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RESUMO:

O Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) é um lentivirus da familia Retroviridae,
afeta os felinos domeésticos e selvagens com distribuicdo mundial e causa preocupacdes
na clinica veterinaria devido a associa¢Ges com varias doencas do sistema imunolégico.
O diagnostico da-se mediante a exames laboratoriais como Ensaio imunoenzimatico
(ELISA), reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR), isolamento em cultivo
celular entre outros. A doenca é classificada em 3 principais categorias: aguda, cronica e
terminal e dependendo do estagio da doenca e a resposta imunoldgica do animal ha
possibilidade de falsos negativos em algumas técnicas de deteccdo viral. Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi detectar a presenca do acido desoxirribonucléico proviral do
Virus da Imunodeficiéncia Felina em animais assintomaticos, provindos do projeto Vida
Digna da Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA). Para isto, foram coletadas
50 amostras de sangue de gatos encaminhados ao projeto e foi realizada a extragdo do
acido desoxirribonucleico. Estas amostras foram testadas em duas reaces de PCR
utilizando-se dois conjuntos de primers do Gene gag de FIV. Achou-se uma prevaléncia
de 2% (1/50), confirmando assim a presenca do virus na cidade de Belém e a importancia
de testar os felinos mesmo sendo assintomaticos. Faz-se necessario a realizacdo de
trabalhos futuros que amplie o nimero amostral dos animais testados para assim elucidar
o perfil epidemioldgico da doenca na regido de Belém do Pard, levando em consideracédo
arelevancia clinica desta infecgdo e a correta conduta médica veterinaria para evitar novas
infeccdes.

Palavras-chave: PCR. FIV. Diagnostico. Analise Molecular



ABSTRACT:

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a lentivirus of the family
Retroviridae, affects domestic and wild cats with worldwide distribution and causes
concerns in the veterinary clinic due to associations with various diseases of the immune
system. The diagnosis is made through laboratory tests such as immunoenzymatic assay
(ELISA), polymerase chain reaction (PCR), isolation in cell culture, among others. The
disease is classified into 3 main categories: acute, chronic and terminal and depending on
the stage of the disease and the immune response of the animal there is possibility of false
negatives in some viral detection techniques. Therefore, the objective of this work was to
detect the presence of proviral deoxyribonucleic acid from the Feline Immunodeficiency
Virus in asymptomatic animals, from the Life Digna project of the Federal Rural
University of Amazonia (UFRA). For this purpose, 50 blood samples of cats were
collected and the extraction of deoxyribonucleic acid was carried out. These samples were
tested in two PCR reactions using two sets of FIV gag Gene primers. A prevalence of 2%
(1/50) was found, thus confirming the presence of the virus in the city of Belém and the
importance of testing the felines even though they are asymptomatic. Future work is
needed to expand the sample size of the animals tested to elucidate the epidemiological
profile of the disease in the region of Belém do Pard, taking into account the clinical
relevance of this infection and the correct veterinary medical conduct to avoid new
infections.

Keywords: PCR. FIV. Diagnosis. Molecular Analysis
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1. INTRODUCAO

A clinica médica veterinaria atende, cada vez mais, os felinos. E notavel o aumento
desses pets nos lares brasileiros e geralmente a residéncia nao permanece com apenas um
gato devido a facilidade em sua adaptacdo, independéncia que aliado ao novo estilo de
vida da populagéo, manter um gato como companhia acaba sendo uma 6tima escolha.
Em dados publicados pelo IBGE (2016), sdo mais de 52 milhdes de cées e 22 milhdes de
gatos, mostrando que em 44,3% dos lares brasileiros existe ao menos um céo e 17,7% ao
menos um gato.

O gato ndo € um pequeno cachorro, ele possui peculiaridades em comportamento,
fisiologia, patologias e 0 aumento da expectativa de vida desses animais gera um impacto
direto sobre a incidéncia de doencas antes consideradas raras. A disseminacdo de
informagdes sobre posse responsdvel também tem mudado o comportamento dos
proprietarios destes animais, tornando-os mais exigentes e assim, buscam precisdo nos
diagndsticos e tratamentos dos seus gatos.

Uma dessas particularidades em doenca é o virus da imunodeficiéncia felina a
qual é uma retrovirose que atinge o sistema imunol6gico do animal e por ainda ndo
possuir vacina e tratamento curativo possui grande relevancia na clinica de pequenos
animais.

O virus apresenta alta prevaléncia em cidades como Belo Horizonte, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, porém na regido norte especificamente na cidade de Belém do Para é
escasso 0 registro desta enfermidade, principalmente por falta da confirmagéo
laboratorial. As analises laboratoriais sdo um grande aliado na clinica. Gatos infectados
pelo FIV pode ser portador assintomatico por anos e dessa forma transmitir o patégeno a
varios outros felinos.

O FIV é classificado em cinco subtipos: A, B, C, D e E e ocorre em trés principais
fases: aguda, crénica e terminal. (SCHMITT, 2003). Os subtipos F e U foram os mais
recentemente descobertos, nomeadamente nos Estados Unidos e Nova Zelandia 16
(FERNANDES, 2015).

A transmissé@o do virus da-se principalmente por mordidas, ou seja, animais de
rua, abrigos, ndo castrados e em locais de alta densidade sdo mais propensos a contrair
esta enfermidade.

