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RESUMO

SUBTIPIFICACAO MOLECULAR DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA FELINA EM
PORTUGAL CONTINENTAL E ACORES

Objetivo: Determinar a diversidade genética do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) numa

amostra populacional de felinos seropositivos de Portugal Continental e Acores.

Meétodos: O DNA proviral de 82 amostras de sangue total de felinos seropositivos foi isolado
e posteriormente amplificado um fragmento correspondente aos dominios mais variaveis do
gene env (V3-V5), pela técnica da reacdo em cadeia pela polimerase (polimerase chain
reaction, PCR). A amplificacdo foi confirmada pela visualizacdo do fragmento em géis de
eletroforese. Os produtos purificados foram diretamente sequenciados. Foi realizada uma
andlise filogenética, comparando as novas sequéncias obtidas com sequéncias representativas

dos diferentes subtipos.

Resultados: A regido V3-V5 foi amplificada e sequenciada com sucesso em 49 amostras, das

quais 31 agruparam no subtipo B, 11 no subtipo A, 6 no subtipo E e 1 no subtipo F.

Concluséo: O subtipo B € o mais comum em Portugal e o Unico detetado nos Acores. A
diversidade genética entre subtipos e dentro do subtipo B é crescente. Este é o primeiro estudo
que relata a presenca do subtipo E no pais. Estudos posteriores noutros centros urbanos e ilhas

poderdo fornecer mais informacao util sobre a diversidade filogenética de FIV em Portugal.

Palavras-chave: anédlise filogenética, Acores, diversidade genética, felinos, Portugal
Continental, virus da imunodeficiéncia felina, subtipificacdo molecular, subtipos.

Abreviaturas: FIV, virus da imunodeficiéncia felina; PCR, reacdo em cadeia pela

polimerase.



ABSTRACT

MOLECULAR SUBTYPING OF THE FELINE IMMUNODEFICIENCY VIRUS IN
CONTINENTAL PORTUGAL AND AZORES

Objective: To determine the genetic diversity of feline immunodeficiency virus (FIV) in a

sample of FIVV-positive cats in mainland Portugal and Azores.

Methods: Proviral DNA was isolated from 82 samples and subsequently amplified by
polymerase chain reaction (PCR) to yield a fragment corresponding to the high variable
regions of the env gene (V3-V5). Amplification was confirmed by the fragment visualization
in electrophoresis gels. The purified products were directly sequenced. Phylogenetic analysis
was performed and comparisons made with previously characterized sequences of the

different subtypes.

Results: The V3-V5 region was successfully amplified in 49 samples. The new sequences
were found to cluster in 4 subtypes: 31 samples clustered with subtype B sequences, 11 with

subtype A, 6 with subtype E and 1 with subtype F.

Conclusions: Subtype B is the most common in Portugal and the only one detected in Azores.
Genetic diversity between subtypes and within the subtype B is increasing. This is the first
study that reports the presence of subtype E in Portugal. Further studies in other urban centers
and islands may provide more useful information about the phylogenetic diversity of FIV in

Portugal.

Keywords: Azores, cats, feline immunodeficiency virus, genetic diversity, mainland

Portugal, molecular subtyping, phylogenetic analysis, subtypes.

Abbreviations: FIV, feline immunodeficiency virus; PCR, polymerase chain reaction.
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I. INTRODUCAO

1. TEMATICA E OBJETIVOS

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um importante agente patogenico em Medicina
Veterinaria, responsavel por altas taxas de morbilidade e mortalidade em felinos domésticos e
assilvestrados de todo o mundo (Dunham, 2006; Bande et al., 2012).

O desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz que impeca a transmissdo e propagacéo do
FIV é essencial para o controlo da infe¢do. Um dos principais problemas no desenvolvimento
de uma vacina eficaz contra o FIV é a capacidade evolutiva deste lentivirus, como forma de
escapar a resposta imunitaria do hospedeiro. O principal alvo dos anticorpos neutralizantes é a
glicoproteina do involucro viral, codificada por regifes gendmicas altamente variaveis. Esta
variabilidade genética é resultado das altas taxas de mutacdo que ocorrem durante a
transcricdo reversa do RNA viral em DNA, para posterior integracdo do provirus no genoma
de uma célula infetada.

Com base na diversidade genética do FIV, foram descritos, até a data, 6 subtipos, de A a F,
com uma distribuicdo mundial ndo uniforme (Sodora et al., 1994; Kakinuma et al., 1995;
Pecoraro et al., 1996; Duarte & Tavares, 2006; Hayward, Kann, Seddon, Kyaw-Tanner &
Meers, 2007; Taylor & Rodrigo, 2007; Hayward & Rodrigo, 2008). O estudo da diversidade
genética do FIV e a identificacdo de subtipos sdo cruciais para o desenvolvimento de
estratégias de vacinacdo geografica e temporalmente especificas (Sodora et al., 1994).

Embora ja tenha sido introduzida uma vacina contra os subtipos A e D em alguns paises,
nomeadamente nos EUA, Canada, Nova Zelandia, Australia e Japdo, a sua eficacia ndo foi
totalmente comprovada. Para a introducdo de uma vacina contra o FIV na Europa, e em
particular em Portugal, é necessario dar continuidade aos estudos de filogenia para
subtipificagdo do virus, com vista a desenvolver uma vacina geografica e temporalmente
eficaz. Paralelamente, a introducdo de uma vacina em Portugal ou na Europa tem
consequéncias diretas nos atuais métodos de diagnostico de FIV, incapazes de distinguir
Anticorpos (Ac’s) vacinais de Ac’s produzidos pela infe¢do natural. A introducdo de uma
vacina contra o FIV exige também uma reformulacdo dos métodos de diagndstico atualmente
disponiveis.

Por outro lado, o estudo da diversidade genética podera ser util na escolha de uma terapéutica
especifica, adaptada ao grau de patogenicidade do subtipo viral.

O FIV é também um objeto de estudo relevante em Medicina Humana, devido as semelhancas

gue apresenta com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Tal como o HIV, o FIV é um
1



lentivirus linfotropico, que causa uma sindrome de imunodeficiéncia adquirida em gatos
domeésticos. Para além de caracteristicas morfologicas e bioquimicas, estes virus partilham um
padrdo de patogenia muito similar, caracterizado por um longo periodo de laténcia clinica,
durante o qual a funcdo imunoldgica progressivamente se deteora. O FIV tornou-se por isso
um excelente modelo animal para o estudo do HIV.

A diversidade genética do FIV pode entdo ser avaliada com base na andlise de sequéncias
nucleotidicas de diferentes regides do genoma viral, nomeadamente: os dominios V3-V5 do
gene env (Sodora et al., 1994; Pecoraro et al., 1996; Duarte & Tavares, 2006; Hayward et al.,
2007; Hayward & Rodrigo, 2008); a regido do gene gag codificante da proteina da capside
(CA) do virido (Hohdatsu et al., 1998; Kakinuma et al., 1995; Kurosawa et al., 1999; Marcola
et al., 2013; Steinrigl & Klein, 2003); e a regido correspondente a repeticdo terminal longa
(LTR) (Phillips et al., 1990; Yamada et al., 1995; Duarte, Marques, Tavares & Fevereiro,
2002; Reggeti & Bienzle, 2004).

A diversidade genética do FIV ja foi demonstrada em Portugal continental, tendo sido
identificados 3 subtipos (A, B e F) na area metropolitana de Lisboa (Duarte et al., 2002;
Duarte & Tavares, 2006).

O presente estudo pretende determinar a diversidade genética do FIV em algumas areas
geogréficas de Portugal, incluindo o concelho de Lisboa, Moita e Ilha de Sdo Miguel, com o
objetivo de, em estudos posteriores, ser possivel desenvolver e avaliar a introducdo de uma
vacina dirigida para os subtipos geograficamente prevalentes. Com base na analise
filogenética da regido V3-V5 do gene env, pretende-se demonstrar que a diversidade genética
deste virus em Portugal continental ndo € estatica e, pela primeira vez, subtipificar isolados de
FIV de outras regides do pais — Moita e Agores.

2. BREVE DESCRICAO DO ESTAGIO CURRICULAR

A presente dissertacdo é o resultado do trabalho laboratorial desenvolvido durante o estagio
curricular no Laboratério de Virologia, Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade
Animal (CIISA), na Faculdade de Medicina Veterindria (FMV) da Universidade de Lisboa
(UL). Em cumprimento com 0s requisitos para a obtencdo do grau de mestre, 0 estagio
curricular, com inicio a 6 de Abril do ano de 2014, teve a duracdo de quatro meses, 0 que

representou um total de 720 horas.



Durante 0 estagio curricular foram utilizadas diversas técnicas de biologia molecular?,
nomeadamente:
> Extracdo de DNA a partir de amostras de sangue total;
> Reacdo em cadeia pela polimerase (polimerase chain reaction, PCR):
e PCR convencional;
e Nested-PCR, para amplificacdo da regido V3-V5 do gene env e da regido
LTR;
e PCR em tempo real (rt-PCR);
» Purificacdo de DNA a partir de reacOes de PCR;
» Clonagem do fragmento V3-V5 do gene env, num vetor plasmidico, usando a bactéria
Escherichia coli para propagacao do vetor;
» Eletroforese:
e Em géis de agarose, para avaliacdo da eficiéncia de amplificacdo do PCR;
e Em géis de poliacrilamida, para determinacgdo de heteroduplexes;
» Extracdo e purificacdo de DNA a partir de geis de agarose.
Além das técnicas laboratoriais, foram também utilizadas metodologias computacionais para a
obtencdo, analise e manipulacdo de dados genéticos, tais como:
» CLC Workbench:
e Alinhamento multiplo de sequéncias através do algoritmo ClustalWw;
» Mega6:
e Construcdo de uma arvore filogenética pelo método Neighbor-Joining;
e Estimativa de divergéncias genéticas entre pares de sequéncias, com obtencao
de uma matriz triangular, através do método Kimura two-parameter.
» Excel, para exportacdo de matrizes triangulares de distancias genéticas e calculo de
valores de média, maximo e minimo para diversos grupos de sequéncias nucleotidicas

(subtipos, subgrupos e outros aglomerados).

! Algumas das técnicas de biologia molecular aplicadas durante o estagio néo contribuiram para a obtengdo dos
resultados finais deste estudo, pelo que ndo constam no capitulo MATERIAL E METODOS.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. IMUNODEFICIENCIA FELINA

1.1. Etiologia

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um importante agente patogénico em gatos
domeésticos, responsavel pelo desenvolvimento de uma sindrome de imunodeficiéncia
adquirida similar a observada em humanos infetados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Devido as semelhancas biologicas entre ambos, o FIV é utilizado como modelo para o
estudo da patogenia do HIV e para o desenvolvimento de estratégias de vacinacdo (Sodora et
al., 1994; Bendinelli et al., 1995; Bachmann et al., 1997; Caldas, de Souza Leal, Silva &
Ravazzolo, 2000; Burkhard & Dean, 2003; Duarte & Tavares, 2006).

Taxonomicamente, o FIV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
género Lentivirus (International Committee on Taxonomy of Viruses [ICTV], 2013), tendo
sido pela primeira vez isolado em 1986, em Petaluma, no Estado da California (Pedersen,
Yamamoto, Ishida & Hansen, 1989).

Para além do gato doméstico (Felis catus), o FIV infeta numerosas espécies de felinos
selvagens (Troyer et al., 2005). Carpenter ¢ O’Brien (1995) relataram a identificacdo de Ac’s
contra 0 FIV em 16 espécies de felinos silvestres, embora com menor carga viral e sem
evidéncia de patogenicidade (Olmsted et al., 1992; Carpenter & O’Brien, 1995), 0 que leva a
crer que felinos ndo-domésticos estardo em contacto com o virus ha mais tempo que o gato
doméstico (Sellon & Hartmann, 2012).

1.1.1. Estrutura e organizacdo genémica do viriao

Como caracteristico dos retrovirus, o virido do FIV (Figura 1) apresenta um genoma dipléide,
composto por duas cépias de RNA, de cadeia simples e sentido positivo (codificante), com
cerca de 9400 nucleotidos (Turner, McLennan, Bates & White, 2000, p. 196; Paillart, Shehu-
Xhilaga, Marquet & Mak, 2004; Elder, Lin, Fink & Grant, 2010; Maclachlan, Dubovi &
Fenner, 2011, p. 8).

O genoma viral esta associado a proteinas da nucleocapside (NC), formando um complexo
envolvido pela CA, que por sua vez esta associada a matriz (MA) (Sparger, 2006).

A replicacdo do FIV estd dependente de enzimas codificadas pelo proprio virus, como é o
caso da transcriptase reversa (RT), da integrase (IN) e da protease (PR). A RT é responsavel
pela transcrigédo reversa, da qual resulta uma molécula de DNA de cadeia dupla — o provirus —
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que é integrado posteriormente no genoma da célula hospedeira, por intermédio da IN. A PR é
responsavel pela clivagem das proteinas da CA, na fase de maturacdo do virus (Turner,
McLennan, Bates & White, 2000, pp. 296 — 297; Maclachlan, Dubovi & Fenner, 2011, p.
244; Duarte, Gil, Leal & Tavares, 2012, p. 37).

Fora da célula hospedeira, o virido maduro apresenta uma forma esférica a elipsoide, com 100
a 125 nandémetros (nm) de didmetro (Dunham & Oswald, 2006, p. 150).

Figura 1 — Esquema representativo da estrutura de um
virido do FIV, adaptado de Bendinelli et al., 1995 e

http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/264.ht.

gpSU
gpTM

Legenda:

gpSU — Glicoproteina de superficie (gp95);

gpTM — Glicoproteina transmembranaria (gp40);

NC — Nucleocapside;

IN — Integrase;

RT — Transcriptase reversa,;

CA — Cépside;

MA — Matriz.
O processo de transcrigdo reversa ndo é absolutamente preciso, sendo introduzidos erros no
genoma viral, o que resulta na alta variabilidade genética dos virides produzidos. Alguns
desses erros podem ser responsaveis pela alteracdo da antigenicidade viral, conferindo ao
virus uma vantagem de sobrevivéncia, na medida em que lhe confere adaptacdo a resposta
imunitéria do hospedeiro (Dunham & Graham, 2008; Domingo, Biebricher, Eigen & Holland,
2001, p. 43;). Em virtude das altas taxas de mutacdo do FIV, num mesmo organismo,
podemos encontrar diferentes populagdes virais, denominadas quasispecies (Domingo,

Biebricher, Eigen & Holland, 2001; Duarte et al., 2012).



