nomeadamente
plasmocitos, linfocitos, mastdcitos e raros macrofagos na lamina propria e na submucosa
(Harley et al., 2011).

A mucosa oral com inflama¢ao moderada apresenta uma hiperplasia epitelial moderada
com areas de degenerescéncia e/ou ulceragdo. Apresenta um numero consideravel de linfocitos
intraepiteliais, intercalados com macréfagos e neutrofilos. A lamina prépria e submucosa
apresentam infiltrado linfoplasmocitario consideravel, interposto com neutrofilos e
macrofagos, podendo estas células inflamatdrias formar uma banda liquenoide. Na submucosa,
as células inflamatorias dispdem-se frequentemente em redor das fibras musculares
esqueléticas (Harley et al., 2011).

A mucosa oral com uma inflamacao grave/severa caracteriza-se por grandes extensoes
de células em degenerescéncia, edema intraepidérmico e intercelular, ulceragdo e exsudagao
superficiais, com grande nimero de macrofagos, neutrdfilos e linfocitos. A 1amina propria ¢ a
submucosa apresentam um denso infiltrado inflamatorio composto maioritariamente por
linfocitos, plasmocitos, macrofagos e neutrofilos. Pode ocorrer, em algumas 4areas, a
substitui¢do da lamina propria por tecido de granulacao e detritos necrdticos com maior ou
menor presenca de fibrina, dependendo da etiologia (Harley et al., 2011).

As lesdes inflamatorias da cavidade oral devem ser alvo de estudo histopatolégico. As
duas técnicas de biopsia mais frequentemente realizadas na cavidade oral sdo a excisional e a
incisional. A técnica de bidpsia excisional utiliza-se na remogao completa de uma ou mais
lesdes, preferencialmente com margens cirtirgicas adequadas (1-2 cm em todas as dire¢des da
lesdo), sendo uma técnica aplicada normalmente em lesdes de dimensdes reduzidas e em
localizagdes anatomicas de facil acesso, podendo ter também efeito terapéutico. A técnica de
bidpsia incisional utiliza-se na remog¢do de apenas uma por¢do da lesdo, retirando-se um

fragmento em forma de cunha ou eliptico, que deve incluir, ndo s6 uma area representativa da
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lesdao, como também uma area de tecido aparentemente saudavel e € uma técnica utilizada em
lesdes muito extensas ou localizadas em areas anatomicas de dificil acesso (Ehrhart & Withrow,
2013; Reiter & Gracis, 2018).

A técnica histoldgica permite, que os tecidos excisados possam ser sujeitos ao exame
microscopico, permitindo o estudo dos detalhes celulares, avaliando a arquitetura dos tecidos,
isto ¢, alteracdes da sua organizacao normal e também a sua relagdo com os tecidos adjacentes.
A correta execucao da técnica de biopsia e obtencdo de amostras significativas de tecido t€ém
uma grande influéncia na qualidade do diagnoéstico histologico. Também a adequada fixagdo e
preparacdo das mesmas desempenham um papel fundamental para o sucesso da obtengdo de
boas preparagdes histologicas (Bancroft & Gamble, 2002; Junqueira & Carneiro, 2008).

As condicdes inflamatorias da cavidade oral sdo muito frequentes nos gatos,
destacando-se a gengivoestomatite cronica felina, o complexo do granuloma eosinofilico e os
polipos nasofaringeos (Falcao et al., 2020). Neste trabalho, demos destaque a primeira entidade

nosologica referida.

1.3.Gengivoestomatite cronica felina

A gengivoestomatite cronica felina (GECF) ¢ uma afecdo cronica da cavidade oral
caracterizada por uma resposta inflamatoria exagerada a estimulos antigénicos constantes
(Winer et al.,2016). Estas lesoes apresentam uma distribuigao tipicamente bilateral na cavidade
ora e surgem, com maior frequéncia, nos arcos glossopalatinos e na regido mais caudal da
cavidade oral, a estomatite caudal, e ao nivel da gengiva e mucosa alveolar, a mucosite alveolar,
surgindo ainda com menor frequéncia na base da lingua, na regido mais rostral da cavidade oral
ou nas regides da faringe, palato ¢ 1abios (Diehl & Rosychuk, 1993; Healey ef al., 2007; Rolim
etal.,2017).

Sob o ponto de vista histologico, a GECF ¢ uma inflamagao cronica (Figura 1) em que
predomina o infiltrado linfoplasmocitario (Winer et al., 2016). Caracteriza-se pela presenca de
um infiltrado de linfocitos T (CD3"), mais prevalentes no epitélio (intraepiteliais) e na
submucosa e de linfocitos B (CD207) no estroma subepitelial. E referida também a presenca de
linfocitos T citotoxicos (CD8"), bem como uma resposta imune desregulada (Arzi ef al., 2017).
Trabalhos anteriores descrevem uma relevante presencga de linfocitos T e B nos tecidos afetados

(Torres, 2020; Vieira, 2021).
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Figura 1 - Aspeto histologico de uma gengivoestomatite cronica felina. Observa-se erosdo (seta azul) e tlcera
(seta preta) com infiltrado linfoplasmocitdrio grave na lamina propria e na submucosa. Hematoxilina e eosina.

A nivel sanguineo, sdo descritos niveis séricos mais elevados de linfocitos T citotoxicos
em relagdo com os niveis de células T auxiliares ou helper (CD4"), traduzindo-se numa baixa
propor¢do da relagdo existente entre linfocitos T CD4"/ CDS8", o que se coaduna com a presenga
de doencas desencadeadas por agentes intracelulares, como os virus (Arzi ef al., 2017; Druet &
Hennet, 2017; Winer et al., 2016).

Em termos epidemiologicos, considera-se relevante a predisposi¢do genética nas ragas
puras como o Persa, Siamés, Himalaia, Birmanés e Abissinio, pela expressao de formas mais
graves da afe¢do, bem como na precocidade do aparecimento dos sinais clinicos, que podem
manter-se o resto da vida. (Healey et al., 2007; Lyon, 2005). Embora nao esteja completamente
definida uma predisposi¢do sexual, alguns estudos reportam um maior numero de casos em
machos o que poderd estar relacionada com o comportamento mais agressivo, natural nos
machos quando comparado com as fémeas, o que aumenta a probabilidade de interagdo com
agentes patogénicos (Dolieslager et al., 2011).

A sua etiologia ndo é completamente conhecida, sabendo-se ser multifatorial, incluindo
fatores infeciosos, ambientais ¢ sistémicos (Catarino et al., 2020; Harley et al., 2011). A
presenca de placa bacteriana, ainda que em pequenas quantidades, provoca uma estimulagao do
sistema imunitario, existindo ainda outros fatores que contribuem para o desenvolvimento desta

doenca, como por exemplo a presenga de agentes infeciosos como o Calicivirus Felino (CVF),




O calicivirus na estomatite cronica felina: estudo imunohistoquimico | Carolina Fontes

o Virus da Imunodeficiéncia Felina (VIF), o Virus da Leucemia Felina (VLeF) e a Bartonella
henselae (Greenfield, 2017).

Estudos recentes, apontam apenas o CVF como agente promotor de GECF, no entanto,
a presenca de outras infecdes virais e/ou bacterianas t€ém influéncia no estado imunologico do
animal, bem como na eficacia terapéutica e no progndstico (Dowers et al., 2010; Greenfield,
2017). Apesar da relagao entre a doenca ¢ a infe¢do por CVF, ndo foi evidente uma associagao
entre a presenga de RNA (acido ribonucleico) de CVF nos tecidos e a localizagdo ou extensdo
das lesdes da mucosa (Dowers et al., 2010), ndo tendo sido também demonstrado o papel
definitivo do CVF na fisiopatologia da GECF (Knowles et al., 1991; Vapniarsky et al., 2020).