Existem diferentes analises para a deteccdo do FIV como imunoensaios

enzimaticos (ELISA) tradicionais, Kits rapidos de ELISA (testes rapidos),



imunofluorescéncia indireta (IFI), reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) e
isolamento viral, porém dependendo do estagio da doenca ha a possibilidade de falsos
negativos, por isso € de extrema importancia conhecer o percurso da doenca e analisar o
animal minuciosamente. (ADAM E DANDRIEQUX, 2011).

O PCR pode detectar o FIV a partir da primeira a terceira semana apos a infec¢éo.
Desse modo, consiste em uma ferramenta extremamente sensivel para a ampliacéo e
deteccdo de pequenas quantidades de DNA ou de RNA viral (AVERY, 2001).

As retroviroses possuem a enzima transcriptase reversa e algumas enzimas
transportadoras as quais produzem uma copia de DNA a partir de um filamento duplo do
RNA do virus. Esta copia de DNA, denominada pro-virus, integra-se ao DNA
cromossémico da célula do hospedeiro capacitando o virus de replicar-se junto com a
célula infectada. (BARR; PHILLIPS, 2008).

A deteccdo do DNA indica que o virus entrou na célula e se integrou ao genoma
do hospedeiro e a deteccdo do RNA viral pelo PCR indica a ocorréncia de produgéo viral.
Conforme avanca da fase aguda para a fase de portador assintomatico, no organismo
animal ha um decréscimo na carga viral, depois os niveis de RNA viral no plasma
permanecem relativamente estaveis (AVERY, 2001).

Desta forma, o PCR para detec¢do do DNA proviral tem maior relevancia para o
diagnostico do FIV pois, independente da fase clinica, ele detectara a infecgdo, evitando
assim falsos negativos, servindo como teste de triagem para animais assintomaticos

(portadores) e ajudando no controle epidemioldgico dessa doenca.
Objetivos:
Objetivos gerais:

-Definir a prevaléncia natural da infeccdo por FIV em gatos domésticos assintomaticos

na regido de Belém do Para.
Obijetivos especificos:
-Detectacdo do DNA proviral do virus da imunodeficiéncia felina

-Analises de métodos diagndsticos



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV), recentemente redefiniu-se a taxonomia dos retrovirus para
reconhecé-la como uma familia distinta. Exemplares desta familia foram encontradas em
peixes e insetos, mas a presenca do virus nesses animais ainda ndo foi incluida
oficialmente. Essa familia foi tradicionalmente dividida em duas subfamilias:
Orthoretovirinae, Spumaretrovirinae. A divisdo foi baseada principalmente no
mecanismo de patogénese. (ICTV, 2018).

Os virus de transcricdo reversa sdao atualmente classificados em cinco familias:
Caulimoviridae, Hepadnaviridae, Metaviridae, Pseudoviridae e Retroviridae. O FIV esta
na familia dos retrovirus, no género lentivirus (quadro 1) a qual o HIV também pertence.
Ambos 0s virus causam imunossupressao e sdo virus com longo periodo de incubacéo.
(ICTV, 2018).

Quadro 1. Regras de nomenclatura para a classificacdo do FIV

CLASSIFICACAO

ORDEM Ortervirales

FAMILIA Retroviridae

SUBFAMILIA Orthoretrovirinae

GENERO Lentivirus

ESPECIE Feline Immunodeficiency virus
ACRONIMO FIV

NOME COMUM Virus da Imunodeficiéncia Felina

Fonte: ICTV (2018)

A enzima transcriptase reversa é uma enzima que produz DNA tendo como
modelo 0 RNA viral. Esta enzima faz a transcricao reversa, 0 oposto do que ocorre em
outras células, onde o RNA é produzido a partir de um DNA que lhe serve de modelo. A
medida que sintetiza o DNA, a transcriptase reversa degrada o RNA modelo
(BRANDAO,2015).



Em seguida, a enzima produz uma cadeia de DNA complementar a que foi copiada
da RNA viral, originando uma molécula de DNA de cadeia dupla. Esse DNA sera
utilizado para transcrever moléculas de RNA que atuam como mensageiras na sintese das
proteinas virais.

O DNA produzido pela transcriptase reversa sintetiza também o RNA que
constituira o genoma dos novos virus formados na célula infectada (BRANDAO,2015).
Esta subfamilia de virus inclui os seguintes géneros: Alpharetovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus (como por exemplo o
HIV) e Spumavirus. Nas Ultimas décadas, a familia dos retrovirus tém sido um dos
principais alvos de estudo dos cientistas por serem a causa de doengas graves em
humanos, tais como, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. (TENORIO ET AL.,
2016).

2.2. Replicacao viral

Em 1964, Howard propds um mecanismo de replicacdo, no qual alguns virus
(retrovirus) seguiam o fluxo de transmissao de informacdo: DNA->RNA->PROTEINAS,
mas somente apds o isolamento e a caracterizacdo do DNA-polimerase RNA-dependente
(RT), obtidos independentemente por Howard Temin e David Baltimore em 1970 é que
esse mecanismo de transcricdo reversa foi plenamente aceito. (VILLANOVA & LEAL,
2015).

Os retrovirus apresentam duas fitas de RNA de polaridade positiva, mas 0 RNA
gendmico ao invés de ser traduzido pelos ribossomos, é convertido em uma molécula de
DNA fita dupla, pela enzima transcriptase reversa presente nos virions. Essa molécula de
DNA (provirus) é integrada ao genoma da célula hospedeira (figura 1), e posteriormente
transcrita pela RNA polimerase Il. A transcricdo resulta em mRNAs para a sintese de
proteinas estruturais e da enzima TR, e em cOpias do RNA genémico, que sdo entdo
incluidos nas novas particulas viricas (KENYON & LEVER, 2011).

