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Resumo do Projeto

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um patdégeno com distribuicdo mundial e que infecta felinos domésticos e
silvestres. O FIV pertence ao género Lentivirus, familia Retroviridae e atualmente foi classificado como Lentivirus
felimdef. O virion apresenta genoma RNA de cadeia positiva e envelope, tendo como caracteristica causar infecgdo
cronica e persistente. Assim como o HIV, causa imunossupressao e é importante no desenvolvimento de infeccdes
oportunistas secundarias. O objetivo deste estudo é identificar amostras do FIV em felinos domésticos da fronteira oeste
do Rio Grande do Sul e determinar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da enfermidade desses animais. Para
isso, serdo coletadas amostras de sangue de gatos domésticos que testaram positivo para FIV em testes rapidos (snaps)
em clinicas do municipio de Uruguaiana e regido. A capa flogistica sera separada do sangue total e serd extraido o DNA
total (200-500 nanogramas) para testar através de Nested-PCR. A reagao utilizada contard com dois conjuntos de
primers para amplificacdo da regiao pl7 e p24 do gene gag, com a primeira reacdao (externa) que amplifica uma
sequéncia de 658 pares de bases (pb) do genoma e a segunda (interna) gerando um produto de 329 pb. As amostras
positivas serdo enviadas para sequenciamento e serd feita a andlise genética para a determinacao da identidade e dos
subtipos do virus. Informacdes clinicas e epidemiolégicas sobre os animais serao obtidas através de um questionario,
preenchido pelos médicos veterinarios responsaveis pelo atendimento dos animais. Assim sendo, espera-se identificar
os subtipos e as variagdes do FIV que circulam na regido, bem como determinar os comportamentos dos animais
infectados.

Introducéao e Justificativa

Etiologia

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV), renomeado em 2024 como Lentivirus felimdef pelo ICTV, pertence a familia
Retroviridae (ICTV, 2024) e foi isolado pela primeira vez em Petaluma, nos Estados Unidos, no ano de 1986 (Pedersen et
al., 1987). A familia é classificada em duas subfamilias, Orthoretrovirinae e Spumaretrovirinae, sendo que a primeira
apresenta relevancia para a medicina veterinaria e conta com seis géneros, dentre eles o Lentivirus, ao qual pertence o
FIV (Ravazzolo et al., 2017). Dentro da familia dos retrovirus, e mais especificamente no género dos lentivirus, existem
alguns com maior importancia veterinaria, como o virus da imunodeficiéncia bovina (BIV), o virus da encefalite da artrite
caprina (CAEV), o virus Maedi-Visna dos ovinos (MVV) e o virus da anemia infecciosa equina (EIAV), além do FIV, sendo
este mais préximo filogeneticamente do CAEV, MVV e EIAV (Ravazzolo et al., 2017). O virus da leucemia felina (FeLV) e
os virus das leucoses aviaria (ALV) e bovina (BLV), da mesma familia do FIV, pertencem aos géneros Gammaretrovirus,
Alpharetrovirus e Deltaretrovirus, respectivamente (Ravazzolo et al., 2017; Sykes, 2014). Apesar do FIV nao infectar
humanos, sendo os felinos domésticos seus principais hospedeiros, a infeccao de gatos tem sido usada como modelo
experimental para diferentes aspectos do HIV (virus da imunodeficiéncia humana). O HIV é um importante lentivirus de
humanos e causador da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (Sykes, 2014; Caldas et al., 2000). O estudo das
caracteristicas desses virus, das suas estrutura e replicacdo, é de fundamental importéncia para a busca de melhores



estratégias para melhores diagnésticos e melhores tratamentos, bem como para a prevengao da infecgao por estes
agentes (Sykes, 2014). O BLV, por exemplo, tem sido utilizado como modelo para o HTLV (virus da leucemia dos
linfécitos T humana), outro virus do género Deltaretrovirus (Ravazzolo et al., 2017).