O diagnostico de GECF baseia-se na observagdo dos sinais clinicos de inflamag¢do da
mucosa oral e na analise histopatologica destas lesdes, sendo o diagndstico precoce muito
importante para se controlarem as manifestacdes clinicas mais graves da doenga (Rolim et al.,
2017; Winer et al., 2016). Para além da histopatologia, deve realizar-se a eletroforese das
proteinas  séricas  (proteinograma) para evidenciagdo de hiperproteinemia  por
hipergamaglobulinemia (Hutchison & Johnston, 1998). As gamopatias policlonais, produzidas
por estimulo de diferentes linfocitos B com progressao para estimulo de diferentes populagdes
de plasmdcitos, sdo a resposta imunitaria normal a qualquer processo reativo ou inflamatorio,
estando habitualmente associadas a condi¢des ndao neoplasicas (Lipsker & Thomas, 2019;
O’Connell et al., 2005). No sangue de animais doentes, verifica-se também o aumento das
concentragdes séricas de imunoglobulinas (Ig) G, M e A e de citocinas, revelando uma resposta
a agressao por agentes infeciosos como bactérias, fungos e virus. Quando a resposta imune ¢
insuficiente para neutralizar os antigénios, esta persiste € promove um quadro de inflamagao
cronica (Lommer, 2013; Niza et al., 2004). No sentido de identificar a presenga de outras
comorbilidades inflamatérias, ¢ importante a realizacdo da analise hematologica que deve
incluir a bioquimica sérica e o hemograma (Niza et al., 2004).

De modo a confirmar a presenca de determinados virus, pode ser realizada a pesquisa
do antigénio através de diferentes metodologias como a reagao em cadeia da polimerase (PCR,
do Inglés, polymerase chain reaction) ou técnicas de imunohistoquimica (IHQ) e a pesquisa de
anticorpos sanguineos através de testes serologicos, como o ELISA (do Inglés, enzyme-linked

immunosorbent assay) ou o EIA (do Inglés, enzyme immunoassay) (Camy, 2003).
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1.4.Calicivirus felino

1.4.1. Caracteristicas

O Calicivirus Felino (FCV) pertence ao género Vesivirus da familia Caliciviridae e ¢
um agente patogénico muito contagioso, encontrando-se, por isso, amplamente distribuido pela
populacdo felina. O genoma do virus, composto por RNA de cadeia simples e polaridade
positiva, ¢ pequeno, 0 que permite a sua rapida replicacdo. O CVF ¢ um virus sem involucro e
com uma capside formada por uma proteina Unica, sendo a sua superficie a regido de maior
variabilidade e, assim, o principal alvo do sistema imunitario do hospedeiro (Geissler et al.,
2002). Apesar da variabilidade, existem semelhancas suficientes entre as estirpes para ser
classificado como um unico serotipo (Povey & Ingersoll, 1975), no entanto as diferengas que
existem entre as variantes, constituem uma barreira na maximizagao da prote¢do cruzada da

eficicia vacinal (Radford ef al., 2009) .

1.4.2. Replicagao viral

Os calicivirus infetam as células através de ligagdes mediadas por recetores e endocitose
mediada por latrina, processo-chave no transporte de vesiculas de uma vasta gama de moléculas
da superficie para o interior da célula (Kaksonen & Roux, 2018). A sua replicagdo ocorre na
superficie de vesiculas membranosas no citoplasma das células infetadas, conforme
representado na Figura 2 (Kaiser et al., 2006).

Apds a entrada no individuo, o CVF replica-se, de imediato, em diferentes tipos de
células provocando alteracoes celulares e tecidulares como consequéncia da apoptose que induz
nas c¢lulas infetadas (Bhella ef al., 2008).

A replicacao do virus inicia-se apds a libertagdo do genoma no citoplasma, sendo o RNA
gendmico viral reconhecido pelos ribossomas como um mRNA. O RNA subgendémico pode
funcionar como um mecanismo de controlo do nivel de traducdo das proteinas estruturais
(Maclachlan & Dubovi, 2017).

Os virides acumulam-se no citoplasma associados ao citoesqueleto celular, quer
dispersos como inclusdes paracristalinas quer como inclusdes lineares -caracteristicas
(Maclachlan & Dubovi, 2017).

O calicivirus ndo t€ém um método definido de saida da célula e sdo libertados através da
lise celular, presumivelmente apds a necrose ou apoptose de células infetadas (Maclachlan &

Dubovi, 2017).
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Figura 2 - As etapas em replicacdo do virus (RNA positivo). 1 - Entrada e saida do virido; 2 - Tradugdo do genoma
viral; 3 - Montagem do complexo de replicagdo viral; 4 - Maturacdo do complexo de replicagdo, replicagdo do
RNA e sintese de RNA subgenomico; 5 - Montagem do virido e encapsidagdo; 6 - Saida do virido. Adaptado de
Weeks & Brewery (2018).

1.4.3. Sinais clinicos da infe¢do por CVF

Os sinais clinicos resultantes da infe¢do por CVF dependem da viruléncia da estirpe
infetante, da idade e das condi¢des de vida do animal infetado. Os fatores de risco associados a
eliminagdo do CVF incluem a convivéncia com multiplos gatos, a gengivoestomatite cronica,
a idade mais jovem ou o facto do animal ndo ser castrado (Afonso et al., 2017). Embora ocorram
infegdes subclinicas, a maioria dos quadros clinicos enquadram ulceragdo oral, espirros e
rinorreia serosa, apos um periodo de incubacao de 2 a 10 dias. Estas manifestacdes podem ser
acompanhadas de anorexia ou sialorreia, devido a erosao da mucosa oral. Podem também surgir
sinais de doenca aguda do trato respiratorio superior e, em quadros mais graves, pode ocorrer
pneumonia, traduzindo-se num quadro de dispneia, tosse, febre e apatia, mais frequentes em

animais mais jovens (Maclachlan & Dubovi, 2017).
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1.4.4. Patogénese da infecao por CVF

A infecdo ocorre via nasal, oral ou conjuntival, sendo a orofaringe o local primario de
replicacdo viral. Da-se entdo uma fase transitoria de viremia, durante trés a quatro dias apds a
infe¢do, em que o virus se torna detetavel noutros tecidos. A excrecao das particulas virais da-
se também maioritariamente através das secreg¢des orais e nasais, durante a fase aguda da
infecdo. A fase de regressao da infecao ocorre num periodo de duas a trés semanas apds a fase
aguda (Radford et al., 2009).

Apos a regressao da fase aguda da doenga, a maioria dos gatos resolve a infe¢do em
aproximadamente 30 dias, sendo que alguns podem continuar a excretar o virus
indefinidamente. Sabe-se que um dos locais de armazenamento do virus, em animais portadores
e sem sinais de doenca, ¢ o epitélio tonsilar. Dado que a tonsilectomia nao cessa o estado de
portador, pensa-se existirem outros locais de armazenamento viral (Radford ef al., 2009). Uma
pequena quantidade de gatos ¢ resistente a infe¢do, provavelmente devido a fatores relacionados

com a estirpe viral ou a caracteristicas do proprio hospedeiro (Radford et al., 2009).

1.4.5. Diagnostico da infecao por CVF

O diagnostico presuntivo € baseado na apresentagdo clinica. O diagnostico definitivo é
baseado no isolamento do virus em cultura de células ou identificacdo de acidos nucleicos virais
por RT-PCR (do Inglés, real time - polymerase chain reaction) (Maclachlan & Dubovi, 2017).
A sensibilidade deste método de diagndstico depende dos primers utilizados na reacao, bem
como das estirpes do virus. Uma vez que existe uma grande variedade de estirpes, deve ser
utilizado um amplo painel para pesquisa de diferentes estripes, de modo a minimizar a
possibilidade de resultados falsos negativos. O virus pode ser isolado de esfregacos nasais,
conjuntivais e orofaringeos, mas o isolamento do virus pode falhar devido ao pequeno niimero
de virides infeciosos na amostra, a inativa¢do do virus durante o transito ou a presenca de
anticorpos na amostra que neutralizam o virus in vitro (Radford et al., 2009).

A identificag¢do de antigénios virais nos tecidos dos animais afetados efetua-se através
das técnicas de imunofluorescéncia ou de imunohistoquimica (Maclachlan & Dubovi, 2017). A
técnica de IHQ foi desenvolvida para a identificacdo de CVF em culturas, e tecidos ou células
fixados em formalina e embebidos em parafina. Esta técnica, que se demonstra ser muito eficaz,
usa anticorpos mono ou policlonais, podendo utilizar avidina, biotina ou peroxidase, e a

ampliagdo da marcacdo com polimeros, comercialmente disponiveis (Pires et al., 2010).
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Quando as condigdes sdo otimizadas, incluindo as de recuperagdo antigénica que podem ser
efetuadas pelo calor, por enzimas ou pela conjugagdo de ambas, esta técnica permite a
identificacdo de calicivirus nos tecidos. Aplicada a tecidos de gatos na fase aguda da doenga, a

IHQ identifica as células que contém os CVF (Dick & Johnson, 1989).