A estrutura do capsideo que da forma a particula viral e cada género possui uma
forma e caracteristica que, no caso dos lentivirus, é cuneiforme. Por fim, o capsideo é
revestido por proteinas que formam o envelope do virus. (VILLANOVA & LEAL, 2015).
No genoma viral existem trés genes principais:

e (gag: codifica as proteinas do capsidio
e polimerase: codifica as enzimas protease, transcriptase reversa e integrasse

e envelope: codifica as proteinas externas que envolve a particula viral



(VILLANOVA & LEAL, 2015).

Figura 1- Ciclo de vida resumido da replicacéo viral de retrovirus
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Fonte: Cunico et al., 2008

No ciclo de replicagdo viral dos retrovirus, o agente entra na célula hospedeira e
sofre um processo de transcricdo reversa. O termo retro (reverso) reflete a propriedade
que os retrovirus tém de sintetizar uma copia de &cido desoxirribonucleico (DNA, do
inglés “Deoxyribonucleic Acid”) a partir do RNA viral, por a¢do da enzima transcriptase
reversa. O DNA sintetizado € integrado no genoma das células infetadas, por acdo da
enzima integrase, persistindo nelas como provirus. Ademais, o genoma viral é traduzido
e transcrito e € efetuada a morfogénese de novos virides que sdo extruzidos (Dunham &
Graham, 2008).

2.3. Epidemiologia

O FIV tem distribuicdo mundial e assim como 0s outros membros desta familia
causam infeccdo persistente e provocam doencas cronicas como: tumores e
imunossupressdao em animais domeésticos e selvagens (LAZO &TSICHILIS, 1990;
HOSIE ET AL., 1990). A incidéncia destes virus estd diretamente relacionada com a
densidade populacional.



A prevaléncia e incidéncia sdo variaveis entre as localizagdes geograficas e esta
relacionada ao estilo, idade, estado de satde e género do animal (ALVES & REIS, 2012).
Ha estimativas de uma soroprevaléncia de 1-14% em gatos com sinais clinicos e até 44%
em animais doentes (ALVES ET AL.,2011).

E importante conhecer a cadeia epidemioldgica da doenca para melhor promover
medidas de controle ou erradicacéo e como fonte de infecgdo estéo os felinos domésticos
e selvagens, sendo classificados em doentes, portadores e reservatério, comumente o
animal infectado pelo virus da imunodeficiéncia felina apresenta-se assintomatico,
caracterizando-se como portador.(REFERENCIAR)

Dentre as vias de eliminagdo destacam-se a saliva, colostro, leite, transferéncia de
sangue, assim como sémen de animas infectados (ALLISON & HOOVER, 2003). A
transmissdo ndo costuma ser comum entre espécies diferentes (O’BRIEN ET AL., 2006).
A transmissdo horizontal acontece normalmente através de mordeduras, ja que o virus é
eliminado em altas concentracdes na saliva, que também contém leucdcitos infectados
(ALLISON & HOOVER, 2003).

A transmissdo também pode ocorrer via transplacentaria ou transmamaria, em
casos de femeas gestantes portadoras do virus (GRACE, 2004). A porta de entrada pode
ser a pele em casos de mordedura, bem como a mucosa vaginal em casos de cépula.
Destacam-se como animais suscetiveis os felinos machos, adultos com livre acesso a rua
e expostos a elevada densidade populacionais de gatos. (REFERENCIAR)

Acdes profilaticas e de controle podem ser aplicadas para reduzir a ocorréncia da
doenca, como castrar os felinos, isolar e tratar os doentes e como Ultimo recurso realizar
a eutandsia dos animais infectados, desta forma reduzindo a possibilidade e propagacéao
da doenca. (REFERENCIAR)

2.4. Clinica

Devido sua caracteristica imunossupressora, frequentemente a sintomatologia
apresentada pelos animais infectados pelo FIV ndo é resposta direta da acdo viral, mas
resultado de infec¢des oportunistas instaladas devido a debilidade do sistema imune do
hospedeiro.

Na fase inicial da infeccdo pelo FIV, manifestacdes como febre, linfoadenopatia
e sinais vagos de comprometimento sisttmico como anorexia e depressdo podem ser
observadas, persistindo por algumas semanas e desaparecendo na longa fase cronica da

infeccdo. Apenas a linfoadenopatia pode persistir por todo o periodo de infecgéo,



indicando hiperplasia linfoide como resposta a infeccdo. A alteracdo hematoldgica mais
evidente na fase aguda da infeccdo € a neutropenia. (TEIXEIRA,B.M. ET AL., 2010).

Os sinais clinicos geralmente regridem em 1 a 4 meses apo6s a infec¢éo,
concomitante a soroconversao, e um estagio latente de duracdo variavel ocorre quando a
carga viral alcanca estadio estavel. A doenca no estégio final geralmente ndo ocorre por
varios anos pos-infeccdo, e é marcada pela perda de imunécitos CD4 e alta carga viral
circulante. Sinais clinicos relatados durante esta fase da doenca inclui manifestacdes
neuroldgicas, susceptibilidade a infec¢bes oportunistas e neoplasia (RAVI ET AL.,
2010).

