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LARA, V. M. Estudo epidemioldgico e genético dos virus da imunodeficiéncia felina
identificados no estado de Sdo Paulo. Botucatu, 2004. 94 P Tese (Doutorado)- Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universdade Estadud Paulista.

Resumo

O presente trabaho objetivou determinar a freqliéncia do virus da imunodeficiéncia felina,
corrdacionéd-la a dados epidemioldgicos, identificar os diferentes sorotipos das amostras
postivas e redizar a andise filogenética das mesmas. Para tanto, foram colhidas 519
amostras de sangue tota de gatos domésticos oriundos de diferentes cidades do estado de
S% Paulo submetidas & técnica de PCRnested para identificacdo do virus. Dessas
amostras, 81 (15,6%) apresentaram-se positivas ao teste, das quais 45 (55,5%) pertenciam a
gatos com snas clinicos de dguma enfermidade, sendo 21 fémeas e 24 machos. Vinte e
duas amostras (27,2%) foram provenientes de animais gparentemente normais, com duas
fémeas e 20 machos, e outras 14 (17,3%) a gatos sem historico clinico definido, com trés
fémeas e 11 machos. Foram submetidas a0 seqlienciamento genético 50 (61,7%) amostras
postivas. Entretanto, em somente 32 destas (64%) redizou-se a inferéncia filogenética A
andise genética foi baseada em um segmento do gene gag de 459 pb. As relacles
genedOgicas foram redizadas dravés dos métodos da méxima parcimbnia, da evolucdo
minima e de agrupamento de vizinhos. Os resultados obtidos revedaran uma ampla
smilaridade entre as trés arvores condruidas e em todas elas, as 32 amodiras estudadas

foram agrupadas dentro do mesmo sorotipo, que foi 0 sorotipo B.

Palavras-chave: Virus da imunodeficéncia fdina; HYV; filogenia,  sorotipagem;

sequiénciamento genético; gatos.



LARA, V. M. Epidemiologic and genetic study of feline immunodeficiency virus
identified in Sdo Paulo sate. Botucau, 2004. AP Tese (Doutorado)- Faculdade de
Medicina Veterin&ria e Zootecnia, Universdade Estadud Paulista

Abstract

The present work amed to deermine the fdine immunodeficency virus frequency, to
corrdde it to epidemiologic data, to identify different FIV subtypes of postive samples and
adso to accomplish its phylogenetic andyss For that, it was collected 519 blood samples of
domedtic cas from different cities of the S0 Paulo date, submitting them by PCR-nested
for virus identification. Eighty one samples (15.6%) were podtive to the tet, which 45
(55.5%) of them were from animds with dlinicd sgns of some illness Those sanples, 21
were from femde and 24 from mde cats. Twenty-two of the podtive samples (27.2%) were
from hedthy cats (2 femdes and 20 mdes), and 14 of them (17.3%) from cats without
cinicad higory (3 femdes and 11 mdes). Ffty postive samples (61.7%) were submitted to
DNA squencing, but only in 32 of them the phylogenetic inference was done. The genetic
andyss was based on a ssgment of the gag gene with 459pb. The genedogica
rdaionships wee edablished through maximum padmony, minimum evoluton and
neighbor-joining methods. The results reveded a wide smilarity among the three built trees
and, in dl of them, the 32 dudied samples were dlocaied indde of the same subtype, that
was the subtype B.

Word-keys: fdine immunodeficiency virus FIV; phylogeny; DNA sequencing, cats
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Fernando Pessoa
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1 Introducdo

1.1- Virus da imunodeficiéncia felina

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) fol isdlado pea primera vez em gatos
domedicos (Feis catus) pertencentes a um criatorio no norte da Cdifdrnia, EU.A., em 1986
(PEDERSEN e d., 1987). Ese novo paOgeno recebeu iniddmente a desgnecéo de virus
linfatrépico-T fdino (VLTF), mediante seu isolamento em linfécitos do sangue peiféico de
gatos infectados e pedo seu tropismo in vitro por edtas cdulas (SPARGER, 1993).
Pogteriormente, Yamamoto e d. (1988b) renomearam-o FIV gpds demondrarem, em estudos
cinicos, a asociacdo entre a infeccdo por este virus e diglrbios imunologices em  gatos
domésticos.

O HV é dassficado como membro da familia Retroviridag género Lentivirus na
qua estéo também docados os virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e dos simios (SV),
rlacionados geneticamente e morfologicamente (VAN REGENMORTEL et d., 2000). O virion
completo mede 105125 nm de didmetro; possui forma eférica a dipsdide e um enveope que
conttm pepldmeros ndo muito bem definidos drcundando um  nudeocgpsideo  icosaédrico
(Fgura 1) (VAN REGENMORTEL & d. 2000). Seu &ido nudéco € condituido por duas
moléculas de RNA ndo complementares, idénticas, de polaridade postiva, com 94 kilobases.
Apresenta organizaco gendmica complexa, possuindo, dém dos genes que codificam proteinas
edruturas Gag, Pol e Env, vaios outros adicionas que codifican proteinas ndo edruturais

(KUBY, 1997). Nas extremidades 5 e 3 do genoma encontramse regifes repetidas
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denominedas de “Long Terminal Repeats’ (LTRS), que contém as informagdes para a iniciacéo e

terminac2o datranscricdo (MAKI et d., 1992).

: _f‘a) glicoproteina de Superficie (SU)

Proteinado Capsideo (CA) ; = et \\

glicoproteina transmembrana (TM)

transcriptase Reversa (RT)

Integrase (IN)

RNA gendmico @ Proteina Matrix (MA)

Figura 1- Representacdo esquemdica do virus da imunodeficiéncia felina com a indicacdo de

estruturas e das proteinas codificadas pelos genes gag e env

O gene env (enveope) é responsavel pea sintese de duas glicoproteinas reconhecidas
como os principals antigenos responsivels pea resposa imunolégica para o FIV (PANCINO «
a., 1993) e desta mandra, os edudos da diversdade do virus, inicidmente, foram baseados no
mesmo (RIGBY e d., 1993, SODORA & d., 194). As edirpes de FV isoladas de gatos
domésticos ja foram classficadas dentro de cinco gendtipos, designados em A, B, C, D e E por

comparacdo da sequiéncia de 684 nucleotideos compreendidos na regido entre V3 aé V5 do gene
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env (SODORA et d., 1994; KAKINUMA e d., 1995; PECORARO et 4., 1996). Hohdatsu et d.
(1998), a0 redizarem egtudos filogenéticos com a edirpe Petduma do FIV demondraram dta
corrdacdo entre 0s gendtipos baseados no gene env com 0s gendtipos baseados na seqiiéncia de
nudeotideos da regido P17-P24 do gene gag.

Os edtudos de sorotipagem do FIV demongram uma digtribuicdo geogréfica desigud.
O gendtipo A indui as edirpes de FIV isoladas na Cdifornia, Audrdia e Europa (GREENE &
a., 1993, RIGBY ¢ d., 1993, SODORA et d., 1994; BACHMANN et d., 1997; PISTELLO
d., 1997); o gendtipo B as edtirpes isoladas no Japdo e na regido centra e leste dos EUA. e
Europa (KAKINUMA e d., 1995 BACHMANN & 4., 1997, PISTELLO e d. 1997,
DUARTE ¢ d., 2002, STEINRIGL & KLEIN, 2003); o gendtipo C indui as estirpes isoladas no
Canad4, Europa e Formosa (SODORA e d., 1994; KAKINUMA et d., 1995 INADA e 4.
1997); o gendtipo D foi, a€ o presente momento, somente identificado no Japdo (KAKINUMA
e d., 1995 e o gendtipo E idetificado na Argentina e Jgpdo (SODORA e d., 1994
PECORARO ¢t d., 199%).

Duarte et d. (2002), identificaram através da andise da segiiéncia de nudeotideos da
LTR (Long Termind Repest), da regido codificadora da proteina do capsideo (CA) do gene gag e
também da regido V3V5 do gene env, a ocorréncia do gendtipo B em cinco isolados de FIV
oriundos de gatos portuguesss. Esse trabdho retrata at€é 0 momento a exigténcia de Unico
gendtipo em Portugd.

Senrigl & Klein (2003), dravés da andise filogenética do gene gag e enwv de FIV,
confirmaram aocorrénciado gendtipo A e B em paises da Europa Centrd.

No Brasl j& foi condatada a presenca de infeccdo pdo FIV (HAGIWARA e 4.,
1993, RECHE JUNIOR e d., 1997, CALDAS & 4d., 20000 e aé o momento, a Unica

sorotipagem redizada foi no edtado de Minas Gerais obsarvando-se a ocorréncia do gendtipo B
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em nove amodras de HFV identificadas por “Redriction Fragment Length Polymorphisms’
(RFLP) (CAXITO e d., 2003).

O HV tem sdo identificado em todos os paises onde se pesquisou a sua presenca. A
Stuacdo  epidemiologia mundid mosra uma ampla difusio dese virus ocom taxas de
soroprevaéncia variando em torno de 1% a 52,7% (FRIEND & d., 1990; FURUYA &t d., 1990;
MORAILLON, 1990; BANDECCHI e d. 1992, BRALEY, 1994). Getile e d. (199), em
Bolonha (Itdia), demongraram 15% de postividade em animas dinicamente suspeitos. Porém, a
taxa de soroprevaéncia observada em animas assntoméaticos nesse pais € de 6% (BOARI e 4d.,
1992). Segundo Hartmann (1998), as diferencas observadas nas taxas de soroprevaéncia estéo
diretamente relacionadas com o estado fisoldgico dos gatos investigados.

Egtudos retrogpectivos utilizando amostras de soro de gatos armazenadas a partir de
1968, nos EU.A. e Jpdo, 1972 na Audrdia e 1975 na Europa, demondraram anticorpos contra o
FIV, indicando a presenca do mesmo h& muito tempo na populacdo de fdinos domédticos
(GRUFFYDD-JONES ¢ d., 1988; SABINE e d. 1983; SHELTON e d. 1989, FURUYA
d., 1990).

As investigagbes epidemioldgices modram que 0s gaos machos de vidadivre
goresentam maor risco de infectar-se (GRINDEM et d., 1989; PERI ¢ d., 1994; GENTILE «
d., 1996). A porcentagem de gatos infectados € trés vezes superior nos machos em reacéo as
fémess e a maor incidéncia de infeccdo € observada nos animais com idede entre 5 e 10 anos
(YAMAMOTO et d., 1988, PERSECHINO et d., 1989).

Um importante mé&odo de tranamissio naurd do FIV ocorre pda inoculagdo de
sdiva contaminada através das mordeduras sofridas durante as briges pela defesa do territdrio,
pda dimentacio e pdas fémeas comportamento principdmente obsavado nos  machos

(DARDS, 1983, KERBY & MACDONALD, 1988, LIBERG & SANDELL, 1988, BRADSHAW
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& HALL, 1999), judificando assm a mador incidéncia observada neste sexo (PEDERSEN et d.,
1989; YAMAMOTO ¢ 4d., 1989). Os gaos portadores assntomaticos possuem virus na sdiva
podendo também tranamitir ainfecgdo (AYALA et d., 1998).

