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RESUMO

Diversas afec¢gdes que acometem os felinos domésticos, como as retroviroses, ndo possuem tratamento efetivo.
Tal fato torna relevante o estudo dessas doencas, em virtude da baixa eficacia de cura e carater majoritariamente
vitalicio. Entre as retroviroses que mais acometem os felinos estdo a imunodeficiéncia felina (FIV) e a leucemia
felina (FeLV). O diagnostico ¢ obtido pela associagdo do exame clinico, geralmente inconclusivo, com exames
laboratoriais complementares. Testes moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), sdo eficientes
para a detecgdo do DNA proviral e podem ser utilizados na rotina diagnodstica. Diante disso, o objetivo deste
estudo foi comprovar a eficiéncia do protocolo molecular Nested PCR para diagnosticar FIV e FeLV. Para tal,
amostras de sangue e/ou medula de 41 gatos domésticos foram coletadas por meio de puncdo venosa ou de
medula e encaminhadas ao laboratério Oncells Biotecnologia. Os seguintes pares de primers foram adotados
para o Nested PCR: FF1 e FF2 para o primeiro ciclo, com um amplicon de 1325pb para FIV e 490pb para a
FeLV. Para o segundo foi utilizada a combinacdo F14, F15, FE4 e FE7, com um amplicon de 1138pb para FIV e
306pb para FeLV. As bandas correspondentes as esperadas para FeLV foram detectadas pela observagdo dos
géis, porém, além de outras bandas inespecificas, ndo foram observadas bandas correspondentes a FIV. Os
resultados confirmam a capacidade de detec¢do do patogeno da FeLV pela técnica empregada. No entanto,
novos ajustes do protocolo sdo necessarios.
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ABSTRACT

Several affections that affect domestic cats, such as retroviruses, do not have effective treatment. This fact makes
the study of these diseases relevant; due to the low healing efficacy and mostly lifelong character. Among the
retroviruses that most affect felines are feline immunodeficiency (FIV) and feline leukemia (FelV). The
diagnosis is obtained by associating the clinical examination, which is generally inconclusive, with
complementary laboratory tests. Molecular tests, such as the polymerase chain reaction (PCR), are efficient for
proviral DNA detection and can be used in the diagnostic routine. Therefore, this study aimed to prove the
efficiency of the molecular protocol Nested PCR to diagnose FIV and FeLV. For this purpose, blood and/ or
bone marrow samples from 41 domestic cats were collected through venipuncture or bone marrow and sent to
the Oncells Biotechnology laboratory. The following primer pairs were adopted for the Nested PCR: FF1 and
FF2 for the first cycle, with an amplicon of 1325bp for FIV and 490bp for FelV. For the second, the
combination F14, F15, FE4, and FE7 was used, with an amplicon of 1138bp for FIV and 306bp for FeLV. The
bands corresponding to those expected for FeLV were detected by observing the gels; however, in addition to
other non-specific bands, bands corresponding to FIV were not observed. The results confirm the ability to
detect the FeLV pathogen by the technique employed. Nevertheless new protocol adjustments are required.
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INTRODUCAO

O retrovirus felino da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV)
integram a familia Retroviridae e estdo entre os mais comuns e relevantes causadores de
doencas infecciosas em gatos, sendo encontrados em todo o mundo, com soroprevaléncia
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variavel, dependendo da geografia e dos fatores de risco (LUTZ, 1990). Em felinos
domésticos, o género Gammaretrovirus causa a Leucemia viral felina (FeLV) por sua vez a
Imunodeficiéncia felina (FIV) é causada pelos retrovirus do género Lentivirus (SOUZA e
TEIXEIRA, 2003).

Os retrovirus se replicam em tecidos de alta taxa metabodlica, onde a infec¢ao por
FeLV causa doencas mieloproliferativas e degenerativas, por sua vez a FIV causa doenga
imunossupressora. Eles vao apresentar caracteristicamente a sintese do DNA (pro-virus) a
partir do RNA, onde esta transcri¢do ¢ mediada pela enzima transcriptase reversa (WAGNER
e HEWLETT, 1999; TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

E recomendado, segundo a Associacio Americana de Médicos de Felinos (American
Association of Feline Practitioners - AAFP), que o teste para o FIV e o FeLV deve fazer parte
dos dados basicos minimos de todo gato doente ou ndo, mesmo que ja tenha sido testado e
negativado (LEVY et al., 2005).