O provirus integrado é composto por 3 genes estruturais — gag, pol e env — ladeados por
repeticdes terminais longas (LTRS) que regulam a expressdo génica (Turner et al., 2000, p.
296; Dunham & Graham, 2008; Elder et al., 2010). Estes genes constituem o reportério
estrutural e enzimatico do virus (Tomonaga & Mikami, 1996): o gene gag codifica as
proteinas da CA, NC e MA; o gene pol codifica as enzimas responsaveis pela replicacao viral
—RT, IN, PR e desoxiuridina pirofosfatase (dUTPase); e 0 gene env codifica as glicoproteinas
do envelope — a gp95 (glicoproteina de superficie [gpSU]) e a gp40 (glicoproteina
transmembranaria [gpTM]) (Bendinelli et al., 1995; Turner et al., 2000, pp. 296 — 298;
Maclachlan et al., 2011, p. 246; Duarte, Gil, Leal & Tavares, 2012).

A entrada dos virides do FIV na célula hospedeira é mediada pelas glicoproteinas do
involucro viral, o que faz delas o principal alvo do sistema imunitario (SI). As glicoproteinas
ligam-se a recetores celulares especificos, através de uma interacao sequencial. A gpSU liga-
-se ao recetor primario CD134, que se expressa nos linfocitos T CD4+, linfécitos B e
macrofagos ativados, e posteriormente a gpTM liga-se ao recetor secundario, o co-recetor de
quimiocinas — CXCR4 (Shimojima et al., 2004; Willett et al., 2007; Kenyon & Lever, 2011,
Teixeira et al., 2011).

A semelhanca de outros lentivirus, o genoma do FIV (Figura 2), para além dos 3 genes
estruturais tipicos dos retrovirus (gag, pol e env), contém genes auxiliares que codificam
proteinas acessorias (Dunham & Graham, 2008; Duarte, Gil, Leal & Tavares, 2012).

Figura 2 — Esquema representativo da organizacdo genémica do FIV,
adaptado de Caldas et al. (2000) e de Carpenter & O’Brien (1995).
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Legenga:

5’LTR e 3’LTR — repeticao terminal longa da extremidade 5’ e 3°, respetivamente;
MA — sequéncia nucleotidica do gene gag, codificante da matriz;

CA — sequéncia nucleotidica do gene gag, codificante da capside;

NC - sequéncia nucleotidica do gene gag, codificante da nucleocépside;

PR — sequéncia nucleotidica do gene pol, codificante da protease;

RT — sequéncia nucleotidica do gene pol, codificante da transcriptase reversa;

DU - sequéncia nucleotidica do gene pol, codificante da desoxiuridina pirofosfatase;
IN — sequéncia nucleotidica do gene pol, codificante da integrase;

SU - sequéncia nucleotidica do gene env, codificante da proteina de superficie;

TM — sequéncia nucleotidica do gene env, codificante da proteina transmembranéria.
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A dUTPase, por exemplo, é uma proteina acessoria codificada pelo gene pol, caracteristica
dos lentivirus de animais ndo primatas, que facilita a replicagdo do FIV em células com baixo
indice mitdtico, como é o caso dos macrofagos (Payne & Elder, 2001; Dunham, 2006). Outros
genes acessorios, como o Vif (ou ORF-1), rev e ORF-A (ou ORF-2), sdo responsaveis pela
regulacdo temporal do padrdo de transcri¢do do virus (Bendinelli et al., 1995; Duarte et al.,
2012, p. 37).

O gene vif codifica uma proteina acessoria necessaria para a infeciosidade dos virides
(Gemeniano, Sawai, Leutenegger & Sparger, 2003). E um gene que esta presente em todos 0s
lentivirus, a excecdo do virus da anemia infeciosa equina (EIAV), e que se localiza na regido
central do genoma, entre os genes pol e env (Tomonaga & Mikami, 1996). E idéntico, em
tamanho e localizacdo no genoma, ao gene, com o0 mesmo nome, de lentivirus que afetam
primatas (Tomonaga et al., 1992). O seu papel no ciclo de vida do FIV ndo é totalmente
conhecido, embora se saiba que é essencial para uma replicacdo viral eficiente em diversas
linhagens de células (Paul, Casey, Avery & Sutton, 2007; Elder, Lin, Fink & Grant, 2010).
MutacBes ao nivel deste gene podem ser responsaveis pela atenuacdo da replicacdo do virus
(Paul et al., 2007).

O gene rev é composto por dois dominios funcionais que codificam uma proteina reguladora
pos-transcricional, localizada nos nucléolos das células infetadas pelo FIV (Phillips et al.,
1992; Gemeniano, Sawai, Leutenegger & Sparger, 2003), que facilita a exportacdo de RNA
viral do nucleo para o citoplasma. A concentracdo citoplasmatica de RNA mensageiro
(mRNA) do gene rev desencadeia a passagem para a fase produtiva do ciclo replicativo
(Maclachlan et al., 2011; Duarte et al., 2012). Os provirus do HIV e do virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) que carecem de um gene rev funcional ndo conseguem produzir
as proteinas codificadas pelos genes gag, pol e env, apresentando uma replicacdo deficiente
(Bendinelli et al., 1995).

O gene ORF-A ¢ relativamente pequeno, apresentando apenas 234 nucleétidos, e é
responsavel pela producdo de uma proteina acessoria de 77 aminoacidos, reportada como
essencial para a eficiente replicacdo do FIV em linfocitos (Pistello et al., 2002; Gemeniano et
al., 2003). Esta proteina parece apresentar um papel importante na fase final do ciclo de vida
do FIV, que envolve a formacéo do virido, e na infeciosidade do mesmo (Gemeniano et al.,
2003). Acredita-se que este gene represente um transativador? viral, ja que apresenta funcdes
idénticas as da proteina Tat de outros lentivirus (Pistello et al., 2002). As proteinas Tat sdo

classificadas em 2 grupos, consoante o poder de transativacdo. O primeiro grupo corresponde

2 Em genética e biologia molecular, transativagao diz respeito ao aumento da taxa de expresséo génica.
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as proteinas Tat do HIV, SIV, virus da imunodeficiéncia bovina e EIAV, que sdo responsaveis
por uma forte transativacdo da regido LTR, sendo essenciais para a replicagcdo viral. O
segundo grupo diz respeito as proteinas Tat do virus Visna-Maedi e do virus da artrite-
-encefalite caprina, que, embora exercam transativacdo sobre a LTR, sdo dispensaveis para a
replicacdo dos respetivos virus. Apesar de o produto e funcbes exatas do ORF-A ndo serem
totalmente conhecidos, diversos estudos sugerem que o seu produto genético € analogo as
proteinas Tat do segundo grupo. Com base no alinhamento amino-acidico da proteina que
resulta da traducdo do gene ORF-A com proteinas Tat de outros lentivirus, verifica-se que o
ORF-A ¢é mais proximo da Tat de ungulados que da Tat do HIV ou do SIV. Tal como o gene
rev, o gene Tat dos lentivirus que afetam primatas € composto por dois exfes. O FIV ndo
apresenta um gene Tat, mas contém no seu genoma o gene ORF-A que se assemelha, em
tamanho e localizacdo no genoma, ao primeiro exao do gene Tat de outros lentivirus
(Tomonaga & Mikami, 1996).

1.2. Epidemiologia

1.2.1. Epidemiologia molecular e subtipificacdo viral

Sodora e seus colaboradores (1994), a semelhanca do que foi feito para o HIV, pesquisaram
padrBes de diversidade genética no FIV, naquele que foi o primeiro estudo de subtipificacdo
molecular do virus. Isolados de FIV de origens geogréficas distintas foram divididos em 3
subtipos (A, B e C) com divergéncias nucleotidicas de 17,8 a 26,2%. Esta subtipificacdo
molecular foi obtida com base na analise da regido V3-V5 do gene env.

De entre os genes estruturais referidos anteriormente, o gene env é o que apresenta maior grau
de variacdo em termos de dimensdo e sequéncia nucleotidica (Phillips et al., 1990; Sodora et
al., 1994; Tijhaar et al., 1997), tendo sido descritos 9 dominios variaveis, de V1 a V9
(Pancino, Chappey, Saurin & Sonigo, 1993) (Figura 3).

Os dominios V1 e V2 constituem a chamada regido lider, que se sobrepde ao primeiro exdo de
codificacdo do gene rev, embora numa grelha de leitura distinta. O produto que resulta da
traducdo destes dominios ndo faz parte do invélucro devido ao processamento proteolitico que

ocorre apo6s a traducdo proteica (Phillips et al., 1992; Verschoor et al., 1993).



Figura 3 — Diagrama representativo dos 9 dominios variaveis do gene env,
adaptado de de Rozieres et al. (2004).
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Legenda:

V1-V9 — dominios variaveis do gene env;

SU - sequéncia nucleotidica do gene env, responsavel pela codificacdo da
glicoproteina de superficie;

TM - sequéncia nucleotidica do gene env, responsavel pela codificacdo da
glicoproteina transmembranaria.

Aparentemente, a maior diversidade nucleotidica é verificada na sequéncia de 684
nucleotidos, correspondente aos dominios V3, V4 e V5 da gpSU (Sodora et al., 1994;
Siebelink et al., 1995; Bendinelli et al., 2001) (Figura 4).

Figura 4 — Percentagem de alteracdes nucleotidicas em funcdo dos dominios e
regides variaveis do gene env,
adaptado de Sodora et al. (1994)
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Legenda:

V1-V9 — dominios variaveis do gene env;

Lider — regido lider do gene env (engloba dominios V1 e V2);

SU — regido do gene env correspondente a glicoproteina de superficie
(engloba dominios V3 a V5);

TM — regido do gene env correspondente a glicoproteina
transmembranaria (engloba dominios V6 a VV9).
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Uma variacdo na sequéncia nucleotidica do gene env podera resultar numa alteracdo da
sequéncia amino-acidica das proteinas do invdlucro viral, em particular das glicoproteinas de
superficie, o que afeta o tropismo celular do virus e a adeséo e fusdo a membrana da célula
hospedeira, comprometendo portanto a propria replicacdo viral. Siebelink e seus
colaboradores (1993 e 1995) demonstraram que uma mutacdo pontual ndo sindénima na
sequéncia nucleotidica do gene env pode conferir resisténcia a neutralizacéo viral, isto porque
as glicoproteinas do invélucro contém epitopos responsaveis pela resposta imunitaria, que sdo
também importantes para o diagnostico laboratorial da infecdo (de Rozieres et al., 2004;
Dunham & Oswald, 2006, p. 158).

A subtipificagdo genética do FIV é entdo maioritariamente feita com base na analise genética
do gene env. Contudo, véarios estudos demonstraram ser possivel realizar a mesma
classificacdo com base na analise de uma regido de 329 pares de bases (bp) do gene gag,
correspondente a CA (Hohdatsu et al., 1998; Kakinuma et al., 1995; Kurosawa et al., 1999;
Marcola et al., 2013; Steinrigl & Klein, 2003), embora este gene apresente uma taxa de
conservacao mais elevada (Kakinuma et al., 1995). Iwata e Holloway (2008) referem até que
a analise do gene gag podera fornecer informacdes Uteis no que diz respeito a recombinacao
viral e a semelhanca entre isolados virais e estirpes vacinais.

Diversos estudos de filogenia reportam a divisdo de isolados do FIV em subtipos com
distancias genéticas entre eles de aproximadamente 20%, tendo sido identificados e bem
caracterizados 6 subtipos, de A a F (Sodora et al., 1994; Kakinuma et al., 1995; Pecoraro et
al., 1996; Duarte & Tavares, 2006; Hayward et al., 2007; Taylor & Rodrigo, 2007; Hayward
& Rodrigo, 2008). Além destes, foram documentados outros subtipos desconhecidos
(Hayward & Rodrigo, 2010). Na Nova Zelandia, por exemplo, com base na andlise
filogenética da regido V3-V6 do gene env, Hayward e seus colaboradores (2007) constataram
gue um grupo de 17 amostras ndo agrupava com nenhum dos subtipos até a data descritos. As
amostras em questdo foram inclusivamente testadas num programa de identificacdo de
recombinantes no qual se obtiveram resultados negativos, pelo que os autores do estudo
defenderam poder tratar-se de um novo subtipo, designando-o subtipo U (unknown subtype).
Também no Distrito Federal do Brasil, Marcola e seus colaboradores (2013) identificaram
uma amostra que se destacou com evidéncia do subtipo B, sugerindo a emergéncia de um
novo subtipo no Brasil, que denominaram subtipo DF. Na Turquia, Oguzoglu ¢ seus colegas
(2010) identificaram uma amostra que, ndo tendo agrupado com nenhum dos subtipos

caracterizados, podera representar igualmente um novo subtipo.
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A identificacdo dos diversos subtipos genéticos permitiu a detecdo de virus recombinantes e
de co-infecbes com diferentes subtipos (Kann et al., 2007). A plasticidade genética do FIV é
também refletida pela distingdo de subgrupos dentro do mesmo subtipo (Sodora et al., 1994;
Reggeti & Bienzle, 2004; Weaver, Collisson, Slater, & Zhu 2004; Sellon & Hartmann, 2012).

1.2.2. Distribuicéo e prevaléncia

Pecon-Slattery, Troyer, Johnson ¢ O’Brien (2008) propuseram um ancestral comum para 0s
diferentes subtipos do FIV e sugeriram a transmissdo entre espécies, indicando o Continente
Africano como ponto de origem da disseminacéo global.

A distribuicdo geogréafica dos diferentes subtipos ndo € uniforme (Tabela 1), sendo contudo os

subtipos A e B 0s mais prevalentes a nivel mundial (Bachmann et al., 1997).

Tabela 1 — Distribuicdo mundial dos subtipos do FIV.

Subtipo
Localizacao
A B C|D]|E F u® | DF°
Sobretudo | Sobretudo Apenas
Europa Norte- Centroe | X | X identificado
-Ocidental Sul em Portugal
Portugal X X X
Canada X X X
Sobretudo Apenas
EUA Oeste Centroe X identificado no
Este Texas*
Nicaragua X
Brasil X X
Argentina X X X
Africa do Sul X X
Turquia X
3 Sobretudo | Sobretudo
Japao X X
Oeste Este
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Tabela 1 — Distribui¢cdo mundial dos subtipos do FIV (continuacao).

Subtipo
Localizacao
A B C|D]|E F u® | DFY
Taiwan X X
Vietname X X
Australia X X
Nova Zelandia X X X

Nota. P — Subtipos putativos; *Weaver e seus colaboradores (2004) descreveram um grupo de isolados
no Texas distinto do subtipo B, sugerindo a emergéncia de um novo subtipo nos EUA, ndo
descartando a possibilidade de se tratar de um subgrupo dentro do subtipo B. Em Portugal, Duarte e
Tavares (2006) propuseram um novo subtipo, o subtipo F. Nesse estudo, incluiram nas arvores
filogenéticas os isolados do Texas, confirmando o seu agrupamento no subtipo B. No entanto, num
estudo posterior, Weaver (2010) refere-se ao grupo de isolados do Texas enquanto novo subtipo,
designando-o igualmente subtipo F.

