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1. Resumo

Os virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e da leucemia felina (FeLV)
pertencem a familia Retroviridae e apresentam grande dissemina¢do mundial,
principalmente em gatos criados com livre acesso & ambientes externos. Os sinais
clinicos da infec¢do pelos dois agentes sdo semelhantes, e estdo associados a um
quadro de imunossupressdo nos animais infectados. Assim, o diagndstico clinico
muitas vezes € inconclusivo, tornando necessaria a utilizacdo de testes laboratoriais
para o diagnostico definitivo. Entre as provas utilizadas para a confirmacdo do
diagndstico estd a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi padronizar uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
diagnosticar animais infectados por esses dois agentes e, com isso, realizar um
estudo epidemiolégico das duas infeccbes na populacdo de gatos atendidos no
Hospital Veterinario da Faculdade de Veterinaria da UFRGS no periodo de Marc¢o a
Junho de 2011. Para isso foram coletadas amostras de sangue total de gatos em tubos
contendo EDTA e a extracdo de DNA foi realizada através do método padrdo de
extracdo com fenol / precipitacdo com etanol. O DNA extraido das amostras foi
conservado a 4°C. A regido amplificada pela PCR corresponde ao gene gag, com
produtos de 589 pb para FIV e 450 para FeLV. Das 77 amostras submetidas a PCR,
26 (34%) amostras foram positivas para FIV e 23 (30%) para FeLV, sendo 13 (17%)
casos de co-infecgdo. Os resultados obtidos com esse trabalho permitem concluir a
presenca dos agentes nos animais pesquisados e apontam para a necessidade de testes

diagnosticos especificos para a prevencdo e controle destas enfermidades.



2. Introducao

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina (FeLV)
pertencem & familia Retroviridae e sdo amplamente disseminados em todos os
continentes (Lutz, 1990). Ambos apresentam um efeito imunossupressor nos animais
acometidos, tornando os sinais clinicos das duas infeccdes semelhantes. Dessa forma,
o diagnostico clinico, muitas vezes, é inconclusivo, e fazem-se necessarios exames
laboratoriais complementares para sua confirmacdo. Os testes mais utilizados sdo os
testes soroldgicos, que tem por finalidade detectar anticorpos especificos ou
antigenos virais no soro ou plasma dos animais, como 0 ensaio de imunoadsor¢ao
enzimatica, ELISA (Miyazawa, 2002). Além destes, sdo utilizados, tambeém, testes
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), eficiente para detectar o
DNA proviral em amostras clinicas (Caldas ET AL., 2000; Miyazawa, 2002).

O FIV ¢ da subfamilia Lentivirinae e foi descrito por Pedersen e colaboradores
em 1987, em um gatil onde os animais apresentavam sinais de imunodeficiéncia,
porém, eram soronegativos para FeLV (Pedersen et al., 1987). Os animais mais
suscetiveis sdo 0s machos ndo castrados com livre acesso as ruas (Little et al., 2009).
O seu comportamento agressivo na defesa de territdrios, principalmente em casos de
mordidas, facilitam o contato com o virus, o qual é excretado pela saliva de animais
doentes (Yamamoto et al., 1988, 1989; Brown et al., 1993; Little et al., 2009). Os
primeiros estudos com FIV ndo confirmaram a transmissdo vertical. Contudo O’Neil
et al (1996) indicaram a existéncia de casos de transmissdo uterina, durante o parto e
por meio da amamentacdo, das maes portadoras de infeccdo cronica a seus
descendentes. Nao foi comprovada a existéncia de anticorpos especificos contra FIV
em humanos com contado estreito com gatos, demonstrando que o virus nédo infecta
humanos. Porém, pessoas com alteragfes imunologicas devem evitar o contato com
gatos FIV positivos, pois existe a possibilidade de que estes, sob imunossupresséo,
excretem agentes de doencas oportunistas como a toxoplasmose e a criptosporidiose
para humanos (Greene, 1995).

Até o momento ja foram identificados cinco subtipos de FIV (A, B, C, D e E),
0s quais resultam de duas variagdes genéticas. A primeira é baseada em alteracdes na
regido V3-V5 do gene env (Sodora et. al., 1994; Kakinuma et. al., 1995; Pecoraro et.
al., 1996), e a segunda, na sequéncia de nucleotideos da pl7-p24 do gene gag
(Kakinuma et. al., 1995; Hohdatsu et. al., 1998; Steinrigl & Klein, 2003; Duarte &



Tavares, 2005). Porém, no Brasil, foram encontradas apenas amostras do subtipo B
(Caixito et. al., 2006; Lara et. al., 2007).