No que diz respeito a FeLV, alguns animais podem permanecer infectados de modo
latente por meses ou anos. Esses gatos apresentam resultados negativos aos testes de leucemia
felina (ELISA, IFI, RT-PCR, imunocromatografia ou isolamento viral), mas podem
permanecer positivos por toda a vida por meio do teste de PCR, que detecta o provirus
integrado ao genoma do hospedeiro (JERICO et al., 2015).

J& para o virus da FIV, diversos subtipos do virus ja foram identificados, a saber: A,
B, C, D e E. Adicionalmente, podem ocorrer mutagdes intra-hospedeiro do virus. O FIV
apresenta, no “gene env”’, uma regido hipervaridvel, o que resulta em diferencas nos
determinantes antigénicos, o que representa um sério obstidculo ao desenvolvimento de
vacinas, capazes de proteger contra os subtipos mais prevalentes (ADAM e DANDRIEOUX,
2011).

A infecgdo por esses retrovirus pode ser diagnosticada através de imunoensaios
enzimaticos (ELISA) tradicionais, kits rapidos de ELISA (testes rapidos), Western blot,
imunofluorescéncia indireta (IFT), reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e isolamento viral
(ADAM e DANDRIEOUX, 2011). Entretanto, os testes moleculares como a reacdo em cadeia
da polimerase estdo cada vez mais sendo utilizados devido as vantagens sobre os testes
soroldgicos, uma vez que, além de detectarem e identificarem os agentes virais, permitem
também caracteriza-los geneticamente (TANDON et al., 2008).

Devido a possibilidade de infecgdes duplas FIV-FeLV e as vantagens de uma
deteccao conjunta de ambos os retrovirus, o objetivo do presente trabalho foi validar um
protocolo adaptado de diagnostico molecular duplo por nested PCR para FIV e FeLV.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Foram utilizados no estudo gatos oriundos de clinicas parceiras, na cidade de
Fortaleza/CE. Um total de 41 amostras, das quais 40 de sangue ¢ 1 de medula foram
encaminhadas para o Laboratorio Oncells Biotecnologia, onde foram realizadas as extragdes
de DNA, reagdes de PCR e andlises de eletroforese.
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Extracao de DNA das amostras

A extracdo de DNA foi realizada nas amostras de sangue total e medula, utilizando a
técnica de lise alcalina modificada, onde, para cada amostra, foram feitas aliquotas de 200puL
e 400uL de sangue ou 25uL, 50uL e 100uL de medula. As amostras foram adicionadas
300uL de solugdo de lavagem, seguido de centrifugagdo a 3.000g por 1 minuto em centrifuga
(GmClab®-Gilson), sendo o sobrenadante descartado. Apds 4 lavagens, o pellet foi resuspenso
em 60uL de solugdo com base em NaOH e incubado a 65° por 10 minutos em termociclador
(T100° Bio- Rad) para lise das células e obten¢io do DNA. Apos essa etapa, foi adicionado
60uL de solugdo com base em TrisHCI para a inativacdo do processo de lise alcalina,
obtendo-se um total de 120uL de amostra de DNA extraido, dos quais 2uL serdo utilizados
para cada reacdo.

Amplificacao por Nested PCR

Para a primeira PCR utilizamos os primers FF1 E FF2 (Tab. 01), onde foi adotado o
seguinte perfil de ciclo térmico: 94 °C por 7 minutos, para denaturagdo inicial, seguido de 35
ciclos a 94 °C por 1 minuto para denaturacdo, 51 °C por 1 minuto para anelamento e 72 °C
por 3 minutos para extensdo com 10 minutos de extensao final a 72 °C.

Tabela 01: Sequéncia de primers (forward and reverse) usados no experimento.

Nome 5-3 Amplificagao
FF1 AMCCRTTATTRGGRAGAG 1325 pb para FIV
FF2 CAMAGYAGCATGGATRTM 490 pb para FeLV

(Adaptado de ARJONA et al., 2007).