A informacdo que consta nesta tabela foi recolhida de diversas fontes: Greene, Meers, Chadwick,
Carnegie & Robinson, 1993; Sodora et al., 1994; Kakinuma et al., 1995; Yamada et al., 1995;
Pecoraro et al.,, 1996; Bachmann et al., 1997; Inada et al., 1997; Pistello et al., 1997; Carpenter,
Brown, MacDonald & O’Brien, 1998; Nishimura et al., 1998; Uema et al., 1999; Nakamura et al.,
2003; Reggeti & Bienzle, 2004; Weaver et al., 2004; Duarte & Tavares, 2006; Kann et al., 2006, 2007,
Hayward et al., 2007; Martins et al., 2008; Hosie et al., 2009; Su et al., 2009; Nakamura et al., 2010;
Oguzoglu et al., 2010; Steinrigl, Ertl, Langbein & Klein, 2010; Weaver, 2010; Kelly et al., 2011,
ABCD, 2012; Sellon & Hartmann, 2012; Marcola et al., 2013.

A prevaléncia da infecdo, tal como o subtipo, varia de acordo com a localizacdo geografica
(Bendinelli et al., 1995; Hosie et al., 2009) e esta associada a fatores de risco como 0 sexo, a
idade, o0 estado reprodutivo dos animais (castrados ou inteiros), a densidade populacional e as
condicdes de habitagdo, em particular a frequéncia de acesso ao exterior e 0 envolvimento em
lutas (Bendinelli et al., 1995; Norris et al., 2007; Chhetri, Berke, Pearl & Bienzle, 2013;
Marcola et al., 2013). A prevaléncia é maior em populacbes de alta densidade, sobretudo se
houver livre movimentacdo (Pedersen et al., 1989), como acontece em Italia e no Japéo
(Sellon & Hartmann, 2012). Gatos assilvestrados apresentam por isso prevaléncias mais altas
que os gatos domeésticos: 8-19% e 4-12%, respetivamente (Courchamp & Pontier, 1994;
Courchamp, Yoccoz, Artois, & Pontier, 1998; Baneth, Kass, Steinfeld, & Besser, 1999;
Winkler, Lochelt, & Flower, 1999; Ostrowski, Van Vuuren, Lenain, & Durand, 2003; Danner,
Goltz, Hess & Banko, 2007). PopulacGes de ledes (Panthera leo) em zonas endémicas de

Africa podem atingir prevaléncias de FIV de 90% (Olmsted et al., 1992; Carpenter &
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O’Brien, 1995; Courchamp, Yoccoz, Artois & Pontier, 1998; Troyer et al., 2005; Brennan et
al., 2006; VandeWoude & Apetrei, 2006).

Estudos experimentais e sero-epidemioldgicos indicam que a principal forma de transmisséo
do FIV ¢é através de mordidas. Como os machos tém maior tendéncia para 0 comportamento
agressivo, sobretudo nas épocas de cio e devido a necessidade de marcacgdo territorial,
apresentam uma probabilidade de infecdo quase duas vezes superior a das fémeas (YYamamoto
et al., 1989; Bendinelli et al., 1995; Akhtardanesh, Ziaali, Sharifi & Rezaei, 2010). A taxa de
infecdo em gatos de livre movimentacdo aumenta ao longo da vida, refletindo a crescente
agressividade (Courchamp et al., 1998). Akhtardanesh e seus colaboradores (2010)
constataram que o risco de infecdo por FIV aumenta 1,84 vezes por cada ano de idade do
animal. Assim, gatos machos, mais velhos e selvagens ou vadios apresentam uma maior
probabilidade de estar infetados (Pedersen et al., 1989; Yamamoto et al., 1989; Maclachlan et
al., 2011; Bande et al., 2012). A prevaléncia entre animais saudaveis e doentes também varia,
sendo 2 a 3 vezes superior em animais doentes (Hosie, Robertson & Jarrett, 1989; Hosie,
Osborne, Yamamoto, Neil & Jarrett, 1995).

Em estudos de prevaléncia da infecdo por FIV, os valores mais baixos observados
correspondem a gatos, sem sintomatologia aparente, na Europa central e EUA (1%), em
contraste com o Japdo e Australia, cujos valores chegam aos 30% (Bendinelli et al., 1995).
Em Portugal, foi realizado um estudo em 2010 com gatos errantes, na area metropolitana de
Lisboa, tendo-se obtido uma prevaléncia de 10,2% (Duarte et al., 2010). Recentemente, um
estudo realizado na Ilha de Sdo Miguel, nos Acores, em 90 gatos errantes com mais de 6

meses, revelou uma prevaléncia de 14,2% (Botelho, 2014).

1.2.3. Modo de transmissao

A mordedura é o0 modo mais frequente de transmissdo natural do FIV, através da inoculacéo
do proprio virus ou de células infetadas pelo mesmo (Yamamoto et al., 1989). A
probabilidade de transmissdo através de mordedura depende de fatores como a carga e 0
subtipo virais presentes no animal portador (Hosie et al., 2009).

O FIV pode ser isolado a partir da saliva, sangue total, plasma, soro, liquido cefalorraquidiano
e sémen de gatos infetados (Matteucci et al., 1993; Norris et al., 2007; Sellon & Hartmann,
2012). Fora do hospedeiro, o virus sobrevive apenas por alguns minutos e € suscetivel a todos
os desinfetantes, incluindo o sabdo comum (ABCD, 2012).

Em condic¢Bes experimentais, mostrou-se ser possivel infetar animais saudaveis através da
inoculacdo do virus na mucosa vaginal, retal e bucal, embora este tipo de transmisséo natural

ndo tenha sido documentado (Moench et al., 1993). A inoculacdo parentérica de sangue,
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plasma e fluidos com culturas de célula infetadas apresentou igualmente resultados positivos
(Yamamoto et al., 1988). Foram ainda relatadas taxas relativamente altas (50%) de
transmissdo vertical, tanto por via transplacentaria, como no parto e pds-parto, através da
ingestdo de colostro e leite materno de fémeas com infecdes crénicas ou agudas (Duarte et al.,
2012; Sellon & Hartmann, 2012). A proporc¢éo de crias infetadas por via transplacentaria e no
parto depende da carga viral da mae. Em casos de infecdo aguda durante a gestagéo ou parto,
geralmente, mais de 70% das crias sdo infetadas, ao passo que em fémeas clinicamente
normais mas com infecdo cronica, a probabilidade de infecdo das crias é quase nula (O’Neil,
Burkhard, Diehl & Hoover, 1995; O’Neil et al., 1996). No entanto, fémeas com infecédo
cronica poderdo transmitir o virus através do colostro e leite em quantidade suficiente para
induzir infecdo ativa em mais de 60% das suas crias (O’Neil et al., 1996). Apesar de a saliva
ter uma carga viral importante, a transmissdo do FIV devido ao grooming materno parece ser
pouco relevante (Maclachlan et al., 2011, p. 272).

Dandekar e seus colaboradores (1992) demonstraram também ser possivel a transmissdo
horizontal por contacto intimo entre animais que vivem pacificamente durante longos

periodos de tempo.

1.3. Patogenia da infecdo e apresentacéo clinica

O FIV tem um tropismo para células do sistema mononuclear, infetando linfocitos B e T,
monaocitos e macrofagos em diversos 0rgaos, embora experimentalmente seja capaz de se
replicar em células diferentes. As concentra¢fes mais elevadas do virus verificam-se, logo na
primeira semana apos infe¢do, na medula 6ssea, timo e linfonodos, e em concentracfes mais
baixas no rim, figado e pulmdes (Bendinelli et al., 1995). O tropismo é variavel consoante a
fase de infecdo. Na fase aguda, sdo afetados linfocitos T CD4+ (T-helper) e CD8+ (T-
-citotoxicos), verificando-se uma inversdo na fase crénica para células B, mondcitos e
macrdéfagos (English, Johnson, Gebhard & Tompkins, 1993; Dean, Reubel, Moore &
Pedersen, 1996; Duarte et al., 2012). Alguns estudos evidenciaram também tropismo para
células dendriticas foliculares e para células do sistema nervoso central — micrdglia e
astrécitos (Dow, Dreitz & Hoover, 1992; Bach et al., 1994).

Como referido anteriormente, o virido do FIV entra na célula hospedeira por intermédio de
dois recetores da célula-alvo, especificos para as glicoproteinas do invélucro viral. O
mecanismo de entrada do virido é sequencial. A gp95 (gpSU) liga-se ao recetor CD134 e
ocorre uma alteragdo conformacional que permite a ligagéo entre o recetor de quimiocinas

CXCR4 e a gp40 (gpTM), permitindo a fusdo da membrana da célula hospedeira com o
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involucro viral e consequente libertacdo da nucleocapside viral para o citoplasma da célula-
-alvo (Bendinelli et al, 1995; Shimojima et al., 2004; Willett et al., 2007; Dunham & Graham,
2008; Kenyon & Lever, 2011; Teixeira et al., 2011; ABCD, 2012; Duarte et al., 2012; Sellon
& Hartmann, 2012). No citoplasma, a RT viral inicia a transcri¢do reversa do RNA gendémico
do virus, originando uma molécula de DNA de cadeia dupla que é integrada no genoma da
célula hospedeira enquanto provirus. O processo de integracao é catalisado pela IN. Gragas a
integracdo no genoma celular das células linfoides e mielomonociticas, o FIV tem a
capacidade de produzir uma infecdo persistente. Uma vez que a transcrigdo reversa do RNA
viral ndo € um processo preciso, podem ocorrer erros de leitura, 0s quais muitas vezes
resultam em mutacfes responsaveis pelo aparecimento de novas estirpes que escapam a
detecdo imunoldgica. A maioria das mutaces envolve apenas a mudanca de um nucleétido
(mutacdes pontuais), embora também possam ocorrer dele¢bes ou insercdes de um ou mais
nucleotidos (Domingo et al., 2001, p. 42; Dunham & Graham, 2008; Kenyon & Lever, 2011;
Maclachlan et al., 2011, p. 139; ABCD, 2012; Duarte et al., 2012).

A cadeia de DNA viral integrada é transcrita em conjunto com o DNA da célula hospedeira,
originando RNA gendmico viral e mMRNAs, de acordo com a regulacdo de expressao viral
efetuada pelos produtos do gene ORF-A e rev. A producdo de novos virides € efetuada apds
transporte do ndcleo para o citoplasma dos mRNAs codificantes das proteinas estruturais do
virido e do RNA gendémico viral. Ap6s traducdo das proteinas estruturais no citoplasma, o
virido migra para a superficie da célula hospedeira, abandonando a mesma e adquirindo um
novo invélucro com participacdo da membrana celular (Bendinelli et al., 1995; Kenyon &
Lever, 2011; Maclachlan et al., 2011, p. 35; Siebelink et al., 1992).

A evolucdo da doenca € lenta e progressiva, com aparecimento tardio de sinais clinicos
(Caldas et al., 2000; Oguzoglu et al., 2010), causados, na sua maioria, por infecdes
oportunistas, resultantes da imunodeficiéncia induzida pela infecdo viral das células do
sistema imunitario. Por este motivo, é de extrema importancia a identificacdo da causa
subjacente aos sinais clinicos (ABCD, 2012).

O periodo de contagio é longo, por isso, mesmo que a carga viral seja baixa, o virus mantém-
-se facilmente numa populacdo (Maclachlan et al., 2011).

Considerando a evolugdo temporal da infecdo, Dunham e Graham (2008) descrevem trés

fases: aguda, assintomatica e terminal (Figura 5).
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Figura 5 — Evolucdo temporal da infecgédo por FIV, adaptado de
Dunham & Graham (2008).

Virémia Reposta Imunitaria
Linfocito T CD4+ {
Fase Aguda Fase Assintomatica Fase Terminal

Durante a fase aguda, que pode durar meses, ocorre entre as 8 e as 12 semanas pos-infecéo
um pico de virémia, resultante da rapida replicacédo viral nas células dendriticas, macrofagos e
linfécitos T CD4+. Esta primeira fase caracteriza-se por um quadro clinico fugaz, com sinais
clinicos pouco especificos: febre, anorexia, vomito, letargia, linfoadenomegalia generalizada,
linfopénia por diminuicdo dos linfocitos T CD4+, enterite, estomatite (Figura 6), dermatite,

conjuntivite e infecBes respiratérias.

Figura 6 — Estomatite num gato infetado por FIV
(fonte: Sellon & Hartmann, 2012).

Segue-se uma resposta imunitaria ativa, que anuncia o inicio da fase assintomatica, marcada
pela produgdo de Ac’s anti-FIV, diminuicdo da carga viral e um aumento persistente de
linfécitos CD8+, com inversao do racio CD4+:CD8+ (Ackley, Yamamoto, Levy, Pedersen &
Cooper, 1990; Novotney et al., 1990; Dandekar et al., 1992; English et al., 1993; Dunham &
Graham, 2008; Hosie et al., 2009; Hosie, Pajek, Samman & Willett, 2011; Duarte et al., 2012;

Sellon & Hartmann, 2012).
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Os Ac’s anti-FIV sdo detetaveis no sangue cerca de duas a seis semanas apos infecgéo,
dependendo, entre outros fatores, da carga viral (Bendinelli et al., 1995; Hosie et al., 2009;
Sellon & Hartmann, 2012). Os Ac’s direcionados para 0 gene gag sdo identificados em
animais experimentalmente infetados mais tardiamente que os direcionados para 0 gene env
(Rimmelzwaan et al., 1994). Durante a fase assintomatica, que pode durar anos, a carga viral
no plasma mantém-se a niveis relativamente baixos, embora seja detetavel uma ligeira
diminuicdo da contagem de linfocitos T CD4+. Na fase terminal da infe¢do, ha uma descida
da imunidade antiviral e por conseguinte a carga viral plasmatica torna a subir (Dunham &
Graham, 2008), apresentando-se 0 paciente com uma imunodepressdo evidente, com
manifestacdes clinicas decorrentes das infe¢bes oportunistas (Pedersen, Ho, Brown &
Yamamoto, 1987; Yamamoto et al., 1988). Num estudo recente, Kann e seus colaboradores
(2014) reforcam a evidéncia de uma relacdo entre a carga viral de RNA e a fase da infecdo,
sugerindo a medicdo deste parametro como método de previsdo da evolugdo da doenca.

A patogenicidade parece também estar relacionada com o subtipo viral (Oguzoglu et al.,
2010). Estirpes virais com um tropismo mais abrangente infetam um maior numero de
células, podendo ser mais patogénicas (de Rozieres et al.,, 2004). Vahlenkamp e seus
colaboradores (1999) relataram num estudo que a regido que codifica as glicoproteinas do
envelope contém determinantes que influenciam o tropismo celular do virus, o que insinua
uma relagdo entre o subtipo viral e a manifestacdo da doenca. Os subtipos A e C, por
exemplo, provocam encefalite e uma sindrome de imunodeficiéncia, associada ou ndo a
sintomatologia, ao passo que felinos infetados pelo subtipo B manifestam geralmente sinais
clinicos leves, como estomatite e gengivite (Oguzoglu et al., 2010). A baixa patogenicidade
do subtipo B relativamente a outros subtipos sugere uma melhor adaptacdo do mesmo ao
hospedeiro (Sodora et al., 1994).