Os sinais clinicos normalmente sdo consequéncia de infec¢cdes oportunistas,
neoplasias e/ou mielosupresssé@o que sdo comuns ao longo do desenvolvimento da
doenca. Hartmann (2012) observou que, enquanto os felinos infectados por FELV tem 62
vezes mais chance de desenvolverem linfomas (figura 2) ou leucemia por acao direta do
virus quando comparados com 0s animais soronegativos, os felinos infectados por FIV
tém um risco cinco vezes maior de desenvolvimento de tumores pela agdo normalmente
indireta do virus.

Figura 2- foto representativa de linfoma em felino

Fonte: As autoras
A imunossupressao caracteristica da doenca é resultado da alteracdo progressiva

dos tecidos linféides com deplecéo timica, hiperplasia linfoide, plasmocitose e finalmente
deplecdo linfoide (GRANT ET AL., 2009). Essas alteracbes s@o responsaveis pela
diminuicdo de células CD4+ e linfocitos T no sangue periférico (RAVI, 2010). Ha
também alteracdo da funcdo dos macrdéfagos e mudancas no perfil de citocinas (BARR
ET AL., 2000).



Essas acdes se devem a interacdo do virus com receptores especificos celulares e,
de acordo com Dunham e Graham (2008), pode-se afirmar que em relagéo aos receptores
celulares, assim como o virus da imunodeficiéncia humana, o virus da FIV necessita de
receptores primarios e secundarios. O receptor primario é o0 CD134, que é expressado nos
linfécitos T CD4+, nos linfocitos B e macrdfagos ativados. O receptor secundario € o
CXCR4, um receptor de quimiocitocina, que é analogo ao utilizado pelo virus HIV.

Gengivite-estomatite crénica € uma das alteragdes mais comuns apresentadas
pelos pacientes infectados (Figura 3). Em casos raros, o virus pode causar distlrbios
neuroldgicos (HOSIE et al., 2009). As manifestacfes neuroldgicas descritas nos animais
infectados incluem alteracbes de comportamento, alteracdo nos padrbes de sono,
dificuldade de aprendizado, convulsdes, alteracGes eletroencefalograficas e paresias
(TENORIO et al., 1991). Alteracbes renais envolvendo lesGes glomerulares e
tubulointersticial associadas a severa proteinuria sao frequentes nos gatos positivos para
o FIV na ultima fase da doenca. Essas lesGes renais sdo possivelmente causadas pelo
proprio virus e pela deposi¢do de imunocomplexos nas estruturas glomerulares dos
animais persistentemente infectados (MATSUMOTO et al., 1997).

Figura3: Foto representativa de animal com gengivite crénica

Fonte: As autoras



2.5. Diagnostico

O kit rapido de ELISA é amplamente utilizado na pratica do médico veterinario para
deteccdo de anticorpos, no caso da FIV, e do antigeno, no caso da FeLV devido a sua
praticidade. Segundo o laboratério que confecciona o teste e alguns estudos académicos
(SAND et al., 2010).

Independentemente do subtipo de FIV, o teste de ponto de atendimento para
identificar anticorpos dirigidos contra o FIV tem sido a base do teste de diagndstico por
mais de 20 anos, complementado por analise de Western blot e isolamento de virus em
ambientes de pesquisa. A técnica de Western blot (WB) é um teste soroldgico considerado
como “gold standard” e ¢ utilizado para confirmar resultados inconclusivos (DUNHAM
& GRAHAM, 2008). O FIV purificado é separado por eletroforese permitindo a
exposicao das suas proteinas estruturais facilitando a deteccdo de Ac contra cada proteina
do FIV (HOSIE et al., 2009).

Kits de teste de ponto de atendimento sdo baratos, faceis de usar e diagnosticar de
forma confidvel a infeccdo pelo FIV em gatos ndo vacinados com FIV (ISHIDA et al.,
1989). Existe uma variacdo entre os kits de testes de anticorpos disponiveis
comercialmente na metodologia e o antigeno viral alvo para detec¢do de anticorpos.

SNAP FIV / FeLV Combo2 é um kit de ensaio imunoenzimatico de fluxo lateral
(ELISA) que detecta anticorpos para pl5 (proteina de matriz) e p24 (proteina de
capsideo), Witness FeLV / FIV3 é um kit de imunocromatografia de fluxo lateral que
detecta anticorpos para gp40 (glicoproteina transmembrana), enquanto que o Anigen
Rapid FIV / FeLV4 é um kit de imunocromatografia de fluxo lateral que detecta
anticorpos para p24 e gp40. (KENNEDY, 2015).

O diagndstico rotineiro da infeccdo com o FIV baseia-se na detec¢éo do anticorpo
especifico para o virus. A triagem rapida para o antigeno viral ndo € possivel, pois a
quantidade de virus circulante é baixa apds o estagio agudo da infeccdo (gréafico 1). O
FIV produz uma infecgdo persistente que dura o resto da vida; desse modo, a deteccao de
anticorpos é suficiente para o diagnostico se 0 gato nao tiver sido vacinado contra o FIV.
De inicio, a deteccéo de anticorpos especificos para o FIV é feita com kits de ELISA ou
imunocromatografia (figura 4). (BAAR et al., 1996).
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Gréfico 1- Evolucédo temporal da infeccdo por FIV, adaptado

Virémia Anticorpos

Linfocito T CD4+

* Fase Aguda ~ Fase Assintomdtica  Fase Terminal
Fonte: Dunham & Graham (2008).