Caracteristicas do virus e do genoma

A caracterizacdo do FIV no género Lentivirus ocorreu pelas caracteristicas morfolégicas dos virions e através da
atividade da sua transcriptase reversa, assim como pela patogenia do agente, que leva a um quadro de
imunossupressao (Ravazzolo et al., 2017). Alguns subtipos ou genétipos do virus ja foram caracterizados até o momento
(A, B, C, D, E e, mais recentemente, os subtipos F e U-NZenv, este Ultimo encontrado apenas na Nova Zeldndia), sendo
os subtipos A e B com maior distribuicdo geogréafica. Ainda, em cada um dos subtipos existem variantes que sao
denominados de subgrupos, que podem ser originados por mutacées ou recombinacdes (Sykes, 2014; Silva et al., 2014;
Pecoraro et al., 1996; Teixeira et al., 2010b; Perez-Lozada et al., 2015). Os virions apresentam genoma RNA de
polaridade positiva, com cerca de 10 kilobases, sao envelopados e tém a particularidade de possuirem duas cépias do
genoma. O core ou nlcleo contém o genoma, encontrando-se condensado e acoplado a diversas cépias da
nucleoproteina (NC), e no nlcleo encontram-se as proteinas integrase (IN), protease (PR) e transcriptase reversa (RT)
(Ravazzolo et al., 2017). O genoma apresenta trés genes principais: gag (group specific antigen), que codifica proteinas
do ndcleo; pol (enzymes), responsdvel por codificar a RT, a IN e a PR; e env (envelope), que codifica as proteinas de
superficie (gpl20) e transmembrana (gp41l) do envelope (Sykes, 2014) (Figura 1). FIGURA 1. Representacao
esquematica das regides do genoma do provirus do FIV. A forma de DNA do genoma retroviral é flanqueada por
sequéncias caracteristicas de repeticdo terminal longa (LTR). Fonte: Adaptado de Gifford & Tristem, 2003. A regiao
gag, por ser bastante conservada, é a mais utilizada para deteccao do provirus na técnica de PCR, o que permite a
utilizacdo de primers que apresentem altas sensibilidade e especificidade. J& a regido env é mais indicada para a
caracterizacao genética e determinacao dos subtipos, pois apresenta alta taxa de variabilidade genética. Os subtipos
descritos até o momento foram caracterizados através do gene env (regiao V3-V5) (Caldas et al., 2000; Lara et al.,
2008; Sodora et al., 1994). O receptor CD134, expresso nos linfécitos T CD4+, macréfagos ativados e células B dos
felinos, é a porta de entrada do virus no hospedeiro (receptor primario), sendo o CXCR4, que atua como um receptor de
quimiocinas normalmente, o receptor secundario (Sykes, 2014). A ligacédo do virus a esses dois receptores d4 inicio a
mudancas conformacionais nas proteinas do envelope que irdo permitir a fusdo virus-célula. Apds a penetracdo ocorre a
transcricdo reversa, sendo sintetizada uma cépia de dupla fita do DNA viral (dsDNA). Neste momento, sao adicionadas
sequéncias a cada uma das extremidades do genoma do virus denominadas de LTRs (Long Terminal Repeats) (Sykes,
2014). Essa copia ird se integrar ao genoma do hospedeiro no nlcleo da célula, que dara origem ao provirus (Ravazzolo
et al., 2017; Sykes, 2014; Hosie, 2009).

Variantes

Os subtipos ou variantes catalogadas do FIV sdo classificados de acordo com a diversidade de sequéncia do gene env,
responsavel por codificar as proteinas do envelope, gp41 (transmembrana) e de gp120 (superficie) (Sykes, 2014). Até o
presente momento, foram identificados sete subtipos, sendo eles identificados como A, B, C, D, E, F e U-NZenv (Sykes,
2014; Ravazzolo et al., 2017; Silva et al., 2014; Cano-Ortiz et al., 2017). Esses subtipos sdo filogeneticamente distintos e
relatados em diferentes regides do globo. Entre essas variantes, as de maior prevaléncia sdo os subtipos A e B, seguidos
pelo C (Sykes, 2014; Silva et al., 2014), e existem relatos de sequéncias recombinantes entre os subtipos (Reggeti et al.,
2004). Os subtipos F e U-NZenv foram os ultimos a serem descritos, com o primeiro relatado no Texas (EUA) e em
Portugal até o momento. O subtipo U-NZenv foi relatado somente em animais na Nova Zelandia (Silva et al., 2014;
Sellon et al., 2015). Existem estudos demonstrando a possibilidade de animais estarem infectados com mais de um
subtipo e a ocorréncia de recombinagdes entre esses subtipos (Sellon et al., 2015; Bachmann et al., 1997; Sykes, 2014).
Essa condicao é um obstaculo a ser vencido no desenvolvimento de vacinas contra o FIV. Quadro 1 - Subtipos do FIV
descritos até o momento. Subtipo Distribuicdo pelo mundo A Distribuicdo mundial B Partes do Japao e da Europa, Brasil,
partes dos Estados Unidos, Caribe C Sudeste da Asia, Nova Zelandia, Estados Unidos, Canada D Jap&o, Vietna, Estados
Unidos E Argentina F Estados Unidos e Portugal U-NZenv Nova Zelandia Fonte: Adaptado de Sykes, 2014 e Teixeira et
al., 2010b.

Epidemiologia

O FIV apresenta distribuicdo mundial, com soroprevaléncia bastante varidvel entre regides, variando de 1% a mais de
40% no Japao (Silva et al, 2014; Hayward et al., 2010), porém estima-se que a prevaléncia média em gatos domésticos
seja de cerca de 12% (Ravazzolo et al., 2017). No Brasil, estudos com felinos domésticos no Rio Grande do Sul
demonstraram prevaléncias de 21,7% na cidade de Porto Alegre e em amostras da regido sul do Estado (Silva, 2014;
Hartmann, 1998), e de 37,5% em amostras de animais doentes das mesmas regides do estado (Caldas et al., 2000). A
prevaléncia do FIV em outras regides do Brasil, como na Regido Sudeste, também apresenta variacdo, sendo de 14,7%
em cidades do Estado de Sao Paulo, em trabalho com mais de 400 felinos (Lara et al., 2008), e em estudo feito no
Estado de Minas Gerais a prevaléncia foi de 2,6% (Caxito et al., 2006). J& em um estudo clinico-epidemiolégico com
gatos de abrigos na Regiao Centro-oeste, no Estado do Mato Grosso do Sul, sete animais dos 75 testados (cerca de
9,3%) apresentaram resultado positivo para FIV (Barbosa et al., 2024). A infeccao dos gatos domésticos ocorre mais
frequentemente em animais adultos e, com maior frequéncia, em machos, principalmente nao castrados e que tém
acesso a rua, sendo a idade média do diagnéstico em torno de seis a oito anos (Ravazzolo et al., 2017; Sykes, 2014;
Hosie, 2009).