1.5.Resposta imune as infe¢des virais

1.5.1. Virioes

As particulas de virus, chamadas de virides, consistem, como j& descrito, num nticleo
de acido nucleico rodeado por uma camada de proteinas. Essa camada de proteinas, denominada
por capside, € composta por subcomponentes denominados capsémeros. Todas as proteinas do
virus funcionam como antigénio, estimulando o sistema imunitario do hospedeiro a produzir
anticorpos protetores, as IgG. Os anticorpos contra os componentes da nucleoproteina em geral

ndo sdo protetores, mas podem ser uteis para o diagndstico soroldgico (Burton, 1985; Tizard,

2018).

1.5.2. Imunidade inata

Muitas infe¢des virais sao limitadas por respostas imunes inatas, rapidas e fortes. Varios
intervenientes participam nesta resposta, como os componentes humorais, tais como o0s
interferdes, especialmente importantes neste processo, as lisozimas que tém capacidade de
destrui¢do de alguns virus, as lectinas do tipo C que se ligam as glicoproteinas virais e
bloqueiam a interacdo do virus com as células hospedeiras, e as defensinas de leucécitos e de
células epiteliais da mucosa que desempenham um papel duplo nas defesas antivirais, uma vez
que podem atuar tanto no virus como na célula hospedeira. Algumas defensinas podem bloquear
as vias de sinalizacao intracelular nas células infetadas e interferir na transcrigao do RNA viral.
As células invadidas por virus podem ainda sofrer apoptose prematura, impedindo que a invasao

e a replicacdo viral sejam bem sucedidas (Jones et al., 2019).

1.5.2.1. Recetores de reconhecimento de padréoes (PRR)

Os virus, ao contrario das bactérias e dos fungos, ndo contém estruturas especificas
facilmente reconheciveis pelo sistema imunitario, uma vez que sdo construidos a partir de
componentes derivados do hospedeiro. Por esse motivo, o sistema imunitdrio desenvolveu a
capacidade de reconhecer os inicos componentes especificos do virus, os seus acidos nucleicos.

Familias de recetores de reconhecimento de padrdes identificam os acidos nucleicos virais. Um
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desses recetores € o do tipo toll-like (TLRs), sendo que alguns [ex.: TLR7, TLRS e RIG-1 (do
Inglés, retinoic acid-inducible gene-I-like receptor)] reconhecem os virus de RNA de molécula
simples (Tizard, 2018).

As células dendriticas plasmocitdide usam uma via de sinalizacdo especializada que liga
aos TLRs (TLR7 e TLRY), iniciando a produ¢do de grandes quantidades de interferdes do tipo
I (Jones et al., 2019).

1.5.2.2. Interferoes

Os interferdes protegem as células contra a invasdo viral, bacteriana e parasitaria
(protozoarios). Sdo glicoproteinas classificadas em trés tipos: I, II e III. Os interferdes do tipo I
incluem formas multiplas de IFN-a e IFN-B. O IFN-a ¢ produzido em grandes quantidades por
células dendriticas e, em quantidades menores, por linfécitos, monocitos e macrofagos. O IFN-
B pode ser produzido por quase todas as células infetadas por virus. Existe apenas um interferao
tipo 11, o IFN-y, produzido por linfécitos T auxiliares/helper (Th, CD4") do tipo 1, estimuladas
por antigénios e por macrofagos (Pefiaflor-Téllez ef al., 2019; Tizard, 2018).

Os dois principais interferdes do tipo I (IFN-a e IFN-8) sdo produzidos algumas horas
apos invasdo viral e em altas concentra¢cdes muito antes do desenvolvimento da imunidade
adquirida. Estes sdo produzidos quando os acidos nucleicos virais se ligam aos recetores TLR7,
TLR9 e ao RIG, atras referidos. Ambos se ligam a recetores das células proximas e ativam vias
de sinalizagdo que ativam alguns genes, muitos dos quais que codificam proteinas antivirais. O
resultado ¢ o desenvolvimento de um “estado antiviral”, em poucos minutos, € que atinge o seu
pico em 5 a 8 horas apds a infe¢do por estes agentes (Pefiaflor-Téllez et al., 2019).

Os genes estimulados por IFN atuam através de diferentes vias e tém diversos efeitos
sobre os virus. Alguns inibem amplamente o crescimento viral, enquanto outros tém como alvo
virus especificos. Atuam ainda em diferentes estagios de replicagdo, como a entrada do virus,
a remogao do envelope, a replicagdo do genoma, a montagem das proteinas ou a libertagdo dos
virides. Os interferdes atuam também nas células, promovendo a eliminagao viral e induzindo
a apoptose. A existéncia de diversas isoformas de IFN-a indica que possuem diferentes papéis
funcionais, incluindo aumento da sobrevivéncia de neutroéfilos, ativagdo de macréfagos e
regulacdo de células NK (do Inglés, natural killer), células dendriticas, células B, células T
citotdxicas (Tc, CD8") e células Th. Todos estes mecanismos sdo inatos ¢ de agdo antiviral de

amplo espetro (Jones et al., 2019).

10
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A capacidade das células produzirem interferdes varia, sendo que quase todas as células
infetadas podem produzir IFN-B. As células T estimuladas por antigénios sdo a principal fonte
de IFN-y (Pefiaflor-Téllez et al., 2019).

O IFN-a tem uma acdo sobre a maioria das outras populacdes celulares do sistema
imunoldgico. Resumidamente, estimula a diferenciagdo dos monocitos em células dendriticas,
bem como a sua maturagao ¢ atividade; estimula a proliferagao de cé¢lulas T de memoria e ativa
células T naive, em doencas virais cronicas; promove a produgdo de IgG pelos plasmdcitos e
aumenta a expressdo de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC, do

Inglés, major histocompatibility complex) (Tizard, 2018).

1.5.2.3. Células Natural Killer

Apo6s reconhecida a entrada do virus no hospedeiro pelas células do sistema imune inato,
para além da sua inibigdo através da libertacao de interferdes do tipo I (IFN-a e IFN-B), descrita
anteriormente, ha uma agdo litica direta desencadeada pelas células NK, sobre as células
infetadas (Arosa et al., 2012; Hammer et al., 2018).

As células NK sao linfocitos grandes, granulares, integrantes do sistema imune inato e
representam a primeira linha de defesa contra células tumorais e infegdes virais (Lodoen &
Lanier, 2006; Vivier et al., 2008). Estas tém varios mecanismos para eliminar células infetadas
por virus, nomeadamente através de ativagao dos recetores de morte extracelular das células
infetadas e também através da exocitose dos seus granulos citoliticos (Smyth et al., 2005). Para
mediar a citdlise através de recetores de morte, as células NK expressam varios ligandos
extracelulares, incluindo o FasL (do Inglés, fas ligand) e o TRAIL (do Inglés, tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) (Wiley et al., 1995), que ao interagir com os recetores
de morte expressos nas células-alvo resultam na apoptose destas (Van Erp et al., 2019).

Os linfocitos NK podem também induzir a citotoxicidade através da libertagdo de
granulos citoliticos armazenados, nomeadamente, as perforinas (glicoproteinas formadoras de
poros na superficie das células alvo) e as granzimas (enzimas que constituem um grupo diverso
de protéases) que entram na célula-alvo e desencadeiam a apoptose através das vias de
sinalizagdo mediadas pelas caspases, protéases que promovem a clivagem de outras proteinas
em cascata resultando na morte celular por apoptose (Smyth et al., 2005). A resposta antiviral
das células NK ¢ também mediada pela libertagdo de uma ampla gama de citocinas pro-
inflamatorias com atividade antiviral, como a interleucina-1f, a interleucina-6, o IFN-y e o

TNF-a (Miller, 2002; Neto ef al., 2018). Através das suas citocinas, as células NK t€m ainda a
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capacidade de modular a resposta inflamatoria mediada pelos linfocitos T (nomeadamente os
linfocitos Th e os linfocitos Tc), uma vez que o IFN-y, é o responsavel pelo aumento da
expressdo de moléculas de MHC classe I e classe II em células apresentadoras de antigénio,
levando a um aumento da apresentacdo de antigénios aos linfocitos T, ativando-os. Esta
molécula regula ainda a atividade dos macrofagos que ficam ativados na sua presenca. Deste
modo as citocinas produzidas pelos linfocitos NK ao longo das fases iniciais de uma resposta
imunologica tém a capacidade de direcionar o tipo de resposta imune (Di Vito ef al., 2019;
Gattenlohner ef al., 2009; Leshchyns’ka & Sytnyk, 2015; Van Erp et al., 2019). Além disso, as
células NK intervém também na citotoxicidade direta mediada por anticorpos, nomeadamente
pelas IgG (van Erp et al., 2019).

