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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina (FelLV),
pertencem a familia Retroviridae, sdo amplamente distribuidos e induzem um
efeito imunossupressor significativo em gatos domésticos (Felis catus)
infectados. Proteinas que apresentam atividade contra o0s retrovirus sao
conservadas entre mamiferos e sdo denominadas de fatores de restricdo. As
citidinas deaminases da familia de genes APOBEC3 sdo a classe mais
estudada de fatores de restricdo e o gene APOBEC3H (A3H) codifica duas
proteinas (APOBEC3H e APOBEC3CH). Essas proteinas de felinos sé&o os
principais responsaveis pela restricdo de FIV e FelLV, o que ocorre por meio de
hipermutacdes geradas nos provirus durante a transcrigcdo reversa. Alteragdes
na sequéncia desse gene podem alterar a estabilidade e a localizagdo celular
de proteinas APOBEC3H em mamiferos. Considerando a importancia do gene
A3H em gatos, a investigacdo de sua variabilidade € relevante. Cinquenta
amostras de DNA de gatos FIV e/ou FelLV positivos e cinquenta e nove
amostras de gatos negativos para ambos os virus foram usadas para amplificar
duas regides diferentes do gene, com posterior sequunciamento e andlise
comparativa das sequencias. A primeira regido investigada demonstrou-se
conservada entre todas as amostras. Na segunda, foi possivel identificar seis
pontos de variacdo de nucleotideos unicos, e um deles, o A65S (A65I) foi
significativamente correlacionado com a suscetibilidade a infeccao por FIV e/ou
FeLV. Por outro lado, a andlise de haplotipos mostrou que a combinacgéo
"GGGGCC " foi significativamente correlacionada com a auséncia de infeccao
retroviral, talvez indicando um efeito protetor. Considerando que um
polimorfismo na posi¢éo 65 ja foi encontrado no Tigre da Indochina e dada a
correlagcdo encontrada nesta pesquisa, mais estudos sobre o efeito desses
polimorfismos na atividade de fatores de restricdo codificados pelo gene A3H
devem ser realizados. Da mesma forma, investigacdes a respeito dos efeitos
da combinacdo "GGGGCC" devem ser realizadas de modo a corroborar um
possivel efeito protetor sugerido no presente trabalho.
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ABSTRACT

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV) and the Feline Leukemia Virus (FeLV)
belong to the Retroviridae family, are widely distributed and induce a significant
immunosuppressive effect in infected domestic cats (Felis catus). Proteins with
activity against retroviruses are conserved between mammals and determined
as restriction factors. Cytidine deaminases of the APOBEC3 gene family are the
most studied class of restriction factors and the APOBEC3H gene encodes two
proteins (APOBEC3H and APOBEC3CH) that are the most responsible for this
restriction among cats, through hypermutations in provirus DNA during reverse
transcription. Changes on the gene sequence can alter the stability and cellular
localization of homologous proteins to APOBEC3H in mammals. Considering
the importance of APOBEC3H gene in cats, the investigation of its variability is
relevant. Fifty DNA samples of cats FIV and/or FeLV positives and fifty-nine of
negative cats to both viruses were used as template to amplify two different
regions of the gene, with subsequent sequencing and analysis. The first
investigated region was conserved among all samples. On the second one it
was possible to identify six single nucleotide variation points, and of them, the
A65S (A65I) was significantly correlated with the susceptibility to FIV and/or
FeLV infection. On the other hand, the haplotype analysis showed that the
combination “GGGGCC” was significantly correlated with the lack of retroviral
infection, maybe indicating a protective effect. Whereas a polymorphism at
position 65 have been found in Indochinese Tiger and given the correlation
found in this research, more studies about the effect on the activity of restriction
factors encoded by the A3H gene should be performed. Similarly, research
about the effects of the combination “GGGGCC” should be carried so that we
can confirm a possible protective effect shown in this work.
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1. Introducéo

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina
(FeLV) pertencem a familia Retroviridae, géneros Lentivirus e
Gammaretrovirus, respectivamente, e possuem um impacto importante na
salude de gatos domeésticos (Felis catus). Ambos causam quadros de
imunodeficiéncia, sdo mundialmente distribuidos e se encontram entre 0s
patébgenos de felinos mais comuns. O FelLV induz sinais clinicos mais
evidentes do que FIV, podendo desencadear o desenvolvimento de tumores e
quadros de leucemias, linfossarcomas e sindromes mieloproliferativas, sendo
que aproximadamente um terco de todas as mortes relacionadas a tumores
nestes animais ocorrem devido a infeccdo por esse virus. O FIV, por sua vez,
gera um quadro semelhante ao que se vé na infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1) em seres humanos, apresentando variacao
quanto ao seu desfecho, mas podendo alcancar um estagio critico de
imunodeficiéncia denominado de sindrome da imunodeficiéncia adquirida felina
(“FAIDS”). Nesta o animal sofre de uma ampla gama de infec¢des oportunistas,

principalmente de carater bacteriano, podendo entéo ir ao 6bito.

