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O virus da leucemia felina (FeLV), pertencente
a familia Retroviridae e ao género
Gammaretrovirus, pode infectar  gatos
domésticos e esporadicamente felinos selvagens.
Este retrovirus felino est4 associado a uma série
de doencas degenerativas ou proliferativas, tais
como leucemias e linfomas. A leucemia e
o linfoma sdo manifestacbes incomuns da
infeccdo provocada pelo FeLV nos animais
persistentemente  infectados, sendo  mais
frequente o desenvolvimento de anemias,
doengas neuroldgicas e imunodeficiéncias. O
FeLV foi classificado em quatro subgrupos
distintos, FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C e FeLV-T,
de acordo com diferencas nas sequéncias de
nucleotideos da regido  N-terminal da
glicoproteina de superficie (SU). Tais variacdes
nesta proteina provocam alteracfes estruturais
responsaveis pela utilizagdo de diferentes
receptores nas células hospedeiras (Levy et al.,
2008; Torres et al., 2010).

Sequéncias endogenas relacionadas ao FelLV
(enFeLV) sdo fragmentos de DNA viral
presentes no genoma de gatos domésticos e de
outros felinos selvagens. Apesar de essas
sequéncias serem expressas e traduzidas, elas
ndo sdo capazes de gerar particulas virais
infecciosas. Entretanto, o enFeLV pode
recombinar-se com 0 virus exoégeno FelLV
subgrupo A, durante a transcricdo reversa do
RNA, gerando virus infecciosos do subgrupo B
com atividades bioldgicas e patogenicidade
alteradas. O FeLV-C é gerado por mutacdo do
gene env do FeLV-A que modifica uma pequena
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regido variavel na glicoproteina SU do envelope
viral. AlteracBes especificas e uma pequena
insercdo de aminoacidos, bem como alteracdes
na sequéncia motivo PHQ localizada na
extremidade N-terminal da SU do FeLV-A,
resultaram no aparecimento de uma variante viral
denominada FeLV-T (Tandon et al., 2008).

A infeccdo por esse retrovirus pode ser
diagnosticada pela deteccdo do antigeno viral
p27 nos leucdcitos, plasma, soro, lagrimas ou
saliva dos animais infectados. Os testes mais
utilizados séo os ensaios de imunofluorescéncia
por anticorpo (IFA) e o0 ensaio imunoenzimatico
direto (ELISA) (Torres et al., 2010). Entretanto,
testes moleculares como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), estdo cada vez mais sendo
utilizados devido as vantagens sobre os testes
soroldgicos, pois, além de detectarem e
identificarem 0s agentes virais, permitem
também caracterizd-los geneticamente (Tandon
et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos demonstram que o
FeLV esta disseminado em varios paises e que
sua ocorréncia varia de acordo com a regido
geografica. No Brasil, estudos soroldgicos
realizados em S&o Paulo e no Rio de Janeiro
mostraram que a prevaléncia varia de 12,5 a
20,3%, respectivamente (Hagiwara et al., 1997;
Souza et al., 2002). Em Minas Gerais, um estudo
soroldgico realizado em abrigos de gatos em
Belo Horizonte detectou prevaléncia de 22,5%
em fémeas e de 10%, em machos (Teixeira et al.,
2007).
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O objetivo principal deste levantamento foi
analisar a ocorréncia do provirus do FeLV na
populagdo felina de acordo com a regido
administrativa de Belo Horizonte, MG.

Foram analisadas 1072 amostras de sangue total
obtidas de gatos domésticos, selecionados
aleatoriamente, atendidos em diversas clinicas
veterinarias e em Hospital Veterinario Escola, no
periodo de marco de 2002 a janeiro de 2008. As
amostras de sangue, acondicionadas em tubos
contendo EDTA, foram utilizadas para obtengéo
de leucocitos (PBL) segundo métodos descritos
por Toth et al. (1992). A extragdo do DNA total
foi feita com isotiocianato de guanidina e silica,
de acordo com Boom et al. (1999). Para detectar
0 provirus do FeLV exdgeno, o DNA total das
amostras de PBL foi empregado como molde
para amplificacio pela PCR-nested. Os
oligonucleotideos iniciadores externos e internos
utilizados  baseiam-se  na  sequéncia de
nucleotideos de parte do gene gag e da regido U3
da LTR do genoma do FeLV (A, B, C e T) e,
portanto, ndo detectam as sequéncias enddgenas
semelhantes ao FeLV (enFelLV) presentes no
genoma dos gatos domésticos (Miyazawa e
Jarrett, 1997).

