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RESUMO

O virus da leucemia felina (FeLV) é um Gammaretrovirus, pertencente a familia
Retroviridae, que infecta felinos domésticos e selvagens. Trata-se de um virus que causa
uma infeccdo trasmitida entre os felinos por fomites, lambeduras ou mordeduras.
Clinicamente, a leucemia viral felina pode apresentar diversas sindromes clinicas
graves, como neoplasias, leucemias, disturbios hematoldgicos, mieloproliferativos,
neuroldgicos, entre outros. O FeLV é composto por uma fita simples de RNA, envolto
por um envelope, constituido por trés genes env, gag, pol. Atualmente, podemos
classificar geneticamente o virus em cinco subgrupos: FeLV-A, B, C, D e T. O
subgrupo A é predominante, porém menos patogénico. Os subgrupos B e C sdo menos
comuns e surgem de recombinacBes genéticas de virus exdgenos com retrovirus
enddgenos dos genomas dos gatos infectados. O diagnostico da doenca pode ser
realizado por testes rapidos imunocromaticos ou analises moleculares como a reacdo em
cadeia de polimerase (PCR). Entretanto, apesar da disponibilidade dessas ferramentas,
ainda hé pouca informac&o sobre a epidemiologia molecular do virus na regido da Serra
Gaucha. O objetivo deste estudo foi detectar e caracterizar geneticamente o FeLV em
felinos da Serra Gaucha. Ao todo 29 amostras de felinos foram colhidas, e selecionadas
para o sequenciamento. A idade dos gatos amostrados variou entre trés meses e 15 anos.
A andlise dos dados das amostras sequenciadas mostrou que 26 (89,7%) apresentavam
doenca ativa, sendo a anemia a alteracdo hematoldgica mais frequente. Na andlise
filogenética, 93,1% (27/29) amostras eram de FeLV-A, e 6,9% (2/29) de FeLV-B. De
acordo com os achados do nosso estudo, detectamos uma alta frequéncia de FeLV-A, o
que pode estar fortemente relacionada a regido geografica como ja desmonstrado em
outros estudos. Mais estudos sdo necessarios para que se possa compreender mais sobre
a patogénese da doenca, bem como de formas de controle e eliminagdo deste virus.

Palavras chaves: FeLV, felino, PCR, ELISA.



ABSTRACT

The feline leukemia virus (FeLV) is a Gammaretrovirus, from the Retroviridae family,
which infects domestic and wild felines. It is a virus that causes an infection transmitted
among felines by fomites, licks or bites. Clinically, feline viral leukemia can present
several serious clinical syndromes, such as neoplasms, leukemias, hematological,
myeloproliferative and neurological disorders, among others. FeLV is composed of a
single strand of RNA, surrounded by an envelope, consisting of three genes env, gag,
pol. Currently, we can differentiate the virus into five subgroups according genetic
anlysis: FeLV-A, B, C, D and T. Subgroup A is predominant, but less pathogenic.
Subgroups B and C are less common and arise from genetic recombinations of
exogenous viruses with endogenous retroviruses from the genomes of infected cats .
Diagnosis of the disease is performed by rapid immunochromatic tests or molecular
analyzes such as polymerase chain reaction (PCR). However, despite the availability of
these tools, there is still little information about the molecular epidemiology of the virus
in the Serra Galcha region. The aim of this study was to detect and genetically
characterize FeLV in felines from Serra Gaucha. A total of 39 feline samples were
collected, and 29 selected for sequencing. The age of the sampled cats ranged between
three months and 15 years. Analysis of the data from the sequenced samples showed
that 26 (89.7%) had active disease, with anemia being the most frequent hematological
disorder. In the phylogenetic analysis, 93.1% (27/29) samples were of FeLV-A, and
6.9% (2/29) of FeLV-B. According to the findings of our study, we detected a high
frequency of FeLV-A, which may be strongly related to the geographic region, as
demonstrated in other studies. More studies are needed to understand more about the
pathogenesis of the disease, as well as ways to control and eliminate this virus, since it
IS an untreated disease.

Key words: FeLV, feline, PCR, ELISA.



1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil é considerado o segundo pais com o maior numero de
animais de estimacdo em todo o mundo. Segundo os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), publicados em 2018, o Brasil possui um total de 139,3
milhGes de animais de estimacdo nos lares brasileiros. Desses, 54,2 milhdes sdo cées, e
23,9 milhdes sdo gatos. Os felinos vém sendo a opcdo de animal de estimacdo para
muitas pessoas principalmente nas grandes cidades, o que faz com que a populacdo de
gatos domiciliados aumente a cada ano (BIEZUS, 2017).

Com esse aumento da populagdo de gatos nos lares brasileiros, houve uma
elevacdo proporcional no diagnostico das retroviroses felinas, como a imunodeficiéncia
viral felina (FIV, feline immunodeficiency virus) e a leucemia viral felina (FeLV, feline
leucemia virus). Essas doencas tém grande impacto na medicina de felinos, pois sdo
altamente contagiosas e causam graves sindromes clinicas, como as disfuncdes
hematopoiéticas e neoplasicas (BIEZUS, 2017). Além disto, ainda existem evidéncias
que este virus pode estar envolvido em muitos casos de neoplasias (LEITE FILHO,
2018).

Estudos comprovam que além dos gatos domésticos, espécies de felinos
selvagens também apresentam infeccdo pelo FeLV, um fator extremamente relevante na
conservacao das especies, ja que esse virus € altamente contagioso e pode resultar no
obito do felino infectado (MORA et al., 2015; POFFO et al., 2017). A transmissao do
virus pode ocorrer na forma vertical ou horizontal. A transmissdo horizontal ocorre
principalmente nos gatos que possuem contato frequente, compartilhando vasilhas de

comida e agua, e também na limpeza mutua, ja que grandes quantidades de particulas
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virais sdo liberadas na saliva. A transmissdo vertical pode ocorrer in Utero pela via
transplacentaria, pela passagem do filhote no canal do parto ou também através do
aleitamento materno. Essas variagdes na transmissao vertical estdo relacionadas com a
carga viral da mée durante a gestacdo, podendo infectar até 70% de uma ninhada
(AQUINO, 2012; TURRAS, 2014; BEALL et al., 2019).

O FeLV foi por muito tempo considerado o principal causador de sindromes
clinicas diagnosticadas em gatos, bem como tem sido detectado em aproximadamente
um terco dos gatos que vieram a ébito por neoplasias. Esses indices sdo ainda maiores
nos casos de mortes vinculadas a anemia ou infec¢bes secundarias, causadas pelos
efeitos imunossupressores do virus (HARTMANN, 2012; GALDO NOVO et al., 2016;
CHIU et al., 2018).

Os casos de gatos infectados por FeLV em todo o mundo vem diminuindo a
cada ano, devido as medidas de controle como testes, vacinacao e isolamento de gatos
infectados (WILKES et al., 2018). No entanto, a presenca da doenca pode estar sendo
subestimada, ja que estudos comprovam que gatos infectados regressivamente ainda
podem desenvolver a doenca e seus sinais clinicos ao longo da vida (HARTMANN,
2012).