Proteinas que tem atividade contra retrovirus representam
mecanismos de inibicdo viral bem conservados entre as espécies de
mamiferos. Estas sdo denominadas fatores de restricdo, e podem tanto ser
expressas constitutivamente em alguns tipos celulares quanto induzidas por
interferons. A familia de genes APOBEC3 (sigla de apolipoprotein B mRNA

editing enzyme, catalytic polypeptide 3, em portugués apolipoproteina B de
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edicdo de RNA 3) codifica a classe de fatores de restricdo mais estudada até
entdo. A caracteristica comum entre essas proteinas é a presenca de um ou
dois motivos de ligacdo de Zn+2 que catalisam a deaminacao de citidinas. Essa
atividade consiste na remocédo, durante o processo de transcricdo reversa, do
grupamento amina das citidinas, convertendo-as em uridinas, e gerando, na fita
complementar, modificacbes de G—A. Essa alteracdo leva a quadros de
hipermutacdo e a criagcdo de stop codons prematuros no genoma viral,

prejudicando a replicagao viral.

Em felinos, é possivel encontrar, no cromossomo B4, trés genes
APOBEC3C (A3Ca, A3Cb e A2Cc) e um gene APOBEC3H, sendo que este
altimo da origem a um importante e conservado fator de restricdo denominado
de APOBEC3H. Esse gene patrticipa ainda da codificacdo de outra proteina que

também tem acédo antiviral, a APOBEC3CH.

Pequenas regides génicas ja se demonstraram fundamentais para
manter a funcao, estabilidade e localizacdo celular de proteinas homélogas a
APOBEC3C em outros mamiferos e, muito embora essas proteinas tenham
demonstrado papel importante na restricdo viral, existem poucos estudos a
respeito de sua variabilidade dentro da espécie Felis catus. Dessa forma, o
estudo em questdo visa a busca por polimorfismos nesse gene, assim como
uma possivel relacdo destes quanto a suscetibilidade a infeccédo por FIV e/ou
FeLV. Acredita-se que os resultados desse trabalho contribuirdo para uma
melhor compreensdo dos mecanismos de interacdo entre 0s virus e seu
hospedeiro, 0 que podera talvez, futuramente, auxiliar no controle dessas

infeccoes.
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2. Reviséo Bibliografica
2.1 Virus da imunodeficiéncia felina (FIV)

O virus da imunodeficiéncia dos felinos (FIV) pertence a familia
Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, género Lentivirus e € amplamente
disseminado em todos os continentes (Lutz, 1990). O FIV induz efeito
imunossupressor em gatos domésticos (Felis catus) infectados e foi descrito
em 1987, por Pedersen e colaboradores, em um gatil onde os animais
apresentavam sinais de imunodeficiéncia, porém, eram soronegativos para o
virus da leucemia felina (FeLV) (Pedersen et al., 1987).

Virus relacionados ao FIV de gatos domésticos tem sido também
isolados de uma variedade de felinos ndo domeésticos (Carpenter & O'Brien,
1995; Olmsted et al., 1992) e o espectro de hospedeiros destes diversos virus
relacionados ao FIV ainda n&do é bem elucidado. N&o obstante, a transmisséo
entre espécies ja foi observada entre pumas, linces e gatos domésticos (Troyer
et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos previamente realizados mostram que a
prevaléncia da infeccédo pelo FIV varia entre 2 e 30 % em diferentes paises,
revelando, pelo que se sugere, padrdes regionais de infec¢do atribuidos a
densidade populacional variavel, status reprodutivo, idade, género e condi¢cdes
de habitagdo (Akhtardanesh et al., 2010; Kelly et al., 2011; Lutz et al., 2009;
Norris et al., 2007). Embora o FIV tenha sido primeiramente reconhecido no
Brasil em 1993 (Hagiwara et al., 1993) e na Argentina em 1994 (Tohya et al.,
1994), existem poucos estudos epidemiolégicos sobre a infeccdo na América

13



do Sul. Alguns dos estudos disponiveis a respeito de sua prevaléncia

encontram-se sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1: Estudos sobre a prevaléncia de infeccdes por FIV na América

do Sul (traduzido de Teixeira et al. (2012))