Com esses Kits, a maioria dos gatos tera anticorpo contra o FIV detectavel 60 dias
apos a infeccdo, mas em alguns gatos a soroconversdo demora até 4 meses para acontecer.
(BAAR et al., 1996). A comparacdo de diversos Kits diagnosticos comercializados indica
sensibilidade e especificidade altas, bem como valores preditivos negativos e positivos
significativos (> 90%) em gatos sem histéria de vacinacdo contra o FIV. (LEVY et al.,
2004).

Figura 4 - kit de teste imunocromatografia, (ALERE) FIV FELV

Fonte: As autoras

Filhotes de gatas infectadas ou vacinadas contra o FIV podem adquirir anticorpos
contra o virus a partir do colostro. Em um estudo feito com esse tipo de filhotes, os
anticorpos contra o FIV persistiram até depois da 8% semana de idade em mais de 50%
daqueles (n = 55) de gatas vacinadas contra 0 FIV (n = 12), mas ndo foram mais



11

detectaveis na 122 semana. (MACDONALD et al., 2004). Em outro estudo, a quantidade
de anticorpos adquiridos de maneira passiva em cinco filhotes de gatas infectadas sé caiu
para niveis ndo detectaveis quando eles tinham cerca de 17 semanas de idade. (PU et al.,
1995).

Nenhum dos métodos rotineiros de teste é capaz de distinguir os anticorpos
adquiridos da mae daqueles produzidos por filhotes infectados; portanto, filhotes com
menos de 6 meses de idade positivos ao teste realizado com esses ensaios devem ser
testados novamente quando perderem o0s anticorpos maternos. Por exemplo, os filhotes
podem ser testados novamente a intervalos de 30 dias até serem negativos para o
anticorpo contra o FIV. Embora a infecgéo de filhotes, mesmo os de gatas infectadas, seja
incomum, deve-se pressupor que um filhote com teste positivo é contagioso até obter-se
um resultado negativo. Filhotes com mais de 6 meses de idade e anticorpos contra o FIV
sdo mais propensos a infectar-se.

Devido as dificuldades para detectar anticorpos contra o FIV adquiridos de
maneira passiva, € melhor fazer o teste em filhotes apenas a partir dos 6 meses de idade.
Como constituem um grupo de baixo risco, a maioria dos filhotes tem resultado negativo
e pode ser considerada sem a infec¢do. No entanto, filhotes infectados podem ser uma
fonte de infecgdo para outros gatos se ndo forem identificados e isolados. Em um estudo
publicado, poucos proprietarios e veterinarios seguiram as recomendagfes para teste
retroviral, de modo que adiar o teste em filhotes recém-adquiridos até que tenham 6 meses
de idade pode acabar fazendo com que muitos gatos nunca sejam testados para o FIV. 95
(GOLDKAMRP et al, 2008).

Porém, estes testes estdo predispostos a resultados falso negativos que podem
ocorrer devido ao inicio da infeccdo, quando gatos se tornam provirus positivos mas ainda
ndo fizeram a soroconversdo. Nas fases terminais da doenca, dedivo a imunodeficiencia
e quando altas concentracdes do virus do sangue levam ao sequestro de anticorpos anti-
FIV em complexos imunes. (HOSIE et al., 2009).

A técnica de PCR permite detectar RNA viral e DNA de provirus, apresentando,
contudo, sensibilidade e especificidade muito variaveis, de 40 a 100% (SELLON &
HARTMANN, 2012) e deve ser usada como teste de confirmacdo em gatos que
previamente testaram positivo na pesquisa de anticorpos. (GRACE, 2011). Nos casos em
que o animal esté infetado, mas a resposta imunitaria € muito discreta, a PCR torna-se um
método de diagnostico particularmente Gtil (SELLON & HARTMANN, 2012).
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Em determinadas situagfes, quando a carga viral estd abaixo do limiar de
detec¢do, 0 nimero de células infetadas na amostra € demasiado pequeno ou 0s ‘primers’
ndo reconhecem a estirpe ou subtipo em questdo, ocorrem falsos-negativos (GRACE,
2011).

2.6. Tratamento

O tratamento na maioria das vezes é de suporte e dirigido contra as condi¢des
morbidas associadas, concomitantes ou subjacentes. A gengivite/estomatite crénica pode
requerer o uso de antiinflamatorios esteroides ou ainda de farmacos imunossupressores,
porém seu uso € bastante controverso, devido aos efeitos colaterais que apresentam
(BAAR et al, 2000). Nas formas mais graves e refratarias aos tratamentos instituidos,
recomenda-se a extragdo de todos os dentes.

A variabilidade genética do FIV possibilita uma acelerada adaptacdo ao sistema
imune do animal e aos farmacos antirretrovirais, sendo essas caracteristicas mecanismos
de escape do virus (ROBERTS ET AL., 1998).

A partir disto, faz-se necessario o desenvolvimento de um protocolo HAART,
consiste na associacdo de farmacos antirretrovirais visando a supressao da fase critica de
alta replicacdo viral, conhecido como coquetel, para felinos infectados, uma vez que
minimizaria a ocorréncia de resisténcia ao tratamento. Além disso, a terapia
antirretroviral combinada de alta poténcia reduz a morbidade e mortalidade dos pacientes
infectados, melhora a qualidade de vida, favorece a recuperacéo do sistema imunoldgico
e resulta em supressdo sustentada da replicacdo viral, levando em consideracédo aspectos
como periodo de tratamento, efeitos adversos entre outros critérios para 0 melhor manejo
terapéutico (SILVA ET AL., 2016).