Na segunda PCR (Nested), foram utilizados os primers F14, F15, FE4 ¢ FE7 (Tab.
02) onde foi adotado o seguinte perfil de ciclo térmico: 94 °C por 7 minutos, para denaturagao
inicial e 94 °C por 1 minuto, 51 °C por 1 minuto, 72 °C por 90 segundos, para denaturagao,
anelamento e extensdo respectivamente durante 25 ciclos e 72 °C por 10 minutos, para
extensao final.

Tabela 02: Sequéncia de primers (forward and reverse) usados no experimento.

Nome 5-3 Amplificacido
F15 CAATGGCCATTAAATGAA 1138 pb para FIV
F14 AGAGAGGCCTGGAATCAAAT 306 pb para FeLV
FE7 GAAAGTACACAAAAACAGGAG 257 pb para Retrovirus Endégeno
FE4 CTTAAGTCCTGCACTGG

(Adaptado de ARJONA et al., 2007).

Ambas as reacdes de PCR foram realizadas utilizando mix de reagao comercial
(MasterMix PCR Convencional, QuatroG Biotecnologia) cuja composi¢do ¢: Taq DNA
polimerase recombinante 1,5U, tampao de rea¢do 10x (100mM de Tris-HCIL, pH 8.5 e 500mM
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de KCI), 1,7mM de MgCI2, 0,2mM de dNTPs reacdes de 25ul. Para visualizagdo dos
resultados foi utilizada a eletroforese em gel de agarose (1,5% em solucdo de tampao Tris
Acido Acético e EDTA - TAE).

Eletroforese em gel de agarose

Para a eletroforese foram adicionados SuL de tampao de corrida contendo marcador
gel red (Uniscien-ce®) aos 25uL na reagdo de PCR, onde 10pL dessa mistura foram aplicadas
em gel de agarose 1,5% (Uniscience®) em solugido TAE (QuatriG®) em corrente elétrica de 65
Volts. Apés 30 e 60 minutos, foi realizada a visualizagdo dos géis sobre lampada UV
(Transiluninator Benchtop UVP®) com comprimento de onda de 302 nanometros, onde os
produtos da amplificagdo foram comparados com os ladders de 50pb e 100pb (QuatroG®).

Analise estatistica

Foi aplicada a estatistica descritiva simples, onde os animais foram classificados
como positivos ou negativos para cada um dos genes testados de acordo com a presenca de
uma ou mais bandas no gel de eletroforese. Nesse sentido, foram considerados resultados
positivos a presenga de bandas simultanea ou individuais na altura de 1325pb e/ou 1138pb
para FIV, 490pb e/ou 306pb para FELV e/ou 257pb para o retrovirus endégeno. Para garantir
a qualidade do DNA de cada amostra, o resultado Nome 5°-3° Amplificagdo GAPDH F
TTCCACGGCACAGTCAAG 115 pb GAPDH R ACTCAGCACCAGCATCAC positivo na
extragdo pdde ser evidenciado com a presenca da expressao do GAPDH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extragdo das amostras foi confirmada através da observacdo da expressio do
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Fig. 01).

100 pb
Ladder

1000pb

F G H Branco

Figura 01: Expressao do GAPDH em amostras de gatos. (Fonte: Acervo pessoal, 2018)

O GAPDH representa um gene de referéncia universal expresso que tem muitos
papéis bioldgicos além de sua fun¢do na glicélise. Um ensaio GAPDH foi desenvolvido para
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a normalizacdo precisa da expressdo do RNA mensageiro felino (mRNA) (LEUTENEGGER
et al., 1999), validado através da comparacdo com outros potenciais genes de referéncia de
mRNA felino (KESSLER et al., 2009).

Posteriormente, o GAPDH foi aplicado como controle de qualidade para testar a
integridade do gDNA e a auséncia de inibidores da PCR (LEUTENEGGER, 1999). Novacco
et al. (2011) e Wolf-Jackel et al. (2012) sugeriram que uma unica copia do pseudogene
GAPDH esta presente no genoma felino e que o ensaio GAPDH felino pode, portanto, ser
usado para quantificar o niimero de células em amostras de felinos, confirmando que o
protocolo de lise alcalina ¢ efetivo para a extracdo de DNA tanto de sangue quanto de medula
de felinos.