O DNA proviral do FeLV foi detectado em 507
animais (47,5% — intervalo de confianca a 95%)
(Fig. 1A). Estudos sorolégicos realizados em
Belo Horizonte, MG, S&o Paulo e Rio de Janeiro
encontraram baixas taxas de infeccdo pelo FelLV,
de 32,5%, 12,5% e 20,3%, respectivamente,
quando comparadas aos resultados obtidos neste
estudo (Hagiwara et al., 1997; Souza et al., 2002;
Teixeira et al., 2007). A discrepancia entre os
resultados reflete a sensibilidade da metodologia
utilizada. Os testes soroldgicos ELISA e IFA
detectam anticorpos contra as proteinas virais
p27 e p55, respectivamente, e apresentam alto
nimero de resultados falso-negativos. Além
disso, testes moleculares, como a PCR, permitem
a deteccdo do FelLV na fase inicial da infecgdo e
em casos de infecgdes latentes (Tandon et al.,
2008).

Com o intuito de verificar a qualidade do DNA
extraido, bem como evitar resultados falso-
negativos, 0 DNA obtido de gatos considerados
FeLV-negativos (n=565) foi submetido a novos
ensaios de PCR. Para tal, utilizaram-se
oligonucleotideos iniciadores baseados na
sequéncia de parte do gene GADPH do genoma
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dos gatos (Shi e Roy-Burman, 2000). Foi
observado, em todas essas amostras, um produto
Unico de DNA compativel com o tamanho
molecular (aproximadamente 598pb) esperado
para a regido codificadora do gene GADPH (Fig.
1B), confirmando a viabilidade do DNA usado
nos ensaios de PCR.

Uma ficha clinica de identificacdo foi elaborada
para determinar os parametros caracteristicos da
infeccdo pelo FeLV nos gatos. Além disso, 0s
animais foram distribuidos em nove grupos, de
acordo com a regido administrativa da cidade:
Venda Nova (64), Norte (72), Nordeste (89),
Pampulha (126), Noroeste (61), Leste (239),
Centro-Sul (279), Oeste (110) e Barreiro (32). A
associagdo entre a ocorréncia do provirus com
caracteristicas como sexo, idade, raga, estado de
higidez — saudavel ou doente —, sinais clinicos e
procedéncia do animal — gatil, rua, abrigo ou
doméstico com/e sem acesso a rua — foi avaliada
na tentativa de identificar o0s gatos mais
provaveis de albergarem o provirus. A
transmissibilidade relativa do virus foi avaliada
em locais com mais de um gato.

Para comparagdes entre variaveis qualitativas,
foram utilizados os testes do qui-quadrado ou de
tendéncia e o teste exato de Fisher. Para as
variaveis ndo qualitativas, usou-se o teste Mann-
Whitney (Triola, 1998). O valor P<0,005 foi
considerado significativo mediante a aplicagcdo
do Monte Carlo no software SSPSS 15.00.

Na Fig. 2A, mostra-se a distribuicdo dos gatos
domésticos positivos e negativos pela PCR-
nested de acordo com a regido administrativa de
Belo Horizonte.  Observou-se  correlacéo
(P<0,05) entre a regido e o fato de o gato
doméstico possuir ou ndao o provirus. A
ocorréncia de gatos com o provirus por regido
foi: Norte, 68,1%; Leste, 54,4%; Centro-Sul,
50,5%; Nordeste, 44,9%; Noroeste, 42,6%;
Pampulha, 41,3%; Oeste, 37,3%; e Barreiro,
31,3%.