A tranamissio verticd ja foi demondrada em diversos lentivirus da familia dos
retrovirus como o virus da imunodeficiéncia humana (EHRNST e d., 1991). Os primeros
estudos sobre 0 FIV né&o confirmaram esse fao (YAMAMOTO ¢ d., 19883). Contudo, Cdlanan
e d. (1991), Wasmoen e d. (1992), Sdion & d. (1994) e OMNel & a. (1996) indicaram a
posshilidade de transmissio utering, durante o pato e dravés do lete das fémeas com infecgéo
cronica

Em edudos experimentais a infeccdo pode ocorrer ndo somente por via vagind, mas
também por via red (MOENCH et d., 1993, JORDAN e d., 1995). Jordan e d. (1996)
demongraram a posshilidade de transmissio do FIV aravés da inseminecdo atifica, porém,
neste experimento, a infeccdo SO ocorreu quando se utilizou sémen fresco. Na infeccdo naturd ou
experimentd, o FIV tem Sdo isolado de sangue, soro, plasma fluido cerebroespinhd e <diva
(YAMAMOTO e 4d., 1988a DOW e d., 1990) sugeindo outras possives formas de
transmissdo.

A replicacdo do FIV encontrase esquemdatizada na figura 2. Apés adsorcdo do virion
com o receptor epecifico na supeficie de uma cdula dvo por intermédio da glicoproteina de
superfice o FIV penetra na cdula por fusio com a membrana plaamdica e libera seu &cido
nucléco no citoplasma Por agdo da transcriptase reversa vird (TR) e utilizando o RNA
trangportador (RNAt) como iniciador, o RNA vird é transcrito para uma fita dupla de DNA
complementar que, no nldeo, srd integrado a0 cromossoma cdular por acdo de endonuclease

vird (integrase), chamado de DNA prévird ou provirus. A integracdo do DNA-provird néo
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ocorre em um ponto especifico dentro do DNA cdular, podendo ocorrer em muitos locais O
restante da replicacdo é totdmente dependente da maguinaria sintética da cdula hospedera,
produzindo assm proteines e &addos nudécos virds que condituirdo novas paticulas
infectantes. Ap0s a liberacdqy ocorre uma maturagdo na particula vird por meio da agdo da

protease vird (HARTMANN, 1998).
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Figura 2- Ciclo dereplicacdo de um retrovirus

Dentre os lentivirus o FIV € 0 que goresenta provavelmente maior tropismo cdular.
Ja foi isolado de linfocitos B (DEAN & d., 1996), de linfodtos T CD4™ e CD8 (CAMPBELL &
ROBINSON, 1998), de macréfagos (BRUNER & PEDERSEN, 1989, DOW et d., 1990), de
adrocitos e também de cdulas microglias (DOW et d., 1990; DANAVE ¢ 4d., 1994). Assm

como o HIV e o SV, dgumas egtirpes de FIV replican-se mdhor em linfécitos T e somente uma
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minoria em macréfagos, enquanto outres edtirpes etdo gptas a replica-se igudmente bem em
ambos os tipos de cdulas (HARTMANN, 1998). In vitro, dgumas edirpes de FIV também
cexcem em cdulas fibrobldgicas de rim fdino (CrFK-Cranddl Fdine Kidney cdlg
(PEDERSEN et d., 1987; YAMAMOTO et d., 1989).

Pesquisass demondraram que 0 CD4 é o receptor prim&io paa os letivirus de
primatas, porém, ndo é o mediador para a entrada do FIV na cduladvo (WILLET et d., 1994).
Sugeriu-se que a tetrapasmina/CD9 poderia sr 0 receptor primaio do FIV (HOSEE & d., 1993).
Entretanto, edudos subseqlentes utilizando  anticorpos  monoclonais antkCD9  feino
demongtraram que 0s mesmos impedem a liberacdo do virus, mas ndo blogueam a fusio e a
entrada do FIV na cdula do hospedero (DE PARSEVAL e d., 1997). Recentemente, vaias
investigagbes demondraran a posshilidade do HV  interagir a0 co-receptor  a-quimiodna
CXCR4 e assim entrar na cdula-avo, independentemente do CD4™ (WILLET & 4., 1997
HOSE & d, 1998a POESCHLA & LOONEY, 1998, EGBERINK e d., 1999; RICHARDSON
et d., 1999; LERNER & ELDER, 2000; CANEY ¢ d., 2002).

A paogénee da infeccdo pdo FIV anda ndo é bem compreendida Apesar da
repoda imune, tanto humord, como cdula, o que se observa € uma infecgdo cronica de curso
longo ou aé mesmo latente (HARTMANN, 1998). As cdulas dvo priméias da infeccdo sGo os
linfocitos, mas j& durante a fase aguda ocorre uma intensa infeccdo de macrdfegos (BEEBE et
a,1999).

A quatidade de virus inoculada esa diretamente reacionada a0 tempo de
goarecimento da viremia e a producdo de antticorpos (YAMAMOTO e d., 19883). Os virus
podem s isolados de linfédtos entre o décdimo e dédmo quarto dia pés-infeccdo. A viremia

aumenta rgpidamente &€ o vigésmo primeiro dia com picos entre a s¥ima e oitava sEmana
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(GEORGE e d., 1993, DUA et d., 1994). Durante esse periodo, as cdulas CD4" diminuem em
um terco devido a replicagdo vird; entretanto, um leve aumento € observado pogteriormente
(HARTMANN, 1998). A seguir, obsarva-se um longo peiodo com lento dedinio das cdulas
CD4', culminando em rgpida diminuicio das mesmas.

A diminuicdo na contagem de cdulas T CD4 na infecgdo pelo FIV ja foi reportada
tanto na infeccdo naturd como na experimentd (HOFFMANN-FEZER et d, 1992). Ao mesmo
tempo, obsarva-se uma inversdo da proporcdo de CD4:CD8" (DIEHL et d., 1995; ENGLISH &
TOMKINS, 1995). A diminuigio quartitativa de CD4’, contudo, no pode ser somente explicada
pela citdliss como resultado da infecgdo vird, uma vez que a porcentagem de cdulas infectadas €
dgnificativamente menor que 0 nimeo de cdulas mortas. Desse modo, a morte cdular
programada, ou gpoptose, € apontada como uma das possivels causss paa ese fendmeno
(BISHOP et d., 1993; AMEISEN, 19%4; OHNO e d, 1994, CAMPBELL & ROBINSON,
1998). Além da diminuicdo das cdulas CD4", os gatos infectados mostram uma disfiingdo da
respota imunolégica assm como ocorre nos humanos infectados pdo HIV (CLERICI & 4.,
1989; ISHIDA et d., 1990; TORTEN &t d., 1991; BISHOP, 1995).

Os gatos infectados comecam a produzir anticorpos apds duas semanas da infeccéo e
no inido o dirigidos contra as proteinas do envelope, e em seguida, contra as proteines do
nicleocapsideo  (DAWSON e d., 1991, EGBERINK e 4, 1992, REUBEL & d., 1994
RIMMELZWAAN et d., 1994).

Com o dedinio das cdulas CD4 e da inversdo da proporcio de CD4":CD8', ocorre
uma mudanca na respoda imunoldgica do animd, obsarvando-se uma depressio na producdo da
interleucina-2 (IL-2 acompanhada por um ggnificativo aumento na producdo de IL-1, IL-6 e
faor de necrose tumord (TNF). Assm, o FIV provoca dteracdo na produgéo das citocines, o0 que

também contribui paa a disfuncdo imunologica (LAWRENCE e d., 1995). Além diso, as
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cdulas T CD8+ de gaos infectados pdo FIV produzem faores antiviras supressores,
assemehando-se a0 faor antivird mediado pdo CD8 observado em pacientes HIV-pogtivos
(FLYNN e d., 1999; CHOI et d., 2000). Segundo Bendindli et d.(1995) e Liang et d.(2000), os
gatos infectados possuem forte atividade de cdula T helper com aumento de gama-interferon e da
producdo de IL-10 durante os estégios inicias da enfermidade e, com a evolugdo da infecgéo,
estadividade va diminuindo gradativamente.

Muitos esforgos tém sdo fetos para definir o curso clinico da infeccdo peo FIV
(KYAW-TANNER & ROBINSON, 1996). Dessa forma, tanto na infeccdo pdo FIV como peo
HIV, a primera fase ou fase aguda da doenca € bem definida (YAMAMOTO e 4., 19883
BARLOUGH et 4d., 1991). Eda fase é gerdmente, caracterizada por febre, diarréia, gengivite,
conjuntivite, uveite, ictericia,  septicemia  bacteriana secundaria,  neutropenia, que pode estar
asociada a uma leve ou moderada leucopenia, e linfoadenopatia generdizada (HARTMANN,
1998).

A gravidade dos snas dinicos da fase aguda varia com a idade do animd. Gatos
recém nascidos podem desenvolver linfoedenopatia persgente e agravamento da doenca na
adolexcéncia JA gatos idosos, podem agoresentar dnais minimos da  enfermidede,  embora
progridam muito mais rgpidamente para a proximafase (GEORGE & PEDERSEN, 1991).

Apbs a fase aguda, 0s gatos entram em um longo periodo de goarente normdidade
cinica na qud o virus anda pode ser isolado, caracterizando-se como uma infeccdo crbnica A
duracdo desse periodo ndo € bem definida, mas acredita-se ser de cinco ou mas anos. Durante
essa fase, obsarva-se uma diminuicio das cdulas CD4" e na proporgdo de CD4:CDS8, e uma
hipergamaglobulinemia (ACKLEY &t d., 1990; BARLOUGH et a., 1991).

A fase de laéncia é de especid interesse para todos os pesquisadores dos lentivirus.

O reconhecimento imperfeito dos lentiviris pdo dgema imune permite a sua persséncia no
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hospedeiro fornecendo uma fonte de infecgdo continua Em dguns lentivirus, essa fdha seria a
explicacd paa a cronicidade da doenca (CAMPBELL & ROBINSON, 1998). Contudo, Kyaw-
Taner & d. (1994) e Kyaw-Tanne & Robinson, (1996), sugeriram que, dternativamente, a
doenca possa ser modulada pea co-exigénca das quasspécies viras que podem produzir uma
superinfego.

Segundo Joag e d. (1996), uma outra explicacdo pea qud os lentivirus evadem do
dstema imune et reacionada @ seu cido de vida Provavemente, todos os retrovirus formam
um DNA intermediaio permanecendo integrado a0 DNA da cdula hospeddra As cdulas
portadoras de DNA pré-vird, sem expressy proteinas virals, permanecem indetectaveis para o
Ssemaimune,

A tercera fase é caracterizada por sinais inespecificos da doenca e de infecgles
oportunigtas. Os gatos infectados com 10 anos de idade ou mas, progridem para esa fase entre
6-12 mess entretanto nos animas mas jovens como filhotes, adolescentes ou adultos jovens
este peiodo € normdmente mas longo (GEORGE & PEDERSEN, 1991). Os snas mas
comuns so febre recurrente, leucopenia, linfoadenopatia, anemia, reducdo do gpetite, perda de
peso, infecgdes oras progressivas e crnicas, ou mudancas comportamentais ndo  especificas.
Essafase pode durar de seis meses aaguns anos (HARTMANN, 1998).