1.4. Diagndstico laboratorial

O risco de gatos assintomaticos infetados por FIV transmitirem o virus é elevado, o que
reflete a necessidade de um diagnostico precoce (Alves et al., 2013).

Vaérias técnicas laboratoriais tém sido desenvolvidas para a detecdo do FIV, tanto com base na
pesquisa de antigenios (Ag’s) como de Ac’s. Como a infecdo por FIV esté associada a titulos
elevados de Ac’s e, na maior parte dos casos, os niveis de Ag’s se mantém abaixo do limiar
de detecdo, os testes comerciais de diagndstico utilizados por rotina baseiam-se na detecdo de
Ac’s anti-FIV especificos em soro, plasma ou sangue total de animais infetados (Bienzle et

al., 2004; Richards, 2005; Dunham & Graham, 2008). Estes testes apresentam uma elevada
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sensibilidade e especificidade, o que implica a ocorréncia de falsos-positivos e de falsos
negativos. Por este motivo, sempre que se verifigue um resultado clinico e
epidemiologicamente inesperado, os resultados devem ser confirmados recorrendo a outros

testes (Mortola, Oliva, Risso, Pecoraro & Venturini, 2004).

1.4.1. Detecdo de Anticorpo

Como referido anteriormente, os Ac’s anti-FIV sdo detetaveis no sangue cerca de duas a seis
semanas apds infecdo (Bendinelli et al., 1995; Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012),
sendo que os Ac’s direcionados para 0 gene gag (p24) sdo identificados em animais
experimentalmente infetados mais tardiamente que os direcionados para o gene env (gp40)
(Rimmelzwaan et al., 1994).

O teste de diagnostico mais utilizado em clinica para detecdo de FIV pesquisa a presenca de
Ac’s anti-FIV, dirigidos normalmente contra a proteina da CA (p24) ou contra a glicoproteina
transmembranaria gp40, através da técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) (Hartmann et al., 2007; Dunham & Graham, 2008; Levy et al., 2008a; Sand et al.,
2010). Com menor frequéncia, recorre-se a outras técnicas para detegdo de Ac’s, COMO a
Imunofluorescéncia e o Western Blot (WB) (Hosie et al., 2009), sobretudo para confirmacéo
dos resultados obtidos pelo método de ELISA (Grace, 2011).

Uma das grandes desvantagens destes métodos é a impossibilidade de distingdo entre Ac’s
induzidos pela infe¢do natural ¢ Ac’s resultantes da vacinagcdo ou adquiridos pelo colostro
materno (Richards, 2005; Levy et al., 2008b; Hosie et al., 2009; Grace, 2011; Sellon &
Hartmann, 2012). Ao testar uma ninhada para FIV, deve-se ter em conta o estatuto clinico da
mée. Quando a mde é seropositiva, as crias podem apresentar resultados falsos-positivos até
aos 4 a 6 meses de vida, devido a presenga de Ac’s adquiridos pelo colostro, pelo que deverédo
ser testadas depois dessa idade (Dunham & Graham, 2008; Levy et al., 2008a; Hosie et al.,
2009; Grace, 2011; Sellon & Hartmann, 2012).

1.4.1.1. ELISA

O método de diagndstico de FIV baseado na técnica de ELISA parece apresentar excelente
sensibilidade e especificidade (Levy, Crawford & Slater, 2004). Os testes de ELISA
disponiveis no mercado consistem em kits de membranas ou poc¢os de plastico revestidos por
um unico tipo de Ag marcado (geralmente p24) ao qual se ligam os Ac’s anti-FIV (Bienzle et
al., 2004).

Resultados falsos-negativos séo raros, detetados no inicio de infecBes agudas, antes da

producdo de Ac’s anti-FIV (Bienzle et al., 2004). Quando a concentra¢do do virus no sangue €
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elevada, a formacéo de imunocomplexos com sequestro de Ac’s anti-FIV poderd também ser
responsavel por resultados falsos-negativos (Hosie et al., 2009).

Resultados falsos-positivos sdo geralmente atribuidos a mé técnica (Bienzle et al., 2004) e ao
uso de amostras de sangue total ao invés de plasma ou soro (Hartmann, Werner, Egberink &
Jarret, 2001). A introducdo de vacinas contra o FIV (nos EUA [Uhl, Heaton-Jones, Pu &
Yamamoto, 2002; Sykes, 2013], Canada, Nova Zelandia, Australia e Japdo [Abbott, Pu,
Coleman & Yamamoto, 2012; Sykes, 2013]) veio dificultar o diagnostico laboratorial da
doenca nos paises em que foi introduzida, uma vez que animais vacinados e crias de
progenitoras vacinadas contra o FIV poderdo apresentar resultados positivos, devido a
presenca de Ac’s vacinais (Richards, 2005; Grace, 2011). Kusuhara e seus colaboradores
(2007) demonstraram ser possivel distinguir animais vacinados de animais naturalmente
infetados através de uma técnica de ELISA por eles desenvolvida, com uma precisdo de 97 a
98%, que usa quatro tipos de Ag’s para pesquisa de Ac’s anti-FIV. Este método provou ser o
mais fidvel para o diagnostico de FIV, independentemente do estado de vacinagdo, com
excecdo do isolamento viral (Levy et al.,, 2008b). Além disso, constitui uma excelente
alternativa a técnica de PCR, tendo em conta que por vezes 0s primers ndo reconhecem todas
as variantes do virus (Steinrigl & Klein, 2003), embora este tipo de teste s6 esteja disponivel
no Japdo (Grace, 2011, p. 179). Para evitar que animais falsos-positivos sejam submetidos a
eutanasia, os testes positivos em ELISA devem ser confirmados por WB (Courchamp et al.,

1998) ou por imunofluorescéncia (Grace, 2011).

1.4.1.2. Imunocromatografia de membrana

A imunocromatografia de membrana é um teste com especificidade inferior a 100% (Hosie et
al., 2009), baseado na técnica de ELISA, que utiliza um péptido sintético ou uma proteina
recombinante para detetar Ac’s contra a gp40O (Hartmann et al., 2001). Em caso de infecdo, a
presenga de Ac’s anti-FIV leva a formagdo de complexos Ag-Ac com a referida gpTM,
complexos esses que migram num filtro de nitrocelulose (Hosie et al., 2009; Maclachlan,
Dubovi & Fenner, 2011). Um reagente com uma substancia cromogénica é adicionado e, em
caso de resultado positivo, surge uma banda colorida (Maclachlan et al., 2011). O teste de
bancada SNAP Combo Plus (IDEXX, Westbrook, Maine, EUA) é o que apresenta melhor
desempenho (Hartmann et al., 2007). O resultado do teste é considerado positivo ou negativo
dependendo do desenvolvimento da cor relativamente a um controlo positivo (O’Connor et
al., 1989) (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema representativo da interpretacdo de um teste SNAP Combo Plus,
adaptado de

http://www.idexx.es/pdf/es_es/smallanimal/snap/combo/snap-combo-package-insert.pdf.
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1.4.1.3. Imunofluorescéncia indireta

Interpretagéo

do resultado

Os ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFI) sdo testes rapidos (Lennette, Karpatkin &
Levy, 1987; Mahony et al., 1989), com duracdo inferior a duas horas, exigindo contudo
alguma experiéncia por parte do operador, ja que a interpretacdo do teste é subjetiva (Gallo et
al., 1986).

Sao usados Ac’s anti-espécie, com um fluorocromo, que detetam a ligagao de Ac’s anti-FIV
ao Ag. O teste € classificado como positivo se a célula infetada apresentar um padrao
fluorescente, consistente com a distribuicdo de Ag (Maclachlan et al., 2011, p. 119).

A IFI é geralmente utilizada para confirmacéo de testes de ELISA positivos (Grace, 2011).
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1.4.1.4. Western Blot

O WB é usado como um teste de confirmacdo para o FIV, devido a sua maior sensibilidade e
especificidade quando comparado com os métodos de ELISA e PCR (Mortola et al., 2004;
Hosie et al., 2009). O método tradicional de ELISA para detegdo de Ac’s anti-FIV recorre ao
uso de um unico tipo de Ag, geralmente a p24 (proteina da CA) ou a gp40 (Hartmann et al.,
2007), ao passo que o WB deteta Ac’s contra diversas proteinas virais (Crawford & Levy,
2007). E portanto considerado o método gold standard no diagndstico de FIV baseado na
detegdo de Ac’s (Dunham & Graham, 2008; ABCD, 2012).

1.4.2. Detecdo de Antigénio

Com a introducdo da vacinagdo contra o FIV, surgiu o problema de distingdo entre Ac’s
vacinais, que persistem por mais de 3 anos em alguns gatos (Grace, 2011, p. 179), e Ac’s
resultantes da infecdo natural. Por este motivo, é necessario confirmar a infecdo com recurso a
outros métodos, como a pesquisa de Ag (Richards, 2005; Dunham & Graham, 2008; Levy et
al., 2008b; Hosie et al., 2009; Grace, 2011; Sellon & Hartmann, 2012).

1.4.2.1. Isolamento viral

A maioria dos gatos sofre seroconversdo seis a oito semanas ap6s infecdo, embora alguns
animais desenvolvam uma resposta imunitaria muito discreta, quase sempre impossivel de
detetar atraves de testes imuno-seroldgicos, cujos resultados dariam negativo. Nestes casos, 0
diagndstico pode ser efetuado com base no isolamento viral (Yamamoto et al., 1988).

O isolamento do virus a partir de linfécitos do sangue é considerado o teste de diagnostico
definitivo para FIV (Mortola et al., 2004). O isolamento é feito a partir de culturas de células
T primarias com linfocitos T de sangue periférico do animal suspeito e, ao fim de duas a trés
semanas, a presenca do virus é confirmada pela medicdo dos niveis de proteina viral no meio
da cultura celular (Hosie et al., 2009; ABCD, 2012).

Apesar de ser um método fiavel, é trabalhoso e dispendioso, exigindo técnicos especializados,
ndo sendo por isso usado por rotina (Dunham & Graham, 2008; Hosie et al., 2009; ABCD,
2012; Sellon & Hartmann, 2012).

1.4.2.2. Reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)

A técnica de PCR permite detetar RNA viral e DNA de provirus, apresentando contudo
sensibilidade e especificidade muito variaveis, de 40 a 100% (Levy et al., 2008b; Hosie et al.,
2009; ABCD, 2012; Sellon & Hartmann, 2012), pelo que s6 deve ser usada como teste de
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confirmacgéo em gatos que previamente testaram positivo na pesquisa de Ac’s (Grace, 2011, p.
179). Nos casos em que o animal esta infetado mas a resposta imunitaria € muito discreta, o
PCR torna-se num método de diagndstico particularmente til (Sellon & Hartmann, 2012).
Em determinadas situacdes, quando a carga viral esta abaixo do limiar de detecdo, 0 nimero
de células infetadas na amostra é demasiado pequeno ou 0s primers nao reconhecem a estirpe
ou subtipo em questdo, ocorrem falsos-negativos (Bendinelli et al., 1995; Dunham & Graham,
2008; Hosie et al., 2009; Grace, 2011).

1.5. Tratamento

Como a infecdo por FIV é acompanhada por uma grande variedade de sinais clinicos, o
tratamento baseia-se geralmente numa terapia sintomatica e de suporte, recorrendo quando
necessario a fluidoterapia e ao controlo das infecdes secundarias com antibioticos,
antiparasitarios, antifangicos, entre outros, sendo a administracdo de antivirais pouco comum
(Dunham & Graham, 2008; Sellon & Hartmann, 2012).

Gatos infetados por FIV desenvolvem frequentemente estomatites cronicas, que
eventualmente resultam na perda de apetite, secundaria a dor cronica, e na perda de peso,
agravando a condicdo clinica dos animais. Nestas situacdes, a utilizacdo de corticosterdides
revela melhorias clinicas (ABCD, 2012), jA que estes farmacos, para além de anti-
-inflamatorios, estimulam o apetite (Agnew & Korman, 2014). No entanto, a extracdo de
todos os dentes € preferivel ao uso prolongado de corticosterdides (Levy & Crawford, 2010).
Uma alternativa razoavel para o tratamento € a utilizacdo de imunomoduladores ou indutores
da producéo de interferdo (IFN), que estimulam de forma inespecifica o sistema imunitario,
permitindo ao animal controlar a carga viral e recuperar da doenga (Doménech et al., 2011).
No entanto, a sua utilizacdo ¢ discutivel, uma vez que pode levar a um aumento da replicacdo
viral por ativacdo de macréfagos e linfdcitos infetados (Hosie et al., 2009). Existem dois tipos
de IFN: o tipo I, que inclui, entre outros, o IFN-w; e o tipo Il, que inclui apenas o IFN-y
(Pestka, Krause, & Walter, 2004). Os IFN’s do tipo I exibem uma atividade antiviral e
antiproliferativa, enquanto que os do tipo Il tém uma funcdo principalmente
imunomoduladora. Os IFN’s interagem com diferentes recetores celulares. Os linfocitos
contém recetores funcionais para o IFN-o (Collado et al., 2007). O interferdo Omega
recombinante felino (rFelFN-w) é um farmaco usado com frequéncia em medicina veterinaria
como coadjuvante terapéutico em infegdes retrovirais, nomeadamente por FIV (Hosie et al.,
2009). A terapia com rFelFN-w parece potenciar a imunidade inata (Doménech et al., 2011),

possibilitando a maximizagédo do sistema imunitario, o que se traduz num melhor controlo das
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infecdes secundarias e consequentes melhorias clinicas dos animais infetados, aumentando o
tempo de sobrevivéncia dos mesmos (de Mari, Maynard, Sanquer, Lebreux, & Eun, 2004; Gil
et al., 2013; Gil et al.,, 2014). Num estudo recente, Gil e seus colaboradores (2013)
demonstraram também que os gatos FIV positivos sujeitos a terapéutica com rFelFN-o
reduziram a excrecdo de virus concomitantes. O protocolo terapéutico recomendado para o
rFelFN-o envolve trés ciclos de administragdo (no dia O, dia 14 e dia 60), cada um deles
consistindo em administracfes SC’s de 1TUM/kg, uma vez por dia, durante cinco dias (de Mari
et al., 2004; Caddy, 2014). Recentemente foi sugerido um protocolo de administracéo oral de
rFelFN-o em gatos FIV positivos com sintomatologia clinica, embora as alteracfes
laboratoriais registadas tenham sido mais subtis. Além disso, com a administragdo oral, a
absorcéo sistemica é limitada e as doses utilizadas mais baixas. Por este motivo, o protocolo
oral serd apenas uma alternativa ao subcutaneo nos acasos em que este Gltimo seja dificil de
realizar e apenas em gatos com uma ligeira a moderada apresentacdo clinica. Contudo, podera
ser uma opcao interessante ap6s o tratamento subcutaneo ter estabilizado a condicdo clinica
do animal e depois de as infecBes secundarias estarem controladas (Gil et al., 2014).

