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Feline immunodeficiency virus (FIV) is a lentivirus associated with immunologic disorders
in domestic cats. Due to the high genetic variability of FIV, five subtypes (A to E) have been
identified and diversity within each subtype is also frequent. The study of the genetic diversity
can aid the understanding the pathogenesis and epidemiology of the disease. Therefore, the
present work aimed to analyze phylogenetically FIV isolates of domestic cats from the state of
Sao Paulo, Brazil. The sequencing of 658 bp of the gag gene from 23 samples was performed
and the results were analyzed using the Tamura-Nei nucleotidic substitution method. The
phylogenetic analysis showed that all viruses belong to subtype B, and clearly three subgroups
were present within this subtype. Additionally, these results suggest a common ancestor
between the FIV strains derived from Japan and one Brazilian virus. In conclusion, this work
presents the first information about the genetic diversity of FIV in the state of Sao Paulo.
Additional studies are necessary to characterize the real scenario of the distribution of FIV

subtypes in the population of Brazilian cats.

INDEX TERMS: Cat, subtype, FIV, phylogeny, genotyping.

RESUMO.- O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um
lentivirus que causa distarbios imunologicos em gatos do-
mésticos. Devido a alta variabilidade genética do FIV, ja fo-
ram identificados cinco subtipos (A a E) e a diversidade den-
tro de cada subtipo é freqiiente e o seu estudo pode auxiliar
no conhecimento da patogenia e epidemiologia da doenga.
Assim, o presente trabalho objetivou analisar filogenetica-
mente cepas do FIV de gatos domésticos oriundos do estado
de Sao Paulo. Para tanto, foi realizado o seqiienciamento de
658 pares de bases do gene gag de amostras coletadas de 23
animais, cujos resultados foram analisados pelo método de
substituicao nucleotidica Tamura-Nei. A analise filogenética
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demonstrou que todas as amostras pertenciam ao subtipo B
e, claramente, trés subgrupos foram formados dentro deste
subtipo. Adicionalmente, o resultado obtido sugeriu um an-
cestral comum entre as cepas do FIV oriundas do Japao e uma
amostra brasileira obtida neste estudo. Em conclusao, este
trabalho traz as primeiras informacoes sobre a diversidade
genética do FIV no Estado de Sao Paulo. Estudos adicionais
sao necessarios para melhor entender o cenario real e a dis-
tribuicao dos tipos e subtipos do FIV na populagao de gatos
domésticos do pais.

TERMOS DE INDEXACAO: Gato, subtipo, FIV, filogenia, genotipagem.

INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um retrovirus classi-
ficado na subfamilia Lentivirinae, identificado em 1986
(Pedersen et al. 1987) e responsavel por distirbios imuno-
l6gicos em gatos domésticos semelhantes aos observados em
pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia huma-
na (HIV). A situacao epidemiolégica mundial mostra uma
ampla distribuicao do FIV, com taxas de prevaléncia variando
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desde 2,5% até 44% em diferentes regioes (Hohdatsu et al. 1998,
Luria et al. 2004, Bandechi et al. 2006, Levy et al. 2006, Arjona
et al. 2007). No Brasil, as taxas de prevaléncia reportadas va-
riam entre 3,7% e 37,5%, sendo que os menores valores foram
relatados em gatos assintomaticos, e os maiores em animais
doentes (Reche Jr et al. 1997, Caldas et al. 2000, Lara et al.
2001, Souza et al. 2002).

Estudos prévios baseados na diversidade genética da re-
giao V3-V5 do gene env demonstraram a ocorréncia de cinco
subtipos diferentes, designados de A, B, C, D e E. Subseqtien-
temente, estudos mostraram ser possivel realizar a mesma
classificacao genética para o FIV utilizando seqiiéncia de
nucleotideos da regiao p17-p24 do gene gag (Kakinuma et al.
1995, Hohdatsu et al. 1998, Steinrigl & Klein 2003, Duarte &
Tavares 2005). Adicionalmente, o gene gag apresenta uma taxa
de conservagao mais elevada que o gene env. Entretanto, as
mutacoes encontradas fazem deste gene um candidato ade-
quado para estudos filogenéticos (Clavel et al. 1986, Fisher et
al. 1988, Greene et al. 1993, Hohdatsu et al. 1998).