Transmissao

A transmissao do FIV ocorre, principalmente, através da saliva dos animais infectados pela mordedura, no momento de
brigas ou durante o coito (Ravazzolo et al., 2017; Gonzalez et al., 2025), podendo acontecer ainda de forma vertical da
mae para o feto, durante a gestacao ou no parto e, ainda, pela amamentacao (Gonzalez et al., 2025; Sykes, 2014).
Estima-se que 70% ou mais dos filhotes possam nascer infectados caso a gata esteja na fase aguda da infeccao no
momento do parto (Teixeira et al., 2010b). Como mencionado anteriormente, animais machos nao castrados e que
possuem acesso a rua costumam apresentar maior prevaléncia de infeccao, uma vez que estdo mais propensos a se



envolverem em brigas com outros animais infectados (Hosie, 2009). 2.2.2 Populacdo suscetivel O virus da
imunodeficiéncia felina é descrito principalmente em gatos domésticos e, como j& mencionado, animais machos,
adultos, ndo castrados e com acesso a rua sao os mais afetados pela infeccao pelo seu comportamento, por estarem
mais expostos a brigas e, consequentemente, a infeccao pelo FIV (Ravazzolo et al., 2017; Sykes, 2014; Hosie, 2009).
Segundo Levy et al. (2006), os gatos machos tém uma probabilidade quase cinco vezes maior quando comparados com
as fémeas. Estudos demonstraram a infeccdo pelo FIV em felideos selvagens africanos como ledes (Panthera leo),
leopardos (Panthera pardus) e guepardos (Acinonyx jubatus), o gato-de-pallas (Otocolobus manul), também conhecido
como manul e o gato-leopardo (Prionailurus bengalensis), de ocorréncia na Asia, e felideos caracteristicos da América do
Sul, como puma (Puma concolor), jaguar (Panthera onca) e jaguatirica (Leopardus pardalis) (Troyer et al., 2005;
Broughton et al, 2021; Brown et al., 2010). Além disso, o virus ja foi relatado em hienas-malhadas (Crocuta crocuta),
carnivoros africanos que pertencem a familia Hyaenidae (Troyer et al., 2005). A estirpe de FIV encontrada nestes
animais seria endémica na espécie, porém é distinta das encontradas nos felideos, sendo a transmissao entre estes
animais e os felideos infrequente e de pouca importancia epidemiolégica (Troyer et al., 2005).

Patogenia

A infeccao pelo FIV acarreta imunossupressao em funcao da reducdo dos linfécitos T CD4+, invertendo a relacdo
CD4+/CD8+ (Ravazzolo et al., 2017). Apesar de os linfécitos T CD4+ serem o principal alvo celular do FIV, o virus
também infecta células como linfécitos B, macréfagos e células dendriticas, além de células neuronais como micréglia e
astrocitos (Sykes, 2014). Algumas variantes do virus também ja foram amplificadas in vitro em células de linhagem
CRFK (Crandell Feline Kidney) (Hartmann, 1998). O virus penetra nas células-alvo, infectando linfécitos T CD4+, por
quem tem maior tropismo, mas também CD8+, mondcitos, macréfagos e linfécitos B (Gonzélez et al., 2025). Ocorre a
replicacdo viral nos tecidos linféides e num periodo de duas a quatro semanas apds a infeccdo uma alta concentracao
do virus pode ser encontrada no sangue (Sykes, 2014). Oito a doze semanas apdés a infeccao ocorre um pico de viremia,
com a maioria dos gatos desenvolvendo a doenca transitéria, podendo ou nao apresentar sinais clinicos, e sobrevivendo
com uma resposta imune humoral que consegue sobrepujar a infeccao (Sykes, 2014; Ravazzolo et al., 2017; Hartmann,
1998). Os efeitos do virus no organismo do animal acometido apés a infecgao ainda nao foram totalmente esclarecidos.
No entanto, a imunossupressao sofrida pelo animal acaba por facilitar o desenvolvimento de infec¢des secundarias,
principalmente em estdgios mais avancados da doenca, o que geralmente ocorre em animais acima de quatro anos de
idade (Ravazzolo et al., 2017; Sykes, 2014). A deteccdo do FIV é possivel em érgaos como pulmdes, figado, rins, érgaos
linféides e plexo coréide. A soroconversao ocorre entre duas a quatro semanas pés-infeccdo (Ravazzolo et al., 2017;
Hartmann, 1998).