O curso da enfermidade causada por FIV foi dividido por Ishida e Tomoda
(1990) em 5 fases distintas. Na primeira, a fase aguda, os animais podem apresentar
linfoadenopatia, neutropenia transitéria, diarréia aguda, sintomas leves de alteracdo
no trato respiratorio superior e febre transitoria. Essa fase se inicia semanas apés a
infeccdo e pode durar de 4 a 16 semanas. Na fase seguinte, 0s animais passam a se
tornar portadores assintomaticos, podendo ser portadores do virus sem apresentarem
sintomas por um longo periodo de tempo. J& no terceiro estagio, o animal apresenta
sinais leves da enfermidade, como por exemplo, febre recorrente de origem
desconhecida, leucopenia, linfoadenopatia, anemia, anorexia, perda de peso e
algumas alteragBes especificas no comportamento. Aproximadamente um terco dos
gatos infectados com FIV levados a clinicas veterinarias estdo nessa fase de
linfoadenopatia generalizada persistente. A quarta fase é denominada de fase do
complexo associado a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Os animais
nesse estagio apresentam elevada perda de peso, diarréia crénica, alteracdes no trato
respiratorio superior, estomatite, gengivite crénica, infec¢bes cronicas da pele e
linfoadenopatia. As infeccBes que acometem os animais nessa fase geralmente ndo
sdo de caréater oportunista, e sim, sdo infeccGes secundarias de carater bacteriano.
Dentre elas a mais freqliente € a inflamacdo da cavidade oral (Gentile et. al., 1996),
sendo observada em até 50% dos animais infectados (Ishida et.al., 1989). A quinta e
ultima fase da infeccdo por FIV € uma condicdo de sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) semelhante a que ocorre nos humanos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Nesse estagio, o animal desenvolve infec¢des
oportunistas em multiplos 6rgaos e tem uma sobrevida de aproximadamente 6 meses.
Também podem ocorrer outros tipos de alteragbes imunologicas, neuroldgicas,
oculares ou neoplésicas, associadas & SIDA ou como manifestagdes Unicas da
infeccdo por FIV (Yamamoto et. al., 1989).

Devido as semelhancas biologicas e patogénicas entre o FIV e o HIV, a
infecgéo de felinos com FIV tem sido utilizada como modelo experimental no estudo
do desenvolvimento da AIDS (Yamamoto et al., 1988; Olmsted et al., 1989;
Tompkins et al., 1991). A sua utilizagdo como modelo de HIV ja foi utilizada em

diferentes abordagens da patogenia (O’Neil et al., 1996), no desenvolvimento e



avaliacdo de vacinas (Siebelink et al., 1995; Richardson et al., 1998; Yamamoto et
al., 2010) e desenvolvimento de drogas antivirais (Smith et al., 1998).

O FeLV é um virus que pertence a familia Gammaretrovirus e pode causar
leucemias, linfossarcomas, sindromes mieloproliferativas e imunossupressao. Esse
virus é transmitido principalmente por contato direto entre os animais e pela ingestéo
de alimentos contaminados (Hoover & Mullins, 1991). Outras formas de transmissao
incluem secrecdes respiratdrias e lacrimais, leite, urina e fezes (Arjona et al., 2000),
além de poder ocorrer a transmissdo venérea e transplacentaria (Harbour et al.,
2002). A maior causa de mortalidade de gatos virémicos estd relacionada a
imunossupressao (aproximadamente 80%) enquanto que os 20% restantes sao
devidos ao aparecimento de tumores, principalmente linfomas (Pontier et al., 1998;
Costa et al., 2000). Assim como o0s animais infectados pelo FIV, os animais
infectados pelo FeLV também podem se portar como reservatorios para zoonoses
como a toxoplasmose e a criptosporidiose (Barr et al, 1997).