Poucos estudos epidemioldgicos sobre FeLV no Brasil tém sido realizados.
Algumas pesquisas revelam uma frequéncia de 4,5% de gatos infectados nas regides
Centro-Oeste do Brasil (POFFO et al., 2017) e 2,8% dos gatos da regido de Mineiros,
GO, revelando um maior indice de infeccdo em felinos machos, néo castrados, de livre
acesso a rua (LEMOS, 2019). Ja em paises como Colémbia e Australia as frequéncias
de gatos FeLV positivos sdo bem maiores, situando-se em 68% e 43%, respectivamente

(RAMIREZ et al., 2016).
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Atualmente, cinco subgrupos diferentes de FeLV sdo conhecidos, sendo eles
FeLV-A, B, C, D e T (WATANABE et al., 2013; CHIU et al., 2018; ORTEGA et al.,
2020). A identificacdo da frequéncia dos subgrupos é importante no entendimento da
patogenia, epidemiologia e controle da doenca (COELHO et al., 2008, BIEZUS et al.,
2019; ORTEGA et al., 2020)

Este trabalho teve como objetivo detectar o FeLV por meio de teste rapido e
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em pacientes felinos, identificar os subgrupos
virais a partir de analise filogenética e realizar uma andlise das principais alteracdes

hematoldgicas dos gatos infectados na regido da Serra Galcha.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1 Descoberta do FeLV e suas possiveis origens

No inicio da década de 60, o professor William Jarrett recebeu um grupo de
gatos jovens atendidos por um médico veterinario local, apresentando sinais de linfoma.
Esses animais possuiam o histérico de viverem em uma mesma coldnia, o que despertou
0 interesse do professor a respeito da possibilidade de o linfoma ser causado por algum
tipo de virus, como ocorria em aves e camundongos (JARRETT, 1999; WILLETT &
HOSIE, 2013).

Apos alguns anos de pesquisa, em 1964, foi publicado o primeiro estudo
relatando a transmissdo de linfoma em gatos e a deteccdo de particulas virais
semelhantes ao virus da leucemia murina nesses tumores. A partir disto, abriu-se o
campo da retrovirologia felina, dando inicio aos estudos sobre o virus da leucemia felina
(JARRETT, 1999; WILLETT & HOSIE, 2013).

Acredita-se que o FeLV tenha origem em um virus que infectava pequenos
roedores, e que em consequéncia do comportamento predador/presa dos gatos, o virus
passou por uma mutacdo que permitiu que esse se integrasse ao genoma dos gatos,
dando origem aos virus endégenos (enFeLV) (HARTMANN, 2012). Estudos apontam
que o enFeLV seja extremamente antigo e tenha se integrado ao genoma dos felinos
antes mesmo da especializacdo do género Felis, passando por heranca genética a todos
os felinos desse género (POLANI et al., 2010; CHIU et al., 2018).

A presenca desse retrovirus endogeno é frequentemente relatada nos animais, no
entanto, suas interacdes com o0s retrovirus exdgenos ndo sdo amplamente estudadas.

Pesquisas sugerem que esses retrovirus enddgenos tenham um importante papel na
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infeccdo exdgena, seja de uma forma protetora contra a infec¢do, ou até mesmo
facilitando a infeccdo exdgena (CHIU et al., 2018; CHIU & VANDEWOUDE, 2020;

POWERS et al., 2018).

2.2 Taxonomia

O FeLV é classificado taxonomicamente no género Gammaretrovirus da
familia Retroviridae o qual infecta felinos domésticos e selvagens. O FeLV foi o
primeiro retrovirus felino identificado em 1964, sendo até hoje causador de doencas
fatais, relacionadas com neoplasias, alteragdes hematoldgicas graves e imunossupressao
(STEWART et al., 1986; DANIELS et al., 1999; ARJONA et al., 2007; VICTOR,
2019).

Assim como outros retrovirus, o FeLV é envelopado (Figura 1) e composto por
uma fita simples de RNA com 8,4 kb de extensdo. A estrutura genémica do virus €
composta por trés regides principais: gag (grupo associado ao antigeno), pol
(polimerase) e env (envelope) (CHIU et al., 2018; ORTEGA et al., 2020), seguidas por
sequéncias reguladoras ndo-traduzidas, as chamadas LTR (long terminal repeats -
longas repeticOes de terminal) na regido 5’ e 3° (WILLETT & HOSIE, 2013; VICTOR,
2019).

O gene gag é responsavel por codificar as proteinas do capsideo, nucleocapsideo
e matriz, o gene pol codifica a transcriptase reversa, e 0 gene env codifica as proteinas
da superficie e a regido transmembrana do envelope (COELHO et al., 2008; RAMIREZ
et al., 2016). J& as LTRs sdo responsaveis pela sinalizacdo para a transcricao reversa e
integracdo do provirus ao genoma do gato infectado (AQUINO, 2012; MIYAKE et al.,

2016).
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Dentre as glicoproteinas de superficie codificadas pelo gene env, uma delas é a
gp70 que é a proteina responsavel por caracterizar o alvo do virus, através do tropismo
deste por células especificas (BOLIN & LEVY, 2011; BIEZUS, 2017). Desta forma,
sabe-se que 0 gene env apresenta um papel importante nas recombinacdes para formar
os diferentes subgrupos, influenciando também nos mdultiplos desfechos da doenca

(WATANABE et al., 2013).

Virion e estrutura genomica do FeLV

Transcriptase Reversa

Matriz proteica

~—— Capsideo

Nucleocapsideo

gag pol env
5'LTR 3'LTR

([ |

Figura 1: Estrutura genébmica do virion FeLV, composta por trés genes principais,
sendo gag o gene relacionado ao antigeno, pol a polimerase e env ao envelope. Seguidas
por sequéncias reguladoras ndo traduzidas, as LTR. A estrutura do virus também
compreende as proteinas matriz (MA), capsideo (CA) e nucleocapsideo (NC), as
enzimas transcriptase reversa e integrasse, bem como as proteinas de superficie.
Adaptado de ROSADO, 2009.

O capsideo apresenta uma proteina principal denominada de p27 com grande
relevancia no diagndstico, pois é facilmente detectada nos testes de ensaios enzimaticos,

conhecidos como ELISA (enzime linked immunossorbent assay - ensaio
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imunoabsorvente enzimatico) (TORRES et al., 2005). Essa proteina viral estrutural é
produzida ja no estagio primario da infeccdo e, continuamente, nos gatos com infeccao

progressiva (KRECIC et al., 2018).

2.3 FeLV exdgeno e seus subgrupos

O FeLV exogeno é usualmente dividido em cinco subgrupos (FeLV-A, FeLV-B,
FeLV-C, FeLV-D, FeLV-T) de acordo com diferencas genéticas e quadros clinicos
(WATANABE et al., 2013; CHIU et al., 2018; ORTEGA et al., 2020). O FeLV-A ¢
considerado o Unico subgrupo que pode ser transmitido entre gatos. E 0 menos
patogénico, porém o animal pode desenvolver patologias como anemia,
imunossupressédo e linfoma (CHIU et al., 2018; MIYAKE et al., 2019). O FeLV-B surge
da recombinacdo com enFeLV. Esse subgrupo esta relacionado principalmente com o
desenvolvimento de neoplasias. A emergéncia desse subgrupo ocorre em cerca de 50%
dos gatos infectados com o FeLV-A (ORTEGA et al., 2020; ERBECK et al., 2021). A
variacdo do virus classificada com FeLV-C, teve origem em uma mutacdo no gene env
do FeLV-A, sendo o menos comumente encontrado nos gatos infectados, e é
relacionado com casos de anemia aplasica (CHIU et al., 2018; MIYAKE et al., 2019).