Apesar de se tratar de retrovirus, optou-se por realizar a extracdo do DNA total e nao
do RNA, visto que a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método eficiente para a
deteccao do DNA proviral, sintetizado a partir do RNA dos retrovirus (RIMSTAD e
UELAND, 1992; CALDAS et al., 2000, MIYAZAWA, 2002) Ainda, o DNA ¢ um acido
nucleico mais estavel e menos sujeito a degradacdo que o RNA, além de possibilitar a
utilizag¢ao de protocolos de extragdo mais simples e baratos.

Todos os animais em questdo apresentaram retrovirus endoégeno. De acordo com
Little (2005), praticamente todos os gatos t€ém material genético retroviral enddégeno que
normalmente esta presente no genoma e ¢ hereditario. Esses fragmentos de DNA endogeno
ndo sdo patogénicos em si e ndo produzem particulas virais infecciosas. Entretanto, podem
recombinar-se com retrovirus exogenos, como o FeLV-A, e aumentar a patogenicidade do
virus infectante.

Para o presente trabalho, optou-se pela utilizagdo da técnica de PCR nested, que
consiste na realizacdo de duas reagdoes de PCR com primers externos e internos, onde o
produto da primeira reagdo com par de primers externos ¢ amplificado na segunda reagdo, que
utiliza par de primers internos, sendo uma técnica qualitativamente e quantitativamente
superior a PCR simples, com ganhos de especificidade e quantidade do material amplificado
(CALDAS et al., 2000).

No que diz respeito a FeLV dos 41 animais analisados, 13 foram negativos e 32
positivos, confirmando que a FeLV ¢ uma afec¢ao comum em felinos (Fig. 02 e 03).

1000pb
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Figura 02: Primeiro ciclo Nested PCR realizado em amostras de felinos para diagndstico de
FIV e FeLV. (Fonte: Acervo pessoal, 2018)
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Figura 03: Segundo ciclo Nested PCR realizado em amostras de felinos para diagndstico de
FIV e FeLV. (Fonte: Acervo pessoal, 2018)

Quando realizado por uma equipe bem treinada em um laboratorio bem equipado, a
PCR pode ser considerada a metodologia mais sensivel para deteccdo de FeLV sendo,
inclusive, a técnica de eleicio (NORSWORTHY et al., 2010). Ha também alguns detalhes de
execucdo importantes que podem promover um resultado erroneo do teste rapido, como a
utilizagdo de kits em temperatura inadequada, ler o resultado no tempo incorreto e usar sangue
total para a realizacdo do teste (HARTMANN, 2012).

De acordo com Levy et al. (2005), ¢ clara a relevancia do teste quando menciona que
individuos positivos nem sempre apresentam sinais clinicos da doenga, mas permanecem
portadores e disseminadores do virus dentro da populagdo. No entanto, para que o teste dos
gatos se torne rotina nos consultorios, ¢ imprescindivel a existéncia de uma metodologia
acurada com alta sensibilidade e especificidade, para que a detec¢do rapida dos virus possa ser
aplicada de forma pratica e confiavel pelo médico veterinario durante a consulta de rotina.

Em contrapartida, ndo foram observados animais positivos para FIV, sugerindo
algumas hipoteses, tais quais: os animais em questdo ndo eram portadores do virus para FIV, o
que seria menos provavel devido ao numero de animais e suas condicdes clinicas; ou o
protocolo utilizado necessita passar por ajustes, pois, nao foi eficiente para a detec¢dao da FIV
nas amostras testadas. O unico animal de amostra medula foi negativo para FIV e positivo
para FeL V.

CONCLUSOES

A Nested PCR ¢ uma técnica que permite de maneira mais sensivel e versatil a
detec¢do de multiplas doencgas, o que faz dela uma ferramenta valiosa na clinica de pequenos
animais. A técnica de Nested PCR apresenta eficiéncia para a deteccao de FeLV. Ja para FIV
sd0 necessarios ajustes no protocolo da técnica no sentido de proporcionar a dupla detecgao
de FIV e FeLLV.
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