O antirretroviral zidovudina (analogo da timidina que blogueia a transcri¢ao reversa)
e lamivudina (analogo de nucleosidio) demonstraram atividade antiviral in vivo diante do
FIV e encontram-se disponiveis no Brasil, porém o uso desses farmacos em felinos é
restrito a projetos de pesquisa, sendo vedada pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) a prescricdo dessa classe de medicamentos por médico veterinario
(SILVAET AL., 2016).

Entretanto, ha trabalhos que demonstram respostas ineficazes com o uso de retrovirais
a exemplo da administracdo do raltegravir na dose de 40mg/ gato a cada 12 horas, via

oral, durante 21 dias, ndo demonstrando atividade antirretroviral em gatos naturalmente
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infectados pelo FIV, pois ndo foi capaz de promover supressao de carga viral plasmatica,
bem com o aumento da contagem de células alvo (linfécitos T CD4+) (SILVA, 2017).
Outra alternativa sdo os imunomoduladores e estimulantes da producéo de interferon,
proteinas reguladoras da resposta imunitaria do hospedeiro. Um contraponto nesta
terapéutica é a possibilidade de resposta reversa, ocorrendo um aumento da carga viral

em decorréncia da estimulacdo de células infectadas (AZEVEDO, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Foram coletadas 50 amostras de sangue de gatos domésticos (Felis catus) oriundos
do projeto Vida Digna da Ufra que estavam clinicamente saudaveis para serem submetido
ao procedimento de castracdo. Destes 29 eram fémeas e 21 machos. Os animais foram
escolhidos aleatoriamente, sendo de qualquer idade, raca ou sexo. As amostras foram
coletadas para uma pesquisa anterior aprovada pelo Comité de Etica da UFRA com
protocolo n® 048/2017 (Anexo 1) no periodo de novembro a dezembro de 2017.

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo da jugular, de forma
asséptica para armazenamento de 1-2 mL de sangue total em tubo estéril contendo
anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético) para imediata realizacio do
hemograma e posteriormente armazenada em ultra freezer -80 °C até o momento da

analise molecular.

3.2. Extracdo de DNA
A extracdo de DNA foi realizada através da utilizacdo de um kit comercial (Pure
Link ® Genomic DNA Mini Kit) de acordo com as recomendages do fabricante. O DNA
foi eluido em 50l de tampao de elui¢do que acompanha o kit e foi armazenado no ultra
freezer -80°C. O DNA extraido foi conferido em gel de agarose a 1,5% e corado em Sybr

safe para verificar a integridade.

3.3. Processamento PCR

O DNA total extraido do sangue foi submetido a nested-PCR para investigar a
presenca de DNA viral. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando dois conjuntos de
primers correspondentes as posicdes 917 e 1628 (primers FIV PCR S 2 e FIV PCR A 2)
e 1036-1364 (primers FIV NESTED S e FIV NESTED A) da regido P17-P24 do Gene
gag de FIV (HOHDATSU et al., 1998). Os primers externos (FIV PCR S 2 e FIV PCR A
2) usados na primeira reacdo foram: frente, 5 'AAT ATG ACT GTATCT ACT GC 3, e
reverso, 5 TTT TCT TCT AGA GTA CTT TCT GG 3' . Os primers internos (FIV
NESTED S e FIV NESTED A).

Na segunda reacdo foram: frente, 5 ' TAT TCA AAC AGT AAATGG AG 3, e
reverso, 5 'CTG GTT GTT CTT GAG TT 3'. A primeira reacdo de PCR amplifica um
fragmento de DNA de 658 pb e a segunda reacdo resulta em um amplicon de 329 pb. Os

primers foram escolhidos apds a comparacédo cuidadosa de pelo menos 10 sequéncias dos
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diferentes subtipos de FIV publicados no GenBank (nimeros de acesso ao GenBank:
FIV-A [M25381, D37820, M36968], FIVV-B [M59418, D37821], FIV-C [AY369384]. ,
U02397], FIV-D [D37818, D37822] e FIV-E [AJ304961], utilizando o software MEGA
v.3.1 para Windows (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) como previamente
descrito (KUMAR ET AL., 2004).

As reagOes foram realizadas em um volume total de 25ul. A primeira reagéo com:
12,8 pl de agua purificada; 2,5 pul de bf; 2,0 ul DNTP; 1,5 pl CI2Mg; 1,5 pl de cada
iniciador; 0,2 de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e 3,0 pl do DNA molde.

Na segunda reacdo: 17,05 ul de agua purificada; 2,5 pl de bf; 1,0 DNTD; 0,75 ul MgCl2;
1,0 ul de cada iniciador; 0,2 pl de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 1,5 ul do DNA
molde.

As reacgdes de amplificacbes foram realizadas em um termociclador programavel.
(Biosytems). Os ciclos padronizados para amplificacdo do DNA foram realizados com
base nos descritos por Hohdatsu et al. (1992): uma incubacao inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos, cada uma consistindo de desnaturagdo a 94°C por 60 segundos,
hibridizacdo a 55°C por 60 segundos e extensdo pela polimerase a 72°C por 120 segundo.
Apos 30 ciclos ocorreu a extensao final a 72°C por 5 minutos finalizando a 25°C oo.