A ativacao das células NK ¢ regulada por um equilibrio na ativagdo dos seus recetores
ativadores ¢ inibidores, conciliando-se também com a presenga de certas citocinas (Pegram et
al.,2011). As células saudaveis inibem a ativac¢ao dos linfocitos NK, por meio da expressao de
MHC-I que interage com os recetores inibitorios na superficie das células NK e que incluem os
recetores do tipo imunoglobulina (KIRs, do Inglés, killer-cell immunoglobulin-like receptors)
e os recetores do tipo imunoglobulina dos leucécitos (LILR, do Inglés, leukocyte
immunoglobulin-like receptors) (Pegram et al., 2011). Esta sinalizagdo mediada por recetores
inibitorios € essencial para controlar a atividade das NK, neutralizando a sinalizagdo de ativacao
e, assim, evitando a atividade excessiva destas células.

Alguns virus tém a capacidade de diminuir a expressado de MHC-I na superficie das
células, interferindo na apresentacdo de antigénios virais, escapando assim a identificagdo pelo
sistema imune adaptativo (Friih et al., 1999). Embora essa estratégia de evasao seja eficaz na
prevengdo do reconhecimento por células T, a expressao diminuida de MHC-I promove o
reconhecimento e a eliminacao de células-alvo infetadas por virus pelas células NK (Kérre et
al., 1986).

Os recetores de ativacdo que sdo expressos pelas células NK facilitam a ativagdo e
identificacdo de ligandos virais ou induzidos por stress, presentes nas células alvo (alguns
recetores naturais de citotoxicidade ligam-se a glicoproteinas virais permitindo a ativagdo de

células NK apos a detecdo de células infetadas) (Arnon et al., 2001; Mandelboim et al., 2001).
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1.5.3. Imunidade adquirida

1.5.3.1. Imunidade mediada por anticorpos

Os anticorpos antivirais podem prevenir a invasao celular, bloqueando a adesao dos
virides as células alvo, estimulando a fagocitose do virus por opsonizacdo, desencadeando a
virélise mediada pelo complemento (via cldssica) ou causando agregacdo viral e, assim,
reduzindo o niimero de unidades infeciosas disponiveis para a invasdo celular. A ligagao de
anticorpos por si s6 nao destrdi os virus, uma vez que a divisdo dos complexos imunes virus-
anticorpo liberta virides infeciosos (Jones et al., 2019) (Figura 3).

Os anticorpos ndo s@o apenas dirigidos contra as proteinas dos virides, mas também
contra as proteinas virais expressas na superficie das células infetadas e assim essas células sdo
também destruidas. Os anticorpos medeiam a morte de células infetadas usando o complemento
ou a citotoxicidade mediada por células, dependentes de anticorpos (ADCC). As células com
atividade citotoxica incluem as NK, os macrofagos e os neutrdfilos que possuem recetores Fc
(recetores para o fragmento cristalizadvel, parte constante das Ig) que se ligam as células-alvo
revestidas de anticorpos. Os anticorpos neutralizantes de virus incluem as IgG e a IgM no soro

e a [gA nas secregdes e superficies mucosas (Tizard, 2018) (Figura 3).

1.5.3.2. Imunidade mediada por células

Embora os anticorpos € o complemento possam neutralizar os virides livres e também
mediar a destrui¢do das células infetadas por virus, as respostas imunes mediadas por células
sdo muito mais eficazes no controlo de doengas virais (Jones et al., 2019).

Os antigénios virais podem ser expressos em células infetadas muito antes das réplicas
virais serem produzidas. Quando esse antigénio enddgeno ¢ apresentado por moléculas do
MHC classe I, as células Tc, as células infetadas sdo reconhecidas como estranhas e destruidas
(Tizard, 2018) (Figura 3).

Em algumas circunstiancias, as células T citotdéxicas podem destruir os virus
intracelulares sem eliminar as células hospedeiras. Este efeito ¢ mediado pelo IFN-y, produzido
pelas células T, e pelo fator de necrose tumoral-o (TNF-a), produzido maioritariamente pelos
macrofagos. Estas citocinas ativam duas vias viricidas distintas, uma que atua eliminando as
particulas da nucleocapside viral, incluindo o genoma que contém, e a segunda via que atua
destabilizando o RNA viral (Jones et al., 2019) (Figura 3).

Os anticorpos antivirais anti-CVF podem persistir por mais de quatro anos na auséncia

do virus e os anticorpos maternos t€ém uma semivida de 15 dias, diminuindo progressivamente
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entre as 8 e as 14 semanas. Alguns animais sdo suscetiveis a infe¢ao a partir das seis semanas
de idade enquanto outros se mantém protegidos até aos seis meses. A constante estimulagdo
antigénica leva a uma manutengdo dos titulos de anticorpos. Por outro lado, as células T
citotoxicas morrem logo apds a eliminacdo do virus, mas persistem as células T de memoria
por muitos anos (Carvalho, 2020; Dawson et al., 2001), sendo reativadas rapidamente numa
nova entrada do antigénio (Figura 3).

ANTICORPOS
COMPLEMENTO Fagocitose

Virolise ; Bloqueio da aderéncia viral
(Via alternativa) 5 /
b o
4 ANTICORPOS E
COMPLEMENTO
o

(Via Classica)
ANTICORPOS E

Citolise
COMPLEMENTO
(Via Classica)
Virolise
Bloqueio da '\ CELULAS
aderéncia viral \‘ = ot NATURAL KILLER
(3 p W \"" . Apoptose
. f | CELULAS T

MACROFAGOS ATIVADOS CITOTOXICAS

Fagocitose Apoptose

Apoptose

Figura 3 - Vias de imunidade adquirida para eliminacao de virus: fagocitose por anticorpos e macréfagos ativados;
citolise por anticorpos e complemento; apoptose por células NK, células T citotoxicas e macréfagos ativados;
virélise por anticorpos e complemento e bloqueio da aderéncia viral por anticorpos (através da opsonizagdo) e
complemento. Adaptado de Tizard (2018).

1.5.4. Evasio a resposta imune

Os virus RNA tém um genoma muito pequeno, com pouco espago para genes
especificos para suprimir a defesa do hospedeiro. Como resultado, estes virus t€ém, na variagao
antigénica, o seu principal mecanismo de evasao imunoldgica. Os virus podem ainda bloquear
a atividade do interferdo, desde o bloqueio da transducao do sinal do recetor do interferdo até a

sintese de recetores do interferdo soluveis (Tizard, 2018) (Figura 4).

1.5.4.1. Interferéncia com as vias de processamento dos antigénios
Muitos virus interferem na expressdo de moléculas de MHC-I e, portanto, inibem a
apresentacdo de antigénios por esta via. Utilizam diferentes técnicas supressivas, incluindo a

reducgdo da transcrigdo de genes do MHC, o bloqueio da funcao da proteina transportadora e da
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transferéncia de peptideos para o reticulo endoplasmatico, inibindo a degradagdo no
imunoproteassoma das proteinas virais, ou inibindo o transporte intracelular das cadeias o do
MHC-I, destruindo estas moléculas e, consequentemente, impedindo a apresentagdo de MHC

na superficie da célula (Jones et al., 2019).