Sinais clinicos

A doenca causada pelo FIV apresenta trés fases principais: aguda, subclinica (ou assintomdtica) e terminal (Sykes,
2014). A fase aguda, subsequente a infeccdo, é quando o animal pode apresentar varios sinais clinicos inespecificos,
como febre, anorexia, diarreia, perda de peso, linfadenopatia (por causa da hiperplasia linféide) e letargia. No entanto,
esses sinais podem ser pouco aparentes e/ou inexistentes, ndo sendo reparados pelos responsaveis (Sykes, 2014).
Eventualmente pode ocorrer neutropenia e, com isso, infeccdes oportunistas, sendo a gengivite crénica a manifestacao
clinica mais comum nestes casos (Hartmann, 1998). Outro patégeno importante e de grande ocorréncia em gatos é o
calicivirus, agente altamente contagioso e que pode causar gengivoestomatite crénica (Hofmann-Lehmann et al., 2022).
A fase subclinica, que frequentemente pode durar meses ou anos, é caracterizada pelo retorno da contagem dos
linfécitos T CD4+ aos niveis normais e baixos niveis de viremia (Sykes, 2014). A Ultima fase, chamada fase terminal,
pode ocorrer varios anos apés a infeccdo e é influenciada por fatores como a imunidade do animal, coinfeccdes, subtipo
viral, via de inoculagao, dose infectante (Sykes, 2014; Hartmann, 1998). As manifestacdes clinicas sao comumente
associadas a doenca periodontal (grave ou moderada), quadros de gengivite e infeccdes oportunistas, além de
linfadenopatia (Sykes, 2014; Ravazzolo et al., 2017). Problemas oculares, neoplasias e desordens neurolégicas também
podem ser observadas (Hartmann, 1998). Alguns pesquisadores descrevem as fases da doenca separando-as com uma
fase de linfadenomegalia generalizada apés a fase assintomatica e anterior a manifestacdo dos sinais da sindrome da
imunodeficiéncia, baseada em gatos infectados experimentalmente e usando a terminologia utilizada na infeccao por
HIV (Sellon et al., 2015). A inespecificidade dos sinais clinicos ou sinais discretos muitas vezes dificultam o diagnéstico
da doenca, e gatos que apresentam infeccdes crénicas ou recidivantes devem ter especial atencao, recomendando-se a
realizacdo de testes para o diagndéstico de FIV (Hartmann, 1998).

LesOes macroscépicas e microscépicas

Os achados macroscépicos comumente encontrados em gatos infectados pelo FIV sao principalmente estomatite,
linfadenopatia, neoplasias e emagrecimento (Sykes, 2014). LesOes na cavidade oral incluindo gengivite, periodontite,
estomatite, sdo encontradas com relativa frequéncia nesses animais, podendo variar com o estdgio da infeccdo
(Zanutto et al., 2011). Deplecao linféide, infiltracdo de células plasmaticas em linfonodos, estomatite ulcerativa
plasmocitica, hiperplasia folicular e patologias da medula éssea sdo alguns dos achados histopatolégicos caracteristicos,
além de achados renais, como nefrite intersticial crénica (Sykes, 2014; Silva et al., 2019). Hiperplasia no tecido linféide
associado as mucosas (MALT), em érgaos como linfonodos, tonsilas, timo e medula 6ssea também pode ocorrer
(Ravazzolo et al., 2017). Pouca ou nenhuma alteracdo hematolégica durante o inicio da infeccdo podem ser observadas.
No entanto, existe tendéncia a linfopenia a partir da segunda semana pds-infeccdo e neutropenia entre as quinta e
sétima semanas pds-infeccao (Zanutto et al., 2011). Alteracdes como anemia e neutropenia podem ser observadas,
podendo ser reflexo de infec¢des secundarias, e ndo da infeccdo pelo FIV (Sellon et al., 2015). O sistema nervoso central
dos animais infectados pode apresentar meningite linfoplasmocitdria leve, infiltrados linfociticos perivasculares,
degeneracdo neuronal e gliose difusa, além de apoptose (Sykes, 2014).

Diagnéstico

As formas de diagnéstico do FIV utilizadas sdo através da pesquisa de anticorpos para o virus por testes rapidos
imunoenziméaticos (snaps) comerciais, ELISA e Western blot, além de imunofluorescéncia (Ravazzolo et al., 2017). No
entanto, nos Ultimos anos os testes rapidos se popularizaram e sao amplamente utilizados pelos clinicos. A maioria dos



animais infectados desenvolvem anticorpos a partir dos 60 dias pds-infeccao (Little et al., 2020). Apesar de os testes
rdpidos disponiveis atualmente terem alta sensibilidade e especificidade, recomenda-se a confirmacdo dos testes
negativos apés 60 dias, podendo-se utilizar um teste rapido de fabricante diferente, ou confirmar através de alguma das
outras técnicas (Ravazzolo et al., 2017; Sellon et al., 2015). Normalmente, filhotes nascidos de fémeas infectadas
possuem imunidade materna até 12 semanas apds o nascimento, porém existem relatos de que esses anticorpos
podem ser detectados até os seis meses de vida (Little et al., 2020). Os filhotes testados positivos antes dos seis meses,
devem ser novamente testados apds esse periodo ou entdo devem ter a presenca do provirus identificada por PCR. A
deteccdo de anticorpos em animais acima de seis meses e assintomaticos é altamente sugestiva de infeccdo (Little et
al., 2020). Ainda, o diagnéstico pode ser realizado pela deteccdo do provirus através de PCR, através da obtencdo do
DNA extraido dos leucécitos (Ravazzolo et al.,, 2017). Como mencionado anteriormente, a regiao do gene gag é a mais
indicada para amplificacdo, devido ao nivel de conservacdo. A testagem dos animais pela PCR é indicada em casos de
infeccao recente ou em situagcdes em que o animal estd clinicamente doente e é soronegativo. Gatos na fase terminal
da infeccédo podem se tornar soronegativos pela formacao de grandes quantidades de imunocomplexo, devido a elevada
carga viral (Little et al., 2020).