O subgrupo FeLV-D, assim como o B, surge de uma recombinacdo de genes do
FeLV-A com o enFeLV (MIYAKE et al., 2019). O FeLV-T e o FeLV-TG35
apresentam tropismo por linfocitos T, desenvolvendo um efeito citopatico grave. O
FeLV-TG35, por apresentar receptores diferentes do FeLV-T, foi classificado como

uma variante do FeLV-T (MIYAKE et al., 2016; ORTEGA et al., 2020).
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2.4 Replicagéo viral

Apdbs a transmissdo ao felino, o virus passa a estar presente nas tonsilas e
orofaringe, interagindo com os receptores celulares. Os subgrupos parecem interagir
com receptores diferentes. Por exemplo, o FeLV-A interage com a célula do hospedeiro
através das proteinas transportadoras de tiamina (THTR1), amplamente distribuido em
todos os tecidos dos gatos, facilitanto a disseminacdo. O FeLV-B se liga a célula por
meio da proteina transportadora de fosfato (Pit-1 e Pit-2), ja 0 FeLV-C realiza a sua
entrada da célula por meio da proteina transportadora de tiamina (FLVCRL1),
amplamente presente em tecidos hematopoiéticos. A perda de funcdo desse
transportador, ocasionada pelo virus, leva ao desenvolvimento de severos quadros
anémicos (WILLETT & HOSIE, 2013).

Apbs a interacdo do virus com as células hospedeiras, inicia-se a replicacdo
viral, onde na primeira fase ocorrera a insercdo do FeLV no genoma do hospedeiro.
Para que ocorra essa insercdo, o genoma viral precisa ser transcrito de RNA para DNA,
acdo realizada pela enzima transcriptase reversa (RT). Depois que essa copia de DNA €
sintetizada, o DNA viral se integra ao genoma do gato hospedeiro pela acdo da enzima
integrase (VICTOR, 2019). Nessa etapa, 0 DNA proviral desloca-se para o nucleo
durante a divisdo celular e se incorpora ao DNA cromossémico do hospedeiro com o
auxilio de uma integrasse. Esse DNA integrado passa a ser transmitido as células-filhas
junto com outros genes. O provirus também codifica para RNA-mensageiro,
estabelecendo a producdo de um novo RNA viral no citoplasma da célula infectada.
Sucede-se entdo a sintese ativa de proteinas virais que sdo encontradas no interior das
células infectadas ou no plasma sanguineo (SOUZA & TEIXEIRA, 2003;

HARTMANN & HOFMANN-LEHMANN, 2020).

17



2.5 Epidemiologia

O FeLV ¢ visto com maior frequéncia em felinos domeésticos, sendo raro ou
ausente nos felinos selvagens. No entanto, os relatos de infeccdo pelo FeLV nessas
espécies vém se tornando cada vez mais comuns, 0 que representa uma ameaca a
sobrevivéncia desses felinos em todo 0 mundo (FROMONT et al., 2000; MORA et al.,
2015; SILVA et al., 2016). No Brasil, estudos detectaram a presenca de DNA do FeLV
em uma jaguatirica (Leopardus pardalis), um gato-do-mato (Leopardus tigrinus) e dois
jaguarundis (Herpairulus yagouarondi), esses Ultimos nascidos em cativeiro (FILONI et
al., 2017).

A prevaléncia de FeLV em felinos domésticos, tem sido estudada no mundo ao
longo dos anos. Altas incidéncias de gatos FeLV-positivos foram descritas em paises
como Colémbia e Australia (positividade de 59% e 43%, respectivamente) (NORRIS et
al., 2007; ORTEGA et al., 2020). No entanto, estudos nos Estados Unidos demostraram
uma prevaléncia intermediaria de FeLV de 15-20% (LEVY et al., 2003), assim como na
Espanha e na Suica de 33% e 35%, respectivamente (HOFMANN-LEHMANN et al.,
2001; LEVY et al., 2003; ARJONA et al., 2007). Baixos indices foram encontrados no
Japdo (2,9%), na Alemanha (3,6%) e na Nova Zelandia (1,0%) (MARUYAMA et al.,
2003; GLEICH et al., 2009; GATES et al., 2017). Além disso, no Canada, taxas
inferiores também foram descritas, apresentando apenas entre 3-4% de gatos infectados
na sua populacao. Esses indices se devem aos rigorosos métodos de controle do pais, no
qual foi instituido o teste para todos os animais que passassem por hospitais e clinicas
veterinarias, bem como a eutanasia dos felinos infectados (LEVY et al., 2003;
RAMIREZ et al., 2016).

No Brasil, estudos realizados detectaram uma grande diversidade de

positividade para FeLV, de acordo com a regido e a metodologia diagnéstica. O Snap
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Test aplicado em gatos doentes na regido de S&o Paulo (centro-oeste) revelou uma
prevaléncia de FeLV de 10,8% (HAGIWARA et al., 1997). Outro estudo realizado em
Minas Gerais, através da técnica de nested-PCR, revelou uma taxa de infeccdo de 47%
em animais saudaveis coletados entre 2008 e 2011 (COELHO et al., 2011). No estado
Rio de Janeiro, gatos domeésticos foram coletados e testados para o0 ensaio de
imunofluorescéncia indireta para o antigeno p27, e os resultados mostraram uma
prevaléncia de 11,5% de animais positivos para FeLV (DE ALMEIDA et al., 2012). No
estado de Mato Grosso, a taxa de prevaléncia da infec¢do foi de 4,5% (POFFO et al.,
2017). Estudo realizado nas cidades de Ilhéus e Itabuna, no estado da Bahia, relatou
prevaléncia de 3% nos ensaios de nested-PCR para FeLV (LACERDA et al., 2017). E,
mais recentemente, um estudo produzido na regido sul do Brasil, no estado de Santa
Catarina, relatou uma taxa de prevaléncia de 41% em gatos doentes e de 9,8% em gatos
saudaveis (BIEZUS et al., 2019).

Como principais fatores alvos para a infeccdo de FeLV, estdo os felinos machos,
ndo castrados, com idade superior a um ano e com livre acesso a rua (LEVY, et al.,
2008). Porém, um estudo realizado por DA COSTA et al. (2017) detectou em sua
analise que gatos positivos para a FeLV, com idade abaixo de um ano, tém as maiores
probabilidades de manifestar anemia e leucopenia, isso pode ocorrer em virtude do
ndmero maior de receptores celulares fundamentais para o FeLV infectar as células e
iniciar a replicacdo. Esses receptores encontram-se em menor numero em felinos mais

velhos (ALVES et al., 2015).

2.6 Patogenia
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A infeccdo pelo FeLV se inicia através do contato de um gato saudavel com
secrecOes de um gato contaminado, ocorrendo a entrada do virus, principalmente, pela
via oronasal, onde esse se depositara nos tecidos linfoides locais. Nesse local, ele
realizard a sua interacdo com os receptores especificos de cada subgrupo para efetuar a
sua entrada nas células, infectanto linfocitos e macréfagos. Apos a entrada na célula, o
virus inicia a sua replicacdo viral e dissemina-se através da circulacdo dos linfocitos e
monocitos (WILLETT & HOSIE, 2013; BIEZUS, 2017). A partir disso, podem ocorrer
diferentes desfechos da infeccdo, os quais dependerdo de varios fatores como: idade,
sistema imune e salde do gato exposto. Os diferentes tipos de infeccdo que podem
ocorrer nos gatos apds a exposicdo ao virus sdo classificados como: infecgcdo abortiva,
regressiva e progressiva (Figura 2) (LITTLE, S. et al., 2020).

A primeira delas, a infeccdo abortiva, ocorre quando o sistema imunolégico do
gato combate o virus em sua totalidade, eliminando-o completamente logo apds a
replicacdo local, sendo provavelmente causada quando um gato é exposto a baixas
doses de FeLV (HARTMANN, 2012; LITTLE, S. et al., 2020).