Como controle positivo foi utilizado em cada uma das reagdes uma amostra
previamente identificada como positiva para FIV especifico e como controle negativo

foi utilizado agua bidestilada estéril.

3.4. Eletroforese em gel de agarose para visualizacdo do fragmento amplificado

O produto resultante da PCR foi adicionado e analisado em gel de agarose a 1,5%,

corado em Sybr safe e submetido a eletroforese a 100V durante com tampao TAE a 30
minutos. Depois foi realizada a leitura em um transluminador de luz ultravioleta. O
tamanho do fragmento amplificado (329bp) foi estimado comparando-se com o0s

marcadores de peso molecular 100 pb e/ou 1 Kb (DNA ladder Invitrogen®).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas apenas em uma foi amplificado o provirus. Na figura 5
pode-se observar o resultado da segunda amplificacdo para o gene gag do FIV, com
banda na altura de 329 pb da PCR.
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Figura 5 Foto em gel de agarose a 1,5% sob luz ultravioleta mostrando os resultados

das amplificagdes do gene gag do FIV em amostras de sangue de felinos.

+ CP CN PM

Este indice (figura 5) estd em concordancia com valores encontrados por Bisol (2016)
que obteve 3,38% (Hospital Veterinario do Rio Grande do Sul) positivos para FIV de um
total de 177 animais analisados pela amplificacdo de DNA préviral mediado pela
polimerase e um estudo realizado por Marcola (2011) com 200 amostras de gatos em
diferentes localidades do Distrito Federal onde apenas 2% foi positiva entretanto, a
frequéncia do virus do FIV é bastante varidvel em regides e condi¢des nas quais o animal
possa estar mais predisposto a contaminar-se.( HARTMANN, 2015).

Comparando este resultado a outros estudos, principalmente onde o nimero
amostral era de gatos clinicamente doentes (independente da doenga) como o realizado
na Argentina nos anos de 2009-2013 onde 20,34% (52-255) foram positivos em teste N-
PCR e um estudo realizado por Caldas (2000) no Rio Grande do Sul de 40 amostras de
animais suspeitos obteve-se 37,5% foram positivos, afirmando assim, a maior prevaléncia
em animais sintomaticos.

As taxas da infeccgdo pelo FIV entre os gatos domesticos assintomaticos variam de
1 a 14%, de acordo com as diferentes regides, idade, sexo e risco de exposicdo
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(BACHMANN et al., 1997). A taxa de infeccdo é cerca de duas vezes maior entre 0S
gatos doentes, comparada com a dos felinos assintoméaticos (HARTMANN et al., 1998).
Em afirmacg8o a essa linha de raciocinio, um estudo realizado em S&o Paulo
(1997) analizaram-se 401 animais para detectacdo do anticorpo do virus da
imunodeficiencia felina (FIV) - CITE ®. Desta amostra 14% dos animais doentes
apresentaram-se positivos para o virus contra 6,5% de animais assintomaticos.

Quanto ao sexo, h& maior prevaléncia em animais machos néo castrados (Souza
& Teixeira, 2003) devido ao provavel comportamento agressivo visto que o FIV é
transmitido primariamente por inoculacdo parenteral de virus existente na saliva ou no
sangue (HARTMANN, 2015). Felinos machos, de acordo com Fernandes (2015), tém um
risco de contégio 2,8 vezes maior que fémeas nas mesmas situa¢fes. Em relacéo a idade,
a infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina esta relacionada a animais mais velhos
devido a doenca ser de curso lento, ter uma fase cronica (assintomatica) de tempo
variavel, de manifestacdes clinicas tardias e que pode persistir por anos podendo nao
causar o 6bito do animal (HARTMANN et al., 2012). Porém o resultado deste trabalho é
contrastado a esses estudos, visto que o Unico animal positivo era fémea (Anexo 2) com
menos de 2 anos de idade. Esse resultado também poderia ser explicado devido ao nUmero
amostral ter sido maior para fémeas do que para machos (29/21).

Varios fatores podem influenciar os resultados desses estudos como localizagéo,
fase clinica da doenca, escolha do teste utilizado, procedéncia dos animais. As nossas
amostras analisadas foram de animais previamente selecionados para cirurgia de
castracédo (Projeto Vida digna) e apresentavam-se clinicamente saudaveis para a posterior
coleta do sangue e este também foi um dos motivos para a escolha da detectacdo do DNA
proviral, pois no inicio da infec¢do, antes do aparecimento dos primeiros sinais
inespecificos e a soroconvers¢do um teste baseado na detectacdo indireta pode apresentar-
se negativo.

a sensibilidade e especificidade de um teste PCR pode ser aperfeicoado quando
se utiliza a nested PCR, ou seja, a primeira amplificacdo é realizada utilizando um par de
oligonucleotideos externos, seguida por uma segunda amplificacdo usando um par de
oligonucleotideos internos (ARJONA et al.; 2007) e desta forma ha ganhos quanto a
especificidade e a quantidade do material amplificado (LEAL & RAVAZZOLO, 1998).

A PCR para diagnéstico do FIV tem grande destaque na medicina veterinaria pois
testes soroldgicos podem ndo detectar os anticorpos, visto que existe o periodo

denominado janela imunol6gica que compreende o inicio da infec¢do até a presenca de
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anticorpos circulantes e a fase terminal na qual ocorre deplecao nos niveis de anticorpos.
Além disso é possivel ocorrer falso-positivos em filhotes onde as mées sejam positivas
para o virus. Estes casos onde o animal possa negativar em testes soroldgicos, a PCR
pode detectar DNA proviral (DANDEKAR et al. 1992).