Até 0 momento foram isolados trés subgrupos de FeLV (A, B e C), sendo que
0s subgrupos B e C sdo derivados de mutacfes e recombinacfes do subgrupo A e sé
foram encontrados em forma de co-infeccdo com o mesmo (Loar, 1993; Barr et. al.,
1997). Essa diferenciacdo é baseada em diferencas nas proteinas especificas do
nacleo e antigenos virais. O FeLV-A ocorre em todos os gatos FeLV positivos e
desencadeia nos animais uma imunossupressao grave. Ja o FeLV-B acomete cerca de
50% dos felinos FeLV positivos e aumenta a frequéncia de doencas neoplasicas se
comparados com gatos infectados somente com FeLV-A. Por sua vez, FeLV-C
ocorre apenas em cerca de 1% dos gatos infectados pelo FeLV e origina um quadro
de anemia grave (lyer et al, 2005).

Assim como o FIV, o quadro de imunossupressdao que acomete o animal
infectado por FeLV o torna um recipiente para diversos agentes de zoonoses e de
infecgcdes oportunistas, como por exemplo, toxoplasmose e criptosporidiose. Dessa
forma, o controle dessas infecces € de extrema importancia para evitar que essas
zoonoses se espalhem na populacdo de felinos evitando, assim, o risco de
contaminacdo de humanos.

Devido a impossibilidade de diferenciar estas duas infeccdes com base em
exames clinicos, ha necessidade da utilizacdo de exames laboratoriais. Desta forma,

0 presente trabalho busca padronizar dois testes de diagnostico atraves da PCR para



FIV e FelLV, e, a seguir, fazer um estudo epidemioldgico das infecgdes por estes

agentes no municipio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
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3. Artigo

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de manuscrito a ser
submetido ao Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, seguindo as

instrugdes da revista (anexo).
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Resumo

O virus da imunodeficiéncia felina e o virus da leucemia felina estéo
amplamente difundidos no mundo. Ambos causam um quadro de imunossupressao
nos animais infectados, tornando-os potenciais reservatorios para diversos agentes de
zoonoses. Devido as semelhancas clinicas das duas infecgbes, o diagndstico é
determinado pela associacdo de sintomas com exames laboratoriais. Assim, 0
objetivo desse trabalho foi padronizar uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para diagnosticar animais infectados por esses dois agentes e, com isso, realizar um
estudo epidemiol6gico das duas infeccdes no municipio de Porto Alegre. Foram
analisadas 77 amostras de sangue coletadas de gatos atendidos no Hospital de
Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Destas, 26
(33,76%) foram positivas para FIV, 23 (29,87%) foram positivas para FeLV e 13
(16,88%) foram positivas para ambos os virus. Os resultados obtidos com esse
trabalho permitem a demonstracdo do DNA proviral dos agentes nos animais
pesquisados e apontam para a necessidade de testes diagndsticos especificos para a
prevencdo e controle destas enfermidades.

Palavras-chave: felino, virus da imunodeficiéncia felina, virus da leucemia felina,
PCR
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Abstract

The feline immunodeficiency virus and feline leukemia virus are widely
spread worldwide. Both viruses cause immunosuppression in infected animals, which
can then be the source for infectious agents of zoonosis for humans. Given the
clinical similarities between both diseases, the diagnosis is determined by the
association of symptoms with laboratory tests. The objective of this work was to set
up and optimize a polymerase chain reaction (PCR) that could be applied to the
diagnosis of FIV and FeLV infections and, therefore, conducting an epidemiological
study of both infections in the city of Porto Alegre. We analyzed 77 blood samples of
domestic cats which attended to the Veterinary Hospital of the Veterinary Faculty of
the Federal University of Rio Grande do Sul. Twenty six samples (33.76%) were
positive for FIV, 23 (29.87%) were positive for FeLV and 13 (16.88%) were positive
for both viruses. The results obtained with this work allows us to conclude that DNA
of these agents is present in the animal population studied here and suggest the need

for diagnostic tests for the prevention and control of these diseases.

Keywords: feline, feline immunodeficiency virus, feline leukemia virus, PCR
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Introducéo

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina (FeLV)
pertencem a familia Retroviridae e sdo amplamente disseminados em todos os
continentes (Lutz, 1990). Ambos apresentam um efeito imunossupressor nos animais
infectados, tornando os sinais clinicos das duas infeccdes semelhantes. Dessa forma,
o diagndstico clinico, muitas vezes, é inconclusivo, e fazem-se necessarios exames
laboratoriais complementares para sua confirmagdo. Os testes mais utilizados sdo os
testes soroldgicos, que tem por finalidade detectar anticorpos especificos ou
antigenos virais no soro ou plasma dos animais, como 0 ensaio de imunoadsor¢édo
enzimatica, ELISA (Miyazawa, 2002). Além destes, sdo utilizados, também, testes
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), eficiente para detectar o
DNA proviral em amostras clinicas (Caldas ET AL., 2000; Miyazawa, 2002).