Controle e prevencao

Uma vez que a transmissdo do FIV se da através do contato direto com animais infectados, principalmente pelo sangue
e saliva, o controle da disseminacao deve ser feito evitando a exposicao dos animais. Assim, os felinos devem ser
impedidos de acessarem a rua e, em casos de animais positivos, deve-se considerar o isolamento destes e nao permitir
o contato com outros gatos da casa (Sykes, 2014). Além disso, evitar aoc maximo o compartilhamento de materiais entre
0s animais sem os devidos cuidados de limpeza e desinfeccdo e, no caso de animais doadores de sangue, nao utiliza-lo
antes de realizar testes para confirmar o resultado negativo para FIV (ELISA para anticorpos e, se possivel, também
PCR) (Sykes, 2014). Existe uma vacina comercial para o FIV, ndo disponivel no Brasil, que foi disponibilizada em 2002,
nos Estados Unidos, e passou a ser comercializada na Nova Zelandia e na Australia em 2004 (Sykes, 2014). E uma
vacina inativada (Fel-O-Vax FIV, Fort Dodge Animal Health), que contém os subtipos A e D (FIV Petaluma e FIV Shizuoka)
e em estudos experimentais apresentou protecao de 60% a 80% dos gatos contra a infeccao (Sykes, 2014; Ravazzolo et
al., 2017). Vacinas experimentais com virus inativado e proteinas recombinantes, por exemplo, vém sendo testadas,
mas a diversidade genética e antigénica do FIV ainda é um obstaculo para a utilizacdo das mesmas em escala
(Ravazzolo et al., 2017). A prevencado da infeccao contra o FIV passa pela limitacdo do acesso dos animais a rua
(Ravazzolo et al., 2017), além da identificagdo dos animais positivos, para que medidas como isolamento e controle da
salde geral desses animais sejam tomadas (Sykes, 2014).

Tratamento

A maioria dos animais infectados pelo FIV ndo apresenta uma doenca clinica grave, sendo o problema maior possiveis
infeccdes secundérias facilitadas pela imunossupressao (Sykes, 2014; Ravazzolo et al., 2017). O tratamento para a
infeccdo pelo FIV vem sendo tema de diversos estudos por ser benéfico ndo sé para os gatos infectados, mas também
para servir como modelo para tratamentos para pessoas infectadas pelo HIV (Sellon et al., 2015). Até o momento tem-
se utilizado tratamentos baseados em terapia antiviral e imunomoduladora, além de terapia de suporte (Sellon et al.,
2015; Ravazzolo et al., 2017). Animais que apresentam estomatite podem apresentar melhora clinica com o uso tépico
da lactoferrina, assim como o tratamento oral ou subcutaneo com zidovudina (AZT) (5 a 15 mg/kg). Em gatos com
doenca neurolégica e estomatite este farmaco pode levar a supressao da medula dssea, necessitando monitoramento
periédico através de hemograma (Sykes, 2014; Sellon et al., 2015). Pode haver resisténcia ao AZT a partir de seis
meses do inicio do tratamento (Sykes, 2014). A fozivudina (45 mg/kg VO a cada 12 horas), outro fadrmaco antirretroviral,
reduz a viremia em gatos com infecgao aguda e pode apresentar menos efeitos hematoldgicos adversos que o AZT
(Sykes, 2014). Drogas que estimulam o sistema imune, como as que contém a Propionibacterium acnes, podem ser
benéficas. Essas substancias tém a capacidade de ativar macréfagos e estimular a producao de linfocinas, aumentando
a resposta imune celular e a atividade das células natural killer (Ravazzolo et al., 2017). Além dos imunorreguladores,
existem estudos com a utilizacdo de interferon recombinante, que tém demonstrado um aumento da sobrevida dos
animais infectados (Ravazzolo et al., 2017). O interferon 6mega recombinante felino (rFelFN-w) aumentou em duas
vezes a chance de sobrevivéncia dos animais, bem como o interferon-alfa humano, utilizado para o tratamento de
doencas virais felinas e que tem demonstrado relativo sucesso (Ravazzolo et al., 2017; Sykes, 2014).