A infeccdo regressiva é caracterizada pela auséncia de viremia, porém com
presenca do virus no DNA na medula dssea ou outros tecidos, mas ndo na circulacéo,
sendo detectavel apenas em testes de PCR. Nesse caso, 0 animal pode reativar a viremia
em qualquer momento da vida (LITTLE, S. et al., 2020). Ainda, nessa infecgdo, durante
a divisdo celular, o DNA proviral ¢ replicado e a informacgéo é dada as células filhas.
Assim, linhagens celulares completas podem conter DNA proviral de FeLV. No
entanto, o DNA proviral ndo é traduzido em proteinas e nenhuma particula viral
infecciosa € produzida. Portanto, gatos com infeccdo regressiva ndo excretam FelLV e

néo séo contagiosos para outros gatos (HARTMANN, 2012).
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A infeccdo progressiva € aquela em que o sistema imune ndo combate a infec¢éo

e 0 animal torna-se uma fonte de disseminacdo do virus e desenvolve sintomas

relacionados a infeccdo (LITTLE, S. et al., 2020). Essa fase se inicia quando o virus

atinge a medula 6ssea na qual estdo as células de rapida replicagéo, iniciando a viremia

em poucas semanas, e perpetuando o material genético do virus em cada célula formada

na medula, fator determinante para a persisténcia da infeccdo (HARTMANN, 2012;

BIEZUS, 2017).

‘. B
Progressiva

Viremia persistente
Desenvolve doencas
relacionadas a infeccédo

Abortiva: ELISA (-) PCR (-)
Regressiva: ELISA (-) PCR (+)
Progressiva: ELISA (+) PCR (+)

Virus integrado ao DNA porém sem
fazer viremia. Pode iniciar viremia em

Tipos de infecgao

Abortiva

Eliminacdo completa

Gato infectado elimina 5
do virus

o virus pela saliva, secrecées
respiratorias, urina, leite

Replicacdo do virus na
orofaginge e tecidos
linfoides

Viremia inicial: O virus infecta as
células de defesa se distribuindo
por todo o corpo.

®
-l

Regressiva

caso de imunossupressio

Figura 2: Diferentes desfechos da infeccdo pelo virus da FeLV. Apos o contato com
virus, o felino infectado pode apresentar diferentes formas de progressdo da doenga,
sendo elas a infecgdo abortiva, regressiva ou progressiva Adaptado de: Little, S. et al.
Feline Retrovirus Testing and Menagement Guidelines, 2020.

2.7 Sinais clinicos
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O desfecho da infeccdo pelo FeLV pode ser diferente entre os gatos. Fatores
como status imunologico, idade, carga viral e subtipo do virus determinam a forma
clinica de desenvolvimento da doenca (HARTMANN, 2012; SYKES & HARTMANN,
2014; ORTEGA et al., 2020). Dentre as formas de desenvolvimento da doenca, as
citoproliferativas como os quadros leucémicos, ou sindrome mielodisplasica, anemia
aplasica e imunodeficiéncias sdo as mais comuns (NESINA et al., 2015). Cerca de 25%
dos gatos FeLV positivos ira apresentar anemia, causada por fatores como a instalagédo
do virus na medula dssea, ou a propria destruicdo dos eritrocitos pelo sistema
imunolégico (SYKES & HARTMANN, 2014; DA COSTA et al., 2017; ORTEGA et
al., 2020).

O FeLV é um importante causador de imunossupressao, o que predispde 0s
gatos virémicos a todo tipo de infeccdo secundaria, como por exemplo, a infeccéo pelo
coronavirus causador da peritonite infecciosa felina (PIF), hemoparasitas ou doencas
respiratorias que podem agravar o quadro ou até mesmo levar o gato ao Obito
(COTTER, 1991; AQUINO, 2012; HARTMANN, 2012). Dentre as alteracGes
hematoldgicas ndo neoplésicas causadas pela FeLV, as frequentemente observadas sao:
anemia, trombocitopenia e leucopenia. As possiveis causas para essas alteraces sdo o
efeito supressor do virus na medula dssea, bem como a interrupcdo ou inativacdo dos
genes que ocorrem nas células infectadas (HARTMANN, 2012; BIEZUS, 2017).

A anemia causada pela infeccdo viral das células-tronco hematopoiéticas €
classificada como normocitica ou macrocitica, normocrémica e ndo regenerativa,
apresentando baixa contagem de reticulocitos. A anemia hemolitica imunomediada esta
presente em 10% dos casos, além disso, & uma das manifestacdes causadas pelo virus, ja
que esse pode causar uma infiltracdo neoplasica na medula, levando a expressédo de

antigenos estranhos na superficie das hemaécias, e consequentemente, a sua destruicao,
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assim como ocorre nas hemacias infectadas por hemoplasmas (AQUINO, 2012;
HARTMANN, 2012; BIEZUS, 2017).

A replicacdo do virus dentro das plaquetas frequentemente causa alteracdes no
tamanho e formato das células, o que leva a sua perda de funcdo e trombocitopenia
acarretando quadro anémico por hemorragias (AQUINO, 2012; HARTMANN, 2012;
BIEZUS, 2017). A aplasia eritroide pura se apresenta como uma anemia severa, estando
o valor de hematdcrito abaixo de 15%, e com auséncia de reticulécitos. Esse quadro é
causado pelo FeLV-C, e segundo a literatura, ocorre em torno de 1% dos gatos
virémicos. Nesse tipo de infeccdo, a destruicdo de eritrocitos ndo esta relacionada com
destruicdo imunomediada, e sim por uma desregulacdo do exportador de heme presente
nas células hematopoiéticas. A partir da interacdo viral, as células passam a acumular a
proteina heme no seu interior, causando a apoptose celular (AQUINO, 2012;
HARTMANN, 2012).

Quando observamos as alteracdes causadas nos linfocitos, a alteracdo mais
comum € a linfopenia, pois devido a alta replicacdo viral no interior das células ocorre a
destruicdo dos linfécitos CD4+ e CD8+ (MEXAS et al, 2008, GLEICH &
HARTMANN, 2009; BIEZUS, 2017). Pancitopenias e flutuacbes nas contagens
celulares sdo frequentes, as vezes com aparecimento de reticuldcitos, granuldcitos e
plaquetas, podendo estar relacionadas com a alteragcdo de citocinas reguladoras da
hematopoiese. No entanto, a avaliacdo de medula Ossea geralmente ndo mostra a
presenca de células precursoras (AQUINO, 2012; HARTMANN, 2012).

Gatos infectados por FeLV possuem 62% mais chances de desenvolverem
neoplasias que gatos ndo infectados (HARTMANN, 2012). As alteracdes neoplasicas
frequentemente relacionadas com o virus séo: a leucemia, os fibrossarcomas e as

alteracbes mieloproliferativas ou os linfomas. Esses geralmente apresentam
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predominancia de células T, e se localizam no mediastino, cavidade nasal, ou regido
retrobulbar (AQUINO, 2012,).

Os tumores induzidos pela presensa do FelLV, podem se desenvolver por
diversos mecanismos. Um deles é causado pela inser¢cdo do genoma viral préximo ao
myc, oncogene celular presente no genoma do hospedeiro, que leva a uma expressao
deste gene causando uma extensa proliferacdo célular (HARTMANN, 2012). Outro
processo de desenvolvimento tumoral relacionado ao virus é a de mutagénese
insercional, no qual o DNA viral, ao se integrar no genoma do hospedeiro, desregula as
proteinas responsaveis pela sobrevivéncia e apoptose celular. Outras causas citadas sao
a liberacdo de citocinas pelas células infectadas, ou também o estimulo imunoldgico

cronico (MEXAS et al., 2008; AQUINO, 2012, HARTMANN, 2012).