5. CONCLUSAO

Apesar de uma baixa ocorréncia encontrada no grupo de animais testados, sendo
estes assintomaticos, confirmou-se a presenca do virus na cidade de Belém, dessa forma
demonstrando a importancia de testar os felinos mesmo sendo assintomaticos. Faz-se
necessario a realizacdo de trabalhos futuros que amplie o nimero amostral, compare

métodos diagnosticos, analise sinais clinicos, procedéncia e estilo de vida dos animais
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testados para assim elucidar o perfil epidemioldgico da doenca na regido de Belem do
Pard, levando em consideracdo a relevancia clinica desta infeccdo e a correta conduta

medica veterinaria para evitar novas infecgoes.
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7. ANEXOS
1. Certificado autorizacdo CEUA

&

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos gue o Projeto de Pesquisa, intitulado “Ocorréncia de Micoplasmas
hemotrépicos em felinos domésticos (Felis catus)”, protocolo n? 048/2017 (CEUA) e
23084.016900/2017-48 (UFRA), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Alexandre do
Rosario Casseb = que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao Filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
PESQUISA = encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho MNacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Universidade Federal Rural da
Amazdnia, na reunido de 13/11/2017.

Vigéncia do projeto 13 de novembro de 2017 a 13 de novembro de 2019

Espécie/linhagem Felis catus (gato) / SRD

Numero de animais 400 (guatrocentos) animais

Pesofldade Aprox. 2kg [ acima de 6 meses

SEX0 200 Machos e 200 Fémeas

Origem Clinicas e hospitais veterindrios da Regido Metropolitana
de Belém

Belém, 11 de dezembro de 2017.
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2. ANIMAIS SELECIONADOS PARA A VERIFICACAO DO DNA PROVIRAL DO FIV

N2 | Sexo PLAQUETAS VALOR | LEUCOCITOS | VALOR | IDADE
1|F Normal 360 | Linfopenia 1168 | 1a7m | N
2 |F Trombocitopenia 130 | Normal 4366 | 3a N
3|F Normal 340 | Normal 4715 | 11m N
4 | F Trombocitopenia 200 | Normal 2450 | 10m N
5(M Normal 373 | Normal 4864 | la N
6|F Normal 385 | Linfocitose 13566 | 8m N
7 M Normal 364 | Normal 3360 | 2a N
8|F Normal 608 | Normal 6424 | S/I N
9| M Trombocitopenia 229 | Linfocitose 8832 | 1a N

10 | F Trombocitopenia 280 | Normal 1856 | 1a N

10m

11 | F Normal 312 | Normal 3325 | 8m N

12 | F Normal 549 | Linfopenia 1400 | 10m N

13 | F Normal 304 | Normal 2990 | 1a N

14 | F Trombocitopenia 179 | Normal 2415 | 7m N

15| M Normal 364 | Normal 3410 | 3a N

16 | F Trombocitopenia 230 | Linfocitose 7803 | 7m N

17 | F Normal 328 | Normal 4324 | 1a3m | N

18 | M Trombocitopenia 232 | Normal 4250 | 6bm N

19 | M Normal 312 | Normal 3240 | 1a3m | N

20 | F Trombocitopenia 292 | Normal 2040 | 1a7m | N

21 | M Trombocitopenia 280 | Normal 4165 | laém | N

22 | M Trombocitopenia 278 | Normal 3255 | 9m N

23 | M Normal 308 | Normal 1820 | 1a N

24 | F Trombocitopenia 224 | Normal 3534 | 2a N

25 | F Normal 412 | Normal 2993 | 3a N

26 | F Normal 400 | Normal 1659 | 1a3m | N

27 | F Normal 336 | Normal 4922 | 6m N

28 | F Trombocitopenia 259 | Normal 2385 | 3a N

29 | M Normal 352 | Normal 2720 | 1a N

30 | F Trombocitopenia 184 | Normal 1943 | 6m N

31 | F Trombocitopenia 264 | Normal 3045 | 8m N

32 | F Normal 316 | Linfocitose 7904 | 1lad4m | N

33| M Trombocitopenia 176 | Normal 2565 | 8m N

34 | F Normal 312 | Normal 3885 | 8m P

35|F Normal 457 | Linfocitose 12075 | 10m N

36 | F Normal 364 | Normal 2964 | bm N

37 | M Normal 313 | Normal 3534 | 2a N

38| M Trombocitopenia 120 | Linfocitose 11088 | 2a N

39| M Normal 400 | Normal 4752 | 10m N

40 | F Trombocitopenia 184 | Linfopenia 1260 | 3a N

41 | M Normal 300 | Linfopenia 1248 | 1alm | N
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42 | M Trombocitopenia 117 | Normal 3717 | 9m N
43 | F Trombocitopenia 250 | Normal 2070 | 9m N
44 | M Trombocitopenia 219 | Linfocitose 11160 | 2a N
45 | F Trombocitopenia 276 | Normal 2210 | 7m N
46 | F Trombocitopenia 240 | Normal 4223 | 8m N
47 | M Trombocitopenia 288 | Normal 4625 | 2a N
48 | M Trombocitopenia 164 | Normal 5655 | 1la2m | N
49 | M Trombocitopenia 275 | Normal 1920 | 11m N
50 | M Normal 332 | Normal 2112 | 11m N
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