Justificativa

Nas Ultimas décadas, o segmento pet foi marcado pelo crescimento e desenvolvimento em diversos aspectos
relacionados com o bem-estar dos animais, entre os quais destacam-se os cuidados com a salde. A promogado da saude,
prevencao de infeccbes e doencas, aumento da longevidade e da qualidade de vida sdo aspectos demandados pelos
tutores e que concentram grande parte dos esforcos dos técnicos. O nimero de felinos como animais de companhia
cresceu consideravelmente e acompanhou as novas formas de vida das pessoas. Portanto, assim como as demais
espécies veterinarias, os felinos sdo suscetiveis a inlUmeros fatores e agentes etioldégicos que afetam diretamente a sua
saude. Entre as inUmeras condicdes e agente infecciosos, os virus possuem especial destaque na medicina felina. Entre
os inlUmeros agentes virais que infectam os gatos domésticos, os retrovirus possuem especial interesse, pois estao
associados com varias condicdes clinicas. O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um importante patdgeno de felinos
associado com supressao imunolégica e que apresenta ampla variabilidade genética. A infeccdo estd distribuida em
diversas regides do mundo, com niveis de ocorréncia variados. Nos Ultimos anos, a casuistica da infeccdo na clinica de
felinos estd aumentando, muito em funcdo da disponibilizacdo de testes diagnésticos. Apesar de existirem tratamentos
para os sinais clinicos e para melhorar a resposta imune do animal infectado, ainda ndo ha vacina especifica para o
virus no Brasil. As medidas de controle e prevencao sdao fundamentadas em medidas de identificacdo dos animais
infectados e de manejo. Assim sendo, existe a necessidade de aprofundar o conhecimento e identificar as
caracteristicas epidemioldgicas da infeccdo na regido. Portanto, a identificacdo molecular e o estudo das caracteristicas
epidemiolégicas da doenca dos felinos infectados pelo FIV contribuirdo para o conhecimento da situacdo da infeccdo e
determinacdo das amostras circulantes. Com isso, informacdes técnicas serdo geradas e poderao subsidiar os clinicos



na tomada de decisdes do acompanhamento de pacientes e recomendacdes para o controle e prevengao da infecgao.

Objetivos

Objetivo geral

- ldentificar o virus da imunodeficiéncia felina em felinos domésticos da fronteira oeste do Rio Grande do Sul e
determinar as caracteristicas epidemiolégicas dos gatos infectados.

Objetivos Especificos

- Amplificar regides do gene gag do provirus do FIV por Nested-PCR;

- Identificar os subtipos virais presentes nos felinos infectados;

- Analisar filogeneticamente as sequéncias amplificadas;

- Caracterizar clinica e epidemiologicamente os animais FIV positivos;

- Produzir e difundir conhecimento cientifico sobre a ocorréncia do FIV em felinos;

- Formar recursos humanos em virologia e doencas viricas.

Materiais e Métodos

Delineamento Experimental

Amostras de sangue de felinos domésticos positivas para o FIV em testes rapidos comerciais (snaps) serao utilizadas
para identificacdo do provirus. As amostras de sangue serdo obtidas em clinicas da regido de Uruguaiana (Uruguaiana e
Alegrete), a coleta sera por conveniéncia no momento do atendimento dos animais (até 50 animais) e utilizard o volume
de sangue excedente. Informacdes clinicas e epidemioldgicas referentes a cada animal amostrado serao coletadas por
meio de um questionario, o DNA serd extraido dos leucécitos e submetido ao PCR para deteccao do provirus do FIV. As
amostras positivas serdo sequenciadas e submetidas a andlise de identidade e filogenia para determinacdo do subtipo
viral.

Material e Métodos

Amostras: As amostras de sangue total de gatos domésticos atendidos em clinicas veterindrias na regiao de
Uruguaiana e positivas para FIV em teste rapido imunoenzimatico (snap) comercial serdo obtidas. A coleta de sangue
com EDTA sera realizada pelos clinicos veterinarios particulares através da puncado da veia cefdlica ou jugular, com
auxilio de cateter cirurgico ou agulha e seringa apropriado. Esse sangue normalmente é utilizado para avaliacbes
hematolégicas da rotina clinica e o volume de sangue excedente (minimo de 300 microlitros) sera utilizado para a
obtencdo da capa flogistica e extracdo de DNA total. Amostras de até 50 animais serao obtidas entre os meses de
marco a dezembro de 2026. O registro da utilizacdo de amostras de animais serd submetido a avaliacao pela
CEUA/UNIPAMPA.

Obtencao da capa flogistica: O sangue coletado serd processado para separacdo da capa flogistica. Para isso, o
volume total de sangue coletado serd determinado com auxilio de pipeta. Para obtencdo da capa flogistica (leucécitos)
sera utilizado o tampao de lise de hemécias. Para isso, o tampao de lise (2,5 vezes o volume de sangue total) serd
adicionado ao frasco e invertido gentilmente 10 vezes. Posteriormente, o frasco sera centrifugado a 3.500 rotacées por
minuto (RPM) por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante serd descartado e o pellet de células sera utilizado para extracao
de DNA total.

Extracdo de DNA: A fracao de leucdcitos obtida do sangue total serd submetida a extracdo do DNA pelo protocolo de
fenol-cloroférmio. Para isso, as células serdo ressuspendidas em 10% de TE 1x, seguido da adicdo de 20 ug/mL de
RNase A, 1% de SDS (dodecil sulfato de sédio) e incubadas a 562C em banho-maria por 30 minutos. Ao término deste
periodo, 1 ug/mL de proteinase K serd adicionado e a solucdo serd novamente incubada por mais 60 minutos, sendo
agitada a cada 15 minutos. Apés esse periodo, as amostras serdo resfriadas a temperatura ambiente por 5 minutos e
uma proporgao de 1:1 de fenol-cloroférmio serd adicionado. A solugdo serd misturada por inversao 10 vezes,
centrifugada por 10 minutos a 6.000 RPM. A fase aquosa sera coletada e o procedimento de extracdo sera realizado até
a fase intermedidria ficar transparente. Ao final, o DNA total serd precipitado com 2,2 vezes o volume recuperado de
etanol 100% e 10% do volume de acetato de sédio 3M. A precipitacao ocorrera overnight a -20°9C. A amostra serd
centrifugada a 10.000 RPM por 15 minutos, o sobrenadante é descartado e o pellet é lavado com etanol 80%. O pellet
final é ressuspendido com TE 1x aquecido (50-100uL). O produto final é mensurado por espectrofotometria (GE
NanoVue, Spectrophotometer) e armazenado a -20°C.