O FIV ¢ da subfamilia Lentivirinae e foi descrito por Pedersen e colaboradores
em 1987, em um gatil onde os animais apresentavam sinais de imunodeficiéncia,
porém, eram soronegativos para FeLV (Pedersen et al., 1987). Os animais mais
suscetiveis sdo os machos que tem livre acesso as ruas (Lutz, 1990). Isto ocorre
devido ao seu comportamento agressivo na defesa de seu territdrio, uma vez que a
principal via de transmissdo desse virus € através da saliva, especificamente em casos
de mordidas (Yamamoto et al., 1988, 1989; Brown et al., 1993).

Ateé o momento ja foram identificados cinco subtipos de FIV (A, B, C, D e E),
0s quais sdo resultado de duas mutacGes genéticas. A primeira é baseada em
alteracdes na regido V3-V5 do gene env (Sodora et. al., 1994; Kakinuma et. al.,
1995; Pecoraro et. al., 1996), e a segunda na sequéncia de nucleotideos da p17-p24
do gene gag (Kakinuma et. al., 1995; Hohdatsu et. al., 1998; Steinrigl & Klein, 2003;
Duarte & Tavares, 2005). Porém, no Brasil, foram encontradas apenas amostras do
subtipo B (Caixito et. al., 2006; Lara et. al., 2007).

O FeLV é um virus que pertence a familia Gammaretrovirus e pode causar
leucemias, linfossarcomas, sindromes mieloproliferativas e imunossupressao. Esse
virus é transmitido principalmente por contato direto entre os animais e pela ingestéo
de alimentos contaminados (Hoover & Mullins, 1991). A maior causa de mortalidade
de gatos virémicos esta relacionada a imunossupressdo (aproximadamente 80%)
enquanto que os 20% restantes sdo devidos ao aparecimento de tumores,

principalmente linfomas (Pontier et al., 1998; Costa et al., 2000).



98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

15

Até 0 momento foram isolados trés subgrupos de FeLV (A, B e C), baseando-
se em diferencas nas proteinas especificas do nucleo e antigenos virais. (lyer et al,
2005). Os subgrupos B e C séo derivados de mutagdes e recombinagfes do subgrupo
A e s6 foram encontrados em forma de co-infeccdo com o mesmo (Loar, 1993; Barr
et. al., 1997).

Como a infecgdo pelos dois agentes causa um quadro de imunossupressao, 0s
animais doentes se tornam uma fonte de infeccdo de agentes de diversas zoonoses e
infecgcdes oportunistas, como por exemplo, toxoplasmose e criptosporidiose. Como
essas sdo doencas de impacto em saude publica, o controle de doencas
imunossupressoras como as causadas pelo FIV e FeLV se torna importante para
evitar que essas zoonoses se espalhem na populacédo de felinos, diminuindo, assim, o
risco de contaminacgdo de humanos.

Devido a impossibilidade de diferenciar estas duas infeccbes com base em
exames clinicos, ha necessidade da utilizacdo de exames laboratoriais. Desta forma,
0 presente trabalho busca padronizar dois testes de diagndéstico através da PCR para
deteccdo de DNA proviral de FIV e FeLV em amostras de sangue de gatos
domésticos, e, a seguir, fazer um estudo epidemioldgico das infeccdes por estes

agentes no municipio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
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Materiais e Métodos

Coleta de amostras

Foram coletadas 89 amostras de sangue total, em frascos com anticoagulante,
de gatos machos e fémeas domésticos atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.Apds
a coleta, 0 sangue sera armazenado individualmente em tubos mantidos refrigerados,
durante o transporte, até ao laboratorio; onde sera retirada uma aliquota para o teste e

o restante sera congelado a —70°C.