1.5.4.2. Evasao as células NK

As estratégias de evasdo viral as células NK dividem-se em cinco mecanismos
diferentes: (1) ligacdo de recetores inibitdrios de classe I em células NK, por homoélogos de
MHC de classe I codificados pelo virus; (i1) regulacdo da expressdo de proteinas de classe I,
induzidas pelo virus, resultando na expressao seletiva ou regulagdo positiva dessas moléculas,
que podem ligar-se a recetores inibidores de classe I de células NK; (iii) interferéncia com a
funcdo do recetor ativador de células NK, causada por inibigdo da expressdo do ligando
correspondente, da sua sinalizagdo em células hospedeiras infetadas ou da producdo de
antagonistas, codificados por virus; (iv) inibigdo da ativacdo das c¢lulas NK, através da
modulacdo viral de redes de citocinas codificadas pelo virus que interferem com a fungao das
células NK; (v) e efeitos inibitdrios diretos dos virus nas células NK, incluindo infecdo de
células NK e ligacao de recetores inibitorios que nao da classe I por proteinas do envelope viral

(Orange et al., 2002).

1.5.4.3. Evasdo a resposta dos linfocitos B
A produgdo de niveis insuficientes de anticorpos neutralizantes ou a lentiddo da sua
producdo permitem que a velocidade de dissemina¢do dos virus seja superior a da sua

neutralizag@o por estas moléculas (Tizard, 2018).

1.5.4.4. Evasdo através de laténcia

No periodo de laténcia, os virus expressam apenas um nimero minimo de genes e nio
expressam antigénios nao sendo, por isso, detetados pelo sistema imunoldgico, podendo
permanecer nesse estado por muitos anos (Tizard, 2018). As respostas imunes durante o periodo
de laténcia, embora incapazes de eliminar os virus, podem prevenir o desenvolvimento de
quadros clinicos e, portanto, tém um papel protetor. A imunossupressao ou o stresse podem
permitir que a doenca ocorra em periodo de laténcia. A associa¢do entre o stresse € O

desenvolvimento de algumas doengas virais €, assim, bem evidente (Tizard, 2018).
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1.5.4.5. Inibicdo da apoptose

A apoptose € uma resposta celular protetora e, numa célula infetada, os virus morrem
quando a célula morre, sendo especialmente significativo se ocorrer antes da sua libertagao
(Peniaflor-Téllez et al., 2019). A resposta imunologica aos virus pode, por vezes, ser uma
desvantagem na medida em que, em diversas infecdes a gravidade da doenca resulta de

respostas imunoldgicas inadequadas ou excessivas (como uma tempestade) ¢ ndo da agado direta

do virus (Tizard, 2018).

Variagdo antigénica

Inibigdo da Prevencio da

apresenta¢ao / apoptose

do antigénio &

oy
L v

oy St Segmentagiio
| . ,,r;",’ 5, &, / de citocinas
T}?I;ililsi?oodc(l)a / .’ ... 0:. o Dest.ruiﬂ;ﬁo .de cé.hflz.is do
MHC classe | Laténcia . sistema imunitario

. ¢y

e Células NK o
L4 Linfocito T

Figura 4 - Vias de evasdo viral a resposta imunitaria: modulacdo da expressdo do MHC-I (interferindo com as
vias de processamento dos antigénios, com a evasdo as células NK); variacdo antigénica (através da formacdo de
distintos antigénios mas intimamente relacionados, devido a regulacdo ineficaz das RNA polimerases); prevencio
da apoptose (evitando a morte da célula infetada € evitada a morte do virus); segmentagdo das citocinas
(diminuindo a resposta pro-inflamatéria); laténcia (expressando apenas um numero minimo de genes, sem
expressdo de antigénios virais, ndo sendo, por isso, detetados pelo sistema imunoldgico). Adaptado de Tizard
(2018).

1.6.Imunohistoquimica

A imunohistoquimica (IHQ) € uma técnica utilizada para complementar o diagnostico
anatomopatoldgico de doengas infeciosas, neopldsticas, de entre outras. Esta técnica
laboratorial combina trés grandes areas: a imunologia, a histologia e a quimica. A IHQ permite
identificar antigénios especificos em secc¢des de tecido, a partir de anticorpos que identificam
esses antigénios, com base nas interagdes antigénio-anticorpo, isto €, com a formagdo de um

complexo imune. A posterior reagdo enzimatica com um agente cromogéneo, possibilita a
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visualizacgao das estruturas positivas com um microscopio 6tico. A detecdo do antigénio podera
ser feita a partir de dois métodos, o direto e método indireto (Ramos-Vara, 2005).

O método direto é o mais simples, ocorrendo numa s etapa. E utilizado somente um
anticorpo (o primario) marcado, ou seja, o anticorpo que possui o marcador liga-se diretamente
ao antigénio. No entanto, ¢ uma técnica muito pouco sensivel e com possibilidades de originar
falsos positivos (Ferro, 2014). O método indireto, mais complexo, ocorre em varias etapas, o
que permite ndo s6 a identificagdo de antigénio, mesmo presente em quantidades reduzidas,
como também a obtencdo de um sinal mais forte (Ramos-Vara, 2005).

Atualmente, os polimeros sdo utilizados em ambos os métodos, uma vez que permitem
uma maior rapidez e sensibilidade, um sinal de amplificagdo mais forte ¢ uma diminui¢do de
fatores de erro, comparativamente a outras técnicas, tendo como desvantagem o custo, mais
dispendioso (Ferro, 2014).

O método indireto com revelacdo por polimero inclui os seguintes passos: a
desparafinagdo, a recuperagdo antigénica, a inativacao das peroxidases enddgenas, o bloqueio
de ligacdo inespecifica, a incubagdo com o anticorpo primdrio, a incubagdo com o anticorpo
secundario, a incubagdo com o polimero, a revelacao pela 3,3'-diaminobenzidina, o contraste
com a coloragdo pela hematoxilina, a desidratacdo e a montagem definitiva da lamina com
lamela (Figura 5) (Ramos-Vara, 2005). Os anticorpos secundarios estdo acoplados a um
polimero e enzimas, como a peroxidase de rabano (HRP, do Inglés, horseradish peroxidase).
O grande numero de enzimas presentes no polimero, ird associar-se a uma maior quantidade de
cromogéneo que, ao precipitar, resulta numa marcagdo mais intensa, aumentando assim a

sensibilidade do método (Ferro, 2014).

Enzima

Polimero

Anticorpo
Secundario

Anticorpo
Primirio

Antigénio

*

Figura 5 - Representacdo esquematica da técnica de imunohistoquimica pelo método indireto com polimero.
Adaptado de Ferro (2014).
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1.7.0bjetivos

Foi objetivo principal deste trabalho, contribuir para a caracterizacdo da composi¢ao

imunologica da mucosa oral de animais com gengivoestomatite cronica felina.

Para o concretizar, objetivos adicionais foram a identificagdo da presenca de antigénios
de Calicivirus Felino (CVF) e a identificagdo de cé¢lulas Natural Killer (NK) nestas lesoes,
assim como a comparagdo entre a presenca ¢ quantidade destes antigénios e destas células

inflamatorias.

Como objetivo clinico e complementar aos anteriores, a proposta de um modelo de uma

ficha de requisi¢ao de analise, adaptado a recolha de amostras de medicina de cavidade oral.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

Este estudo foi realizado com base em 40 amostras de mucosa oral, de 40 gatos com
prévio diagnostico anatomopatoldgico de gengivoestomatite cronica, no periodo compreendido
entre 2009 e 2018. Estas foram provenientes do arquivo do Laboratorio de Histologia e
Anatomia Patologica da UTAD (LHAP-UTAD) e do Laboratorio DNATech de Lisboa,
gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Pedro Faisca.

Estas amostras foram acompanhadas com dados clinicos sobre a idade, a raga e o sexo.

2.2 Protocolo de imunohistoquimica

As amostras de biopsia da mucosa oral, previamente fixadas em formaldeido
tamponado, embebidas em parafina, foram seccionadas no micrémetro obtendo cortes com
espessura de 3 pm em laminas adesivadas.

As laminas forma desparafinadas em xilol durante 15 minutos, seguidas da hidratag¢ao
em alcoois com percentagens decrescentes de concentracao durante 10 minutos cada (100°-95°-
80°-70°) e, por fim, lavadas em agua destilada.