Amplificacdao da regidao gag do provirus da FIV: As amostras serdao submetidas a reacao de Nested-PCR, utilizando
o protocolo descrito por Hohdatsu et al. (1998). A regido pl7 e p24 do gene gag serd o alvo da amplificacdo. A reacao
utilizada é dividida em duas partes, sendo a primeira reacdo amplificando uma sequéncia de 658 pares de base (pb) e a
segunda, uma sequéncia de 329 pares de base. A primeira reacdo serd realizada em um volume final de 25uL: 1,25U de
Taq DNA Polimerase (Tag DNA Polymerase from Thermus aquaticus - Sigma-Aldrich), 2,5uL de tampao de PCR 10X,
0,25uM de cada dNTP, 10 pmol de cada primer, 200 - 500 ng de DNA e agua ultrapura para completar o volume final da
reagao. As condigOes da primeira reacao serdo: uma incubacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos, cada
um consistindo em desnaturacao a 94°C por 45 segundos, anelamento a 53°C por 45 segundos, extensao pela
polimerase a 72°C por 60 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos. A segunda reagao sera realizada com as
mesmas condicdes da primeira, porém como template sera utilizado 2,5ul da primeira reacdo. A amplificacdo ocorrera
utilizando as mesmas condi¢cbes da primeira reacao, com as mesmas temperaturas e tempos de incubacao,
desnaturacao, anelamento e extensao.

Eletroforese em gel de agarose: Os produtos da amplificacdao da segunda reacao (~329 pb) serao submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% em TAE. Controles positivos (amostra reconhecidamente positiva), negativos
(dgua) e marcador de peso molecular (Igon Low DNA Ladder Range 100 pb-1000 pb - Ampligon PCR Enzymes &
Reagents) serdo incluidos em todos os géis. Para visualizacdo das bandas de amplificacdo, os DNA serao corados com
corante ndao mutagénuico (SYBR[] Green | nucleic acid gel stain - Sigma Aldrich) o gel serd exposto a luz ultravioleta e as
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imagens serao capturadas por sistema de fotodocumentagao L-Pix Chemi Express (Loccus Biotecnologia, Sao Paulo []
SP).

Andlise genética: As amostras positivas serdo purificadas com kit comercial QIAquick PCR Purification Kit (QiAgen,
Hilden, Alemanha) e o produto serd quantificado por espectrofotometria (GE NanoVue, Spectrophotometer). Para
sequenciamento, sera preparada uma solucdo de 40 ng do produto purificado e 5 pmol de cada um dos primers
separadamente. Essa mistura serd seca em centrifuga a vacuo por 120 minutos a 60°C e enviada para sequenciamento
pelo método Sanger (ACTGene Andlises Moleculares Ltda - Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil). As duas sequéncias
obtidas de cada amostra serao avaliadas e editadas pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor Software suite,
versdo 7.0.5.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml) para obtencdo da sequéncia consenso. A sequéncia
consenso serd submetida ao Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para
comparacdo com as sequéncias ja depositadas no GenBank e determinacdo da identidade. A analise filogenética das
amostras sequenciadas sera realizada utilizando o programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 11) versao
20 com valores de bootstrap calculados usando 1000 réplicas. A determinagcdo do melhor modelo evolucionério seré
feita através do programa JModelTest 2.1.10 - Phylogenetic Model Averaging. Na andlise filogenética serdo utilizadas
sequéncias padrdes e de outras amostras identificadas depositadas no GenBank.

Caracterizacao clinico-epidemioldégica: A determinacao dos principais aspectos clinicos-epidemioldgicos dos animais
positivos serd realizada pela obtencao de informacdes referentes a idade, raca, género, habito de vida (convivio com
outros felinos e acesso a rua), reatividade para FeLV e presenca de sinais clinicos (Quadro 2). Os dados serao tabulados
e analisados por estatistica descritiva.

Quadro 2 - Questionario com informagdes do paciente com FIV.

Identificacao do animal

Idade

Sexo ( ) Macho ( ) Fémea

Raca( )SRDOQutra( ) Castrado ( ) Sim ( ) Nao

Tem acessoarua'( )Sim( ) Nao

Felv positivo () Sim () Ndo

Convive com outros gatos ( ) Sim ( ) Nao

Apresenta sinais clinicos' ( ) Digestivos ( ) Neuroldgicos ( ) Respiratérios ( ) Oculares

Resultados Esperados

O projeto terd como base a obtencdao de amostras clinicas de animais atendidos em clinicas veterinarias do municipio de
Uruguaiana e regido. Portanto, o nimero de amostras serd totalmente dependente da casuistica das clinicas parceiras e
da disponibilidade dos clinicos em coletarem amostras.