Os gatos, na quarta fase ou AIDS propriamente dita, sofrem de infecgBes oportunistas
viras, paadtaias, fungicas e  bacteianas em  mulitiplos oOrgdos  eou  digurbios
midoproliferativas, tumores e sinas neurologicos. As infecches oportunistas mais observadas s20
a toxoplasmose d9émica, a criptococose, a demodicose, a criptosporidiose e a cdidvirose
(LAPPIN, 1995).

Os dnas dinicos ndo sfo auficientes para um diagndgico definitivo da infeccdo pelo

FIV. A deeccdo vird déssca peo cultivo cdular e peo isolamento do virus do plasma ou dos
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linfocitos sanguineos periféricos pode ser redizada durante todes as fases dlinicas da doenca, mas
ndo goresentam prdicidade e nem podem ser usadas rotineiramente para o diagndgtico dinico
(JARRET et d, 1991). Na audidade, a infeccio pdo FIV pode s diagnogicada pela detecgéo
de anticorpos circulantes, pois 0s gatos ndo se recuperam da infeccdo por ete virus, existindo
assm uma corrdacéo direta entre a presenca de anticorpos e a infecgéo vird (OGCONNOR et 4d.,
1989; YAMAMOTO ¢ 4d., 1989). Os atticorpos podem ser detectados gpds quatro semanas da
infeccdo e permanecendo por toda a vida do animd, porém, durante os estagios anteriores a ede e
no fina da doenca estéo em nivels néo detectaveis (PEDERSEN et d., 1989).

As provas Uutilizadas para deteccdo de anticorpos circulantes sGo a imunofluorescéncia
indireta, western blotting e, principdmente, 0 ensao imunoenziméico (ELISA), a quad eta
digoonivd em kits comercias e que podem s usados nas dinicas veterindias particulares.
Entretanto, os animais postivos para prova devem s testados também por méodos mais
especificos como Western Blotting e, recentemente, pela reacédo em cadeia da polimerase (PCR),
que detecta 0 DNA pré-vird e ndo atticorpos (HARTMANN e d., 1994). Além de sr uma
prova de dta senshilidede e especificidade anditica, o DNA prévird pode ser detectado em
linféaitos de sangue periférico gpds o quinto dia e em outros Grgéos apGs 0 dédmo dia do inicio
dainfeccéo (REUBEL et d., 1994).

Com o aumento da prevdéncia mundid da infecco pdo FIV e com a severidade da
doenca, € imperaivo 0 desenvolvimento de uma vacina para o Bradl. Os estudos baseados na
divesdade genéica do FIV objetivam o conhecmento dos gendtipos exigentes em vaios
paises, proporcionando, desta maneira, a producdo de uma vacina segura e eficaz. Diversos
trabdhos j4 foram redizados na tentaiva de produzir uma vadna paa o FIV, utilizando

edraégias diferentes como vacina com virus vivo modificado, virus indivado, de subunidade
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vird e virus recombinantes (HOSIE, 1994; HOSE & d, 1995, LUTZ & d., 1995, HOSE &
FLYNN, 1996; HOSIE et al., 1998b; LOCKRIDGE et d., 2000; BIGORNIA ¢ d., 2001, PU e
d., 2001). Porém, vacinas com um Unico gendtipo demonstraram proteger somente contra 0S
virus homologos e os ligaramente heterdlogos e fdharam totdmente contra os outros (ELYAR et
d., 1997). Em contraste, vacinas produzides com dois gendtipos diferentes demonstraram
proteger contra um terceiro gendtipo ndo incduso na mesma (PU et d., 2001). Com isso, em 2002,
nos EU. A, fo gorovada peo depatamento de agricultura (USDA) a vacina Fe-O-Vax FIV
(Laboratorio Fort Dodge) compodta de dois gendtipos diferentes (UHL et d., 2002). Entretanto,
Senrig e Klen (2003), sugeiran que anda é muito importante conhecer a didribuicdo
geogréfica dos gendtipos virais de FIV para poder adaptar a vacina de acordo com a prevaéncia
dos mesmos em cada regido, vio que 0 desenvolvimento de uma vacina “globd” tavez sga

impossive.



1.2 - Consderagdes ger ais sobre analise filogenética

Uma das grandes contribuigdes de Chales Dawin para a ciéncia foi a teoria da
evolucdo das espécies. Segundo Dawin, as espécies evoluiriam e se diversficarian dravés de
um fendbmeno de naureza populaciond, a sdecdo naturd. Entretanto, com 0 passar do tempo, foi
demondrado que ocorre vaidbilidade genética e que, nos &cidos nucdécos sua origem € a
mutacdo. Sabe-se anda que, dém da sdecdo naurd, no processo de deriva genética, um deo
pode ter sua fregléncia dterada por uma questdo de amostragem destdria entre geragbes. O
processo de subdituicio ddicay no qud um ddo é subdtituido por outro na evolucdo de uma
populacdo, combina 0 processo de mutaggdo com um ou ambos os fendmenos responsves pea
mudanca das frequiéncias délicas, a selegéo natura ou a deriva genética

Nos primaros moddos evolutivos criados para explicar a evolugdo molecular
acreditavase que as subdtituicbes ddicas ocorrian em intervdos de tempo mas ou menos
regulares. A subdituicdo nuclectidica pode dar origem a novos deos, denominada mutacdo
pontud. Essas mutagbes ocorrem quando uma base é eroneamente incorporada durante a
replicacédo vird. As mutagbes podem s dasdficadas em tranggdbes, quando uma purina (A ou
G) é incorporada no lugar de outra puring, ou quando uma pirimidina (C ou T) é incorporada no
lugar de outra pirimiding, e transversdes, ou sga, mutagies em que ocorre a troca de uma purina
por uma pirimidna e viceversa Além disso, as mutagbes também podem ser chamadas de
sgnonimas e ndogndnimas quando sfo obsarvadas em  regifes codificadoras do  genoma,
resultando em mudanca na proteina Deste modo, quando a subdtituicdo nucleotidica ndo provoca
dteracdo no amincé&cido resultante, dizse que a subdituicdo € snonima, e quando ha dteracéo

no aminoécido resultante é consderada ndosndnima (CALCAGNOTTO, 2001). De acordo com
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Graur & Li (2000), as subdituigdes snénimas refleéem melhor a higdria evolutiva de um téxon
do que as ndo-sdnonimes pos, teoricamente, ndo S0 influenciadas pda pressfo  sdetiva
Ademais, deve s resdtar que as subdituigdes Snonimas ocorrem invariavdmente com  maior
fregUéncia do que as néo Sndnimas.

Outro aspecto importante na vaiacdo da taxa de subdituicdo nuclectidica é a
locdizacdo do segmento estudado. O genoma é dividido em duas regides, uma que contém genes
ou as seqliéncias regulatdrias, denominada de regido codificadora, e outra aparentemente sem
funcdo, a regido ndo-codificadora Ao comparar as taxas de subdituigbes nessas duas regides
gendmicas obsarva-se uma nitida diferenca entre das. Cacagnotto (2001) relata que a regido
ndo-codificadora gpresenta taxas de evolugcdo superiores a codificadora Em resumo, a taxa de
subdtituicio de um gene € um bom indicativo de sua importanda fundond e a comparacdo das
taxas entre diferentes genes fornece informagdes vaiosas sobre fatores historicos e demograficos
(MUSE, 2000).

Todo processo de andise filogendtica deve-se iniciar dravés da investigagdo para a
escolha do moddo de subgituicio nucleotidica mas adequado paa a proposta estudada A
escolha de um moddo adequado peo programa MODELTEST fundamentase no teste da razéo
de verossmilhanca (LRT) que pemite judificar a escolha de um moddo dentro de uma |ogica
edatigica Os escores de uma mesma avore podem s cdculados sob modelos evolucionarios
progressivamente mais complexos (encadeados) e comparados edtdidicamente dravés da LRT e
0 su vdor de probabilidade associado. A LRT usa uma didribuico qui-quadrado com q graus
de liberdade, diferenca entre 0os nimeros de parametros livres entre os dois moddos, para acatar
ou n&o diferentes hipdteses sobre o processo de subgtituicdo de DNA (SCHNEIDER, 2003).

Segundo Miyeki et d. (2001), o concato de filogenia surgiu com Dawin, junto com o

proprio conceto de ancedtrdidade entre as egpécies. AEm, podese definir filogenia como a
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indicacdo das relagbes de ancestrdidade supostas para um conjunto de espécies. A reconstrucdo
filogenética basda-se em edimar as rdagbes de ancedtrdidade para um determinado ndmero de
organismos ou t&xons. Logo, uma &vore filogenética representa a higdria evolutiva dos
organismos presentes nela; graficamente, condste de pontos (ou nads) ligados por linhas ou ramos.
Os téxons podem ser familias, géneros, expécies ou populagdes, ou sga quaquer nive
taxondmico sobre os quas se desgainferir ahigtdria evolutiva

Os méodos conhecidos para construcdo de avores filogenéticas podem ser baseados
em matrizes de digdncia ou em andise de edtados do carder. No primero grupo estéo adocados
0s méodos de agrupamento ndo ponderado de pares baseados na média aitmética (UPGMA),
dos quadrados minimos (LS=leest squares), de evolugdo minima (ME) e de agrupamento de
vizinhos (NJ neighborjoining). No segundo grupo et os méodos da maxima parcimonia
(MP), mé&xima verossmilhanca (ML) e interferéncia bayesana (IB) (SCHNEIDER, 2003).

O méodo de evolucdo minima € baseedo na procura da &vore com a menor soma
totd dos ramos (SAITOU & NEI, 1987). No entanto, esse méodo descrito inicidmente
goresentava pouca praticidade devido a demora na andise, uma vez que todas as possives
avores tinham que ser condruidas e a soma totd dos seus ramos estimados, para que a avore
Gtima com soma minima fose encontrada. Entretanto, quando 0 nimero de taxons é maor do
gue 30, 0 nimero possive de &vores é muito grande e com isso, 0 tempo computaciond
requerido éimpraticavel.

Para superar dificuldade foi proposto um agoritmo heurigico para a congtrucéo
da avore de evolucio minima Ese dgoritmo heurigico foi chamado de agupamento de
vizinhos em gue a evducdo minima esa implidta a cada pesso do dgoritmo, produzindo uma
Unica avore find. Desse modo, tanto o mé&odo de evoluggdo minima como o de agrupamento de

vizinhos gpresentam como resultado uma Unica &vore e can caracterigticas muito proximes.



O méodo da maxima pacdmbénia € condderado muito Smples em sua concepgéo.
Esse méodo é baseado na suposcéo de que a &vore mas provave € a que requer 0 menor
nimero de mudangas para explicar toda a variagdo observada na matriz de caracteres ou
dinhamento das seqiiéncias (MIYAKI et d., 2001).