Extracdo de DNA

Quatrocentos microlitros de sangue foram incubados em 600uL de solucdo de
lise (500puL TEN [20 mM de Tris-HCL, pH 7,4; 10 mM de EDTA, pH8,0; 200 mM
de Na CI] 2X + 100p SDS (10%) + 10uL de Proteinase K) durante 1 hora a 56°C.
Posteriormente esta solucéo foi centrifugada a 13.000 g por 5 minutos. Em seguida
500ul do sobrenadante foram incubados com 900uL de NaCl 300mM e com 400uL
de fenol por 30 minutos no rotor a temperatura ambiente. Apés, sofreram uma
centrifugacéo a 13.000 g por 20 minutos. A fase aquosa foi coletada e incubada com
900uL de etanol gelado (-20°C) por 30 minutos a -20°C. Uma nova centrifugacgéo a
13.000 g por 30 minutos foi realizada ao término dessa incubacdo e o sobrenadante
desprezado. O pellet foi ressuspendido em 50uL de TE [ 10 mM de Tris, pH 7,4 e 1
mM de EDTA, pH 8,0] a ap6s, incubado com 5uL. de RNAse por 15 minutos a 37°C.
Para se comprovar quantidade e qualidade do DNA extraido, Sul de cada amostra
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, sendo corados com brometo

de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo de FIV e FeLV

A deteccdo do genoma viral foi realizada através da amplificacdo de uma
regido conservada do genoma dos virus FIV e FeLV, utilizando oligonucleotideos
especificos  (FivF: 5-CAAACAGTAAATGGAGCACC-3* e FivR: &%
GCTTAAGATGACTCATTGCC-3', para FIV, e FelvF: 5
ACTAACCAATCCCCACGC-3 e FelvR: 5"-ATGGCTGTCCCACTAGAG-3" para
FeLV) que originam produtos de 589 e 450 pb para FIV e FeLV, respectivamente.
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Os oligonucleotideos utilizados no ensaio de PCR foram desenhados com base nas
sequéncias dos genes gag de ambos FIV e FeLV, as quais estdo disponiveis no banco
de dados do “National Center for Biotechnology_ Information” (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As reacOes foram realizadas em termociclador utilizando o seguinte protocolo
inicial: um passo de desnaturacdo inicial de 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 1
min a 94°C (desnaturacdo), 1 min a 54°C (anelamento) e 1 min a 72°C (extens&o), e
um passo final de 5 min a 72°C. A fim de aperfeicoar a reacdo, eliminar bandas
inespecificas e melhorar a qualidade da banda desejada, algumas variagGes foram
testadas. Foram testadas reac6es com diferentes temperaturas de anelamento dos
oligonucleotideos (54, 56, 57, 58, 59 e 60°C), com acréscimo de dimetilsulféxido
(DMSQO; 5, 7 e 10%), e com variagdo na concentracdo de MgCl, (1 e 2 mM).

As condicdes Otimas de amplificagdo numa reagdo de 25ul para FIV foram as
seguintes: 100ng de DNA total extraido do sangue total; 1mM de MgCly; 0,2uM de
cada oligonucleotideo; 5% de DMSQO; 1U de Taq Polimerase; 10% de tampdo de
PCR e 0,5uM de deoxinucleosideos trifosfatos por reacdo. E as condigdes 6timas de
amplificacdo numa reagdo de 25ul para FeLV foram as seguintes: 100ng de DNA
total extraido do sangue total; 1mM de MgCl,; 0,2uM de cada oligonucleotideo; 1 U
de Taqg Polimerase; 10% de tampdo de PCR e 0,5mM de deoxinucleosideos
trifosfatos por reacdo. Além disso, as condicGes de tempo e de temperatura foram
mantidas como descrito anteriormente, sendo a temperatura de anelamento fixada em
58°C.

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,5%), corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

Controles positivos e negativos foram utilizados em cada conjunto de
amplificacdo (a cada 5 amostras clinicas). A sensibilidade da PCR foi determinada
utilizando dilui¢des seriadas na base 10 do controle positivo até o menor limite de

deteccdo (Campos et al., 2009).