As amostras foram seguidamente submetidas a recuperacao antigénica, com tratamento
térmico, imersos em 250 mL de solu¢do de tampao citrato (pH 6+0,2), durante 3 ciclos de 5
minutos cada, em micro-ondas a 750W (Figura 6). Entre os diferentes ciclos, verificou-se se os
cortes continuavam imersos na solu¢ao, de modo a prevenir a secagem dos mesmos, com adi¢ao
de agua destilada, caso necessario.

Apds este tratamento, decorreu o arrefecimento a temperatura ambiente, no mesmo
tampao citrato, durante aproximadamente 20 minutos. Seguiu-se a inibi¢do das peroxidases
endogenas, com imersdo dos cortes em perdxido de hidrogénio a 3%, durante 30 minutos.

As laminas foram, de seguida, colocadas em camara de incubacdo horizontal e, apds
lavagem com PBS, teve lugar a incubagdo com o soro normal universal (Protein Block,
Novolink Max Polymer, Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido), durante 5 minutos. Este
passo tem como finalidade a redug¢ao da marcagdo inespecifica.

Seguiu-se a incubagdo com o anticorpo primario (previamente diluido em BSA, do
Inglés, bovine serum albumin, a 5%), CD56 (Monoclonal Antibody anti Human CD56, clone
123C3, Dako Cytomation, Estados Unidos da América) com diluicdo 1:200, para a
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identificacdo de células NK, e com o anticorpo anti-FCV1-43 43 (Mouse monoclonal de
Calicivirus Felino, clone ab33990, Abcam, Reino Unido) com diluicdo 1:50, para a
identificagdo de calicivirus, no frigorifico a 4°C, durante a noite (Tabela 1).

Seguidamente, e depois de lavagem com PBS, decorreu a incubagdo com soro Post
Primary Block (Novolink Max Polymer, Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido), durante
30 minutos, apds o que foi de novo feita a lavagem com PBS (Figura 7). Apods esta lavagem
feita incubacdo com o soro Novolink Polymer (Novolink Max Polymer, Leica Biosystems,
Newcastle, Reino Unido), durante 30 minutos. Terminado este tempo, realizou-se a Gltima
lavagem em PBS. Posteriormente a este passo, seguiu-se a revelacdo com o agente cromogéneo,
a 3,3'-diaminobenzidina, (DAB chromogen Novolink Polymer Detectiom System Novocastra,

Reino Unido), durante 10 minutos, e lavagem em 4gua corrente durante 10 minutos.

Tabela 1 - Dados dos anticorpos usados no procedimento experimental.

Anticorpo Tempo de
Dilui¢do Clone Recuperacio antigénica
primario incubacio
123C3 Tampado citrato/750W Micro-
CD56 Durante a noite 1:200 ) ] )
(DakoCytomation) ondas: 5 minutos, 3 ciclos
Tamp3ao citrato/750W Micro-
FCV1-43 Durante a noite 1:50 ab33990 (Abcam) ) )
ondas: 5 minutos, 3 ciclos

Como controlo positivo para a identificacdo de linfécitos natural killer (NK), foi
utilizada uma amostra de linfonodo e, como controlo negativo, o mesmo linfonodo, mas
utilizando a técnica sem adi¢do do anticorpo primario (substituido por BSA a 5%). Em todas
do procedimento experimental foram incluidos estes controlos.

Como controlo positivo para a identificacdo do Calicivirus Felino (CVF), foi utilizada
uma amostra de mucosa oral de um animal positivo a pesquisa de antigénio de CVF pela técnica
de PCR e como controlo negativo a mesma amostra, mas utilizando a técnica sem adi¢ao do
anticorpo primario (substituido por BSA a 5%). Em todas do procedimento experimental foram

incluidos estes controlos.
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Figura 7 - Laminas dispostas na cdmara de incubagdo horizontal, cobertas com PBS.

O contraste nuclear foi realizado com recurso a coloragdo com hematoxilina de Gill,
durante 3 minutos e lavagem em 4gua corrente tépida durante 10 minutos. Por fim, procedeu-

se a desidratagcdo das laminas em alcoois com percentagens crescentes de concentragao durante
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5 minutos cada (70°-80°-95°-100°) e diafanizagdo em xilol durante 15 minutos (Figura 8), com

vista a realizagdo da montagem definitiva das laminas em Entellan®.

Figura 8 - Laminas em xilol, ap6s coloragdo com Hematoxilina de Gill.

2.3. Avaliacio da positividade

Para ambos os marcadores, as células que apresentavam cor castanha do seu citoplasma
e/ou membrana citoplasmatica foram consideradas positivas.

Em cada caso foram realizadas cinco fotografias, dos campos com maior nimero de
c¢lulas marcadas, em microscopio Nikon E-600 com objetiva de 40x, a aquisi¢do de imagem,
com o programa NIS elements D (Nikon, Japao). A avaliacdo e contabilidade das células
positivas em todas as imagens e, para ambos os anticorpos, foi efetuada com recurso ao software
Imagel® (https://imagej.nih.gov/ij/) (Figura 9).

Cada imagem apresenta a area de 71.800 um?, sendo a 4rea total nas cinco fotografias

(para cada caso) de 359.000 um?, ou seja, o equivalente a 0,36 mm?.
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Figura 9 - Utilizacio do Image]® na contabilizacdo da imunorreatividade. As células que apresentam cor
castanha no citoplasma e/ou membrana, foram contabilizadas como positivas e as que apresentam coloragdo azul,
como negativas. As marcas douradas representam a contabilidade assumida pelo programa. Contraste com
Hematoxilina de Gill. A - Imagem representativa da marcacdo com o anticorpo FCV1-43; B - Imagem

representativa da marcagdo com o anticorpo CD56.

2.4. Analise estatistica

Os programas informaticos utilizados para a elaboragdo da base de dados e para a andlise
estatistica foram, respetivamente, a folha de calculo Microsoft Office Excel (Microsoft, EUA)
e o programa de analise estatistica GraphPad Prism, versdo 8.0 (GraphPad Software, EUA).

Inicialmente, foi efetuada a analise estatistica descritiva para caracterizagdo da amostra
de acordo com as seguintes variaveis: raga, idade (com a utilizacdo dos grupos etarios para
gatos segundo Quimby ef al., 2021) e sexo.

A analise estatistica foi realizada utilizando testes ndo paramétricos em todos os casos,
dado que nenhum dos resultados obtidos e respetivas variaveis apresentaram uma distribui¢ao
normal (teste Shapiro-Wilk, p<0,05). Na andlise da influéncia da idade, raga ou sexo na

presenca de células FCV1-43* e CD56", foi feito um teste de Kruskal-Wallis (KW) entre grupos
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(separadamente). Por outro lado, na analise de existéncia de relagdo entre a positividade para
CVF e a positividade para células NK foi feito um teste ndo paramétrico, Mann-Whitney (MW).
Os resultados foram considerados estatisticamente significativos, se p<0,05,

evidenciando a relacdo entre as diferentes variaveis.

2.5. Construcao de um formulario de requisicao de analise histopatologica e citologica

No ambito da presente dissertagdo, constatou-se a necessidade de um formulario de
requisicdo de analise histopatoldgica e citologica para uso exclusivo em Estomatologia
Veterinaria. A partir do formulario existente no Laboratério de Histologia e Anatomia
Patologica da UTAD, foi desenvolvido um formulario direcionado para este efeito com o

objetivo de ser usado no presente estudo e em estudos futuros nesta area.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacao da amostra estudada

As 40 amostras estudadas foram provenientes de 16 gatos (40%) do sexo feminino e 13
(32,5%) ao sexo masculino, ndo tendo dados disponiveis para o sexo em 11 amostras (27,5%)
(Figura 10).

Em termos de distribuigdo etdria da populacao em estudo, com base nas classes etérias
propostas por Quimby e colaboradores (2021), observou-se uma maior frequéncia de gatos
jovens adultos (1 a 6 anos de idade) e gatos adultos (7 a 10 anos de idade), ambas as classes
com 9 casos (22,5%), seguindo-se a populacao de gatos sénior (idade superior a 10 anos) com
5 casos, (12,5%) e, finalmente, os gatos jovens até um ano (1 caso; 2,5%). Nao foi possivel ter
conhecimento da idade de 16 animais (40%) (Figura 10).