Na reconstrucédo filogenética pda maxima pardménia, os dtios informativos S0 oS
mais importantes, vido que nem toda a varidbilidede das seqiéncias € Util para este méodo, pois
aguees que goresentarem variacd em uma Unica seqiéncia adicionardo um passo para quaquer
uma das avores condderadas Portanto, em primero lugar, os dtios informativos S0
sdecionados. Em seguida, para cada uma das &vores possivels, 0 nimero de sibgtituicbes em
cada dtio informativo € inferido e o totd, para cada uma das avores possvels é cdculado
(SCHNEIDER, 2003).

Diante de todos esses dados verificou-se a necessdade de estudos da sindrome da
imunoddficdéncia fding, do FIV e dos gendtipos exigentes no Brasl, uma vez que ndo ha
publicaghes rdacionadas a este assunto, egpecidmente no estado de Séo Paulo e também com um
maior nUmero de amosras. Assm a genctipagem de amodras do FIV, bem como a determinacéo
da fregliéncia da doenca, é de fundamentad importénda Além diso, 0 segliendamento de
nucdlectideos do DNA prévird fornecera dados importantes da epidemiologia que podem sugerir

aorigem desss virus.



“A vida esta cheia de desafios que, se
aoroveitados de forma cridiva,
transformam:-se em oportunidades’.

Maxwell Maltz

Objetivos
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2.- Objetivos

O presente trabaho teve por principas objetivos

- Deeminar a prevadénca da infeccdo pdo FIV em 519 gaios dométicos provenientes de

vaias cidades do estado de Sfo Paulo utilizando-se 0 méodo de PCR-Nested.

- Corrdacionar a prevaéncia da infeccéo a dados epidemiol dgicos dos animais.

- Promover a genotipagem das amosiras podtivas do FIV por meio do segienciamento do

gene gag amplificado pda PCR.

- Avdia a diversdade genética dos FIV identificados no estado de Sfo Paulo e construir

uma &vore geneddgica a partir do seqlienciamento do gene gag das amodiras obtidas.



“Uma vida ndo basta ser vivida, precisa
P

ser sonhada’.

Mdrio Quintana

Material e Métodos
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3. Material e M étodos

3.1. Delineamento experimental

O experimento foi redizado em trés etgpas com um intervalo de doze meses entre
cada uma delas. Na pimeira etgpa foram colhidas todas as amosiras de sangue total dos gatos
e procedeu-se a extracdo de DNA e a técnica de PCR-nested para identificagdo dos animais
positivos. Na segunda etapa, foram avdiadas apenas as amostras positivas pela técnica de
PCR. Nessa etapa, as amostras poditivas que apresentaram bandas ao PCR foram preparadas e
quantificadas para 0 seglenciamento genético, e poderiormente andisadas através de

programeas de bioinformética

3.2.Animais

No periodo de outubro de 2000 a dezembro de 2001 foram selecionados
dedtoriamente 519 gatos domésticos aendidos em dlinicas veteringrias particulares e
resdentes em aborigos de animais locadizados em vérias cidades do Estado de S0 Paulo e no
Hospitd Veterinaio da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, da Universidade

Egtadud PaulistalUnesp, Campi de Botucatu- SP, como pode ser observada nafigura 3.



<. José do Rio Preto ( Jaboticabal (2) /Franca (34)
\ Jau (33)
Barra Bonita (1)
iracicaba (1)
Baury (8)\. ampinas (2)
Lencdis Paulista (2) —— S. José dos Campos (7)

Botucatu (263)=.o
S0 Manuel (y——e

Avaré (1)/// °

Itatinga (1)
Tatui (4)

Séo Paulo (75)

Figura 3- DigribuicBo da regido geogréfica do estado de S&o Paulo onde foram colhidas as
amostras de sangue total dos 519 gatos domesticos selecionados para o diagnéstico da
imunodeficéndafdina

Formul&ios individuais foram preenchidos discriminando dados como sexo, raca, idade,
cidade de origem, niUmero de contactantes, acesso a rua, castragdo e sinais clinicos, quando
presentes. Posteriormente, os animais foram divididos em dois grupos de acordo com o estado
fidologico: Grupo |, animas assintomaticos, Grupo |l, aimas com snas dinicos
inespecificogenfermos. Entretanto, algumas amostras obtidas para este estudo foram enviadas
a0 laboratorio de virologia do departamento de microbiologia e imunologia do Ingituto de
Biociéncias- 1B, Unesp, Botucatu- S&o Paulo por profissonais autbnomos e ndo continham os
dados clinicos dos animais. Assm, amodtras foram protocoladas em um terceiro grupo:
Grupo |1l ndo avaiados. Na tabda 1, esta sumarizada a distribuicdo dos gatos domésticos

dentro dos trés grupos formados e com relacdo ao sexo dos mesmos.
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Tabela 1- Digribuicdo do nimero totd de gatos domeésticos selecionados para o diagndstico

dos virus da imunodeficiéncia felina de acordo com aformaclinicae o sexo

Sexo
Grupo Formaclinica Macho (%) Fémea(%) Total (%)
| Assintomaticos 131(43,66) 169(56,33) 300(57,80)
Sinais clinicos
I inespecificos/Enfermos 86(55,84) 68(44,15) 154(29,67)
1 Néo avaliados 33(50,76) 32(49,23) 65(12,52)
Total 250(4816)  269(51,89) 519(100)

3.3.Amodras

As amodtras de sangue totd foram colhidas com seringa descartével de 3 mL  através
de puncdo da veia jugular e colocadas em tubos estéreis contendo anticoagulante e mantidas a

temperatura de 8°C para posterior processamento.

3.4.Teste de viabilidade das amostr as

Trés amodras de sangue, colhidas conforme descrito no item anterior, e que
posteriormente a reacd de PCR-Nested se mostraram postivas, foran mantides em
temperatura de &C e seu DNA extraido a cada duas semanas para a verificacdo do periodo

€M gue as mesmas permaneceram postivas.



3.5.Extracdo do DNA das amostras

O DNA provird foi extraido diretamente do sangue dos animais utilizando-se GFX
Genomic Blood DNA Purification KitO(Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com o
protocolo do fabricante. Apés a diluicdo do materid extraido a 1% em agua ultrapura
(MilliQO) autoclavada, 0 DNA foi andisado por espectrofotometria, em comprimento de
onda de 260 e 280 nm, para determinacdo da concentracd0 e da pureza. Apos andise, as
amosiras que apresentaram concentragdo muito baixa ou razdo entre a D.O. 260/D.0.280

menor que 1,7 foram submetidas a nova extracao.

3.6.PCR-Nested

Para redlizacdo do PCR-nested foi utilizada a metodologia proposta por Hohdatsu
et al. (1998), com modificaches. Essa técnica foi utilizada em todas as amodiras e serviu como
teste de triagem para a identificagdo das pogtivas, as quais posteriormente foram submetidas

ao sequienciamento genético.

3.6.1 Descricdo dosoligonucleotideosiniciadores (“Primers’)

Foram desenhados quatro “primers’ (quadro 1) capazes de amplificar fragmentos
de 329 pares de bases (pb) do gene gag (posicdo 1036-1364 de acordo com a seqiéncia das
edirpes Petduma, PPR, Sendai-1, TM-2, Aomori-1, Aomori-2, Yokohama, Shizuoka e
Fukuoka), correspondente a regido P17-P24 deste gene (HOHDATSU et al.,1998).

Na reacéo de PCR foi utilizado o par de “prime” externo FIV PCR-A2 e FIV
PCR-S2 e na reagdo de PCR-Nested, o par interno FIV NESTED-A e FIV NESTED-S (figura

4).
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Quadro 1- Seguéncia dos oligonuclectideos iniciadores utilizados para amplificar um

fragmento de 329pb do gene gag do virus da imunodeficiéncia felina, segundo Hohdatsu et dl.

(1998)

PRIMER SEQUENCIA
FIV PCR-A2 5 ACT TCT TGG CAG GCC CTCAG 3
FIV PCR-S2 5 AAG GAC CTC CACAGG CTT ATCC 3

FIVNESTED-A |S CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT 3

FIVNESTED-S |5 TAT TCA AACAGT AAATGGAG?3
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386 pb 306 pb
p - p
FIV PCR-& FIV PCR-A2
658 pb

—
22 pbl FIV NESTED-S o 307 pb
FIV NESTED-A | 329 ph

Figura 4- Representacdo esquemética do genoma do virus da imunodeficiéncia feina com a
indicacdo dos “primers’ utilizados nas reagdes da PCR. Genes edruturas, gag-pol-env
(proteinas do envelope, SU=superficie, TM=transmembranad) e genes suplementares vif - orf 2
— rev. Proteinas codificadas peo gene gag, MA=Matriz, CA= Capsideo e NC=
Nucleocapsideo. FIV PCR-S2 e FIV PCR-A2= primers externos (primeira PCR); FIV

NESTED-S e FIV NESTED-A= primers internos (segunda PCR)



3.6.2 Amplificacdo do DNA viral

Foram redizadas duas reacOes, sendo que na primeira utilizou-se os oligonucleotideos
FIV PCR A2 e FIV PCR S2 e 0 DNA extraido do sangue do animal e na segunda, os
oligonucleotideos internos FIV NESTED A e FIV NESTED S e o produto da primeira reacao.
Ambas foram redlizadas em um volume find de 25m contendo uma unidade de Tth DNA
Polimerase (Biotools?), 2,5m de tamp& de PCR 10X (Biotools?), 1m de cada “primer” (FIV
PCR A2 e FIV PCR S2 na primeira reagéo ou FIV NESTED A e FIV NESTED S na segunda

reacdo) a 10pmol/m, 0,8m de MgCl, (50mMal/L, Biotools), 0,25m de dNTPs (10 mM Gibco

BRL), e 5m do DNA extraido da amogtra de sangue do anima na primeira reacdo e 2 do
produto de PCR na segunda reacéo.

A amplificacgo foi redizada em termociclador automéico (Eppendorf®). Numa
etapa iniciad, as amostras foram incubadas a 96° C por 4 min, gpds prévio aguecimento da
tampa por 2 min, para as desnaturacles, seguida de uma seqiéncia de 30 ciclos repetidos,
compostos de trés temperaturas para cada ciclo: 94° C/1min para desnaturacdo da fita de
DNA, 58°C na primeira reagd (PCR) e 55°C na segunda reagdo (PCR-nested)/1min para a
hibridizacdo dos “primers’ e 72°C por um minuto e meio para a extensio das fitas. Ao find,
foi redlizada uma incubagdo a 72°C/5min para garantir a presenca dos DNAs amplificados em
fitadupla

Os produtos obtidos na amplificacdo pela técnica de PCR-nested foram analisados
em gd de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio (05nyml) e examinados
comparativamente com marcadores de DNA de 123 pb (Gibco-BRL?), com auxilio de

trangluminador UV, sendo considerados positivos agueles com tamanho aproximado de 329

pb.



3.7 Sequenciamento Genético

3.7.1 Amostras positivas

Para 0 sequenciamento genético foram utilizados os fragmentos de DNA de
aproximadamente 658pb das amostras positivas amplificadas pela reacd de PCR através do
par de “primer” externo FIV PCR-A2 e FIV PCR-S2.