2.8 Diagnostico

O diagndstico do FeLV ¢ realizado através de testes imunocromatogréaficos de
ensaio imunoenzimatico direto (ELISA), que sdo os Snap tests realizados na clinica
veterinaria ou os testes de PCR. Também podem ser empregados no diagnostico o
isolamento viral (V1) e o0s ensaios de imunofluorescéncia indireto (IFA -
Immunofluorescent Antibody) (TORRES et al., 2010). As amostras de elei¢cdo para o
diagnostico do FeLV sdo sangue total, plasma, soro, secrecdo conjuntival ou oral.

Na rotina clinica, os testes rapidos sdo os mais utilizados. Atualmente existem
dois testes rapidos disponiveis no Brasil, um teste de imunocromatografia de fluxo
bidirecional e um kit de imunocromatografia de fluxo unidirecional. Esses testes
detectam a proteina p27, do capsideo viral, e permitem a obtencdo do resultado em
cerca de 10 minutos. Segundo MEDEIROS et al. (2019) a sensibilidade e especificidade

desses testes variam de 90,70 - 93,02% e 96,3 - 97,78%, respectivamente.
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O padréo ouro em diagndstico do FeLV é a PCR. Essa metodologia apresenta
uma sensibilidade e especificidade superior aos testes rapidos (WILKES et al., 2018).
Essa técnica vem sendo cada vez mais utilizada, pois, além de detectar e identificar
agentes virais possibilita a caracterizacdo genética (WESTMAN et al., 2019). Além
disso, esse teste propicia a deteccdo do FeLV em culturas, sangue e tecidos, tanto fresco
ou fixados, no decorrer de uma semana apds a exposicdo, tempo necessario para a
integracdo do virus ao DNA do gato exposto (LEVY et al., 2008).

A PCR pode detectar tanto o RNA viral quanto o DNA proviral integrado ao
genoma do gato infectado. N&o obstante, tanto os gatos infectados na forma progressiva
qguanto na forma regressiva, irdo abrigar o DNA proviral em seu genoma, portanto o
método pode ser utilizado principalmente para detectar a presenca do virus em gatos
assintomaticos que sejam candidatos a doadores de sangue (CHIU et al., 2018;

WILKES et al., 2018).

2.9 Tratamento

Atualmente, ndo existem tratamentos eficazes contra o FelLV, deste modo, o0
objetivo é mitigar os efeitos da doenca, tratando e controlando as infec¢bes secundarias,
na tentativa de aumentar a expectativa de vida do gato infectado. Esses tratamentos
frequentemente sdo limitados, geralmente apresentam graves efeitos colaterais e alto
custo para os tutores (GREGGS et al., 2012; LUCKMAN & GATES, 2017).

A utilizacdo de imunomoduladores, como o interferon émega felino, tem sido
estudada no tratamento do FeLV. Recentemente, um estudo foi publicado apontando os
efeitos antivirais do interferon. Foi verificado que esta molécula atua na reducdo da

atividade da transcriptase reversa, induzindo a apoptose das células infectadas pelo
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FeLV (GOMEZ-LUCIA et al., 2019). Todavia, mesmo com 0s pacientes que passam
por tratamentos sintomaticos, em sua maioria, acabam indo a 6bito ou sdo eutanasiados
dentro de dois a trés anos ap6s o diagnostico devido as complicac@es clinicas da doenca

(LUCKMAN & GATES, 2017).

2.10 Controle e prevencao

Segundo Westman et al. (2019), paises desenvolvidos como Australia e aqueles
localizados na América do Norte e Europa possuem uma baixa frequéncia de gatos
infectados, que varia entre 1-6%. Isso ocorre devido as rigorosas formas de controle
instituidas nesses paises, como implantacdo dos testes diagnosticos a todos os felinos
gue passam por consultas veterinarias, e protocolos de biosseguranga como: vacinacao,
isolamento ou eutandsia dos positivos. J& nos abrigos, diretrizes aplicadas como forma
de controle recomendam que todos o0s gatos passem por um periodo de quarentena de
seis semanas, e apos, seja realizado o teste para deteccdo da doenca (WESTMAN et al.,
2019). Em abrigos, a eutanasia de gatos FeLV positivos pode ser considerada, visto que
0 paciente € uma fonte de infec¢do e desencadeara graves doencgas progressivas gque 0
levardo ao 6bito comumente dentro de 18 a 36 meses apés a infeccdo (KRECIC et al.,
2018).

O virus da leucemia felina é o responsavel por muitas mortes de gatos
domésticos, no entanto, ap6s a década de 1980, com o desenvolvimento de vacinas
eficazes, essas taxas vém diminuindo em alguns paises (KRUNIC et al., 2015; CHIU et
al., 2018). Atualmente, no Brasil, duas vacinas estdo disponiveis contra o virus da

leucemia felina, ambas polivalentes. Essas vacinas contam com cepa inativada de FeLV.
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Apbs a segunda vacinacao, elas promovem imunidade que pode ser de um ou dois anos,

dependendo da vacina utilizada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Detectar e caracterizar o virus da leucemia felina de gatos domésticos da regiao

da Serra Gaucha

3.2 Objetivos especificos

e Detectar o FeLV por meio de teste rapido e PCR em pacientes felinos.

e Identificar os subgrupos virais do FeLV a partir de analise molecular.

e Avaliar as principais alteracfes hematoldgicas dos gatos infectados.
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4. RESULTADOS

41  Capitulo|

Os dados obtidos das amostras do FeLV nesta dissertacdo, a metodologia
utilizada e os resultados, estdo descritos no capitulo a seguir, na forma de artigo
cientifico intitulado “Molecular characterization of feline leukemia virus from domestic
cats in the Serra Gaucha region, Rio Grande do Sul, Brazil” que sera submetido a
revista Brazilian Journal of Microbiology. O artigo esté redigido nas normas da referida

revista.
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Molecular characterization of feline leukemia virus from domestic cats in the
Serra Gaucha region, Rio Grande do Sul, Brazil
Jéssica Martins Tadeu®, Simone Silveira®, Diéssy Kipper*, André Felipe Streck*
1Diagnostic Laboratory in Veterinary Medicine, University of Caxias do Sul, Caxias do
Sul-RS, Brazil.
? Laboratério de imunodiagnéstico, Universidade do Oeste de Santa Catarina, Xanxeré,
SC, Brazil.

Abstract

The feline leukemia virus (FeLV) belongs to the Retroviridae family that infects
domestic and wild cats. It is associated with the occurrence of several fatal disease
syndromes, including tumors, immunosuppression, hematological disorders, immune-
mediated diseases and others. FeLV is classified into different subtypes (A, B, C, D and
T) according to recombination events and mutations that occur mainly in the envelope
(env) gene of the viral genome. This study aimed to carry out the molecular
characterization of FeLV detected in domestic cats residing in the Serra Gaucha region,
Rio Grande do Sul, Brazil. Twenty-nine samples of cats collected in the cities of Caxias
do Sul and Bento Gongalves previously submitted to ELISA tests were included in this
study. All samples passed the PCR test and were sent for genetic sequencing. Blood and
tissue samples were obtained from all animals by clinical veterinarians. DNA was
extracted and a partial segment of the env gene was amplified using a nested-PCR.
Phylogenetic analyzes showed that 27 sequences clustered with other env sequences
from FeLV-A genomes previously characterized in North America, while two
sequences clustered with FeLV-B genomes. These results demonstrate the geographic
restriction of FeLV genetic diversity in Brazil.