Sob o ponto de vista racial, predominaram os gatos de raga Europeu Comum (23 casos,
57,5%), seguindo-se os gatos de raca Persa (4 casos, 10%) e os gatos de raca de Pelo Curto
Britanico ¢ de raga Azul da Russia (ambas com um caso cada, 2,5%). Neste estudo, ndo tivemos

informagao, no arquivo, sobre a raga de 11 gatos (27,5%) (Figura 10).

Sexo Classe etaria Raga
2,5%

2,5%
2,5%

I Fémeas Bl Gato <1 ano B Europeu
3 Machos E Jovem adulto (1-6 anos) E Pers?d
: 5 Adulto (7-10 anos) Azul da Russia
M Sem informagho [ Sénior (>10 anos) 3 Pelo Curto Britanico
Sem informagéo B Sem informacio

Figura 10 - Caracterizagdo da amostra estudada (n=40): distribui¢ao relativa segundo o sexo, a classe ctaria ¢ a
raca dos animais em estudo.
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3.2. Avaliacao da positividade para o CVF

Na analise da contagem de células FCV1-43", foram identificados dois grupos: (i) grupo
de amostras negativas (sem qualquer célula marcada), com 17 casos (42,5%) e (ii) grupo de
amostras positivas, com 23 casos (57,5%).

Em relagdo aos diferentes grupos etarios, considerando os casos positivos ao anticorpo
anti-FCV1-43", verificou-se uma média de 132,70 + 40,87 células positivas em gatos jovens
adultos (1-6 anos), 142,50 + 80,05 células em gatos adultos (7-10 anos), 300,00 & 129,00 células
em gatos seniores (com mais de 10 anos). Os animais sem identificagdo da idade (SI)
apresentaram 166,60 & 43,59 células em média por caso (Figura 11). O teste de KW demonstrou
que ndo existe uma associacao significativa entre o grupo etario dos gatos e o nimero de células

positiva que apresentavam os seus tecidos (p>0,05).
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Figura 11 - Distribuigdo do ntmero de células FCV1-43" de acordo com o grupo etario (p=0,322; resultados
apresentados com desvio para a média de células contabilizadas). Legenda SI - sem informagao

Analisando a positividade para o antigénio CFV, de acordo com as diferentes ragas,
observou-se uma média de células positivas de 158,20 + 33,38 nos gatos de raca Europeu
Comum, 28,00 £ 0,00 células positivas nos gatos de raga Persa, 42,00 £ 0,00 células positivas
nos gatos de raca Azul da Russia. Nos animais sem qualquer identificacdo racial,
contabilizaram-se em média 200,20 + 63,47 células positivas (Grafico 12). O teste estatistico
aplicado (KW) demonstrou que ndo existe uma associagao significativa entre a raca dos gatos
¢ o numero de células que marcaram positivas (p>0,05), ressalvando-se, no entanto, que

algumas ragas apresentavam apenas 1 animal.
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Figura 12 - Distribui¢do do nimero de células FCV1-43" de acordo com a raga (teste de KW, p=0,283; resultados
apresentados com desvio para a média). Legenda: SI- sem informagao.

Observou-se uma média de 177,90 + 48,97 células positivas nos machos, ¢ 111,10 +
37,60 células positivas nas fémeas. Em animais sem identificacdo do sexo observaram-se
200,20 £ 63,47 células positivas (Figura 13), ndo existindo uma associagdo significativa entre

o sexo dos gatos e o nimero de células positivas ao CVF (p>0,05).
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Figura 13 - Distribui¢do do nimero de células FCV1-43" de acordo com o sexo (teste de KW, p=0,322; resultados
apresentados com desvio para a média). Legenda: SI - sem informagdo.
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3.3. Avaliac¢io da popula¢io de células NK (CD56%)

De acordo com os diferentes grupos etarios, observou-se uma média de 575,00 = 0,00
células positivas em gatos até 1 ano, 631,30 + 112,10 células positivas em gatos jovens adultos
(1-6 anos), 785,70 + 145,40 células positivas em gatos adultos (7-10 anos) e 869,20 + 151,40
células positivas em gatos seniores (mais de 10 anos de idade). A média do niimero de células
positivas no grupo sem identificagdo etaria foi de 714,40 + 105,00 (Grafico 14). O teste KW
demonstrou que ndo existe uma associagdo significativa entre a idade dos gatos e o nimero de

células NK positivas (p>0,05).
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Figura 14 - Distribui¢do do namero de células CD56" de acordo com o grupo etario (teste de KW, p=0,726;
resultados apresentados com desvio para a média). Legenda SI — sem indicagéo.

Analisando a quantidade de células que se apresentaram positivas de acordo com as
diferentes ragas, o nimero de NK foi maior nos gatos de raga Europeu Comum (de 817,30 +
80,41), seguido do niumero de células positivas na raga Persa (679,30 & 98,88 células positivas).
No animal de raga Azul da Russia, apenas se observaram 37,00 = 0,00 células positivas
enquanto no gato de raca Pelo Curto Britanico se observaram 575,00 + 0,00 células positivas.
Nos animais sem informagao de raga, observaram-se 634,20 + 120,30 células positivas (Figura
15). Nao se observou uma associagao significativa entre a raga dos gatos e o numero de células

que marcaram positivas para o CD56 (p>0,05).
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Figura 15 - Distribuicdo do numero de células CD56" de acordo com a raga (teste de KW, p=0,282; resultados
apresentados com desvio para a média). SI — sem indicagéo.

Em relacdo ao sexo, observou-se uma média de 729,40 + 86,72 c¢lulas positivas nos
machos e 790,40 £ 108,90 células positivas nas fémeas. Um numero ligeiramente menor foi
observado nos animais sem referéncia ao sexo: 634,20 + 120,30 (Figura 16) e sem associagao

significativa entre o sexo dos gatos e o numero de células que marcaram positivas (Figura 16).
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Figura 16 - Distribui¢do do niimero de células CD56" de acordo com o sexo (teste de KW, p=0,503; resultados
apresentados com desvio para a média). SI — sem indicagdo.

29



O calicivirus na estomatite cronica felina: estudo imunohistoquimico | Carolina Fontes

3.4. Relacgio entre positividade ao CVF e a populagio de células NK

Considerando apenas as amostras positivas para o CVF com uma média de 90,05 +
20,05 células e o nimero de células positivas para NK, com uma média de 727,60 + 60,82
células, verificaram-se diferengas significativas entre os grupos (teste de MW, p<0,0001), ndo

se verificando relacdo entre os marcadores (Figura 17).
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Figura 17 - Analise da relagdo da contagem de células FCV1-43" ¢ CD56": A) Dispersdo do nimero de células
FCV1-43" ¢ do namero de células CD56* de cada amostra; B) Comparagéo entre a marcagéio de células FCV1-43*
¢ a marcagéo de células CD56" (teste de MW: Z(U)=63, p<0,0001, R=9,9).

3.5. Proposta de requisicao de analise histopatologica e citologica de lesdes orais do gato

A ficha de requisicao de analise histopatologica e citoldgica ja existente no Laboratorio
de Histologia e Anatomia Patolégica da UTAD foi adaptada com a incorporagao de uma figura
adaptada do trabalho de Falcao e colaboradores (2020) e da autoria de um dos orientadores do
presente trabalho. Esta imagem permitira ao clinico e também ao anatomopatologista uma melhor
representacao visual da localizacdo e extensdo das lesdes, sendo uma ferramenta na colaboracao
entre os diversos profissionais envolvidos no processo de analise anatomopatologica e diagndstico

das lesdes com sede na cavidade oral do gato.
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REQUISICAO DE ANALISE HISTOPATOLOGICA E CITOLOGICA LESOES DA
CAVIDADE ORAL DO GATO

Data da Colheita Data de Entrada

N° de Analise

IDENTIFICACAO DO ANIMAL

Nome N°

Raca

Idade Sexo F[O MO Castrado SO N[O

IDENTIFICACAO DO MEDICO VETERINARO

Nome

Centro de atendimento médico-veterinario

Morada

Telefone E-mail

IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO

Nome

E-mail

Telefone

INFORMACOES E DIAGNOSTICO CLINICO

Método de colheita: [1 Biopsia [1 Exérese [ Citologia [1 Outro

Localizagao

Dimensoes

Aspeto

O Ulcerativo [ Proliferativo [ Outro

Sinais clinicos

Tratamentos

Exames complementares

Suspeita(s)

Data Assinatura

Identifique a lesdo no esquema

N
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4. DISCUSSAO

Este estudo incluiu amostras provenientes de dois servigos de Histopatologia
Veterinaria, apresentando 40 casos, de 40 animais, o que pode ser considerada uma dimensao
razoavel de casos de GECF, permitindo retirar conclusdes genéricas, mas com algumas
limitagdes.