Durante 0 processamento das amostras podtivas observourse que agumas
apresentavam bandas fracas na reacdo de PCR. Mediante essa observacdo, essas amostras
foram submetidas a uma segunda reacéo de PCR, na qud utilizou-se o produto da primera
amplificacdo. Mesmo apos conduta, algumas amostras ainda apresentavam bandas fracas
na segunda amplificagd. Com iss0, essas amodras foram submetidas a uma corrida
eeroforética em gd de agarose a 1%, na qua visudizaranse as bandas postivas com
auxilio de trandluminador UV. Pogteriormente, as mesmas foram extraides e purificadas do
gd através do GFX PCR DNA and gd band purification kit (Amersham Biosciences, inc.). A

partir dessas, realizou- se uma novareacdo de PCR utilizando-se o produto purificado do gel.

3.7.2 Purificacdo do Fragmento Amplificado do Gel de Agarose

Paa a reacd do seqienciamento, todos os fragmentos amplificados,
independentemente do protocolo supracitado, foram purificados do gel de agarose a 1%
utilizando-se 0 GFX PCR DNA and gd band purification kit (Amersham Biosciences, inc.) de

acordo com as especificagtes do fabricante.



3.7.3 Quantificacao dos fragmentos de DNA

Apbs a extracdo e a purificacdo do fragmento amplificado, o mesmo foi submetido
a quantificacdo. Para essa etgpa, foi realizada uma corrida eetroforética em gd de agarose a
1,5%, na qua, dém das amodras a serem quantificadas aplicorse um marcador de massa
“Lov. DNA meass ladde” ® (Life Technologies). A quantificacdo foi feita através da
comparacdo visud entre o fragmento amplificado e a banda do marcador molecular. Nesse
marcador, cada banda apresentava uma quantidade de DNA (hg-nanograma) pré-determinada

pelo fabricante.

3.7.4 Reacéo de Sequenciamento

Para a reacdo de seqlenciamento automdico foi utilizado o DYEnamic® ET
Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences), seguindo o protocolo abaixo:

Para cada reacéo foi utilizado 5,0m (40-80ng) de DNA purificado obtido pela
reacdo da PCR, 1,0m (5pmol/m) de “primer” FHIV PCR A2 ou S2, conforme o sentido do
sequenciamento, 8,0m do Premix e &gua Ultra-pura (MiIIiQO) suficiente para completar o
volume find de 20m.

AplGs a homogeneizacdo, a reacéo foi submetida ao termociclador automético
(Mastercycler Gradient, Eppendorf?), no qua foram redizados 25 ciclos de 95°C/20 s para
desnaturagdo da fita de DNA, 55°C/15 s para a hibridizagdo dos “primers’ e 60°C/1min paraa
extensio dafitade DNA.

Em ssgguida a amplificacdo, o DNA foi purificado aravés da precipitacdo com o

etanol, de acordo com o0 manua do kit comercid DYEnamic® ET Terminator Cycle
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Sequencing Kit (Amersham Biosciences). Pogteriormente a etapa, as amostras foram
submetidas a eetroforese em gd de poliacrilamida a 5% em um segqlenciador automético

modelo ABI PrismP 377 DNA Sequencers (Applied Biosystems).

3.8 Alinhamento das seqiiéncias do gene gag do virus da imunodeficiéncia felina

AplGs determinar as sequiéncias de nucleotideos dos fragmentos amplificados pela
reacd0 de PCR a patir do gene gag através da reacdo de seqlienciamento descrita
anteriormente, as mesmas foram dinhadas com o auxilio do programa ClustadX , versio 1,8
para Windows (THOMPSON et a., 1997). Paa andisx a qudidade da leitura dos
cromatogramas obtidos foi utilizado o programa PHRED, o qua aceita como critério de
vdidacdo de qudidade somente as leituras que tenham pontuacdo de no minimo 20. Como
referéncia para 0 dinhamento das seqiéncias obtidas, foi utilizada uma amostra do FIV

publicada no GenBank com niimero de acesso M 25381.

3.9 Anélise Genealdgica

Paa determinar 0 modelo evolutivo mas adequado para subgtituicdo de
nucleotideos das seqliéncias obtidas foi redizado o teste de razéo de verossmilhanca (LRT)
(HUELSENBECK & RANNALA, 1997) com o auxilio do programa Moddtest (POSADA &
CRANDALL, 1988).

Os vaores de conssténcia (FELSENSTEIN, 1978) foram obtidos através do
teste de bootstrap (EFRON, 1979) com o programa PAUP v.4 (SWOFFORD, 2002),
assumindo o vaor de 1000 réplicas através do método de busca heuristica (THOMPSON et

d., 1997) e com retencdo de grupos com freqiiéncia acima de 50%.
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As avores geneddgicas foram congruidas com o auxilio do programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Anayss), versdo 2.0 para Windows KUMAR et a., 2000)

e PAUP v.4 (SWOFFORD, 2002).

4- Analise estatistica

Paa andise edatisica foi utilizado o tete do 7 (Qui-quadrado)
(CALLEGARI-JACQUES, 2003) para o estudo de associacdo e/ou comparacdo de proporcoes
de animais positivos para & virus da imunodeficiéncia felina, classificados segundo o quadro
clinico e 0 sexo. Em todos os resultados sdo apresentadas as sgnificancias observadas nos

testes.



“Pode-se vencer pela inteligéncia, pela

habilidade, pela sorte, mas nunca sem
trabalho’.

A. Destoef

Resultados
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4- Resultados

41  Animaispostivos a PCR-nested

Das 519 amostras de sangue total de gatos domésticos avadiadas pela PCR-nested
fol possivel detectar um percentua de 15,6% (81/519) de postividade para infecgdo pelo FIV.

Nafigura 5, encontra-se a distribui¢do dos gatos positivos de acordo com a cidade de origem.

Franca (2)

Jat (3)

Bauru (3)

Botucatu (39) ®

Avaré (1) /

Tatui (1)

Figura 5- Didribuicdo geogréfica dos gatos domeésticos postivos a infeccéo pelo
virus da imunodeficiéncia felina de acordo com a cidade de origem do estado de
Séo Paulo, Brasil

A tabda 2 agpresenta a percentagem de animais postivos e negativos a infeccéo
pelo virus da imunodeficiéncia felina de acordo com o edado fisologico dos animais

estudados e 0 sexo dos mesmos.
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Tabela 2- Percentagem de animais podtivos e negativos para o virus da imunodeficiéncia

felina, classficados de acordo com o estado clinico e sexo

Macho Fémea
Grupo N Positivo  Negativo Positivo Negativo TOTAL
. ________________________________________________________________________________________________________________|]
I 300 6,7% 37,0% 0,7% 55,6% 100%
I 154 156%  40,2% 13,7% 30,5% 100%
Il 65 16,9%  33,9% 4,6% 44,6% 100%

TOTAL 519 10,6%  37,6% 5,0% 46,8% 100%
]

Grupo |- assintomaticos; grupo I1- enfermos e grupo I11- sem avaliagdo clinica.

N= nlUmero de animais.

Na andise edatidica, referente & associagdo dos animais podtivos frente aos
diferentes grupos dlinicos estudados obteve-se como valor do 7= 38.998, com grau de
liberdade 2 e P < 0.0001.. Mediante esse resultado podé-se inferir que as freqiéncias
observadas entre os grupos dlinicos e a postividade dos animais diferiram Sgnificativamente.
Com relagBo a0 sexo e a postividade dos animais estudados obteve-se um valor de 7=
14.046, com grau de liberdade 1 e P = 0.0002 demonstrando uma diferenca extremamente
ggnificativaentre edtasvariaves.

Com relagdo a idade dos animais postivos, ndo foi possivd classficalos dentro
de faixas et&ias, uma vez que, em muitos locais aonde havia concentracdo de gatos ndo havia
como precisar aidade dos mesmos.

No quadro 2 observa-se os dados referente as 81 amostras positivas a PCR-nested

com seus dados concernentes a cidade de origem, sinais clinicos, sexo.
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Quadro 2- Distribuicdo das 81 amostras positivas para 0s \rus da imunodeficiéncia felina,

de acordo com suas caracteristicas de origem, sexo e sinais clinicos

Amostra Origem Sexo Sinaisclinicos
BT-02 Botucatu Macho Infeccdo respiratdria e neuropatia
BT-105 Botucatu Macho Sem avdiagdo dinica
BT-150 Botucatu Fémea Asdntomética
BT-161 Botucatu Macho Asdntomético
BT-175 Botucatu Macho Sem avdiagdo dlinica
BT-218 Botucatu Fémea Cidite
BT-269 Botucatu Macho Linfoadenopatia generdizada
BT-271 Botucatu Macho Sem avdiagdo dlinica
BT-303 Botucatu Fémea Abscessos
BT-307 Botucatu Fémea Infeccdo respiratdria
BT-310 Botucatu Macho Neuropatia
BT-335 Botucatu Macho Vomitos eictericia
BT-337 Botucatu Fémea Neuropatia
BT-338 Botucatu Macho Asdntomético
BT-339 Botucatu Macho Assntomético
BT-340 Botucatu Macho Assntomético
BT-342 Botucatu Fémea Demodicose
BT-343 Botucatu Macho Asdntomético
BT-344 Botucatu Macho Assntomético
BT-346 Botucatu Macho Asdntomético
BT-347 Botucatu Macho Asdntomético
BT-348 Botucatu Macho Assntomético
BT-353 Botucatu Macho Asdntomético
BT-357 Botucatu Macho Asdntomético
BT-359 Botucatu Fémea Dermatite
BT-361 Botucatu Macho Assntomético
BT-362 Botucatu Fémea Conjuntivite
BT-380 Botucatu Fémea Dermatofilose
BT-391 Botucatu Macho Dermatofilose
BT-394 Botucatu Macho Dermatofilose
BT-395 Botucatu Macho Dermatofilose
BT-402 Botucatu Macho Assntomético
BT-406 Botucatu Macho Infeccdo urinaria
BT-408 Botucatu Macho Otite média cronica e abscessos
BT-412 Botucatu Macho Infecco urindria
BT-507 Botucatu Macho Caguexiaeictericia
BT-508 Botucatu Macho Diarréacronica
BT-515 Botucatu Fémea Dermatofilose
BT-517 Botucatu Macho Diarréia crbnica e emagrecimento
BR-157 Bauru Macho Sem avdiacdo clinica
BR-158 Bauru Macho Sem avdiacdo clinica
BR-485 Bauru Macho Infeccdo respiratdria
AV-62 Avaré Macho Diarréa, emese e emagrecimento




Quadro 2- Didribuicio das 81 amodras podtivas para 0s virus da
imunodeficiéncia felina, de acordo com suas caracteriticas de origem, sexo e

snais clinicos (continuacéo)

TT-61 Taui Macho Dermatite
FR-313 Franca Fémea Sem avdiacdo clinica
FR-317 Franca Fémea Sem avdiagdo dlinica