No que toca aos farmacos antivirais, a maioria dos que sdo utilizados em gatos sdo 0s mesmos
que se utilizam em medicina humana, como o AZT (zidovudina ou azidotimidina), a
ribavirina, a zalcitabina e o foscarnet, isoladamente ou combinados. Algumas das
desvantagens associadas a administracdo destes medicamentos em gatos relaciona-se com o
potencial toxico e efeitos secundarios dos mesmos, além de que as doses e 0s protocolos nao
estdo bem estabelecidos (Caney, 2005; Katrin Hartmann, 2012; Sellon & Hartmann, 2012).
Dos compostos antivirais referidos, o mais utilizado é o AZT, um anélogo da timidina (Levy
et al., 2008a) que bloqueia a RT, impedindo a integracdo do provirus no DNA gendmico da
célula hospedeira (Hosie et al., 2009; Duarte et al., 2012). Desta forma, o virus ndo sofre
replicacdo, o que leva a diminuicdo da carga viral plasmatica e a uma consequente melhoria
clinica e imunoldgica dos gatos FIV positivos (Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012),
A dose recomendada é de 5-10mg/kg, a cada 12 horas, per 0s ou por via subcutanea (SC), até
se observarem melhorias clinicas (Levy et al., 2008a; Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann,
2012). Os gatos parecem tolerar bem o tratamento com AZT até dois anos. Durante esse
periodo, e especialmente quando se administram doses altas do farmaco, devem ser realizados
hemogramas completos semanalmente, devido a possibilidade de ocorréncia de anemia néo-
-regenerativa (Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012), interrompendo-se o tratamento
caso 0 hematdcrito desga abaixo dos 20% (Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012;

Sykes, 2013). Seis meses ap0s o inicio do tratamento com AZT, podem surgir, tal como
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acontece com o HIV, muta¢bes no genoma do FIV, que poderdo eventualmente torna-lo

resistente ao antiviral (Hosie et al., 2009; Sellon & Hartmann, 2012).

1.6. Vacinacao

O desenvolvimento de estratégias de vacinagdo contra o FIV tem sido objeto de estudo em
diversas experiéncias, algumas delas bem-sucedidas. Este interesse surgiu ndo sé por se tratar
de um virus que é causa comum de morbidade e mortalidade em gatos de estimacdo, mas
também por servir de modelo para o desenvolvimento de vacinas contra o HIV (Dunham &
Oswald, 2006).

Uma das estratégias para o desenvolvimento de vacinas atenuadas consiste em silenciar
regibes especificas do genoma viral, importantes para o potencial patogénico, mas
dispensaveis para a replicacdo do virus (Nathanson & Mathieson, 2000). A supressao de
genes acessorios como o ORF-A ou o vif pode resultar na producdo de virus mutantes e
atenuados, que podem entéo ser utilizados como vacinas (Waters et al., 1996; Lockridge et al.,
2000; Pistello et al., 2002).

A primeira vacina contra o FIV a ser comercializada (Fel-O-Vax FIV®, Fort Dodge Animal
Health, Pfizer) foi desenvolvida com duas estirpes inativadas — subtipo A da Petaluma e
subtipo D de Shizuoka (Pu et al., 2001) —, e introduzida nos EUA em Julho de 2002 (Uhl,
Heaton-Jones, Pu & Yamamoto, 2002; Sykes, 2013). Nos 6 anos seguintes, a vacina comegou
a ser também comercializada no Canada, Nova Zelandia, Austréalia e Japdo (Abbott et al.,
2012; Sykes, 2013).

A introducdo da vacina contra o FIV gerou alguma controvérsia, ja que os testes disponiveis
para diagndstico do virus nao diferenciam os Ac’s vacinais dos gerados pela infecdo natural
(Sellon & Hartmann, 2012). Além disso, esta vacina ndo é totalmente eficaz na protecédo
contra a infecdo pelos subtipos A e D e € ineficaz na maioria dos subtipos europeus (Hosie et
al., 2009; Duarte et al., 2012). Os problemas associados ao diagnostico e a falta de evidéncia
de eficécia da vacina contra os subtipos europeus constituem um entrave a legalizacdo da
vacina na Europa (Hosie et al., 2009; ABCD, 2012). Por outro lado, como o FIV apresenta
um grande potencial de variacdo genética, a possibilidade de emergirem novos subtipos torna
também questionavel a capacidade de protecdo da vacina (Dunham & Graham, 2008). Posto
isto, é necessario continuar a desenvolver e a testar novas vacinas (Hayward & Rodrigo,
2010).

A aplicacdo da vacina contra o FIV estd recomendada em gatos saudaveis com alto risco de

infecdo (acesso a rua e/ou coabitagdo com outros gatos infetados), a partir das oito semanas de
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idade. Antes da vacinacédo, 0s gatos devem entdo ser testados, para garantir que sao negativos.
A primovacinagéo consiste na administracdo de trés doses por via subcutanea, com duas a trés
semanas de intervalo, seguida de revacinagdes anuais (Levy et al., 2008b; Grace, 2011,
Maclachlan et al., 2011; Scherk et al., 2013). Os gatos vacinados ganham imunidade por pelo
menos doze meses, tendo sido demonstrado que os Ac’s induzidos pela vacinacao podem
persistir por mais de quatro anos em alguns casos (Scherk et al., 2013). Como os testes mais
comuns de diagnoéstico de FIV ndo distinguem Ac’s vacinais de Ac’s produzidos pela infegdo
natural, alguns autores sugerem a aplicacdo de um microchip ou de uma coleira para
identificar os animais vacinados, de forma a evitar que erroneamente sejam submetidos a
eutandsia (Levy et al., 2008b; Grace, 2011; Sykes, 2013).
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11l. MATERIAL E METODOS

1. AMOSTRA POPULACIONAL EM ESTUDO

Para o desenvolvimento deste trabalho de investigagdo, foram utilizadas 82 amostras de
sangue total de gatos seropositivos para FIV (70 de Portugal continental e 12 dos Acores),
cujo estatuto clinico, raca, idade e sexo, ndo foram considerados para este estudo. Consoante a
sua origem, as amostras foram divididas em trés grupos: Acores, concelho de Lisboa e Moita
(Tabela 2). Estas amostras foram colhidas por vérios colegas, no ambito dos respetivos
trabalhos de MIMV, entre os anos de 2008 e 2013, e fazem parte do banco de materiais
bioldgicos do laboratério de Virologia da FMV da UL, tendo sido gentilmente cedidas pelo

CIISA.

Tabela 2 — Origem e identificacdo das amostras.

Origem das Amostras
(n° de amostras; ano de colheita)

Concelho de Lisboa
Acores Moita (59)
(12; 2013) | (11;2011) Monsanto Unido Zodfila de Lisboa
(8: 2008) (51: 2010 — 2011)

éﬁg ;mg: 13Uz  60UZ 72Uz 85UZ 3235

7Ac 9Moi 33RR* 22UZ 61UZ 73UZ 86UZ 97Uz

15A¢ 10Moi 34RR 31Uz 62UZ 74UZ 87UZ 98UZ
ditoto | 1o | | O | 27wz e o
das Amostras 19A¢ 12Moi 107Uz
(82 no total; 20A¢ 16Moi SRR S3UZ - BSUZ - 78UZ 0UZ gy,
2008 _ 2013) 73A¢ 38Moi 81RR 54Uz 66UZ 80UZ 91Uz 109U7

T7AG 39Moi 84RR 55Uz 68UZ 81Uz 92Uz 110UZ

. 91RR 56UZ 69UZ 82Uz 93UZ

79AG 40Moi 50Uz 71Uz 83uz oauz 1iYZ

82A¢C 45Moi 112UZ

86A¢

Nota. *RR — Ricardo Rosado, autor da Dissertacdo de Mestrado para a qual foram colhidas as
amostras de Monsanto.

O grupo de amostras dos Acores proveio de uma colheita efetuada na Ilha de Sdo Miguel, a
gatos errantes com mais de 6 meses (Botelho, 2014). As amostras da Moita foram colhidas na
Associagdo dos Amigos dos Animais Abandonados da Moita (Rodrigues, 2012). As amostras
do concelho de Lisboa foram obtidas no Canil Municipal de Lisboa (Monsanto), a partir de
gatos submetidos a eutanasia (Rosado, 2009) e na Unido Zoofila de Lisboa, a partir de gatos

errantes, adultos, sem idade definida e de raga Europeu Comum (Cravo, 2011).
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2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

2.1. Extracéo e purificacdo de DNA total

A extracdo de DNA das amostras de sangue total de felideos foi efetuada recorrendo ao kit
comercial DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Duesseldorf, Alemanha), de acordo com as
instrugOes do fabricante.

De uma forma simplificada, 0 método de extracdo consiste em duas etapas: lise das proteinas
celulares pela adicéo de proteinase K e precipitacdo do DNA através da adi¢do de um alcool.
Para cada amostra, adicionou-se 20 pl de proteinase K a 100 ul de sangue total em tubos de 2
ml. O volume foi ajustado a 200 ul por adicdo de 100 pl de tampdo PBS. Apoés adigdo de 200
pl de tampédo AL desnaturante, a mistura foi homogeneizada e incubada em banho seco, a 56
°C, durante 10 min. A precipitacdo do DNA foi efetuada por adi¢do de 200 ul de etanol puro
e o precipitado transferido para uma coluna de silica, a qual o DNA ficou adsorvido apds
centrifugacdo a 6000 x g, durante 1 min. As lavagens foram efetuadas ap6s substituicdo do
tubo coletor da coluna por um novo tubo, com 500 pl de tampdo AW1, seguindo-se nova
centrifugacdo a 20000 x g, durante 3 min. A segunda lavagem foi realizada nas mesmas
condicdes, mas com tampdo AW2. O DNA adsorvido na coluna de silica foi eluido em 200 pl

de tamp&o AE. As amostras de DNA total isolado foram congeladas a -20 °C.

2.2. Avaliacdo da pureza das amostras

A avaliacdo da concentracdo de DNA das amostras foi efetuada no espetrofotdmetro
Nanodrop 2000C (Thermo Scientific, Whaltam, MA, EUA), tendo oscilado entre 10 e 400
ng/ul de solucdo (anexo 1). Nos casos em que os valores de concentragdo de DNA se
apresentaram muito baixos ou nulos, repetiu-se, sempre que possivel, 0 processo de extracdo e

quantificacao.

2.3. Detecdo de DNA proviral e amplificacdo da regido V3-V5 do gene env,
atraves de Nested-PCR

As amostras foram submetidas a um Nested-PCR (Figura 8), que consiste em duas reacdes ou
rondas de PCR consecutivas, recorrendo & utilizacdo de dois pares de primers, um para cada
ronda. O produto da primeira ronda serve de molde (template) para a segunda, na qual é
amplificada a sequéncia alvo, um fragmento interno da regido amplificada pelo primeiro

conjunto de primers. Desta forma, consegue-se amplificar sequéncias virais que, numa fase
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inicial, se encontravam em concentracdes muito baixas na amostra, o que confere

sensibilidade e especificidade a técnica.

Figura 8 — Esquema representativo de um Nested-PCR.

Template (DNA) { { L 4 A4 }
2
284
— 12rondade PCR
N
Maioria do produto — © ,
da 12 ronda / { ' —
Template para a segunda ronda ]
[ T v v 1
N
I_I—:—
1'_‘
s 22 ronda de PCR
e —
I ——
284
Maioria do produto {
da 2% ronda
Legenda:
\ 4 V¥ —sequéncia alvo;

=== — 1° par de primers (primers da 12 ronda de PCR);
== == — 2° par de primers (primers da 22 ronda de PCR).



O fragmento de DNA escolhido como alvo para amplificacdo inclui a regido V3-V5 do gene
env. As caracteristicas dos primers utilizados neste Nested-PCR encontram-se resumidas na
Tabela 3. Na primeira ronda, os primers Envl (GCTCAGGTAGTATGGAGACT) e Env2
(ACTTCATCATTCCTCCTCTT) amplificam um produto de 2048 bp (Duarte, Marques,
Tavares & Fevereiro, 2002; Duarte & Tavares, 2006). Os primers da segunda ronda,
denominados HDfor (ATACCAAAATGTGGATGGTG) e HDrev
(CAAGACCAATTTCCAGCAAT), originam um produto de 550 bp (Bachmann et al., 1997,
Duarte et al., 2002; Reggeti & Bienzle, 2004; Duarte & Tavares, 2006; Weaver, 2010).

Tabela 3 — Primers utilizados no Nested-PCR.

- T h
- Localizagdo amanno
. Sequéncia Gene/ . do
Primer e - nucleotidica -
(5°-3) regiao alvo (nt) amplicéo
(bp)
Envl GCTCAGGTAGTATGGAGACT? 6788-6807°
Gene env?® 2048°
Env2  ACTTCATCATTCCTCCTCTT? 8836-8817°
Regido X
HDfor ATACCAAAATGTGGATGGTG® V3-V5 73167335 E50°
HDrev CAAGACCAATTTCCAGCAAT® 7866-7847"

do gene env®

Nota. *Duarte et al., 2002; Duarte & Tavares, 2006); "Bachmann et al., 1997; Duarte et al., 2002;
Reggeti & Bienzle, 2004; Duarte & Tavares, 2006; Weaver, 2010.

De uma forma geral, seguiu-se o protocolo de amplificagdo que consta na Tabela 4, embora
em determinadas amostras tenha sido necessario otimizar as condi¢bes de amplificacdo, em
funcdo dos resultados obtidos, com destaque para a diminuicdo da temperatura de annealing
para 40/45°, reducdo do tempo de extensdo para 1min ou 45 seg e aumento do numero de
ciclos para 35. A diminui¢do da temperatura de annealing diminui a especificidade de ligagédo
do primer a sequéncia alvo, facilitando o emparelhamento. A reducdo do tempo de extensdo
minimiza a possibilidade de amplificacBes inespecificas. O nimero de ciclos foi aumentado
para reacdes cujo template inicial continha pouco DNA, com o objetivo de obter maior
concentragdo de produto final e desta forma visualizar o produto de amplificacdo no gel de

eletroforese.

29



Tabela 4 — Programa de amplificacdo do termociclador para as duas rondas de PCR.