Introduction

The feline leukemia virus (feline leukemia virus, FeLV) is an exogenous
retrovirus, belonging to the family Retroviridae and to the genus Gammaretrovirus
(Fromont et al., 1997). This virus infects domestic and wild cats (Daniels et al., 1999;
Arjona et al., 2007). Progressive infection with this agent has high morbidity and
mortality, and is clinically characterized by the development of multiple serious clinical
syndromes, such as: tumors (lymphoma and leukemia), immunosuppression,

hematological disorders (cytopenias), immune-mediated diseases and other syndromes
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(including neuropathy, reproductive disorders, weakened kitten syndrome) (Dunham
and Graham, 2008; Hartmann, 2012).

The FeLV is enveloped and has a single-stranded RNA genome with about 8.4
kb, composed of the env, pol and gag genes. The genome has a great genetic variability,
which can cause structural changes in the viral envelope, associated with cell tropism
(Fromont et al., 1997). Based on this genetic and fenotipic diversity, the virus is
classified into five subgroups FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C, FeLV-D, and FeLV-T (Chiu
et al., 2018; Ortega et al., 2020). FeLV-A is the most frequent subgroup (Jarrett, 1999;
Willett and Hosie, 2013), while FeLV-B is less common and the others subgroups are
rare. FeLV-B subgroup is usually originated from the recombination of FeLV-A with an
endogenous viral sequence (Polani et al., 2010) and FeL\VV-C subgroup are generated by
the mutation of the env gene in the FeLV-A subgroup. Additionally, specific amino acid
changes at the N-terminal end of the surface glycoprotein of the FeLV-A subgroup may
result in the appearance of a viral variant called FeLV-T (Tandon et al., 2008).

FeLV infection is diagnosed by immunofluorescence assays, including antibody
and direct antigen enzyme immunoassay detection (point of care). Molecular tests such
as the polymerase chain reaction (PCR) are increasingly used to detect and quantify
RNA or DNA viral. In addition, DNA sequencing has been used to identify FeLV
subgroups and strains (Westman et al., 2019).

Previous studies demonstrated a range of 3-47% of FeLV positive cats in
different Brazilian states (Jk et al., 1997; Coelho et al., 2008; Coelho et al., 2011;
Lacerda et al.,, 2017; Biezus et al., 2019). However, FelLV infection is still
underdiagnosed. There is also a lack of knowledge about the genetics of viral variants
present in Brazil, specifically, in the southern region. This study aimed to genetically
characterize FeLV in southern Brazil through nested-PCR followed by phylogenetic

analysis.

Materials and Methods

Sampling, collection and storage

Blood and tissue samples were collected from 29 animals (Felis catus

domesticus) examined in veterinary clinics in the cities of Caxias do Sul and the
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University of Bento Gongalves de Caxias do Sul, three samples from animals
necropsied at the University of Caxias do Sul (RS) , Brazil) between July 2019 and
August 2020 (Supplementary Table 1). All animals were crossbred, with access to the
street and coexistence with other cats. In addition, they underwent veterinary medical
evaluation and were tested for FeLV (immunochromatic test). None of the animals
selected for the study were immunized against FeLV, and all were FIV negative. Whole
blood samples were collected from all 29 animals. In addition, tumor / lymph node / and
bone marrow samples were obtained from some of these animals. These samples were
stored at -20°C for further molecular analysis. One gram of tissue was macerated and
resuspended as a 20% (v/v) suspension in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2). The
homogenates were clarified by centrifugation at 4000 g for 5 min and stored under
refrigeration (-20 °C).

DNA Extraction
DNA was extracted of the blood and tumour tissue samples with the silica
adsorption methodology using the commercial kit NewGene in accordance with the

manufacturer’s instruction (SimbiosBiotecnologia, Cachoeirinha, Brazil).

Polymerase Chain Reaction (PCR) and Sequencing

The total DNA of the 29 samples was used to amplify a partial sequence of the
gag gene and the U3 region of the LTR by PCR. The primers used were Fw
5’ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC3’ and Rv 5’GACCAGTGATCAAGGGTGAG3’
(Miyazawa and Jarret, 1997). All PCRs were carried out with the use of GoTaq Master
Mix Kit (Promega, Brazil) in a final volume of 25 pL. The PCR conditions were as
follows: an initial denaturation step at 95°C for 2 minutes, followed by 18 cycles at
95°C for 1 minute, annealing at 53°C for 1 minute, and 72°C for 2 minutes, followed by
a final elongation step at 72°C for 5 minutes. Twenty-nine samples (Table 1) were
selected that had better bands on the electrophoresis gel, all positive for PCR were
submitted to a second PCR to amplify a 508 bp segment of the env gene The PCR
positive samples were submitted to a second PCR to amplify a segment of 508 bp of env
gene. The primers were Fw 5TAYTGGGCCTGTAACACYG3® and Rv
5’CGCTGTTTTAGTCTTTCTCTTA3’ (Ramirez et al., 2016). The PCR conditions
were as follows: an initial denaturation step at 94°C for 3 minutes, followed by 45
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cycles at 94°C for 30 seconds, annealing at 54°C for 30 seconds, and 72°C for 30
seconds, followed by a final elongation step at 72°C for 10 minutes. PCR amplification
products were purified and quantified using Gel DNA Purification Kit (MEBEB, Brazil)
according to the manufacturer’s instructions.

Amplicons of the 29 samples were selected and sequenced by Sanger
methodology. The sequencing reaction was performed using 50-60 ng of purified
amplicons, (primer concentration of 0.25 uM) and the BigDye Terminator v. 3.1 cycle
sequencing kit (Thermo Fisher Scientific, USA) following manufacturing
recommendations. Sequencing products were analyzed with a 3500 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Data was collected by Data Collection v. 3.1 software
(Thermo Fisher Scientific, USA).

Phylogenetic Analysis

The sequence edition and assembly were performed using Geneious® v.
2020.2.4 (Biomasters, www.geneious.com), and compared with sequences deposited in
the GenBank database. Sequences were aligned with the MAFFT alignment (Katoh and
Standley, 2016), and phylogeny was built using the maximum likelihood (ML) method
implemented in W-1Q-TREE (Trifinopoulos et al., 2016), the optimal nucleotide
substitution model selected using ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017), and
1,000 replications of the UltraFast bootstrap approximation (Hoang et al., 2018). Figtree
v. 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) was used to edit the phylogeny.
Nucleotide  sequences  were  submitted to the GenBank  database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) under accession number MW731537-731565.