SP-05 Séo Paulo Macho Sem avdiacdo clinica

SP-08 Séo Paulo Macho Sem avdiacdo clinica
SP-165 Séo Paulo Macho Assintoméatico
SP-166 Séo Paulo Macho Assintomético
SP-169 Séo Paulo Macho Assntomético
SP-170 Séo Paulo Macho Assntomético
SP-171 Séo Paulo Fémea Estomatite
SP-172 Séo Paulo Fémea Gengivite
SP-173 Séo Paulo Macho Assntomatico
SP-174 S&o Paulo Macho Assintoméatico
SP-419 Séo Paulo Fémea Otite média
SP-420 Séo Paulo Macho Assntomético
SP-421 Séo Paulo Fémea Abscessos
SP-422 Séo Paulo Fémea Dermatofitose
SP-423 Séo Paulo Fémea Dermatofitose
SP-428 Séo Paulo Fémea Dermatofitose
SP-429 Séo Paulo Fémea Dermatofitose
SP-439 Séo Paulo Fémea Infeccdo respiratdria
SP-442 Séo Paulo Macho V émitos e emagrecimento
SP-443 S&o Paulo Fémea Sem avdiagdo dinica
SP-444 Séo Paulo Macho Sem avdiacdo clinica
SP-445 Séo Paulo Macho Sem avdiacéo dinica
SP-446 S&0 Paulo Macho Sem avdiagdo dlinica
SP-447 S&0 Paulo Macho Sem avdiagdo clinica
SP-452 Séo Paulo Macho Dermatofitose
SP-456 Séo Paulo Fémea Conjuntivite
SP-457 Séo Paulo Fémea Periodontite
SP-458 Séo Paulo Macho Emagrecimento progressivo
SP-459 Séo Paulo Fémea Caguexia
JA-261 Jal Macho Alopecia
JA-263 Jaul Macho Tumor buca
JA-264 Jaul Macho Caguexia
MC-283 Mogi dasCruzes Macho Periodontite cronica
MC-312 Mogi dasCruzes Macho Hemobartonelose
SZ-418 Suzano Fémea Assntomatica

BT=Botucatu; BR= Bauru; SP= S&o Paulo; JA= Jai; MC= Mogi das Cruzes; SZ= Suzano.



4.2 Teste deviabilidade das amostras

Foi verificado que as amodras testadas mantidas a temperatura de 8°C se

mantiveram viaveis por até trés meses.

43  Amplificacdo do DNA das amostras do Virus da Imunodeficiéncia pela PCR-
nested

A figura 6 destaca o produto da amplificacdo de DNA do FIV pela técnica da PCR
utilizando os “primers’ FIV-PCR A2 e FIV-PCR S2, e da PCR-nested utilizando os primers
FIV-PCR A2 e FIV-PCR S2, como par externo, e os primers FIV-Nested A e FIV-Nested S,
como par interno. Nessa figura, podem-se observar os produtos da amplificacdo da PCR com
os tamanhos de bandas de 658 pb e dos da PCR-nested de 329 pb.

658 pb

329 pb

Figura 6. Resultado da amplificacdo de DNA do virus da imunodeficiéncia felina pela reagéo
da PCR e PCR-Negted utilizando os primers FIV-PCR A2 e FIV- PCR S2, e FIV-NESTED A
e FIV-NESTED S A. Colunas 1, 2 e 3: sdo observadas bandas positivas da reagéo de PCR;
Coluna 4: Padrdo de Peso Molecular 123 pb (Gibco, BRL?); Colunas 5, 6 e 7: bandas
positivas da reacéo do PCR-Nested



4.4  Purificagdo do Fragmento Amplificado

Na figura 7, pode-se observar o produto da amplificagdo do PCR purificado do gel

de agarose a 1%.

Figura 7- Resultado da puificagdo dos fragmentos amplificados pela PCR e extraidos do ge
de agarose a 1% utilizando o “Kit” comercid GFX PCR DNA and gd Band Purification.

PM= padrdo de peso molecular 50pb (Gibco, BRL?); 1= BT-02 e 2= SP-05. BT= Botucatu;
SP= S&o Paulo

45  Quantificacdo do fragmento amplificado pelo PCR

A figura 8 gpresenta 0 gel de agarose a 1,5% utilizado para a quantificacdo dos
fragmentos de DNA obtidos pela PCR, os quais foram utilizados no seqiienciamento genético.
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Figura 8- Visudizacéo do gd de agarose 1,5% utilizado para a quantificacdo dos fragmentos
de DNA do virus da imunodeficiéncia felina. PM = Low DNA mass ladder® (Life
Technologies), bandas de 10, 20, 40, 80, 120 e 200ng de DNA; 1= BT-02; 2= SP-05; 3= SP-
165; 4= BT-395; 5= BT-402; 6= BT-406; 7= BT-408; 8= SZ-418; 9= SP-419; 10= SP-420;
11= PM; 12= SP-421; 13= JA-261; 14= JA-263; 15= BT-271; 16= JA-264; 17= BT-105; 18=
BR-485; 19= BT-507; 20= 515. BT= Botucatu; SP= S0 Paulo; SZ= Suzano; JA= Jali; BR=

Bauru

4.6  Reacdo de Sequenciamento

Apés a amplificagdo, purificacdo e quantificacdo, foi redizada a reaco de
seqlienciamento  das amodtras  poditives. Porém, nem todas as amostras postivas foram
seqUiénciadas e/ou aproveitadas na andise filogenética. Devido a baixa quantificacdo de DNA,
foram utilizadas aperes as amosiras que atingiram o vaor aproximado de 20ng de DNA; e as
sequéncias de nucleotideos seqiienciadas que obtiveram qudidade, durante o seqlienciamento.
Com isso, do total de 81 amostras postivas, na reacdo de PCR-nested, foram sequiénciadas 50
(61,7%) e em 32 (64%) obtiveram:-se resultados satisfatérios para ainferéncia filogenética
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Da seqiiéncia de nucleotideos da reacdo do PCR (658pb) utilizada nas 50 amostras
positivas seqiiénciadas obteve-se um fragmento de 459pb e este foi submetido ao ainhamento
com o auxilio do Clusa X (THOMPSON et d., 1997), como referéncia utilizou-se a egtirpe
de referéncia Petaluma, nimero de acesso no GenBank M25381. A figura 9 apresenta-se o
esquema gréfico da locdizacdo das sequéncias de nucleotideos, dentro do fagmento do PCR,
obtidas naandise genética

386 pb — 306 pb
FIV PCR- PCR-A2
658 pb
110 pb 89 pb
459 pb

Figura 9 Representacdo esquematica do genoma do virus da imunodeficiéncia felina com a
indicacdo dos “primers’ utilizados nas reagdes da PCR. Genes edruturas, gag-pol-env
(proteinas do envelope, SU=superficie, TM=transmembrana) e genes suplementares vif - orf 2
— rev. Proteinas codificadas peo gene gag, MA=Matriz, CA= Capsideo e NC=
Nucleocapsideo. FIV PCR-S2 e FIV PCR-A2= “primers’ utilizados na reacd da PCR-
fragmento obtido de 658pb. Seqliéncia obtida na andise genética- 459pb
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4.7- Alinhamento das seqiiéncias do gene gag do virus da imunodeficiéncia felina

Nas figuras 10 e 11 observamse os resultados dos dinhamentos das sequéncias
nucleotidicas do FIV e sua traducdo em residuos de aminoécidos, respectivamente. ApGs o
dinhamento das seqiéncias de nucleotideos das 32 amodtras podtivas, as mesmas foram
classificadas dentro do gendtipo ou clade B (Quadro 2).

Figura 10- Sequéncias de nucleotideos do gene gag do \irus da imunodeficiéncia felina dos
32 isolados neste trabaho e dos publicados anteriormente no GenBank, dinhadas com o
auxilio do ClugtaX. Para facilitar a visudizacdo das diferencas, posicdes conservadas entre a

primeira sequiéncia e as demais foram substituidas por pontos
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Figura 11- Sequéncias de aminoacidos do gene gag do \rus da imunodeficiéncia felina dos
32 isolados neste trabaho e dos publicados anteriormente no GenBank, dinhadas com o
auxilio do ClugdX. Para facilitar a visudizacéo das diferencas, posicdes conservadas entre a
primeira sequiéncia e as demais foram subgtituidas por pontos
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4.8- Analise Geneal6gica

4.8.1- Determinacdo do modelo de substituicdo nuclectidica

Para a congtrucdo de uma arvore filogenética a partir de seqiiéncias nuclectidicas é
necessario condruir uma matriz de digténcias evolucion&ias baseedas em um modeo de
subgtituicdo nucleotidica (SCHNEIDER, 2003). Desta maneira, para a determinacdo do
modelo de subdtituicdo nucleotidica utilizourse o teste de razéo de verossmilhanca (LRT)
(HUELSENBECK & RANNALA, 1997) com o auxilio do programa Moddtest (POSADA &
CRANDALL, 1998). O resultado demonstrou que para as sequéncias andisadas o mehor
modelo foi o de Tamura Ne (TAMURA & NEI, 1993) com distribuicdo gama no vaor de
0,26.

4.8.2- Construcao das arvores filogenéticas

ApOs 0s pasos citados anteriormente, como o0 dinhamento das seqliéncias e a
escolha do modelo evolutivo mais bem sucedido em explicar os dados, foram escolhidos para
construcéo filogenética trés métodos. Dentre esses, dois baseiam-se em matrizes de disténcias
(@ matriz de caracteres é trandformada em uma matriz de digéncias) e um em andise de
estados de cardter (os caracteres so andisados diretamente). Os dois métodos pertencentes ao
primeiro grupo s a evolucdo minima (ME) (RZHETSKY & NEI, 1992) e o método de
agrupamento de vizinhos (NJ=neighbor-joining) (SAITOU & NEI, 1987). O método baseado
em andise de edtados de cardter escolhido para ser utilizado neste trabaho foi a maxima
parcimonia (MP).

Na andise pelos trés méodos de condrucéo filogenética foram avdiados 43
taxons com 459 caracteres (seqiéncia de nucleotideos com 459 pb). A andlise das amostras
pelo méodo da méaxima parcimbnia através da busca heuristica resultou na obtencdo de 100
avores igudmente parcimoniosas com 321 passos e com indice de consisténcia (IC) de 0,67.
A &vore congruida pdo método supracitado foi obtida através dos seguintes parametros. do
total de 459 nucleotideos (nt) analisados 125nt foram considerados como sitios informativos
para a parcimbnia, 39nt como sitios ndo-informativos, 295 nt foram congtantes e todos tinham

peso igua. Os vaores de bootstrap encontram-se indicados nos ramos da arvore e como
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grupo externo utilizorse a edtirpe Petaluma (GenBank n° M25381). As figuras a sguir (12,

13, 14, 15 e 16) apresentam as avores condruidas pelos trés métodos citados acima em

diferentes formatagOes.
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Figura 16- Arvore filogenética construida peo método da méxima parciménia obtida através
das seqiiéncias de nucleotideos do gene gag dos virus da imunodeficiéncia felina, com os

indices de bootstrap. As chaves de cor azul representam os subclades do genétipo B
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4.9 — M utacoes

Com respeito as mutagBes ocorridas nas 32 amostras positivas, verificouse que
na sequéncia de 459pb obtida pelo seglenciamento genético ocorreram 77 mutagOes
(tranversbes + transiches) e destas, apenas 18 resultaram em dteracd de aminoécidos. E
importante frisar que em 17 dessas amostras ndo ocorreu dteracdo de aminoécidos, apesar de
terem sido observadas 28 mutagBes nas sequiéncias de nucleotideos das mesmas.