94°C (a), durante 1 minuto
50°C (b), durante 1 minuto 5 ciclos
68°C (c), durante 2 minutos (d)

68°C, durante 5 minutos

94°C (a), durante 15 segundos
55°C (b), durante 45 segundos 30 ciclos

68°C (c), durante 2 minutos (1 minuto na 22 ronda) (d)

68°C, durante 5 minutos

Nota. (a) Temperatura de desnaturacdo — temperatura a qual as cadeias duplas de DNA se separam,
originando cadeias simples; (b) Temperatura de annealing — temperatura ideal a qual primer e
template se ligam; exclusivamente dependente do comprimento e sequéncia do primer; (c)
Temperatura de extensdo — temperatura a qual a Taqg polimerase replica a cadeia de DNA,; (d) Tempo
de extensdo — relacionado com a dimenséo do produto amplificado.

As primeiras rondas de PCR foram realizadas num volume final (Vf) de 50pl, contendo 20ul
de 5 PRIME MasterMix a 2,5x% (5PRIME GmbH, Reino Unido), 1ul de cada primer (Envl e
Env2), ambos a 50pmol/ul*, e 50ng de DNA genémico como template.

Para cada reacdo de PCR foi realizado um controlo negativo, no qual o DNA foi substituido
por agua purificada em sistema Milli-Q.

As segundas rondas de PCR foram executadas segundo o protocolo apresentado na Tabela 4,
usando como template 5ul do produto da primeira ronda.

Os produtos do Nested-PCR foram observados em gel de agarose, apés eletroforese horizontal

e coloracdo com GelRed.

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

Os fragmentos amplificados pelo Nested-PCR foram sujeitos a eletroforese horizontal, em gel
de agarose a 1,5%, com uma corrente constante de 90 Volts, durante cerca de uma hora e
meia.

Para permitir a identificacdo da banda de interesse, correspondente a um fragmento de 550 bp
(regido V3-V5 do gene env), em cada gel, foi corrido em paralelo o marcador de pesos

moleculares HyperLadder Il (BioLine, Londres, Reino Unido) (Figura 9).

% 20ul de 5 PRIME MasterMix a 2,5x num Vf de 50pl corresponde a uma concentracéo de 1x, contendo 1,5mM de Magnésio (Mg?*), 50uM
de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) e 1,25U de Taq DNA polimerase.

4 As solugdes-mae de ambos os primers encontravam-se a 200 pmol/pl. Foi feita uma diluigio de 1:4. 1 pl de primer a 50 pmol/ul
correspondendo a uma concentragdo de 1 pmol/pl num Vf de 50 pl da reacgdo de PCR.
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Figura 9 — Marcador de pesos moleculares utilizado nas corridas de eletroforese,

adaptado de http://www.bioline.com/us/hyperladder-100bp.html.

Tamanho (bp) | ng/Banda
—— 1013 100
— 900 90
Tamanho previsto da banda | 8
correspondente ao fragmento — 600 | 60
que se pretende amplificar — 500 | 50
(550 bp) — 400 | 40
——300/311 | 30/30
— 200 20
— 100 40

Apos a corrida, os geis foram visualizados no transiluminador de radiacdo UV ImageMaster
(Pharmacia, New York City, NY, EUA) e registados em formato digital. A metodologia
seguinte dependeu do tipo de banda identificada (Figura 10).

Figura 10 — Esquema representativo das etapas que se seguem a visualizacdo do gel de
eletroforese, consoante o tipo de banda identificada.

Gel de Eletroforese

Banda 550bp forte Banda 550bp forte Banda 550bp fraca Banda 550bp fraca
sem mispriming com mispriming com mispriming sem mispriming
Purificar Reacdo de Nova ‘ Cortar Banda Purificar Reacéo
PCR Eletroforese de PCR
» (correr toda a
Quentter reacéo de PCR) Purificar Banda
Reamplificar
Cortar Banda Reamplificar
Purificar Banda

Eletroforese de confirmacéo
(correr 1ul da reacdo de reamplificacao)

Quantificar

‘ Purificar Reacdo de reamplificacdo

Quantificar
Eletroforese de confirmacdo (correr 1pl da reacdo purificada)
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Na presenca de uma Unica banda de forte intensidade, correspondente ao fragmento de 550
bp, procedeu-se a purificacdo direta do produto do nested-PCR, com o kit comercial DNA
Clean & Concentrator (Zymo Research Corporation, Irvine, CA, EUA), seguindo as
indicacdes do fabricante.

Nos casos de mispriming, 0s géis apresentam mais que uma banda associadas a um mesmo
poco, refletindo a amplificacdo de produtos inespecificos. Na presenca de uma banda de 550
bp de fraca intensidade associada a mispriming, procedeu-se & excisdo da mesma. O
fragmento do gel obtido foi purificado com o kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery
(Zymo Research Corporation, Irvine, CA, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante,
para posterior reamplificacdo. Nos casos de mispriming com a banda de interesse de forte
intensidade, foi corrido num novo gel a totalidade das reacdes de PCR, para posterior corte e
purificacdo da banda.

Na presenca da banda de interesse ténue (baixo rendimento do produto desejado) sem
evidéncia de mispriming, o produto do nested-PCR foi diretamente purificado para posterior
reamplificag&o.

Para as amostras cujos géis de agarose nao evidenciaram qualquer banda (auséncia de

amplificacdo), repetiu-se, sempre que possivel, o nested-PCR.

2.5. Extracéo e purificacdo de DNA a partir de geis de agarose

A extraccdo e purificacdo de produtos de PCR a partir de géis de agarose foram efetuadas
recorrendo ao kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research Corporation,
Irvine, CA, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. Para purificacdo direta de
produtos de PCR, utilizou-se o kit comercial DNA Clean & Concentrator (Zymo Research
Corporation, Irvine, CA, EUA), seguindo igualmente as indicacdes do fabricante.

Ap0s purificacdo das bandas e das reacdes de PCR, o DNA adsorvido nas colunas de silica foi
eluido em 20ul de DNA Elution Buffer e seguidamente quantificado, para verificar se a
concentracdo era suficiente para se proceder a sequenciacdo. Para todas as amostras

purificadas, foi corrido um gel de eletroforese de confirmagéo, usando 1ul de femplate.

2.6. Sequenciacao e analise filogenética

As amostras dos produtos de PCR purificados foram preparadas e enviadas, juntamente com

0s primers, para sequenciacdo pelo método de Sanger (STABVida, Portugal).

As novas sequéncias nucleotidicas foram sujeitas a uma pesquisa BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) na base de dados do NCBI (National Center for
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Biotechnology Information) — Genbank — a partir da qual se registaram alguns dos nimeros de
acesso obtidos, com percentagens de identidade ndo inferiores a 85%. A partir dos nimeros
de acesso foram obtidas as sequéncias nucleotidicas correspondentes.

No programa CLC Workbench (CLC Bio, Aarhus, Denmark), recorrendo ao algoritmo
ClustalW (Thompson, Higgins & Gibson, 1994), foi efetuado o alinhamento (anexo 2) das 49
sequéncias em estudo com as 56 sequéncias de FIV obtidas no Genbank. Para além destas,
foram incluidas no alinhamento 11 sequéncias previamente subtipificadas, de forma a garantir
a inclusdo dos 6 subtipos na arvore filogenética. O alinhamento foi corrigido manualmente
para maximizar as semelhancas genéticas. Para estimar as relacbes filogenéticas entre as
novas sequéncias portuguesas e as obtidas no Genbank (56 + 11), foi construida uma &rvore
filogenética sem raiz pelo método Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), com base no
calculo das distancias genéticas entre pares de sequéncias pelo método Kimura two-parameter
(Kimura, 1980). A robustez do agrupamento filogenético foi avaliada por analise de bootstrap
de 1000 repetigdes.

O alinhamento nucleotidico obtido no programa CLC Workbench foi exportado para o
programa MEGAG6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski & Kumar, 2013). Atraves deste
software, obteve-se pelo método Kimura two-parameter, uma matriz triangular de distancias
genéticas e identidades percentuais, que foi exportada para o Excel para o calculo dos valores
maximo e minimo e da média para as distancias genéticas dentro de cada subtipo e entre

subtipos, de forma a averiguar a subtipificacdo das novas sequéncias portuguesas.
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IV. RESULTADOS

1. AMPLIFICACAO DA V3-V5 DO GENE env

Num total de 82 amostras processadas, 33 apresentaram uma amplificacdo ineficiente, sem
detecdo de produto na eletroforese (51RR, 53RR, 13UZ, 22UZ, 50UZ, 63UZ, 66UZ, 69UZ,
73UZ, 82UZ, 83UZ, 85UZ, 86UZ, 87UZ, 89UZ, 90UZ, 91UZ, 92UZ, 94UZ, 95UZ, 96UZ,
97UZ, 107UZ, 1Moi, 8Moi, 9Moi, 12Moi, 38Moi, 39Moi, 16Ac¢, 20A¢, 77A¢ e 79A¢). Nas
restantes 49 amostras foi possivel amplificar o fragmento de 550 bp pretendido (33RR, 34RR,

Figura 11 — Visualizacdo de géis de eletroforese no transiluminador.

M
BABBBBBE C

Legenda:

A — amplificacdo eficiente: banda de 550 bp de forte
intensidade, sem mispriming;

B — banda de 550 bp ténue, sem mispriming;

C — controlo negativo;

D — banda de 550 bp ténue, com mispriming;

E — banda de 550 bp de forte intensidade, com mispriming;

F — auséncia de amplificacéo;

M — marcador de pesos moleculares de 100 bp.
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75RR, 81RR, 84RR, 91RR, 31UZ, 52UZ, 53UZ, 54UZ, 55UZ, 56UZ, 59UZ, 60UZ, 61UZ,
62UZ, 64UZ, 65UZ, 68UZ, 71UZ, 72UZ, 74UZ, 75UZ, 76UZ, 78UZ, 80UZ, 81UZ, 88UZ,
93UZ, 98UZ, 103UZ, 108UZ, 109UZ, 110UZ, 111UZ, 112UZ, 10Moi, 11Moi, 16Moi,
40Moi, 45Moi, 1A¢, 6A¢, 7Ac, 15A¢, 19A¢, 73Ac, 82A¢ e 86AC).

2. SEQUENCIACAO E ANALISE FILOGENETICA

Foi possivel obter a sequenciacdo nucleotidica da totalidade de amostras enviadas para o
efeito: 36 amostras do concelho de Lisboa (33RR, 34RR, 75RR, 81RR, 84RR, 91RR, 31UZ,
52Uz, 53Uz, 54Uz, 55Uz, 56UZ, 59UZ, 60UZ, 61UZ, 62UZ, 64UZ, 65UZ, 68UZ, 71UZ,
72Uz, 74Uz, 75UZ, 76UZ, 78UZ, 80UZ, 81Uz, 88Uz, 93Uz, 98UZ, 103UZ, 108UZ,
109UZ, 110UZ, 111UZ e 112UZ), 5 amostras da Moita (10Moi, 11Moi, 16Moi, 40Moi e
45Moi) e 8 amostras dos Acgores (1Ag, 6A¢, 7TAg, 15A¢, 19A¢, 73A¢, 82A¢ e 86A¢) (Figura
12).
Figura 12 — Gréfico representativo da amostra populacional em estudo.
Amostras ndo sequénciadas devido a

auséncia de amplificagéo

5 B Amostras da Unido Zoofila de Lisboa
8 sequenciadas

Amostras de Monsanto sequenciadas

Amostras dos Acores sequenciadas

Amostras da Moita sequenciadas

Nota. A origem das amostras esta identificada por cores. A cor verde (verde escuro e verde claro)
corresponde as amostras do concelho de Lisboa.

As 49 novas sequéncias portuguesas foram alinhadas com algumas das sequéncias resultantes
da pesquisa BLAST e com as sequéncias protétipo dos 6 subtipos de FIV. Tendo em conta o
elevado numero de sequéncias incluidas no alinhamento (116), obteve-se uma arvore
filogenética complexa (Figura 13). Para facilitar a sua leitura, os numeros de acesso das
sequéncias obtidas na base de dados e das sequéncias de referéncia foram substituidos por
cddigos mais simples (anexo 3), que combinam o subtipo do isolado com o local onde foi

identificado (nimero/subtipo/bandeira do pais: exemplo: 1F EN).
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Figura 13 — Arvore filogenética Neighbor-Joining, evidenciando os subtipos e subgrupos B

identificados.

10007

0.1

Nota. S0 apenas salientados os valores de bootstrap superiores a 70%, embora ndo tenha sido
eliminado um valor de 60% numa das ramificacbes do subtipo B, para enfatizar a subdivisdo
correspondente ao subgrupo B2.

As letras, de A a F, indicam os subtipos, separados por cores (A: verde; B: azul; C: amarelo; D: roxo;
E: laranja; F: vermelho). B1, B2, B3 e B4 respresentam subgrupos dentro do subtipo B.

Os codigos de acesso correspondentes as sequéncias obtidas no Genbank encontram-se no anexo 3.
Os retangulos a branco realcam as novas sequéncias portuguesas.

A topologia da arvore filogenética sugere a distribuicdo das novas sequéncias portuguesas por

4 subtipos (A, B, E e F) com distingéo de 4 subgrupos dentro do subtipo B: B1, B2, B3 e B4.
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Tabela 5 — Distancias genéticas dentro dos subtipos e entre subtipos diferentes.

SUBTIPOS
X A B C D E F
(min — max)
A 0,070
(0,018 - 0,131)
5 0,235 0,106
(0,164 — 0,323) (0,005 - 0,207)
C 0,271 0,221 0,104
(0,221 - 0,507) (0,172 - 0,273) (0,100 - 0,106)
D 0,245 0,179 0,224 0,095
(0,206 — 0,288) (0,120 - 0,243) (0,198 - 0,250) (0,003 -0,164)
0,174
(0,145 - 0,216)
e 0,264 [sem inclusio das 0,249 0,199 0,183
(0,179 - 0,328) amostras portuguesas: (0,216 — 0,277) (0,169 - 0,233) (0,163 - 0,208)
0,172
(0,216 — 0,147)]
F 0,224 0,212 0,220 0,197 0,210 0,150

(0,191 0,257)

(0,150 — 0,292)

(0,191 — 0,237)

(0,157 — 0,247) (0,142 — 0,287) 0, 050 — 0,204

Nota. Os valores apresentados incluem as novas amostras portuguesas, previamente subtipificadas, e foram obtidos no programa Excel, ap6s exportacdo da matriz de
distancias genéticas do programa MEGAG6. x — valor da média de distancias genéticas ; min — valor minimo de distancia genética; e max — valor maximo de

distancia genética.
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Os valores médios de distancias genéticas dentro dos subtipos foram 0.070, 0.106, 0.104,
0.095, 0.183 e 0.150 para os subtipos A, B, C, D, E e F, respetivamente. Entre subtipos
diferentes os valores foram mais elevados, tendo-se registado um minimo de 0.174 (entre E e
B) e maximo de 0.271 (entre A e C) (Tabela 5). Considerando apenas 0s subtipos que
incluiram sequéncias portuguesas, o valor maximo de distancia genética entre subtipos

registado foi de 0.264, entre os subtipos A e E.

Tabela 6 — Distribuicdo das novas sequéncias portuguesas por subtipos.