Relacdo Ensino, Pesquisa, Extensao

O presente projeto avaliard diferentes aspectos viroldgicos e epidemioldégicos da imunodeficiéncia viral felina. A
execucao do projeto necessariamente envolverd alunos da graduacdo e pés-graduacdo. Como trata-se de uma
enfermidade de importancia na clinica de pequenos animais e que o nimero de diagnéstico estd aumentando nos
Ultimos anos, o estudo contribuird para a diferentes disciplinas do curso de graduacao, possibilitard a execucao de
técnica adicional de diagndéstico e produzird informacgdes relevantes para os clinicos e tutores de felinos.

Geracao de Residuos

Durante a execucao do projeto serao gerados biolégicos (sangue, soro, tecidos biolégicos), quimicos (solventes
orgéanicos - fenol ecloroférmio) e serdo descartados de acordo com lei 12305/10 e NBR 10004/04, seguindo as
recomendacdes de descarte do Campus Uruguaiana, Universidade Federal do Pampa. Os materiais plasticos
considerados contaminados (biolégicos e/ou quimico) também serdo descartados de acordo com as recomendacdes da
UNIPAMPA. A estimativa de residuos gerados ao longo de toda a execucdo do projeto é de 10 quilogramas.A vidraria
(frascos, pipetas e tubos de ensaio) e materiais plasticos (microtubos, ponteiras e frascos) utilizados para manipulacdo
de tecidos biolégicos serdo submetidos a esterilizacao quimica (hipoclorito de sédio 0,5% por 24 horas) e
posteriormente lavados e esterilizados.Os residuos vidros quebrados que eventualmente sejam gerados, também serdo
descartados seguindo as normas da UNIPAMPA.

Outras Informacoes Relevantes

O sangue utilizado para a extracdo de DNA sera proveniente de amostras coletadas por clinicos particulares e
colaboradores do projeto. Essas amostras serao compostas pelo excedente de sangue que os clinicos coletam
rotineiramente. A equipe proponente nao manipulard os animais e existe a previsao de testar até 50 amostras e esse
quantitativo dependerd da rotina dos clinicos.
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Soares dos Santos
01/05/2026 01/06/2026 Sequenciamento 10 Laboratério de Virologia Christiane Duarte Pombo, Mario Celso Sperotto Brum,,
Vinicius Soares dos Santos
01/06/2026 15/12/2026 Amplificacao do provirus 250 Laboratério de Virologia Joao Victor de Oliveira Fistarol, Vinicius Soares dos
(PCR) Santos
01/07/2026 01/08/2026 Anélise filogenética 40 Laboratério de Virologia g":r:'t‘(’)sce'so Sperotto Brum , Vinicius Soares dos
Tabulacdo e andlise dos 2 . . Maria Eduarda Lourenco Martins, Vinicius Soares dos
01/10/2026 20/12/2026 dados epidemiologicos 150 Laboratdrio de Virologia Santos
01/12/2026 15/01/2027 Sequenciamento 15 Laboratério de Virologia Vinicius Soares dos Santos
05/01/2027 15/02/2027 Andlise filogenética 100 Laboratério de Virologia g:;'t‘(’)sce'” SPRTRIED B , WIEIE SEEres 6
01/02/2027 01/03/2027 Analise dos resultados finais 100 Laboratério de Virologia Vinicius Soares dos Santos, Mario Celso Sperotto Brum
01/03/2027 15/03/2027 Redacao do relatério final 5 Laboratério de Virologia ol [ Tra.eSEI' Mqr[o_Celso e
Paula Fonseca Finger, Vinicius Soares dos Santos




Dados do Fomento

Cédigo Agéncia de Fomento Edital Total Fomento (R$)
6181 PROPPI/UNIPAMPA AGP 2025 R$ 8.920,00

Planejamento de Despesas

Despesas de Custeio Opgao Valor Estimado (R$) Fonte de Financiamento Especificagbes
Auxilio a Estudantes (Bolsas) Necessita 4.000,00 Edital Interno IggbAr/glgzaSO 20 EeE
Diarias Nao Necessita 0,00
Passagens Nao Necessita 0,00
Material de Consumo J& Possui 6.000,00 Fomento Aprovado
Servicos de Terceiros (Pessoa Fisica) Nado Necessita 0,00
Servicos de Terceiros (Pessoa Juridica) J& Possui 2.000,00 Fomento Aprovado
Outros Ndo Necessita 0,00
Total 12.000,00
Despesas de Capital Opgao Valor Estimado (R$) Fonte de Financiamento Especificacfes
Infraestrutura do Laboratério de

Equipamentos e Material Permanente Ja Possui 250.000,00 Fomento Aprovado Virologia

Total Geral de Despesas (R$): 262.000,00

Alternativas caso a fonte de financiamento nao se confirme: O Lab. de Virologia possui toda a infraestrutura de equipamentos
disponivel. O material de consumo necessarios para execucao do projeto estd todo disponivel no laboratério. A alternativa para a
auséncia do financiamento de bolsa de estudo serd a sele¢do de um aluno voluntario.
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