Ao confrontar as amostras entre s, averiguou-se desde nenhuma mutacdo, como
por exemplo, entre as amostras BT402 e BT507, até 29, entre as amostras BT395 e SP457,
com média de 11 mutagbes. Em relacdo as dteragbes de aminoécidos, apurourse desde
nenhuma, como era de se esperar para as amodiras que ndo agpresentaram diferencas na
sequiéncia de nucleotideos, até 11 ateraches entre as amostras SP452 e SP165, com média de
apenas duas mutagies.

A comparacdo entre as amostras BT395 e SP457 resultou em 29 mutagbes e
destas, apenas trés reverteram em dteragbes nos aminoacidos. Interessantemente, quando
compararamse as amostras estudadas com a edirpe Yokohama (D37819) verificouse
mutactes em todas as 32 estudadas, com valores variando desde 10 (MC283) até 30 (SP165),
e que em 17 delas ndo ocorreu dteracdo de aminoacidos, e nas que ocorreram, constatou-se de
1 a7 alteragdes, sendo esta ocorrida com a amostra SP165.

A tabela 3 e 4 apresentam os valores obtidos através da avaliagcéo das disténcias néo
corrigidas entre as seqUéncias de nucleotideos e aminoacidos das 32 amodtras postivas
edudadas filogeneticamente e a utilizada como referéncia do gendtipo A do virus da

imunodeficiéncia felina, assm como utilizada como grupo externo.



Tabela 3 Matriz de distancias ndo corrigidas entre as seqiiéncias de nucleotideos das 32 amostras estudadas dos virus da
imunodeficiéncia felina e aamostra de referéncia do gendtipo A
|

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 2
1
2 1
3 1 2
4 1 2 2
5 2 3 3 3
6 16 17 17 17 18
7 9 10 10 10 10 2
8 8 9 9 9 9 2 1
9 1 2 2 2 3 17 10 9
10 4 5 5 5 6 18 7 6 5
1 10 1 n 11 12 26 19 18 1 14
12 17 18 18 18 19 un 24 23 18 19 27
13 18 19 19 19 20 20 23 2 19 20 27 15
14 1 2 2 2 3 17 10 9 2 5 11 18 18
15 18 19 19 19 20 2 23 2 19 20 27 19 20 19
16 13 14 14 14 13 29 20 19 14 17 2 26 % 14 29
17 16 17 17 17 18 20 21 20 17 18 2 17 18 17 12 27
18 2 3 3 3 4 18 un 10 3 6 12 19 20 3 20 15 18
19 12 13 13 13 14 10 19 18 13 14 2 9 16 13 20 23 16 14
20 8 9 9 9 10 12 15 14 9 10 18 13 18 9 20 19 18 10 8
21 14 15 15 15 15 14 19 18 15 16 23 1 8 15 16 25 14 16 10 12
2 10 1 n 11 n 24 1 2 1 8 20 5 24 n 24 21 2 12 20 16 20
23 el 80 80 80 ™ 86 83 82 80 80 86 84 8l 80 83 79 8 8 84 8L 79 82

NuUmero 1- corresponde as amostras BT- 02, BT- 269, BT- 271, BT- 303, BT- 310, BT- 402, BT- 507, BT- 508, BT -517 (estas
apresentam sequiéncias iguais); 2= BT-105, 3= BT-406; 4=BT-517; 5= 408; 6= BT-395; 7=SP- 420 e SP- 421 (seqliéncias iguais); 8=
SP-419; 9=SR05;10=SP-08 e SP-264 (sequéncias iguais); 11= SP-165; 12= SP-428; 13= SP-439; 14= SP-442; 15=SP452; 16=SP-457,;
17=JA-261; 18=JA-263; 19=M C-283; 20=M C-312; 21=BR-485; 22=S7-418; 23= M 25381 Petaluma

Tabela 4 - Matriz de distancias entre as sequiéncias de aminoacidos das 32 amostras estudadas dos virus da imunodeficiéncia
felina ea amostra de referéncia do gendtipo A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 <]
1
2 1
3 1
4 1 2 1
5 1 2 2
6 1 2 1 2 2
7 3 4 3 4 3 4
8 2 3 2 3 2 3 1
9 1 2 1 2 2 2 4 3
10 0 1 0 1 1 1 3 2 1
1n 7 8 7 8 8 8 10 9 7 7
12 0 1 0 1 1 1 3 2 1 0 7
13 2 3 2 3 3 3 3 2 3 2 9 2
14 0 1 0 1 1 1 3 2 1 0 7 0 2
15 4 5 4 4 5 5 5 4 5 4 11 4 4 4
16 2 3 2 3 3 3 3 2 3 2 9 2 2 2 4
17 2 3 2 3 3 3 3 2 3 2 9 2 2 2 4 2
18 0 1 0 1 1 1 3 2 1 0 7 0 2 0 4
19 0 1 0 1 1 1 3 2 1 0 7 0 2 0 4 2 2 0
20 0 1 0 1 1 1 3 2 1 0 7 0 2 0 4 2 2 0 0
21 1 2 1 2 1 2 2 1 2 1 8 1 3 1 5 3 3 1 1 1
2 3 4 3 4 3 4 0 1 4 3 10 3 3 3 5 3 3 3 3 3 2
23 8 8 8 8 10 9 8 7 14 7 9 n 9 7 7 7 8 10

Numero 1- corresponde as amostras BT- 02, BT- 269, BT- 271, BT- 303, BT - 310, BT- 402, BT- 507, BT- 508, BT-517 (estas
apresentam sequiéncias iguais); 2= BT-105, 3= BT-406; 4=BT-517; 5= 408; 6= BT-395; 7=SP- 420 e SP- 421 (sequiéncias iguais); 8=
SP-419; 9=SP05;10=SP-08 e SP-264 (sequénciasiguais); 11= SP-165; 12= SP-428; 13= SP-439; 14= SP-442; 15=SP-452; 16=SP-457;
17=JA-261; 18=JA-263; 19=MC-283; 20=MC-312; 21=BR-485; 22=S7-418; 23= M 25381 Petaluma
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5- Discussao

A ocorréncia da infeccdo pelo FIV ja foi descrita em varios paises. A Stuacéo
epidemioldgica aponta uma ampla fregliéncia, com vaores variando entre 1-52,7% (FRIEND
et a., 1990; FURUYA et d., 1990; MORAILLON, 1990; BANDECCHI et a., 1992
BRALEY, 1994). Os resultados observados no presente trabalho demonstram uma freqiéncia
de infeccdo de 15,6% (81/519) que se apresentaram dentro do esperado e concernente aos
encontrados pel os autores supracitados.

De acordo com Hartmann (1998), a ampla variacdo encontrada na freqiéncia da
infeccdo €, principdmente, devido a condicdo fisoldgica do anima estudado. Desta maneira,
nossos dados s0 vem reforcar esta afirmagdo, visto que 55,5% (45/81) das amostras positivas
foram de gatos considerados doentes. Na avaiacdo clinica dos gatos postivos observou-se
guadro clinico compativel com os descritos por outros pesquisadores (LAPPIN, 1995;
HARTMANN, 1998), porém ndo foi possivel classficalos em uma das quatro fases dlinicas
da doenca proposta por Kyaw-Tanner & Robinson (1996), a ndo ser 0s animals positivos e
assintométicos, os quais podem ser classificados dentro da fase de laténcia dainfeccéo.

Como observado nos resultados ndo foi possivel classficar os animais com relacéo
a idade, entretanto, os dados epidemioldgicos de trés gatos chamam a aengdo devido a idade,
a0 grau de parentesco (irméos) e pela postividade da mae. Conforme a literatura, a maior
incidéncia da doenga ocorre nos animais com idade entre cinco a dez anos (YAMAMOTO et
al., 1988; PERSECHINO et a., 1989). Outro aspecto importante descrito por Callanan et al.
(1991), Wasmoen et d. (1992), Sellon et d. (1994) e OMNeil et d. (1996), € a possibilidade de
transmissdo vertical, que pode ocorrer por via utering, durante o0 parto ou aravés do
detamento materno. Confrontando os dados descritos e os citados pela literatura, h& indicios
da posshilidade de transmissio verticad, e deve-se sdientar, também, que os outros dois gatos
resdentes na mesma casa e de outra origem materna foram negativos a infeccdo pelo FV;
reforcando aindamais a possivel transmissdo vertical.

Observou-se uma fregliéncia duas vezes superior nos machos em reacdo as
fémeas, modrando-se um pouco inferior a0 relatado em outros estudos, o0s quas
demongtraram uma superioridade de trés vezes em relacéo as fémeas (YAMAMOTO et 4d.,
1988; PERSECHINO et d., 1989). A explicacdo para esse maior nimero de machos
infectados tem ddo implicado a0 seu comportamento (PEDERSEN et d., 1989;
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YAMAMOTO et d., 1989). Varios estudos comportamentals ja demongtraram que oS gatos
machos adultos gpresentam uma agressvidade maior que as fémeas e brigam mais entre g,
principdmente, pela demarcacdo de territorio, dimentos e acasdamento (DARDS, 1983;
KERBY & MACDONALD, 1988; LIBERG & SANDELL, 1988, BRADSHAW & HALL,
1999). Deste modo, h& predisposicéo a infecgdo pelo FIV, uma vez que o principal méodo de
tranamissfo € a sdiva contaminada (AYALA et da., 1998). Asim, pode-se consderélos
COmMo animais com maior risco de infeccao.

Ao redizar o teste de viabilidade das amodtras foi possivel demonstrar que aguns
epécimes mantidos a temperatura de 8°C  permaneceram viaveis por aé trés meses
ressdtando que, com essa observacdo, apds colheita do sangue total, ndo é necessario fazer a
extracdo de DNA imediatamente. Entretanto, ndo se pdde prever o tempo maximo da
viabilidade das amogiras e também ndo foram encontrados dados de literatura referentes a este
aspecto para serem confrontados.

Para a reagdo de seqleciamento genético utilizaram-se fragmentos obtidos pela
técnica de PCR, a quad amplificou 658pb do gene gag do FIV. Apesar de varios trabalhos
terem sido baseados na sequiéncia do gene env para sorotipar e caracterizar geneticamente o
FIV, utilizourse, para este estudo, uma sequéncia do gene gag. A escolha desse gene, baseou
Se em Sua maior conservacao genética. Fato esse citado por Pistello et a. (1997), que através
da comparacéo da proporcéo de substituices sinbnimas e ndo-sSnonimas em dois fragmentos,
um do gene gag e outro do env, demonstraram uma maior conservacdo genética do gag. Outro
aspecto em que se baseou a escolha do gene gag foi a possibilidade de sorotipagem através
deste gene, pois de acordo com Hohdatsu et a. (1998) os gendtipos baseados neste gene
gpresentam uma ata correlacdo com 0s gendtipos ou clades baseados no gene env.