Subtipos
A B (31) E F
(11) B1(7) | B2(1) B3 (23) (6) 1)
1A¢ 54Uz 81Uz
91RR
31UZ 6A¢ 55UZ 98UZ 52Uz
78UZ 15A¢
Novas 53Uz TA¢ 59UZ 103Uz | 56UZ
. 109Uz 10Moi
sequéncias | 61UZ 19A¢ 65UZ 112UZ | eouz
110Uz 75Uz 11Moi 88Uz
portuguesas | 62UZ 73A¢ 72UZ 33RR | 71Uz
111Uz 16Moi
(49) 64UZ 82A¢ 74UZ 34RR | 93Uz
75RR 40Moi
68UZ 86A¢ 76UZ 81RR | 108UZ
45Moil
80UZ 84RR

O subtipo B (Figura 15) € o que retne maior nimero de sequéncias portuguesas (Figura 14),
sendo o Unico a incluir amostras das trés zonas geograficas processadas (Acores, Lisboa e
Moita) (Tabela 6).

Figura 14 — Gréfico representativo das percentagens de

novas sequéncias em cada subtipo.
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Figura 15 — Ampliacédo da arvore Neighbor-Joining, pormenor do subtipo B.




O subtipo B € portanto 0 que apresenta maior heterogeneidade, com um intervalo de
distancias genéticas entre as sequéncias que o compdem claramente superior ao de qualquer
outro subtipo (0.005 — 0.207) (Tabela 5).

A organizacdo dos ramos que compdem o subtipo B sugere a divisdo do mesmo em 4
subgrupos (B1, B2, B3 e B4) (Figura 15). As novas sequéncias portuguesas que agruparam
com sequéncias prototipo deste subtipo distribuem-se por trés subgrupos — B1, B2 e B3 —
sendo o subgrupo B4 composto por uma Gnica sequéncia, da Austria. Os subgrupos B1 e B2
séo 0s que apresentam valores de bootstrap mais significativos (85% e 60%, respetivamente).
A média de distancia genética entre sequéncias incluidas no subtipo B é de 0.106, inferior aos

valores mais elevados observados entre subgrupos (Tabela 7).

Tabela 7 — Distancias genéticas dentro dos subgrupos B e entre subgrupos B.

Subgrupos do
S“bt;po B B1 B2 B3 B4
(min — max)
0,054
Bl (0,010 -0,128)
582 0,109 0,095
(0,072-0,189) (0,087 —0,107)
B3 0,118 0,135 0,081
(0,084 - 0,207) (0,100 -0,159) (0,005 -0,127)
B4 0,122 0,135 0,158 o*
(0,100-0,172) (0,126 —0,140) (0,138 —0,190)

Nota. Os valores que constam nesta tabela foram calculados no Excel, a partir da exportagdo da matriz
triangular de distancias genéticas obtida no MEGA6. *B4 é composto por uma Unica amostra. x— valor
da média de distancias genéticas; min — valor minimo de distancia genética; max — valor maximo de
distancia genética.

O subgrupo B1 destaca-se com o valor mais alto de bootstrap (85%), incluindo, para além das
sequéncias j& subtipificadas, todas as amostras dos Agores, com exce¢do da 15A¢. Neste
subgrupo, é evidente um conjunto de seis amostras dos Agores (6Ag, 7A¢, 82A¢, 86A¢, 1A,
73Ac¢) que deriva de um ramo suportado por um valor de bootstrap de 99%. Estas seis
sequéncias apresentam uma forte similaridade entre si, com um valor maximo de distancias
genéticas de 0.057 (Tabela 8).
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Tabela 8 — Distancias genéticas entre as amostras dos Ac¢ores do subgrupo B1.

Amostras | 19A¢  6A¢ 7TAc  82Ac¢c 86Ac¢c 1A¢ 73Ac 15Ac¢

19A¢

6AC 0,057 Media:
7AC 0,057 0,000 0,028

82A¢ 0,054 . 0,013 0,013
86A¢ 0,054 | 0,013 0,013 | 0,000

Max:

1AG 0057 0031 0031 0023 0,023 0,057
73Ac | 0,054 0023 0023 0016 0016 0023
15Ac | 0098 0100 0100 0097 0097 0103 0,090

Neste conjunto de seis amostras do subgrupo Bl identificam-se ainda dois pequenos grupos,

cada um deles composto por duas sequéncias, suportados por valores de bootstrap

significativos (91 e 99%). A andlise das distancias genéticas dentro de cada grupo revela que

as amostras que os compdem (6A¢ e 7A¢ num e 82A¢ e 86A¢ noutro) apresentam sequéncias

iguais (distancia genética = 0.000; identidade = 100%). Por outro lado, os dois aglomerados

sdo também muito proximos, apresentando apenas 13% de divergéncia nucleotidica entre as

sequéncia de um e de outro (Figura 16).

Figura 16 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas (550 bp) dos Acores que formam
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aglomerados no subgrupo B1.
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No subtipo B2 foi apenas incluida uma das novas sequéncias portuguesas, 75UZ, que, embora
isolada, emerge paralelamente a um ramo com bootstrap 100% de onde derivam 4 sequéncias
previamente caracterizadas. Estes dois ramos compdem o subtipo B2 e partem de um ramo
comum suportado por um valor de bootstrap consideravel (60%).

O subgrupo B3 é o subgrupo com maior numero de sequéncias portuguesas, sendo o Unico a
incluir amostras das diferentes localizagdes em estudo: uma amostra dos Acores (15A¢), cinco
amostras da Moita (10Moi, 11Moi, 16Moi, 40Moi e 45Moi) e dezassete amostras do concelho
de Lisboa (33RR, 34RR, 81RR, 84RR, 91RR, 54UZ, 55UZ, 59UZ, 65Uz, 72UZ, 74UZ,
76UZ, 80UZ, 81UZ, 98UZ, 103UZ e 112UZ). As amostras da Moita e do concelho de Lisboa
deste subgrupo apresentam um ramo comum com 2 sequéncias portuguesas ja caracterizadas,
suportado por um notavel valor de bootstrap (96%). A amostra dos Agores (15A¢) € menos
proxima das amostras do continente, surgindo num ramo mais isolado.

O ramo que sustenta o subtipo A apresenta um bootstrap de 100% (Figura 17). Este subtipo
inclui um namero consideravel de novas sequéncias portuguesas (11), embora todas do
concelho de Lisboa (UZL (31UZ, 53UZ, 61UZ, 62UZ, 64UZ, 68UZ, 78UZ, 109UZ, 110UZ,
111UZ e 75RR).

Figura 17 — Ampliacéo da arvore Neighbor-Joining, pormenor do subtipo A.
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O subtipo A, & semelhanca do que foi observado no subgrupo B1, apresenta dois pequenos

grupos (de duas e trés amostras da UZL) suportados por valores de bootstrap de 100%. As

amostras 61UZ e 62UZ, que formam um dos grupos, apresentam sequéncias nucleotidicas
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praticamente iguais, tal como as amostras 109UZ, 110UZ e 111UZ (Figura 18). A

proximidade genética entre os dois grupos é também evidente.

Figura 18 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas (550 bp) da UZL que formam

aglomerados no subtipo A.
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Todas as sequéncias do subtipo A revelaram valores baixos de distancias genéticas entre si
(Tabela 9), sendo este o subtipo que apresenta o valor médio de distancias genéticas mais
baixo (0.070).

43



Tabela 9 — Distancias genéticas entre as novas sequéncias portuguesas do subtipo A.

75RR | 68UZ | 64UZ | 109UZ | 111UZ | 110UZ | 61UZ | 62UZ | 78UZ | 53UZ | 31UZ

75RR

68UZ | 0,048

64Uz | 0,081 | 0,073

109Uz | 0,069 | 0,072 { 0,114

111Uz | 0,069 | 0,072 { 0,114 ; 0,000

110Uz | 0,069 | 0,072 | 0,114 { 0,000 : 0,000

61UZ | 0,081 i 0,063 ;| 0,107 | 0,063 | 0,063 | 0,063

62Uz | 0,081 ; 0,063 | 0,107 { 0,063 | 0,063 i 0,063 | 0,000

78Uz | 0,084 : 0,072 { 0,098 ; 0,083 | 0,083 : 0,083 { 0,046 : 0,046

53UZ | 0,085 0,076 ; 0,111 ;| 0,064 | 0,064 ; 0,064 ; 0,058 ; 0,058 ;| 0,071

31Uz | 0,057 ; 0,060 ; 0,098 | 0,072 : 0,072 { 0,072 { 0,066 { 0,066 ; 0,075 | 0,066

Nenhuma das novas sequéncias portuguesas em estudo agrupou com sequéncias do subtipo C
ou D.

Uma das amostras da UZL (88UZ) agrupou com as duas sequéncias prototipo do subtipo F. O
subtipo F é exclusivamente composto por sequéncias portuguesas, uma nova e duas ja
caracterizadas. As sequéncias ja caracterizadas do subtipo F, quando comparadas entre si,
apresentam valores de distancia genética superiores aos que sdo observados entre as mesmas e

a nova sequéncia da UZL (Tabela 10).

Tabela 10 — Distancias genéticas entre sequéncias do subtipo F.

T IR
1F
oF ER 0,181
88UZ 0,054 0177

44



Seis amostras da UZL (52UZ, 56UZ, 60UZ, 78UZ, 93UZ e 108UZ) agruparam com
sequéncias prototipo do subtipo E. No conjunto de nove sequéncias que constituem este
subtipo, distinguem-se dois ramos principais, um de onde divergem as seis amostras da UZL e
outro, com bootstrap de 100%, que inclui trés amostras da Argentina ja caracterizadas (Figura
19).

Figura 19 — Ampliacéo da arvore Neighbor-Joining, pormenor do subtipo E.
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O ramo que inclui as amostras portuguesas divide-se, por sua vez, noutros dois ramos, um
deles, suportado por um bootstrap de 86%, incluindo cinco amostras, e 0 outro composto
apenas por uma.

O valor medio de distancias genéticas observado entre as nove sequéncias que compdem o
subtipo E é de 18,3% (Tabela 11). As seis amostras portuguesas, quando comparadas entre si,
apresentam um valor maximo de distancia genética mais baixo (13,8%), sendo por isso mais

préximas entre si que das sequéncias ja caracterizadas do mesmo subtipo.
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Tabela 11 — Percentagens de divergéncia nucleotidica entre sequéncias do subtipo E.

Identificacdo do

isolado 1E= 2E= 3E-= 60UZ 71Uz 108UZ 93UZ 56UZ 52UZ
1E=

2E= 3,40%

3E-= 4,30% 5,10%

60UZ 19,8% 18,1% 19,7%

71Uz 19,3% 20,8% 18,7% 12,1%

108Uz 16,8% 17,8% 16,3% 12,1% 5,7%

93Uz 17,1% 18,6% 16,6% 12,0% 6,3% 8,1%

56UZ 16,9% 18,0% 18,4% 13,0% 9,7% 9,7% 9,0%

52Uz 18,3% 19,0% 18,7% 13,8% 8,1% 6,6% 10,7% 11,7%

% Divergéncia nucleotidica entre os dois

grupos or i . - .
(sequéncias caracterizadas e sequéncias Y% Divergéncia nucleotidica entre sequéncias portuguesas
portuguesas)
Média Minimo Maximo Média Minimo Maximo
18,3 16,3 20,8 9,9% 57% 13,8%
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DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo a subtipificacdo filogenética de sequéncias de FIV,
amplificadas a partir de amostras de sangue de animais seropositivos.

Apds sequenciacdo, a amostra populacional inicial de 82 animais ficou reduzida a 49
sequéncias: 36 do concelho de Lisboa (UZL e Monsanto), 5 da Moita e 8 dos Acores. A
impossibilidade de amplificacdo e sequenciacdo de 33 amostras poderd estar relacionada com
o facto de as mesmas j& ndo terem chegado ao laboratorio nas melhores condigdes. Por outro
lado, algumas destas amostras eram antigas, podendo o tempo de conservacdo ter sido
responsavel pela degradacio do material genético. E possivel também que os primers
utilizados na amplificagéo do fragmento de 550 bp, desenvolvidos e desenhados em 1994, por
Sodora e seus colaboradores, estejam desatualizados, devido a elevada diversidade genética
do FIV.

Como as amostras foram obtidas exclusivamente a partir de gatos seropositivos, este estudo
ndo permite avaliar a prevaléncia seroldgica de FIV nas areas geogréaficas nele incluidas e as
amostras de felinos seropositivos do concelho de Lisboa e da Moita poderdo ndo refletir as
caracteristicas epidemioldgicas da populacéo felina de Portugal Continental infetada por FIV.
Da mesma forma, as amostras dos Acores, para além de serem, em ndmero, pouco
significativas, foram colhidas exclusivamente numa ilha (S. Miguel), pelo que poderéo néo
ser representativas da populacgdo de gatos infetados por FIV no arquipélago em questao.

Para a caracterizacdo da diversidade genética de FIV em Portugal e nas Ilhas, seria util um
estudo suportado por um ndmero de isolados mais significativo e representativo de cada
regido, incluindo amostras de outras areas geogréaficas, de norte a sul do pais, e também
considerar o estudo de outras ilhas dos Acores e da Madeira.

Tendo em conta que a analise filogenética ndo é um método absolutamente preciso
(Felsenstein, 1985, p. 13), este estudo deveria ser suportado pela andlise de outros genes
virais, incluindo, por exemplo, a analise paralela do gene gag ou de uma regido genémica
maior (analise da totalidade do gene env ou do genoma viral completo). A classificacdo das
amostras em estudo ndo € portanto inequivoca, embora os resultados evidenciem a existéncia
de 4 subtipos e a distin¢do de pelo menos 4 subgrupos no subtipo B, o que reflete um aumento
da diversidade genética do virus no pais, sobretudo devido a aparente emergéncia do subtipo
E (6 amostras da UZL) na populacéo felina do concelho de Lisboa.

Apesar da heterogeneidade genética verificada e das diferentes localizacBes geogréficas

incluidas no estudo, a grande maioria das novas sequéncias portuguesas pertence ao subtipo A
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ou B, embora o primeiro represente uma percentagem quase 3 vezes inferior a de B. A
distribuicdo encontrada para os subtipos A e B, que incluem 80% das amostras, é similar a
que Bachmann (1997) verificou num dos primeiros estudos de diversidade molecular do FIV.
A meédia de distancias genéticas dentro dos subtipos oscilou entre 0.070 e 0.183 e entre
subtipos os valores variaram de 0.174 a 0.271. Embora o valor maximo de diversidade viral
observado dentro dos subtipos (0.183) seja superior ao valor minimo verificado entre subtipos
(0.174), em termos percentuais, estes valores sdo comparaveis com os observados por Sodora
e seus colaboradores (1994) (2,5% — 15% dentro dos subtipos e 17,8% — 26,2% entre
subtipos). Por outro lado, o valor mais alto da média de distancias genéticas dentro dos
subtipos (18,3%) né&o ultrapassou o valor de diversidade entre subtipos referido por outros
autores (20%) (Kakinuma et al., 1995; Bachmann et al., 1997), o que da robustez a
subtipificacdo molecular neste estudo realizada.