Results

Characterization of the animals studied and PCR
A total of 66 samples of biological material from cats treated at veterinary
clinics were used in this study. All animals were positive in the Snap test as well as in
the PCR. 39% (23/66) of the animals in this study were not sick, and were tested as a
method of control and prevention. The 29 sequenced samples were randomly selected.
Of the 29 samples sequenced in this study, 86.2% (25/29) had clinical
alterations, with apathy and anorexia being the most frequent (51.7%; 15/29), 48%
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(14/29) had hematological alterations, with non-regenital anemia the most frequent
(31%; 9/29). Regarding lifestyle, 27.5% (8/29) of the animals lived indoor and 62%
(18/29) inside the house with access to the street (outdoor access), and 65.5% (19/29)
had contact with other cats at home. Among the animals, 62% (18/29) were male,
27.5% (8/29) female and three animals sent from the necropsy department of the
University of Caxias do Sul, without specified sex. The age of the studied cats ranged

between 3 months and 15 years (Table 1). All samples were PCR positive.
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Table 1 - Clinical and epidemiological aspects of sequenced samples

Identification Sample Clinical Signs Hematological Changes Age Gender Lifestyle Other cats at home Subgroup
1UCS-FeLV**  Blood Apathy, anorexia Normal S5years  Female Indoor (outdoor access) Yes FeLV-A
2UCS-FeLV Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 5years  Male  Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-A
3UCS-FeLV Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 4 years Male Indoor Yes FeLV-A
4UCS-FeLV**  Blood Joint dislocation Normal 4years  Female Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-A
5UCS-FeLV Tumor Necropsied feline during necropsy class, at the University of Caxias do Sul, presenting mediastinal lymphoma. FeLV-A
6UCS-FeLV Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 5years  Male Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-B
7UCS-FeLV**  Blood Chronic diarrhea Normal 9years  fémea Indoor (outdoor access) Yes FeLV-A
8UCS-FeLV Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 6 months Male Indoor No FeLV-A
9UCS-FeLV Blood Anorexia Leukocytosis 3months Male  Indoor No FeLV-A
10UCS-FeLV  Blood Apathy, anorexia Anemia S5years  Male Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-A
11UCS-FeLV Blood E:;:g;ysm of pelvic Normal 6 months Female Indoor No FeLV-A
12UCS-FeLV Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 2 years* Male Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-A
13UCS-FeLV  Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 7 years*  Male Indoor No FeLV-A
14UCS-FeLV**  Blood Fever, apathy Normal 3months Male  Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-A
15UCS-FeLV**  Blood Dyspnoea Normal 15years Female Indoor (outdoor access) — Yes FeLV-A
16UCS-FeLV  Blood Apathy, anorexia Non-regenerative anemia 4 years  Male  Indoor Yes FeLV-A
17UCS-FeLV  Blood Linfadenomegalia Normal 1 year Female Indoor Yes FeLV-A
18UCS-FeLV**  Blood Healthy Normal lyear  Female Indoor (outdoor access) No FeLV-A
19UCS-FeLV**  Blood Jaundice Anemia S5years  Male  Indoor (outdoor access) Yes FeLV-A
20UCS-FeLV  Blood Apathy, anorexia Normal 7years  Male  Indoor (outdoor access) Yes FeLV-A
21UCS-FeLV**  Blood Apathy, anorexia Normal 3years  Male  Indoor (outdoor access) Yes FeLV-A
22UCS-FeLV  Blood Dyspnoea Normal 12 years Male  Indoor (outdoor access) No FeLV-A
23UCS-FeLV**  Blood meeg:(fg?g nhagus, Normal 12 years Male Indoor (outdoor access)  Yes FeLV-A
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24UCS-FeLV
25UCS-FeLV

26UCS-FeLV

27UCS-FeLV
28UCS-FeLV**
29UCS-FeLV
* Estimated age.

Lymphnode
Blood

Blood

Blood
Blood
Blood

Necropsied feline during necropsy class, at the University of Caxias do Sul, presenting mediastinal lymphoma.

Necropsied feline during necropsy class, at the University of Caxias do Sul, presenting multicentric lymphoma.

10

Anorexia Non-regenerative anemia months Male Indoor No

Apathy, anorexia Leukocytosis, anemia 12 years Female Indoor (outdoor access)  Yes
Fever, anorexia Non-regenerative anemia 1 year Male Indoor (outdoor access)  Yes
Apathy, anorexia Leukocytosis 2 years* Male Indoor (outdoor access)  Yes

** Cats showing signs not related to FeLV, diagnosed in screening tests.
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Phylogenetic analysis of FeLV env gene demonstrated two exogenous subgroups (A and
B)

The 29 nucleotide sequences corresponding to the env gene of FeLV were
compared to other nine sequences env genes from GenBank and used to perform
phylogenetic analysis (Figure 1). These sequences were: FeLV subgroup A, FelLV-
FAIDS-61E (M18247), FRA (AF052723), Glasgow-1 (M12500), 3281-FeLV-A
(M18248), 36TTenv-16 (FLU03162); FeLV subgroup B, RIC-FeLV-B (J03448), ST-
FeLV-B (K01208), GA-FeLV-B (K01209), and E5.14-FeLV-B (AF403716). The
phylogeny shows that 93.1% (27/29) of the sequences are clustered with the reference
sequences of FeLV subgroup A and 6.9% (2/29) clustered with reference sequences of
the FeLV subgroup B (Figure 1). Therefore, nucleotide sequences from 1UCS-FelLV,
2UCS-FeLV, 3UCS-FeLV, 4UCS-FeLV, 5UCS-FeLV, 7UCS-FelLV, 8UCS-FelLV,
9UCS-FeLV, 10UCS-FeLV, 11UCS-FeLV, 12UCS-FeLV, 13UCS-FelLV, 14UCS-
FeLV, 15UCS-FeLV, 16UCS-FeLV, 17UCS-FeLV, 18UCS-FeLV, 19UCS-FelLV,
20UCS-FeLV, 21UCS-FeLV, 22UCS-FeLV, 23UCS-FeLV, 24UCS-FeLV, 25UCS-
FeLV, 26UCS-FeLV, 27UCS-FeLV and 29UCS-FeLV revealed a closer relationship
with the sequences FeLV-FAIDS-61E, FRA, Glasgow-1, 3281-FeL.V-A and 36T Tenv-
16, and were classified as FeLV-A by env gene nucleotide sequence analyses. While
6UCS-FeLV and 28UCS-FeLV revealed a closer relationship with the sequences RIC-
FeLV-B, ST-FeLV-B, GA-FeLV-B and E5.14-FeL V-B, therefore classified as FeLV-B.

Furthermore, the 29 nucleotide sequences corresponding to env gene of FeLV
reported in this paper were compared to other 87 sequences env genes from GenBank
previously defined as exogenous, endogenous, recombinant FeLV (Levy et al., 2008;
Ramirez et al., 2016) and used to perform phylogenetic analysis. This phylogeny
demonstrated that all 29 sequences are clustered with the reference sequences

previously defined as exogenous FeLV (Figure 2).
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Figure 1 - Phylogenetic tree based on the env gene from FeLV of 29 samples sequenced
in this study (red) plus nine reference sequences from GenBank (accession numbers are
labeled). Braces were used to represent the FeLV subgroups A and B according to the
formation of the phylogeny branches. The tree was constructed by ML method.
Bootstrap values are given at the nodes of the tree and only values >70 are shown.
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Figure 2 - Phylogenetic tree based on the env gene from FeLV of 29 samples sequenced
in this study plus 87 reference sequences, including exogenous retrovirus (green),
endogenous FeLV (blue), recombinant FeLV (red) and outgroup viruses (purple) from
GenBank (accession numbers are labeled). The tree was constructed by ML method.
Bootstrap values are given at the nodes of the tree and only values >70 are shown.

39



Discussion

Studies conducted in in some regions Brazil, using different methods have
reported different frequency of positive FeLV animals, from the detection with different
methods of the country. ELISA test applied to diseased cats in the Sdo Paulo region
(central-west) showed a prevalence of 10.8% of FeLV positivity (Jk et al., 1997).
Nested-PCR in the Minas Gerais, revealed an infection rate of 47% in both healthy and
infected animals in 2008 and 2011 (Coelho et al., 2008; Coelho et al., 2011). In the city
of Cuiabd, Mato Grosso state (western region) the prevalence rate of infection was 4.5%
(Poffo et al., 2017). The cities of Ilhéus and Itabuna, Bahia state (northeast region),
reported prevalence rate was 3% in the nested-PCR assays for FeLV (Lacerda et al.,
2017). Recently, a study produced in the southern region of Brazil (Santa Catarina state)
reported the prevalence rate of 41% in diseased cats and 9.8% in healthy cats (Biezus et
al., 2019).