Dentro dos constrangimentos observados, a auséncia de dados clinicos dos animais
estudados ¢ a principal, ndo permitindo uma caracterizacao rigorosa da populacdo em estudo.
Esta ¢ uma limitacdo comum em estudos histopatolégicos, uma vez que, frequentemente, nao
existe o cuidado em facultar a informagao clinica aquando da recolha e envio para o laboratorio
de anatomia patologica. No ambito deste estudo, foi identificado a inexisténcia de um
formulario de requisicdo de analise histopatologica e citologica para uso exclusivo em
Estomatologia Veterinaria. Estando esta 4rea em franca expansdo e para uma melhor
comunicagdo entre o clinico e o anatomopatologista (Saraiva & Carreira, 2016), e de forma a
colmatar esta lacuna, foi proposto um formulario para a area da Estomatologia Veterinaria ¢
podera ser utilizado futuramente noutros estudos clinicos

A natureza multifatorial da GECF esta associada a agentes infeciosos e nao infeciosos,
em particular a infe¢des virais, descrito nestes casos, como tendo um aumento do racio
linfécitos T/ linfécitos B (Harley et al., 2011). Por isto, tem sido estudado o papel de diversos
agentes infeciosos na inflamagao oral, nomeadamente, o herpes virus felino, o VIF, o VLeF e
0 CVF (Quimby et al., 2008), o que levou a explorar o papel deste tltimo nestes casos de gatos
com gengivoestomatite cronica.

Os resultados por nds obtidos na marcagdo das células FCV1-43" corroboram os ja
publicados por outras equipas. Rolim e colaboradores (2017) ndo identificaram a presenca de
agentes virais nas lesdes orais, quer por PCR quer por IHQ. Por outro lado, Henzel e
colaboradores (2012) identificaram este virus por PCR na cavidade oral de gatos com sinais
clinicos, bem como em animais saudaveis, que demonstraram uma prevaléncia de CVF numa
populagdo de gatos no Brasil, e maior em individuos saudaveis do que naqueles com sinais
clinicos. Em 1991, foi reportado que gatos infetados apenas com CVF nao exibiram maior
frequéncia de GECF ou maior gravidade das lesdes (Tenorio et al., 1991). Assim sendo, os
resultados obtidos nestes trabalhos, bem como neste presente estudo, ndo evidenciam a

correlacdo entre a presenca do agente patogénico e os parametros clinicos estudados.
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O facto do CVF ndo ter sido identificado em algumas amostras ndo implica
necessariamente a sua auséncia, uma vez que as bidpsias orais que se recolhem para a pesquisa
deste agente representam apenas uma pequena por¢do das lesdes observadas, o que pode
conduzir a resultados falso-negativos, uma vez que ndo sabemos como o agente se distribui
pelos tecidos afetados (Rolim ef al., 2017).

A maioria dos antivirais usados em animais de companhia inibem apenas a replicacao
de virus de DNA ou retrovirus e os tratamentos antivirais para infe¢cdes por CVF ndo sdo uma
pratica comum na atualidade. A ribavirina, um dos poucos agentes antivirais capazes de inibir
a replicagdo do CVF in vitro, revelou-se toxica para gatos e com efeitos colaterais, impedindo
o seu uso sistémico. Existe a necessidade de continuar a investigar novas estratégias
terapéuticas da estomatite cronica. As opgdes recomendadas incluem extragdes dentarias
multiplas ou radicais, dependendo da gravidade dos sinais clinicos, antibidticos e limpeza
dentaria rigorosa, corticosteroides e/ou outros imunossupressores ou medicamentos
imunomoduladores (ciclosporina A, clorambucilo, sais de ouro ou talidomida) (Radford et al.,
2009).

O uso do IFN-Q felino e interferdes humanos para aplicagdo intra-lesional, ou sistémica
combinada com intra-lesional tem sido indicado em estudos como eficaz no tratamento de
estomatite créonica por infegdo por CVF (Matsumoto et al, 2018). Os tratamentos
imunomoduladores sdo métodos terapéuticos ainda em desenvolvimento, sendo por isso
importante a pesquisa de varios tipos de IFN em mucosa de gato com GECF. Este facto realca
a importancia deste tipo de estudos como o aqui apresentado, o qual contribui para a
caracterizagdo histologica e imunologica da cavidade oral e, por conseguinte, para a
identificacdo de possiveis alvos terapéuticos a explorar no futuro (Bluestone & Tang, 2015).

De entre as varias populag¢des inflamatorias, o estudo das células natural killer, CD56",
foi considerado o mais indicado por ser reconhecido o efeito citotoxico destas células sobre
agentes patogénicos, nomeadamente virus (Lodoen & Lanier, 2006; Vivier et al., 2008). Na
maioria das amostras estudadas, foi identificado um numero consideravelmente elevado de
células NK, e apesar de ser importante referir que o marcador CD56 ¢ também recetor de
reconhecimento de varios agentes patogénicos, incluindo fungos (Acker, 2017; Ziegler et al.,
2017), ndo houve evidéncia histoldgica de formas fungicas nas amostras estudadas.

Apesar do papel das células NK no combate as infe¢des virais, neste estudo ndo se
observou uma relacao entre a presenca de CVF e a quantidade de células NK na mucosa oral.

Esta conclusdo vai ao encontro ao referido por Simdes e colegas (2012), que ndo encontraram
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diferencas entre o nimero total de células NK em gatos infetados com VIF em relacao aos gatos
saudaveis utilizados como grupo de controlo, em pesquisa de células NK em linfonodo. Esses
autores sugeriram que a infe¢do por VIF pode afetar o recrutamento, morte e/ou proliferagao
de células NK. Pelo facto de haver uma lacuna no que diz respeito ao conhecimento do papel
dos virus correlacionado com a presenca de células NK em gato, € premente o desenvolvimento
de trabalhos futuros que investiguem esta relagdo nesta espécie animal.

A caracterizag@o histologica e imunoldgica da cavidade oral, tanto em amostras com
doenca como em amostras de animais saudaveis, assim como o conhecimento dos mecanismos
inflamatorios e da sua etiologia, sdo fundamentais para a compreensdo destes mecanismos e
para o desenvolvimento de novas terapias que se direcionem quer aos agentes etioldgicos
presentes, quer aos processos inflamatorios envolvidos. Desta forma, no futuro ¢ importante o
estudo da expressao de outros tipos de cé€lulas inflamatorias, além das células NK e de outros
fatores envolvidos, permitindo um mapeamento da GECF, da sua etiologia e, mais importante

ainda, de alvos terapéuticos para o seu eficaz tratamento.
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5. CONCLUSAO

Com este estudo, foi possivel obter algumas conclusoes:

Nao observamos influéncia da idade, raca ou sexo dos gatos na presenga e na quantidade

de CFV encontrados nas lesdes de gengivoestomatite cronica.

Igualmente, para a marcagao das células NK, ndo se observou qualquer influéncia destas

variaveis na quantidade de células positivas nestas lesoes.

Podemos ainda concluir que a presenca de células NK em gatos com gengivoestomatite

cronica ndo se deverd exclusivamente a presenca do CVF nestas lesdes da mucosa oral.

Encontramos um ntmero elevado de células NK, mesmo quando ndo se observou a

presenca de CVF.

Isto confirma a ideia de etiologia multifatorial, além dos virus, que justificam também

o elevado numero de células NK presentes.

Concluimos haver a necessidade uma ficha de requisi¢ao especifica para lesdes da

cavidade oral, pelo que propusemos uma neste trabalho

Novos estudos no dominio da imunologia oral sdo também de fundamental importancia
para o desenvolvimento de novos farmacos, que serdo alvos terapéuticos mais definidos e

apropriados para esta doenca.
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