Sequenciamento dos produtos e analise filogenética
Foram seqlienciados trés produtos de FeLV e um produto de FIV visando a
determinacdo da especificidade da PCR. Para isso foi utilizado o DYEnamic ET
terminators sequencing kit (GE Healthcare, Giles, United Kingdom), seguindo as

recomendaces do fabricante. As sequéncias de nucleotideos foram determinadas por
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uso de um sequenciador automatico MegaBACE 500 (GE Healthcare). Cada produto
foi sequenciado 2 vezes em ambos os sentidos utilizando os oligonucleotideos
descritos anteriormente. As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os
softwares BioEditpackage 7.0.5, Vector NTI 8.0, e Sequence Scanner Version 1.10
(Copyright AppliedBiosystems, 2005). Posteriormente, a analise da homologia das
sequéncias foi realizada utilizando o software BLAST e os alinhamentos foram
realizados utilizando o software Clustal W, verséo 1.83 (Thompson et al., 1994). As
anélises filogenéticas foram realizadas com o software MEGA 3 (Kumar et al., 2004)
e as arvores filogenéticas construidas a partir da metodologia de “neighbor-joining”

utilizando Kimura-2 e “pairwise deletion” como parametros de analise.
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Resultados

Dos 89 animais submetidos ao teste de PCR, 31 foram positivos para FIV,
representando 35% das amostras, enquanto que 25 foram positivos para FeLV
representando 28%. Destes animais positivos, 13 (15 %) foram positivos para os dois
virus, configurando um quadro de co-infeccdo (Tab. 1). A aplicacdo da PCR para
FeLV obteve a amplificacdo de somente um fragmento de DNA. A Figura 1 mostra
uma fotografia de um gel de agarose a 1,5% em que foram aplicadas amostras
testadas nas PCRs. Nesta figura observam-se fragmentos de DNA de tamanho
compativel com o tamanho esperado dos fragmentos (Fig. 1). O seqiienciamento do
produto da PCR para FIV também apresentou baixa qualidade e ndo foi possivel
analisa-lo.

A PCR utilizada com os oligonucleotideos de FIV teve como resultado a
amplificacdo de diferentes fragmentos de DNA, um do tamanho esperado e outros
fragmentos de tamanhos diferentes. Dos trés produtos da PCR para FIV, um
apresentou alta identidade com as sequéncias do virus depositadas no banco de dados
do NCBI, um apresentou baixa identidade com as sequéncias de FIV e o terceiro ndo
foi possivel analisar pela baixa qualidade do segiienciamento.

Com o produto sequenciado de FeLV foi elaborada uma arvore filogenética, e
as amostras dentro do retangulo vermelho s@o as amostras que tiveram maior

identidade com o nosso produto (Fig. 2).
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Discussao

No presente estudo foram padronizadas e otimizadas reacdes de PCR para
deteccdo de DNA proviral dos virus FIV e FeLV em amostras de gatos domésticos
do municipio de Porto Alegre, RS. Como resultado do total de 89 amostras testadas,
31 (35%) amostras foram positivas para FIV, 25 (28%) foram positivas para FeLV,
sendo que 13 (15%) apresentaram-se positivas para os dois virus.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram comparados com resultados
obtidos por outros trabalhos realizados no Brasil (Tab. 2). Nestes estudos, todos ou
autores identificaram animais FIV positivos por uso de PCR. O presente estudo
mostra que a prevaléncia de animais positivos para FIV, na populacdo estudada, foi
maior do que as prevaléncias encontradas por outros autores no estado de Sao Paulo
e na cidade de Belo Horizonte-MG (Lara et al. 2008; Teixeira et al. 2007), apesar
desse segundo ter sido realizados com animais de rua e, por isso, esperava-se um
resultado maior. O maior nivel de deteccdo do DNA proviral de FIV encontrado no
presente estudo pode ser devido a diferengas na sensibilidade das técnicas de
deteccdo utilizadas nos diferentes trabalhos. Por outro lado, 0s nossos resultados sao
semelhantes aos resultados obtidos por Caldas et al. (2000), que analisaram amostras
de animais com sinais clinicos de imunodeficiéncia provenientes de Porto Alegre e
da Regiéo Sul do estado do Rio Grande do Sul e detectaram 37,5 % de animais FIV
positivos. Porém, no estudo aqui descrito, esperava-se encontrar uma frequéncia de
animais FIV positivos menor do que a encontrada por Caldas et al. (2000), uma vez
que as amostras analisadas neste trabalho foram coletadas de animais submetidos a
exame de sangue no Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias da Universidade
Federal do Grande do Sul, sem necessariamente apresentarem sintomas de
imunodeficiéncia.