The animals evaluated in this study showed apathy and anorexia was the most
frequent clinical sign (61,5%). Anorexia is one of the main symptoms caused by FeLV
infection (Kipar et al., 2001; Hartmann, 2012; Kokkinaki et al., 2021). Regarding the
hematological alterations of the samples, most animals in this study had non-
regenerative anemia (43%). A study by Hartmann (2012) showed that FeLV-B is
mainly associated with tumors and FeLV-C is mainly associated with non-regenerative
anemia, and anemia was the second most frequent change found in FeLV-infected cats
(Hartmann, 2012). The majority of animals in this study (59%) were male, gender
described as an important risk factor for FeLV infection in other studies (Arjona et al.,
2007; Coelho et al., 2008; Gleich et al., 2009; Akhtardanesh et al., 2010; Burling et al.,
2017). FeLV transmission is increased by individuals' habits, such as access to outdoors
(Gleich et al., 2009). In this sense, the results of this study are very similar to another
work carried out in Brazil, which observed that 67% of cats infected with FeLV have
access to the outdoors (Biezus et al., 2019).

The genetic analysis revealed that 93.1% (27/29) belonged to the FeLV-A
subgroup, which is the most frequent and infectious variant, although the least virulent,
responsible for naturally transmission between animals (cat to cat) (Jarrett, 1999;
Willett and Hosie, 2013; Coelho et al., 2008). Nevertheless, 6.9% (2/29) of the
sequences were phylogenetically clustered with reference sequences from the FeLV-B
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subgroup. These results are in agreement with previous studies showing that subgroup B
viruses can be isolated in a smaller fraction of infected cats (Ortega et al., 2020). The
FeLV-B subgroup originates from the recombination of FeLV-A and endogenous viral
sequences (Polani et al., 2010), therefore, it is expected that the two subgroups could be
found in our sample set. Studies show that FeLV-B viruses can be isolated from
infected cats, but only in conjunction with FeLV-A, suggesting that horizontal
transmission of FeLV-B is a rare event (Neil et al., 1991; Phipps et al., 2000; Coelho et
al., 2008). In our study, all chromatograms of the FeLV-B sequencing had an excellent
signal, not indicating amplification of another sequence in the PCR. This indicates that,
if present, FeLV-A was in low viral load.

Phylogenetic analysis of the sequenced clinical samples, in our study, identified
that FeLV sequences in this study correspond to a group that includes exogenous
retroviruses. The sequences analyzed in this study were highly associated with
geographical distribution. Other studies also observed this geographic dependet origin
and/or distribution of the strains (Coelho et al., 2008, Watanabe et al., 2013).

In conclusion, a feline population in southern Brazil is mainly affected by a
dominant clade formed by FeLV-A. With these results, we can verify that the
genotyping of this virus is extremely important, since each subgroup can result in
different clinical conditions, in addition to promoting mutations and recombinations
among themselves, increasing its virulence and pathogenicity. Ongoing investigation of
this virus is needed to understand its pathogenesis, which may result in effective
therapies for controlling and eliminating the virus in our feline patients. More studies
are located to establish new molecular tools for the diagnosis and prevalence of viruses
in felines in southern Brazil, as well as to increase the understanding of the pathogenesis

of this virus.
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5. DISCUSSAO GERAL

A FeLV é uma doenca de grande importancia na rotina da clinica médica de
felinos, pois ainda € o maior causador de sindromes clinicas, que acabam levando todos
os felinos infectados ao dbito diariamente (HARTMANN, 2012; GALDO NOVO et al.,
2016; CHIU et al., 2018). A forma de transmissdo do FeLV através de fomites ou do
grooming, facilita a sua disseminacéo, visto que ainda é um corportamento normal no
Brasil a forma de criacdo extensiva dos gatos, e 0 comportamento comum a espécie de
viver em colonias (WILLETT & ROSIE, 2013). Além da dificuldade de alguns tutores
de manter o gato em uma criacdo exclusivamente indoor, ainda ha uma resisténcia da
maioria das pessoas que procuram clinicas veterinarias em aderir ao teste e vacinacao
dos seus gatos saudaveis, tanto pelo custo dos testes, bem como a primovacinacgao exigir
duas doses, 0 que muitas vezes e motivo para desisténcia e/ou ndo aderéncia ao

protocolo sanitério pelo tutor.

A patogenia da FeLV ¢ bastante complexa quando consideradas as formas de
infeccdo (abortiva, regressiva, progressiva), e o fato de ser um retrovirus inviabiliza as
formas de tratamento, bem como dificulta muitas vezes o diagnético principalmente dos
gatos regressores, que muitas vezes sdo testados quando adotados e diagnosticados
como negativos nos testes rapidos e quando passam pos situacdes de estresse e/ou
imunossupressdo acabam reativando o virus e desenvolvendo alteracdes clinicas
relacionas com o virus, e muitas vezes disseminando nos outros gatos negativos que
compartilham o mesmo ambiente (LEVY et al., 2008; HARTMANN, 2012).

A andlise filogenética do presente estudo, demonstrou que 27 amostras
apresentavam FeLV-A, e apenas duas FeLV-B. Outros estudos apresentaram dados
divergentes, onde FeLV-B apenas pode ser isolado juntamente com o FeLV-A (NEIL et
al., 1991; PHIPPS et al., 2000; COELHO et al., 2008). A andlise dos cromatogramas
demontrou que FeLV-B apresentavam excelente sinal, levantando a hip6tese que o
FeLV-A poderia estar com carga viral muito baixa. Outro fator que se destaca é o fato
de muitos estudos apontarem o FeLV-A como 0 menos patogénico (Jarrett, 1999;
Willett e Hosie, 2013; Coelho et al., 2008), e todas as nossas amostras sequenciadas

eram de animais que se encontravam doentes ou que ja tinham vindo a Obito em
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decorréncia da doenca. Estudos também relacionam o FeLV-C com os quadros de
anemia ndo regenerativa (principal alteracdo hematoldgica detectada nos nossos
pacientes) (HARTMANN, 2012), no entanto ndo houveram amostras que se
agrupassem as sequencias de referencia FeLV-C na nossa analise filogenética. Estes
achados nos provam que ainda muitos estudos a respeito deste virus sdo necessarios,
para que possamos relacionar os achados clinicos e hematol6gicos com os subgrupos
identificados, visando sempre aumentar a expectativa e reduzir a sintomatologia clinica

do gato doente.

Como perspectivas futuras esperamos conseguir realizar um estudo de
prevaléncia da doenca na regido da serra, incluindo outras cidades, identificar os
subgrupos e correlacionar com o desfecho das infecgdes, bem como sequenciar o

genoma completo do FeLV exdgeno presente na regido da Serra Gaucha.
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6. CONCLUSOES

e Uma alta frequéncia do FeLV-A foi detectada nas amostras sequénciadas deste
estudo, no entando apenas duas amostras ficaram agrupadas a sequéncia
de referéncia do FeLV-B.

¢ Nd&o ficou evidente a associacao entre subgrupos com os sinais hematoldgicos.

e Este estudo evidéncia a importancia desta virose, comum para a rotina clinica da

Regido da Serra Gaucha.
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