A ocorréncia do FeLV foi comum em gatos de
diferentes idades. A idade média encontrada
neste estudo foi de 4,17+3,16 anos. O provirus
estava presente em 38,6% dos gatos com menos
de um ano; 56,1% entre um e trés anos; 52,7%
entre quatro e nove anos e em 15,9% dos animais
com idade acima de 10 anos (Fig. 2B).
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Verificou-se forte evidéncia (P<0,05) de que respectivamente. Contudo, um estudo
gatos entre um e trés anos sdo mais provaveis de epidemioldgico realizado nos Estados Unidos
serem portadores do provirus do que de outros apontou 0os machos como os mais afetados pelo
grupos etérios. Diferentes faixas etarias de gatos FeLV (Braley, 1994).
positivos para FeLV ja foram relatadas (Souza et
al., 2002). De acordo com o teste do qui-quadrado, a
procedéncia e o modo de vida dos gatos
A ocorréncia do FeLV entre os gatos sem raca influenciaram significativamente (P<0,05) na
definida (SRD) e entre animais de raca foi de ocorréncia pelo FeLV. A ocorréncia do FeLV
63,4% e 62,5%, respectivamente, ndo sendo entre os gatos domiciliados com acesso e sem
observada predisposicdo racial para infecgéo acesso a rua foi 64,3% e 61,4%, respectivamente.
pelo FeLV. Resultados semelhantes foram Entre os provenientes de abrigos, gatis e gatos de
obtidos em um estudo epidemioldgico realizado rua, foram 39,4%, 476% e 53,0%,
no Rio de Janeiro por Souza et al. (2002). respectivamente (Fig. 2C). Estes resultados
confirmam outros estudos epidemiolégicos que
A diferenca na propor¢do entre machos e fémeas consideram 0 acesso a rua um dos fatores mais
negativos e positivos para o FeLV também ndo importantes na infeccdo por este retrovirus
foi significativa (P>0,05), com 48,5% e 46,1%, (Braley, 1994).
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Figura 1. Amplificacdo, por PCR-nested, de parte do gene gag e regido U3 da LTR do genoma do FeLV e por PCR
de parte do gene GADPH do genoma dos gatos domésticos. A) Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio,
mostrando os produtos amplificados pela PCR-nested utilizando os dois pares de iniciadores externos e internos
baseados em parte do gene gag e regido U3 da LTR do genoma do FeLV. Canaleta 1: padrdo de tamanho molecular
Ladder 1KB (Invitrogen-BRL); Canaleta 2: controle dos reagentes (sem DNA); canaleta 3: controle positivo
amplificado do clone p6lE (FeLV-A); canaletas 3 a 15: fragmentos de DNA de aproximadamente 601pb
amplificados das amostras 328, 575, 901MG, 1087, 1230, 1231, 1234, 1236, 1244, 1245, 1247 e 1248 obtidas de
gatos domésticos. B) Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, mostrando os produtos amplificados pela
PCR de parte do gene GADPH do genoma dos gatos domésticos. Canaleta 1: padrdo de tamanho molecular Ladder
100pb (Invitrogen-BRL); canaletas 2 a 13: fragmento de DNA de aproximadamente 598pb das amostras 744, 752,
860, 885, 1030, 1269, 1132, 1133, 1140, 1144, 1147, e 1148. Canaleta 14: controle dos reagentes (sem DNA).
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Figura 2. Representacdo grafica da distribuicdo dos gatos domésticos positivos e negativos para 0 DNA
proviral do FeLV, pela PCR-nested. A) Regides Administrativas de Belo Horizonte. B) a faixa etaria C) a
procedéncia (rua, gatil, abrigo, domiciliado e domiciliado com acesso a rua) D) a quantidade de gatos
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O nlmero de gatos que vivem no mesmo
ambiente influenciou (P<0,05) na detec¢do do
provirus. Onde havia apenas um gato, a
ocorréncia foi de 36,8%, de dois a 29 gatos,
48,5%, de 30 a 60 gatos, 51,9%, e quando esses
nimeros foram maiores que 60 animais, a
ocorréncia foi de 51,1% (Fig. 2D). De acordo
com Levy et al. (2008), a infeccdo pelo FeLV é
favorecida por locais com elevada densidade
populacional, nos quais até 30% dos animais
tornam-se persistentemente infectados em um
curto periodo de tempo.

A ocorréncia da infeccdo pelo FeLV foi
semelhante entre os animais doentes (47,2%) e
saudaveis  (47,4%), confirmando  estudos
epidemioldgicos realizados no Rio de Janeiro,
onde ndo foi observada diferenga na ocorréncia
entre os gatos doentes e saudaveis (Souza et al.,

2002). As principais manifestacdes clinicas
apresentadas pelos gatos doentes foram:
linfadenopatia  (38,9%), anorexia (35,8%),
gengivite  (29,6%), conjuntivite  (25,9%),
emagrecimento (31,5%), diarreia (23,5%) e
esplenomegalia (19,1%).

Os resultados mostram a importancia do uso de
métodos moleculares como a PCR para
diagnostico do FeLV, principalmente em casos
de infeccBes latentes que normalmente ndo sdo
detectadas pelos testes soroldgicos. Além disso,
realcam a necessidade da implementacdo de
medidas apropriadas de controle da transmissdo
do FeLV, uma vez que grande numero de
animais apresentaram-se positivos.

Palavras-chave: gato, leucemia felina, retrovirus,
PCR-nested

ABSTRACT

Blood samples from 1,072 domestic cats of nine administrative regions of Belo Horizonte, MG, were
collected and tested using PCR nested for the occurrence of feline leukemia virus (FeLV). Overall
occurrence was 47.5% (507/1072) being North (68.1%) and East (54.4%) the most prevalent areas.
Epidemiological data showed that FelLV infection was very common among examined cats and breed
neither gender nor were predisposing factors for FeLV. The results suggest that the agglomeration of a
large number of cats in the same environment can be an important factor for the increase in the rate of
transmission of this retrovirus among domestic cats in the studied city.

Keywords: cat, feline, leukemia, retrovirus, PCR-nested
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