Ja para FeLV, a prevaléncia de animais positivos encontrada no presente
estudo foi maior do que a encontrada por Barbosa et al. (2001), os quais detectaram
FeLV em gatos de Uberlandia-MG através do uso de um ELISA. Por outro lado, a
frequéncia de animais FeLV positivos encontrada aqui foi menor do que as
prevaléncias encontradas por Meinerz et al. (2010), os quais avaliaram a presenca do
virus, por imunofluorescéncia indireta, em gatos da Zona Sul do Estado do Rio
Grande do Sul e por Teixeira et al. (2007), que detectaram FeLV por ELISA em
amostras de gatos em diferentes municipios do Estado de Minas Gerais. A maior

frequéncia de animais FeLV positivos descrita nesses estudos, em comparagdo com
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0S nossos resultados, provavelmente se deu porque nestes trabalhos os animais
testados eram provenientes de locais com condi¢cdes higiénicas precarias ou
provenientes da rua e, por isso, estes seriam mais susceptiveis a infec¢do pelo FeLV.

A amostra de FeLV sequenciada nesse trabalho apresentou maior identidade
com amostras do subtipo B, descritas por Coelho et al. (2008), do que com outras
amostras virais utilizadas no alinhamento de sequencias. Além disso, os trabalhos
que descrevem a distribuicdo dos subtipos de FeLV circulantes no Brasil indicam
que o subtipo B foi 0 Unico encontrado, 0 que vai de encontro ao nosso achado.
Porém, para um maior esclarecimento sobre o subtipo de maior prevaléncia no
Estado do Rio Grande do Sul, serad necessario que um maior nimero de amostras seja
submetida ao sequenciamento e alinhamento de nucleotideos.

Este trabalho demonstrou a presenca de ambos os virus em 13 (15%) dos
animais testados, o que evidencia que estes estavam desenvolvendo uma co-infeccao
no momento das coletas das amostras de sangue. A co-infeccdo por FIV e FeLV €
um fato que ainda n&o havia sido demonstrado no Estado do Rio Grande do Sul, e
deve receber uma atencdo especial, pois gatos infectados com FIV e FeLV podem
apresentar a SIDA de forma mais precoce.(Pedersen et al., 1990)

E importante a realizacdo do diagndstico definitivo e diferencial para essas
duas infeccBes, pois a partir do diagndstico podem ser estabelecidas medidas de
controle da disseminag&o viral para outros animais. Por exemplo, em abrigos para
animais abandonados, o isolamento de animais infectados com esses virus poderia
ser realizado para conter a disseminacdo deles pela populacdo ali existente. Para
humanos, é importante o controle dessas infec¢fes, pois gatos FIV ou FeLV
positivos podem se tornar reservatorios de agentes de zoonoses. Porém, gatos FIV ou
FeLV positivos ndo apresentam riscos grandes para seus donos desde que criados em
regime sem acesso as ruas.

Ambas as PCRs desenvolvidas nesse trabalho foram eficientes na
amplificagdo dos fragmentos de DNA proviral de FIV e FeLV. Porém, a PCR
desenvolvida para FIV necessita ser otimizada. Os oligonucleotideos desenhados
para essa técnica anelaram no DNA proviral do FIV, mas também em regifes do
genoma felino e por isso esta PCR gerou algumas bandas inespecificas que poderiam
confundir o resultado. Para melhorar esse aspecto, serdo desenhados novos pares de
oligonucleotideos para a realizacdio de uma nested-PCR para aumentar a

especificidade do diagndstico de FIV. Assim, as PCRs aqui descritas poderiam ser
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283  aplicadas como uma alternativa de diagndstico por se tratarem de um método rapido,
284  com alta sensibilidade e especificidade e um baixo custo.
285
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Conclusdes
Neste trabalho, foram detectadas altas taxas de animais infectados pelo virus
da imunodeficiéncia felina e pelo virus da leucemia felina, bem como casos de co-

infecgdo em gatos domeésticos no municipio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
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Ilustracdes
PCR
Total FIV FeLV FIV e FeLV
Amostras de N° 89 31 25 13
sangue total % 100 35 28 15

Tabela 1. Ocorréncia do virus da imunodeficiéncia felina e do virus da leucemia

felina em gatos provenientes do municipio de Porto Alegre, testados através de PCR.
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298
Local — Referéncia (ano) FIV Ensaio FeLV Ensaio Co-infeccdo
Pelotas e Rio Grande — Meinerz et al. - - 38.3% IFI -
(2010)
Sé&o Paulo, SP - Lara et al. (2008) 14,7% PCR - - -
Belo Horizonte, MG — Teixeira et al. 4,14%  PCR 32,5% ELISA -
(2007)
Porto Alegre, RS - Caldas et al. (2000) 37,5% PCR - - -
Uberlandia, MG - Barbosa et al. (2001) - - 12,59%  ELISA -
Porto Alegre, RS — Finoketti et al. (2011) 34% PCR 30% PCR 17%
299