Os subtipos A e C sdo os mais distantes entre si, apresentando o valor médio de distancias
genéticas mais alto de todas as combinacGes de subtipos (0.271). Se considerarmos apenas 0s
subtipos identificados em Portugal, os subtipos mais distantes entre si s&o os subtipos A e E
(0.264), em contraste com os subtipos B e E, que apresentam o valor mais baixo (0,174). Os
subtipos B e E sdo portanto os que apresentam sequéncias mais semelhantes. Esta evidéncia
poderia justificar a inclusdo das amostras E (portuguesas e argentinas) num subgrupo do
subtipo B. Contudo, a percentagem média de distancias genéticas entre os subtipos B e E, sem
inclusdo das novas sequéncias portuguesas classificadas como E, é também inferior a 20%
(17.2%), tendo as amostras da Argentina sido previamente classificadas como subtipo E.

Dos quatro subtipos identificados no pais, o subtipo A é o que apresenta maior valor de
bootstrap (100%), reunindo exclusivamente amostras do concelho de Lisboa.

Aparentemente, o subtipo B é o mais comum na populacdo portuguesa de felinos infetados
por FIV, reunindo neste estudo o maior numero de amostras. Além disso, € o subtipo que
revela maior heterogeneidade, ndo sé por abranger as trés localizacBes geograficas em estudo
(para além de sequéncias ja caracterizadas de 3 continentes) mas também pela distin¢do de 4
subgrupos, dois deles suportados por valores elevados de bootstrap. A divisdo do subtipo B
em subgrupos ja tinha sido referida noutros estudos (Sodora et al., 1994; Bachmann et al.,
1997; Steinrigl & Klein, 2003), inclusivamente em Portugal (Duarte & Tavares, 2006). As
médias de distancias genéticas entre subgrupos sao superiores as que se observaram dentro do

subtipo B, tal como Duarte & Tavares (2006) verificaram num estudo anterior.

48



As sequéncias do subtipo A sdo as que revelam maior semelhanca genética entre si,
apresentando o valor mais baixo de distancias genéticas em comparacdo com 0s restantes
subtipos (0.070).

Embora as sequéncias do subtipo A sejam menos diversificadas que as do subtipo B (valores
médios de divergéncia genética dentro dos subtipos de 0.070 e 0.106, respetivamente), a
presenca de pequenos grupos bem suportados (bootstrap de 100%) é evidente em ambos 0s
subtipos, & semelhanca do que ja Bachmann e seus colaboradores (1997) tinham reportado. Os
grupos identificados nestes subtipos sdo compostos por duas a trés amostras da mesma
localizagdo geografica e apresentam sequéncias nucleotidicas praticamente iguais, 0 que
reforca a existéncia de uma relagdo entre divergéncia genética e distancia geogréafica ou
segregacdo, j& antes referida por Bendinelli e seus colaboradores (1995). Além disso, as
amostras que compdem estes grupos correspondem a gatos sujeitos a confinamento (UZL) ou
a gatos errantes em areas de pequenas dimensdes (ilha de S. Miguel), situacdes que propiciam
a ocorréncia de lutas, favorecendo a transmissdo do virus. Esta evidéncia, aliada a
similaridade reconhecida entre estas amostras, sugere a transmissdo direta do virus entre 0s
individuos a partir dos quais se obtiveram as referidas amostras.

As amostras dos Acores pertencem todas ao subtipo B, tendo a grande maioria (todas a
excecdo de duas) agrupado num anico subgrupo (B1), o que revela elevada identidade
genética entre as sequéncias acorianas. A evidéncia de que o subtipo B € 0 mais comum em
Portugal continental sugere que a introducdo deste subtipo na ilha de S. Miguel tera resultado
do transporte de felinos infetados do continente para la. O isolamento fisico da ilha podera de
alguma forma dificultar a introdugdo de novos subtipos e perpetuar a baixa diversidade
verificada entre estas sequéncias.

A maioria das amostras de Portugal continental do subtipo B (todas, a excecdo da 75UZ)
agrupou com duas sequéncias ja caracterizadas identificadas também em Portugal continental.
Este agrupamento de amostras (novas sequéncias e sequéncias ja caracterizadas) é suportado
por um valor de bootstrap de 96%, pertencendo ao subgrupo B3.

O subgrupo B1 abrange a maioria das amostras dos Acores e o subtipo B3 a maioria das
amostras de Portugal continental. Esta distribuicdo podera estar relacionada com a localizagdo
geografica das amostras que os compdem, uma vez que as pressdes genéticas evolutivas em
Portugal continental e nos Acores poderéo ser distintas.

A semelhanca do que se observou em anteriores anélises filogenéticas de isolados portugueses

de FIV (Duarte, Marques, Tavares & Fevereiro, 2002; Duarte & Tavares, 2006), neste estudo
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ndo foram identificados os subtipos C e D. No entanto, foi detetada uma amostra do subtipo
F, ja antes reportado no pais (Duarte & Tavares 2006).

O subtipo E foi pela primeira vez identificado em Portugal, em seis amostras da UZL. O
agrupamento destas amostras com sequéncias da Argentina é bastante intrigante tendo em
conta a distancia geografica entre elas. O transporte transcontinental de felinos infetados pelo
subtipo E, da Argentina para Portugal, poderé justificar a introducdo deste subtipo no pais.
Apesar de agruparem no mesmo subtipo, as amostras portuguesas apresentam maiores
semelhancas genéticas entre si (média de percentagens de divergéncia genética de 9,9%) que
com as da Argentina (meédia de percentagens de divergéncia genética de 18,3%). As distancias
genéticas entre as sequéncias nucleotidicas dos dois paises poderdo ser devidas a diferentes
pressGes genéticas e evolutivas entre eles. Esta divergéncia, suportada por valores de
bootstrap significativos, podera justificar uma posterior divisdo do subtipo E em subgrupos, a
semelhanca do que foi feito com o subtipo B. Aceitando a hipétese de que o subtipo E tera
sido introduzido em Portugal a partir de gatos infetados provenientes da Argentina, uma
divisdo do subtipo E em subgrupos seria compativel com o pressuposto de que isolados de
diferentes subgrupos terdo divergido de um ancestral comum e posteriormente sofrido
pressdes genéticas e evolutivas diferentes (Pistello et al., 1997). Apesar da notavel diversidade
genética dentro do subtipo B, as sequéncias E sdo as menos semelhantes entre si,
apresentando o valor mais alto de média de distancias genéticas (0,183). Embora em termos
percentuais (18,3%) seja um valor superior a maxima de distancias dentro de subtipos referida
por Sodora e seus colaboradores (1994) (15%), ndo ultrapassa os 20%, como ja referido, o
que de alguma forma certifica a incluséo das 6 amostras da UZL no subtipo E.

O método filogenético utilizado ndo considera o perfil evolutivo das sequéncias analisadas,
originando uma arvore sem raiz, e impede a dete¢cdo de um ancestral comum. Embora a
filogenia inferida a partir do alinhamento realizado neste estudo seja predominantemente
descritiva, ndo inferindo sobre a pressdo evolutiva dos varios subtipos, permitiu a
identificacdo de 4 subtipos de FIV em circulacdo no concelho de Lisboa (A, B, E e F), que
inclui as amostras da UZL e Monsanto, em contraste com as amostras da Moita e dos Acores,
nas quais apenas foi detetado o subtipo B. Desta forma, atingiram-se os objetivos propostos,
atraves da determinacdo da diversidade genética de amostras das trés areas geograficas em
estudo. Para alem dos trés subtipos ja anteriormente reportados em Portugal (A, B e F)
(Duarte et al., 2002; Duarte & Tavares, 2006), foi identificado o subtipo E, o que comprova

que a diversidade genética em Portugal ndo é estatica.
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V. CONCLUSAO

Como apenas foram analisadas amostras de trés zonas do pais (Lisboa, Moita e Acores), 0
presente estudo ndo expressa as caracteristicas epidemiolégicas da populacdo felina infetada
por FIV em Portugal. No entanto, permitiu demostrar a crescente diversidade genética do
virus no pais, pela aparente emergéncia do subtipo E no concelho de Lisboa e pela
identificacdo de diferentes subgrupos dentro do subtipo B.

A populacédo felina de Portugal apresenta em circulacdo 4 subtipos de FIV: A, B,Ee F. O
subtipo B foi o que maior nimero de sequéncias reuniu, abrangendo amostras dos 3 grupos
geograficos analisados (concelho de Lisboa — UZL e Monsanto —, Moita e Agores), sendo
aparentemente o mais comum em Portugal Continental e o Unico detetado nos Agores. Apesar
do isolamento fisico do arquipélago, o transporte de animais é cada vez mais comum,
aumentando o risco da introducdo de novos subtipos virais na populacdo felina da ilha de S.
Miguel.

A crescente heterogeneidade genética dentro do subtipo B, ja referida por diversos autores
(Sodora et al., 1994; Bachmann et al., 1997; Steinrigl & Klein, 2003; Weaver et al., 2004;
Duarte & Tavares, 2006; Lara, Taniwaki & Jr, 2007), destaca a necessidade de divisdo do
mesmo em subgrupos ou até mesmo em subtipos, de acordo com a divergéncia genética e a
consisténcia de agrupamento filogenético.

O subtipo A, ausente na amostra populacional da Moita e dos Acgores, ocorre com menos
frequéncia que o subtipo B, embora inclua um namero consideravel de amostras de felinos do
concelho de Lisboa (UZL e Monsanto).

Aparentemente, Portugal Continental e os Agores continuam livres dos subtipos C e D, mas o
subtipo F, ja anteriormente descrito no pais (Duarte & Tavares, 2006), foi mais uma vez
identificado, embora numa Unica amostra.

Este foi o primeiro estudo filogenético de caraterizacdo molecular do FIV fora do concelho de
Lisboa, incluindo isolados da Moita e dos Acores.

Seria interessante dar continuidade a este estudo e incluir uma amostra populacional mais
significativa, com um maior ndmero de isolados, representativos de diferentes areas
geograficas, de norte a sul do pais, incluindo todas as ilhas. Estes estudos seriam relevantes

para a avaliagdo da introdugdo de uma vacina eficaz contra os subtipos identificados.
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ANEXO 1 — Quantificacdo do DNA genomico das amostras em estudo.

Concentracéo Concentracao Concentracao
Identificacdo em &cidos Identificacdo em &cidos Identificacéo em &cidos
da amostra nucleicos da amostra nucleicos da amostra nucleicos
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)

1A¢ 15,5 39Moi 23,3 78UZ 402,2
6AC 12,2 40Moi 17,3 80UZ 16,4
7AC 20 45Moi 19,1 81UZ 24,1
15A¢ 29,3 13Uz 6,7 82Uz 14,7
16A¢ 8,4 22UZ 7,5 83Uz 19,2
19A¢ 12,8 31Uz 6,6 85UZ 25,8
20A¢ 94 50UZ 8,8 86UZ 28
73A¢ 21,3 52Uz 17,2 87Uz 783
T7AG 17,9 53Uz 109,4 88UZ 129,38
79A¢ 12,9 54UZ 15,6 89UZ 1158
82A¢ 37,5 55UZ 12,9 90UZ 9,2
86A¢ 39,2 56UZ 55,5 91UZ 32,7
33RR 40,3 59UZ 24,8 92UZ 13,1
34RR 1016 60UZ 21,2 93Uz 26,4
51RR 143,5 61UZ 110,3 94Uz 97,9
53RR 31,2 62UZ 81,2 95UZ 25,9
75RR 49 63UZ 65,2 96UZ 6,2
81RR 79,1 64UZ 17,8 97UZ 22,8
84RR 53,5 65UZ 78,1 98UZ 19,1
91RR 46,5 66UZ 28,3 103UZ 22,2
1Moi 23,5 68UZ 29,9 107UZ 2,8
8Moi 37,1 69UZ 72,5 108UZ 7,1
9Moi 35,7 71Uz 63,4 109UZ 198,7
10Moi 32,9 72Uz 92 110Uz 86,2
11Moi 70,4 73UZ 11,5 111Uz 104,1
12Moi 31,6 74UZ 90,3 112Uz 30,6
16Moi 191 75Uz 182,4
38Moi 12 76UZ 86,6
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ANEXO 2 — Alinhamento (continuacéo)
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ANEXO 3 - Cddigos de identificacdo das sequéncias ja caracterizadas e subtipificadas.

Identificacdo na

arvore filogenética Subtipo Localizacéo NUmero de Acesso
A Canada GQ422134.1
M25381"
U02417.1
A AF542155.1
GQ420651.1
EUA AY621093.1
GQ422135.1
B GQ422133.1
AF542145.1
AF542160.1
A Nicaragua AF051805.1
FJ374697.1
DQ177159.2
. DQ177157.2
B Brasil
EU375596.1
IN836282.1
EU375615.1
B D84497.1
Argentina D84500'*1
E D84498
: D84496
10k DQ072558.1
ekl 5 DQ072577.1
1FEl Portugal DQO72567
Y= o | F DQ072572"
1ASE= X69497.1
= A Reifo Unido HOtEerol
= HQ456805.1
A A AY196339.1
1p— Alemanha AF531044.1
op AY196334.1
T — AY196331.1
p) s — o Austria AY196336.1
] f— AF531036.1
Pl p— AF531031.1
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ANEXO 3 — Cddigos de identificacdo das sequéncias ja caracterizadas e subtipificadas

(continuacao).

érl\(/jgpg IIiIIC oag :r?é?i?:a Subtipo Localizagdo NUmero de Acesso
s — B Austria AF531042.1
10 B N X69501.1
2sN W B Italia Y13869.1
B B Turquia HM639738.1
1A @ AB515035.1
2A @ AB515029.1
3A @ A AB515053.1
4A @ D67048.1
1B ® D37816.1
2B @ 3 D37814.1
Japao ~
3B @ D37812
4B @ AB515067.1
5B @ 5 AB515204.1
6B @ AB515192.1
7B @ D67064.1
8B @ M59418.1
1c ® AB083503"
2C ® ¢ AB010396"
D1 @ D1 D37811"
1D2 @ AB515058.1
2D2 @ D2 AB515263.1
3D2 @ AB083502"
cEll C . AB016666
A A Taiwan GU208523.1
A A Nova Zelandia EF154050.1
1A D= DQ873718.1
2A % DQ873715.1
3AE . DQ873722.1
A é A Africa do Sul D8873723.1
5A D DQ873732.1
6A B DQ873719.1

Nota. = Numeros de acesso correspondentes as 11 sequéncias previamente subtipificadas
incluidas no alinhamento para garantir a inclusdo dos 6 subtipos na arvore filogenética.
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