O subtipo A inclui as cepas de FIV isoladas na Califérnia,
Australia e Europa (Greene et al. 1993, Bachmann et al. 1997,
Pistello et al. 1997); o subtipo B abrange as cepas isoladas no
Japao, na regiao central e leste dos EUA e Europa (Bachmann
etal. 1997, Nishimura et al. 1998, Duarte et al. 2002); o subtipo
C inclui as cepas isoladas no Canada, Europa e Formosa
(Sodora et al. 1994, Kakinuma et al. 1995, Inada et al. 1997); o
subtipo D foi, até o presente momento, somente identificado
no Japao (Kakinuma et al 1995) e o subtipo E foi identificado
na Argentina e Japao (Sodora et al 1994, Pecoraro et al. 1996).
Os subtipos A e B tém sido os mais freqlientemente identifi-
cados (Duarte & Tavares 2005) e estudos recentes demonstra-
ram a ocorréncia de subgrupos dentro do subtipo B (Steinrigl
& Klein 2003, Weaver et al. 2004, Duarte & Tavares 2005), re-
fletindo a diversidade genética observada nos diferentes
subtipos do FIV (Sodora et al. 1994, Bachmann et al. 1997).

No Brasil, pouco se conhece sobre a diversidade genética
do FIV. Até o momento, foi realizado, no Estado de Minas
Gerais, um estudo filogenético com 10 amostras do FIV, que
identificou somente o subtipo B (Caxito et al. 2006).

O presente estudo objetivou analisar filogeneticamente
cepas do FIV identificadas em gatos domésticos oriundos de
diferentes cidades do estado de Sao Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram utilizadas 23 amostras do FIV detectadas
pela nested-PCR (Hohdatsu et al. 1998), com pequenas modificagoes,
de amostras de sangue de gatos domésticos oriundos de diferentes
cidades do estado de Sao Paulo. Posteriormente, as amostras foram
submetidas ao seqiienciamento da regiao p17-p24 do gene gag. No
Quadro 1 sao apresentadas algumas caracteristicas dos animais, como
sexo, idade, condicao fisiologica, procedéncia e o niimero de acesso
no GenBank da seqiiéncia do gene gag obtida.

A extracao do DNA proviral foi realizada com o kit GFX Genomic
Blood DNA Purification®(Amersham Pharmacia Biotech), de acordo
com o protocolo do fabricante. Para amplificacao do fragmento de
nucleotideos a ser seqiienciado, foram desenhados dois pares de
primers diferentes dos utilizados na nested-PCR, os quais amplificaram
uma seqiiéncia de nucleotideos de 658 pares de base (pb) da regiao
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p17-p24 do gene gag, sendo estes: FIV PCR A2 (5" ACT TCT TGG CAG
GCC CTCAG 3’) e FIV PCR S2 (5" AAG GAC CTC CACAGG CTTATC C 3)).
Esses primers foram escolhidos apds comparagoes com 10 seqiiéncias
do FIV disponiveis no GenBank através do programa OMIGA v.3.0
(Oxford Molecular Company), pois demonstraram amplificar qualquer
um dos cincos subtipos do FIV e melhoram as condi¢oes da reagao. A
reacao da PCR foi realizada em um volume final de 25ul contendo 1
unidade de Tth DNA Polimerase (biotools®), 2.5ul de tampao de PCR
10X (biotools®), 1ul de cada primer a 10pmol/ul e 5ul do DNA extraido.
As condigoes utilizadas para amplificagao foram: 96°C por 4min,
seguido de 30 ciclos de desnaturacao (94°C, 1min), anelamento (58°C,
1min) e extensao (72°C, 1min). Ao final da reacao, os produtos foram
analisados em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio
(0,5mg/ml) e comparados com marcadores de DNA de 100pb (Gibco-
BRL®), sendo considerados positivos aqueles com tamanho
aproximado de 658pb. Como controle positivo, foi utilizada uma
amostra extraida de um gato com resultado positivo através de um kit
de ELISA comercial (Snap® FIV/FeLV Combo Test, IDEXX) para FIV; e
como controle negativo, utilizou-se agua ultrapura estéril.

Os fragmentos de DNA obtidos da PCR foram purificados
diretamente ou extraidos do gel, caso apresentassem bandas
espurias, utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences Inc.) de acordo com as especificacoes do
fabricante. Em seguida o produto foi quantificado em gel de agarose
comparativamente com o marcador de massa molecular (Low DNA
Mass Ladder- Invitrogen). O seqiienciamento dos produtos de
amplificacao foi realizado em ambas as direcoes com os primers
utilizados na PCR usando o kit DYEnamic® ET Terminator Cycle
Sequencing (Amersham Biosciences) em um sequienciador automatico
modelo ABI Prism® 377 DNA Sequencers (Applied Biosystems),
seguindo as recomendacgoes do fabricante. Cada reagao de seqiien-
ciamento foi repetida trés vezes e as seqiiéncias foram analisadas
pelo programa Phred (Ewing et al. 1998) sendo aceitas ap6s apresen-
tarem acurdcia acima de 90%.

As seqiiéncias de nucleotideos foram alinhadas através do
programa CLUSTAL X, versao 1.8 para Windows (Thompson et al. 1997).
Como referéncia para o alinhamento foram utilizadas seqtiéncias dos
subtipos A, B, C, D e E do FIV disponiveis no GenBank (Fig.1).