A seqiéncia de nucleotideos do gene gag de 459pb obtidas no seglienciamento
genético mostrou-se bagtante informativa para andise geneddgica, para a sorotipagem e para
a congrucdo da arvore filogenética. Pigello e colaboradores (1997) andisaram um fragmento
de nucleotideos de 308pb do gene gag e conseguiram redizar com seguranca a sorotipagem
do FIV. Através dese edtudo, os autores concluiram que mesmo utilizando uma sequéncia
curta de nucleotideos € possivel redizar a sorotipagem vird, desde que apresente dados
informativos suficientes para isso, reforcando a necessdade de se escolher com critério o
fragmento a ser seqlienciado.

Os estudos de sorotipagem do FIV ja demongraram uma ampla desiguddade na
digtribuicdo geogréfica. Dentre os gendtipos existentes, 0 A e 0 B s8o 0s mais freglientemente
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identificados em véaios @ises da Europa, nos E.U.A. e no Japdo (NISHIMURA et d., 1998;
STEINRIGL & KLEIN, 2003). Neste trabaho, foi identificado um Unico gendtipo em todas
as amostras estudadas, o gendtipo B. Esse achado corrobora com os encontrados por Duarte et
a. (2002) que aravés da andise do gene gag, env e da regido LTR identificaram em Portugd
somente 0 gendtipo B. Deve-se ressatar que as amodras colhidas foram de animais residentes
somente no estado de S&o Paulo e pode ser que a identificacdo de gpenas um gendtipo ndo
reflita a redidade da populacdo de felinos brasleiros, reforcando com isso a importancia da
redizacdo de outros trabahos desta magnitude. Entretanto, em resumo recentemente
gpresentado no Encontro Naciona de Virologia, Caxito et a. (2003), Minas Gerais, também
encontraram apenas 0 gendtipo B por estudos de RFLP do gene gag em nove amostras
positivas parao FIV.

Nese estudo, a busca peo mehor moddo resultou na indicacdo do método
proposto por Tamura Ne (1993). Esse modelo evolutivo considera gque as taxas de transicéo
entre as purinas (A e G) e entre as pirimidinas (C e T) sfo diferentes entre S e assume que ha
diferencas entre as taxas de transverséo e transi¢cdo. De acordo com Russo et a (2001), esse
modelo é baseado no pressuposto de que todos os Sitios evoluem a uma mesma taxa, o que
raramente ocorre. Assm, foi proposto utilizar a distribuicdo gama como um méodo para
corrigir faha A correcdo gama apenas adiciona 0 parametro de variacdo de taxas no
cdculo do nimero de subgtituigbes, ou sga, todos os sitios evoluem de acordo com uma
determinada distribui¢do, mas as taxas de evolucéo variam de sitio para sitio.

Através do estudo das mutagbes ocorridas nas 32 amostras positivas estudadas,
pode-se inferir que a escolha do gene gag foi bastante adequada, uma vez que o nimero de
mutagbes sinbnimas observadas neste estudo foi maior que o ja publicado para outros genes
(PISTELLO e d., 1997; STEINRIGL & KLEIN, 2003), facilitando a andise filogenéica
Iso € particularmente importante no que se refere ap gene env, em que a taxa de mutacdo é
bastante elevada, resultando em variagBes que ndo refletem os virus na popul agéo.

Na inferéncia filogenética utilizaramse trés metodologias, das quais duas séo
baseadas em matrizes de disténcias que sfo a evolugdo minima (ME) e agrupamento de
vizinhos ou neighbor-joining (NJ e uma em etado de carder, 0 méodo da maxima
parcimonia

As avores filogenéticas obtidas pelos métodos de evolucdo minima e

agrupamento de vizinhos gpresentaram como resultado uma Unica avore e com caracteristicas
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muito semelhantes, faio ja esperado uma vez que 0 méodo de agrupamento de vizinhos foi
criado a partir do método de evolucdo minima.

Ressdta-se ainda, que em ambas as arvores obtidas através dos méodos de ME e
NJ, todos os téxons andisados foram agrupados dentro do genctipo B, fato suportado pelos
vaores de bootstrap de 99% e 98%, respectivamente, observados nas figuras 12 e 14. O teste
de bootstrap, desenvolvido por Felsenstein (1985), € usado para testar o grau de
confiabilidade de avores filogenéticas, ou sga, revela a conssténcia interna dos dados. De
acordo com Nel & Kumar (2000), se o vaor do bootstrap for igua ou superior a 95%, 0
arranjo é consderado como sgnificantemente apoiado.

Durante a andise filogenética pdo méodo da méxima parcimonia, utilizou-se
como grupo externo a edtirpe vira do FIV identificada pelo nome Petduma e com nimero de
acess0 no GenBank de M25381. Essa escolha foi baseada no reconhecimento mundial da
mesma, por ser referéncia de estudo em varias pesquisas e por ser citada peo sitio de
taxonomia vird (www.virugaxonomyonlinecom) como referéncia (VAN REGENMORTEL
et a., 2000).

Ao comparar a avore produzida peo método da maxima parcimdnia com as

avores dos métodos acima citados, observou-se uma topologia dtamente concordante entre
elas e, apesar de apresentarem aspectos metodoldgicos diferentes as 32 amodtras estudadas
também foram agrupadas dentro do clade B com um ato hdice de bootstrap (100%). Dentro
do clade B, véios subclades foram consstentemente observados (figura 16). De acordo com a
disposicéo na topologia foram classificadas em 1 a 5. No subclade 1 foram agrupadas quase
todas as amostras oriundas da cidade de Botucatu, a maioria das positivas de S&o Paulo, duas
de Jal e a Unica amostra da cidade de Suzano. A amostra, BT-395, a Unica que ndo foi
classificada no subclade 1, gpresentou uma extrema proximidade com a amostra SP-428.

As amodras (BT-395 e SP-428), também agpresentaram intimidade com outra
estirpe estudada, MC-283, procedente de Mogi das Cruzes e as trés, dentro das 32 estudadas,
foram agrupadas dentro do subclade 3, juntamente com as edtirpes de FIV utilizadas como
referencia para 0 clade B; é importante ressdtar que entre as trésa MC-283, foi a que
gpresentou maior proximidade com as edirpes referéncias de B. Ao andlisar os dados
epidemiolégicos da amostra BT-395 verificorse que a mesma pertencia a um anima de
origem desconhecida abergado em um criatério particular que recolhe animais errantes.

Consequientemente, pode-se consderar a possbilidade de uma mesma origem ancestrd entre
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as trés e delas com as amodtras de referéncia, ademais, o animal pode ter sido infectado em
quaquer uma destas cidades.

O subclade 4 foi composto pelas amostras SP-439, BR-485, SP-452 e JA-261, as
quais gpresentam origem geogréfica diferentes entre s, com excegdo das duas de Séo Paulo;
contudo, os dados epidemiolégicos sfo iguais aos da amostra BT-395, ou sga, origem
priméria desconhecida. Concluindo, apesar de terem Sdo colhides em cidades diferentes,
pode se sugerir uma ancestralidade comum entre elas. Na avore da maxima parciménia,
hipbtese é suportada principdmente, entre as amostras SP-452 e JA-261 pelo vaor de
bootstrap encontrado de 97.

Curiosamente, a amostra, MC-312, de Mogi das Cruzes, ndo foi agrupada e nem
goresentou proximidade com nenhuma outra estirpe estudada em nenhuma das trés &vores
obtidas, ou sga, ndo foi possive agrupala dentro de nerhum subclade. Assim, pode-se
sugerir que MC-312 representa um protétipo de outro subclade.

A edirpe Mayland tornou-se importante a medida que, a0 ser andisada,
demonsgtrou uma maior diferenca com as demas estudadas, uma vez que em nenhuma das
topologias foi agrupada dentro dos subclades formados. Dedta feita, pode se inferir que a
edtirpe Maryland tem outro ancestral e gpresenta maior grau de heterogeneidade em relacéo as
outras amostras estudadas. Além disso, ao andisar as arvores congtruidas, o clade B pode ser
dividido em dois subclades digintos. Um subclade maor formado pelas 32 amodras
edtudadas e mais as amodiras utilizadas como referéncia do clade B no dinhamento genético e
outro menor formado Unica e exclusvamente pda edtirpe Mayland. A explicacéo provéve
para eda nitida separacdo observada € a origem geogréfica das edtirpes utilizadas como
referéncia do clade B, viso que a Maryland foi isolada de amostra oriunda dos E.U.A. e as
outras quatro sdo de origem japonesa.

Neste trabalho observa-se a primera evidéncia que o gendtipo B de FIV é
predominante e atamente divergente no estado de S0 Paulo. As amosiras estudadas e
agrupadas dentro do clade B foram originarias de véias cidades paulistas. Além disso,
edirpes de mesma origem geogréfica foram agrupadas dentro de diferentes subclades,
reforcando a divergéncia observada entre eas. Entretanto, sGo necessarios mais estudos
detahados para poder determinar a prevaléncia da ocorréncia dos gendtipos de FIV em Sdo
Paulo e também no Brasl.

Como descrito na revisdo de literatura, recentemente nos EU.A. foi gorovada a

comercidizacd de uma vacina com dois gendtipos diferentes de FIV. Contudo, varias
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publicagbes demongtraram a dificuldade em se produzir uma vacina eficaz contra todos os
gendtipos existentes, uma vez que nao ocorre protecdo entre os gendtipos heterolGgos
(ELYAR e d. 1997). Adiciondmente, somente no Japdo, Nishimura e d. (1998)
demonstraram a ocorréncia de quatro genctipos diferentes naquela populacdo de gatos. Essa
investigacdo reforca a sugestdo feita por Steinrigl & Klein (2003) da necessdade de se
conhecer a diversdade genética de cada pais para poder produzir uma vacina eficaz em cada
redidade, evitando assm possivels fahas vacinas. No Brasl, aravés dos resultados deste

trabalho, pode-se ainda sugerir a producdo de uma vacina contendo somente as subclades do
gendtipo B mais freqlientes.



“Tenho em mim todos os sonhos do mundo”.

Fernando Pessoa

Conclusoes



6- Conclusoes

Na populacdo de gatos domeésticos estudada, a freqiiéncia de infecgdo pelo FIV
foi de 15,6%. Nos machos este indice gpresentou um vaor superior as fémeas

e 0s animas clinicamente doentes também apresentaram maior ocorréncia da

infeccéo.

Através das 32 amodras podtivas estudadas foi redizada a genotipagem do

FIV e assm, determinouse a ocorréncia de somente o gendtipo B nas mesmas.

As amostras estudadas apresentam a mesma origem ancestrd com as edtirpes

oriundas do Japéo.

A seguéncia do gene gag estudada permitiu com seguranca redizar a andise
filogenética e também a classificagdo dos clades de FIV.



“A verdadeira felicidade provém de um
sentimento de paz e contentamento que, por
sua vez, tem que ser alcan¢ado através do
cultivo do altruismo, do amor, da compaixdo
e da eliminacdo da cobica e do egoismo”.

Tenzin Gyatso, o XI'V Dalai-Lama.
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