300 Tabela 2. Comparagéo entre os resultados de deteccdo de FIV e FeLV obtidos nesse
301  estudo e os resultados obtidos por outros autores em diferentes regides do Brasil.
302
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1000pb
o,
100pb

Figura 1. Produtos visualizados em gel de agarose 1,5% com fragmentos de
tamanhos correspondentes ao nimero de pb esperados apés a PCR pra FIV (598
pb’s) e FeLV (498 pb’s). O poco M representa o marcador de peso molecular de
100pb, o poco 1 representa a amostra DOA 290, o0 poco 2 representa a amostra DOA
291, o pogo 3 representa a amostra D 90,0 poco 4 a amostra 1292 e 0 poco 5 a
amostra D172. Os pocos 1 e 2 representam amostras positivas para FIV, 0s pocos 4 e
5 representam amostras positivas para FeLV, e, 0 po¢o 3 uma amostra negativa para

os dois virus.
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71, JF815552(FeLV-UPM29)
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— J02086(Feline_sarcoma_Gardner-Arnstein_virus)
GQ465833(TW-K25)
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Murine leukemia virus isolate SP(B)1-1 truncated gag polypeptide

0.1
Figura 2. Arvore filogenética com a amostra de FeLV seqiienciada. Marcado pelo
retangulo preto as amostras que tem maior identidade com a amostra seugenciada ( ¢

Sample 26F)
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4. Discusséo e Perspectivas

No presente estudo foram padronizadas e otimizadas reacdes de PCR para
deteccdo de DNA proviral dos virus FIV e FeLV em amostras de gatos domésticos
do municipio de Porto Alegre, RS. Como resultado do total de 89 amostras testadas,
31 (35%) amostras foram positivas para FIV, 25 (28%) foram positivas para FeLV,
sendo que 13 (15%) apresentaram-se positivas para os dois virus. A co-infec¢do por
estes dois virus estd sendo demonstrada pela primeira vez em gatos do municipio de
Porto Alegre.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram comparados com resultados
obtidos por outros trabalhos realizados no Brasil (Tab. 2). Os resultados aqui obtidos
variaram em relacdo aos resultados obtidos por outros autores. Essa variagdo pode
estar relacionada ao uso de diferentes técnicas de deteccdo do virus ou as diferentes
populacGes animais estudadas.

Foi possivel analisar a sequencia de um fragmento amplificado na PCR de
FeLV. Esta analise demonstrou que a amostra de FeLV sequenciada nesse trabalho
apresentou maior identidade com amostras do subtipo B, descritas por Coelho et al.
(2008), do que com outras amostras virais utilizadas no alinhamento de sequencias.
Além disso, os trabalhos que descrevem a distribuicdo dos subtipos de FelLV
circulantes no Brasil indicam que o subtipo B foi o Unico encontrado, o que vai de
encontro ao nosso achado. Porém, para um maior esclarecimento sobre o subtipo de
maior prevaléncia no Estado do Rio Grande do Sul, serd necessario que um maior
nimero de amostras seja submetido ao sequenciamento e alinhamento de
nucleotideos.

Ambas as PCRs desenvolvidas nesse trabalho foram eficientes na
amplificacdo dos fragmentos de DNA proviral de FIV e FeLV. Porém, a PCR
desenvolvida para FIV devera ser otimizada. Os oligonucleotideos desenhados para
essa técnica anelaram no DNA proviral do FIV, mas também em regi6es do genoma
felino e por isso esta PCR gerou algumas bandas inespecificas que poderiam
confundir o resultado. Para melhorar esse aspecto, serdo desenhados novos pares de
oligonucleotideos para a realizagio de uma nested-PCR para aumentar a
especificidade do diagndstico de FIV. Além disso, um maior nimero de fragmentos

amplificados em ambas as PCRs e nested PCRs serdo submetidos ao sequenciamento
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e analise comparativa dos nucleotideos, para que possamos identificar quais sao 0s

subtipos virais circulantes na populacao estudada.
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