Na determinacao do modelo evolutivo mais adequado para
substituicao de nucleotideos, utilizou-se o teste de razao de
verossimilhan¢a com o auxilio do programa Modeltest (Posada &
Crandall 1998), o qual indicou 0 método de Tamura-Nei (Tamura &
Nei 1993) com distribuicao gama no valor de 0,26. Os valores de
consisténcia foram obtidos através do teste de bootstrap, assumindo
o valor de 1000 réplicas e com retencao de grupos com freqiiéncia
acima de 60%. A arvore filogenética foi construida com o auxilio do
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), versao
3.1 para Windows (Kumar et al. 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 23 seqiiéncias analisadas neste trabalho foram alocadas
dentro do subtipo B do FIV (Fig.1). Adicionalmente, pelo me-
nos trés subgrupos (1, 2 e 3) foram consistentemente identifi-
cados dentro do subtipo B, como indicado pelos valores de
bootstrap. O subgrupo 1 foi formado por 15 cepas paulistas,
subgrupo 2 por apenas duas cepas estudadas e o subgrupo 3
foi formado apenas por uma das amostras (MogidasCruzes-
283) e por cinco cepas do FIV oriundas do Japao. As outras
cinco cepas foram também alocadas no subtipo B, porém nao
formaram subgrupos.

Aidentificacao de um Gnico subtipo nas amostras estuda-
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Fig.1. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor-Joining obtida através da analise de 23
seqiiéncias de nucleotideos do gene gag do virus da imunodeficiéncia felina do Estado de Sao
Paulo, Brasil. Os niimeros nos nds indicam os valores de bootstrap para 1000 réplicas e o simbolo

f& as amostras analisadas.

das foi similar ao resultado obtido em Minas Gerais (Caxito et
al. 2006), o que caracteriza, até o presente momento, a 0cor-
réncia de um tnico subtipo do FIV na regiao sudeste do Bra-
sil. Entretanto, em Portugal, um estudo prévio de filogenia
também identificou somente a ocorréncia do subtipo B
(Duarte et al. 2002). Posteriormente, em outro estudo utili-
zando amostras de diferentes cidades de Portugal identifi-
cou-se também a presenca do subtipo A e de um possivel novo
subtipo, denominado de F (Duarte & Tavares 2005). Esses re-
sultados encontrados em Portugal vém acrescentar a impor-
tancia dos trabalhos ja realizados no Brasil e da necessidade
de estudos com maior nlimero de amostras para se conhecer
o real cenario da diversidade genética do FIV no Pais. Vale
ressaltar que o presente estudo, por ter utilizado somente
amostras do Estado de Sao Paulo, pode nao refletir as carac-
teristicas genéticas da populacao felina brasileira.

Como observado neste trabalho, a existéncia de subgrupos
dentro do subtipo B ja havia sido descrita (Steinrigl & Klein
2003, Weaver et al. 2004), inclusive no Brasil (Caxito et al.
2006). A maior implicacao para a formacao de subgrupos den-
tro de um subtipo consiste na dificuldade de se utilizar diag-
nostico baseado em biologia molecular (Steinrigl & Klein
2003). Assim, identificacao dos subtipos (e possiveis subgru-
pos) é essencial para a escolha da melhor regiao de amplifica-
¢ao do genoma do FIV. Isso também pode trazer conseqtién-
cias para o desenvolvimento de vacinas, cujas cepas presen-
tes podem nao proteger os animais para subtipos heterélogos
(Reggeti & Bienzle 2004).

Infelizmente, nao foi possivel rastrear a origem geografica
dos animais estudados, principalmente porque a maioria vivia
em associagcoes protetoras dos animais e a origem exata dos
mesmos era desconhecida. O conhecimento da origem dos
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animais poderia trazer uma contribuicao importante para o
rastreamento evolutivo das cepas do FIV estudadas. Entretan-
to, a formacao de um subgrupo com a amostra MogidasCruzes-
283 e os isolados japoneses e o alto valor de bootstrap obtido
sugerem um possivel ancestral comum entre estes. Esse resul-
tado havia sido observado também nas cepas estudadas em
Minas Gerais, as quais, possivelmente, possuem um ancestral
comum com cepas japonesas do FIV (Caxito et al 2006).

Em resumo, os resultados obtidos detectaram a ocorrén-
cia de um tnico subtipo do FIV no estado de Sao Paulo. Entre-
tanto, deve-se ressaltar que esses resultados sao restritos a
populacao de gatos investigados. Trabalhos subseqiientes
abrangendo um ntimero maior de amostras sao necessarios
para determinar a realidade atual acerca da ocorréncia e dis-
tribuicao dos subtipos do FIV no estado de Sao Paulo e, igual-
mente, do Brasil.
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