Ano  Distribuicio Geografica Técnica Espécie N® %o
testado positivos
1992  Brasil/Chile Western Blot Puma concolor 18 0
1924 Argentina Western Blot Felis catus 26 346
1997  Brasil—S&o Paulo ELISA Felis catus 401 11.7
2000 Brasil—FRio Grande do Sul PCR Felis catus 40 375
2002  Brasil—Rio de Janeiro ELISA Felis catus 126 16.6
Leopardus pardalis,
2003  Brasi—Sio Paulo ELISA L. tigrinus, L. wiedt, 104 0
Herpaiturus yaguarondi,
Oncifelis geoffrovi
2003  Brasil—Minas Gerais PCR Felis catus 450 2.66
2007  Brasil—Minas Gerais PCR Felis catus 145 4.14
Brasil—Roraima; Acre;
Mato Grosso; Mato Grosso  ELISAWestern Puma concolor; Leopardus -
2006 N ) ) . 21 4.76/9.52
do Sul; Sdo Paulo; Rio de Blot pardalis; Leopardus figrinus
Janeiro
Leopardus pardalis,
2007 Bolivia—Chaco ELISA Oncifelis geoffrovi, 20 0
Herpaiturus yaguarondi
2008  Brasil—Sao Paulo PCR Felis catus 454 147
2008 Ecuador—Galapagos ELISA Felis catus 52 0
ELISA/Western Diferentes espécies de felinos
2011 Brasil—S53o Paulo Blot exéticos e neotropicos 145 6.0%

* Nove ledes e um gato do mato

Os animais mais suscetiveis a infeccdo sdo o0s

~

machos nao

castrados com livre acesso as ruas (Little et al., 2009). O seu comportamento

agressivo na defesa de territorios, principalmente em casos de mordidas,

facilita o contato com o virus, o qual é excretado pela saliva de animais doentes

(Brown et al., 1993; Little et al, 2009; Yamamoto et al., 1989). A taxa de

progressao dos animais infectados por FIV é variavel, com 0Obito ocorrendo em
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aproximadamente 18 % dos animais infectados dentro dos primeiros dois anos
de observacdo. Dentro desse periodo, aproximadamente 18 % desenvolvem
doenca severa, mas mais de 50 % permanecem assintomaticos durante os
dois primeiros anos pés-infeccéo (Barr et al., 2000).

O curso da enfermidade causada por FIV foi dividido por Ishida e
Tomoda (Ishida et al.,, 1989) em cinco fases distintas. Na primeira, a fase
aguda, os animais podem apresentar linfoadenopatia, neutropenia transitoria,
diarréia aguda, sintomas leves de alteracdo no trato respiratério superior e
febre transitéria. Essa fase comeca semanas apos a infeccdo e tem duracéo
aproximada de 4 a 16 semanas. Na fase seguinte, 0s animais se tornam
portadores assintomaticos, podendo permanecer nessa condi¢cdo por um longo
periodo de tempo. Ja no terceiro estagio, o animal apresenta sinais leves da
enfermidade, como, por exemplo, febre recorrente de origem desconhecida,
leucopenia, linfoadenopatia, anemia, anorexia, perda de peso e algumas
alteracdes no comportamento. A quarta fase é chamada de fase do complexo
associado a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Nesse estagio, 0s
felinos apresentam elevada perda de peso, diarréia cronica, alteracfes no trato
respiratorio superior, estomatite, gengivite crénica, infeccées cronicas da pele e
linfoadenopatia. As infeccbes que acometem 0s animais nessa fase geralmente
sdo de carater bacteriano (Gentile et al., 1996). A ultima fase da infeccédo por
FIV € uma condicdo de sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS, ou
ainda “FAIDS”, de sindrome da imunodeficiéncia adquirida felina (Goto et al,
2000)) semelhante a que ocorre nos humanos infectados pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV). Nesse estagio, o animal desenvolve infec¢des
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oportunistas em multiplos 6rgdos e tem uma sobrevida de aproximadamente
seis meses. Também podem ocorrer outros tipos de alteracdes imunoldgicas,
neuroldgicas, oculares ou neoplasicas associadas a AIDS ou manifestacdes
Unicas da infeccéo por FIV (Yamamoto et al., 1989). Entretanto, mesmo que o
FIV possa levar ao quadro anteriormente descrito, bastante semelhante com o
que se observa na infeccdo pelo virus HIV em humanos, normalmente a
sindrome néo é assim tdo severa. Com cuidado apropriado, animais infectados
por FIV podem viver durante muitos anos e, de fato, ir ao Obito por causas
relacionadas a idade e ndo a infec¢do, sendo observado, até mesmo em gatos
que ja alcancaram o estagio da AIDS, recuperacdo e retorno ao estagio
assintomatico (Hartmann, 2012).

Assim como os lentivirus de primatas, FIV infecta linfécitos T
auxiliares e monadcitos/macrofagos, muito embora sua interacdo seja realizada
com o receptor CD134 ao invés do CD4 (Shimojima et al., 2004).
Semelhantemente ao virus HIV, a anormalidade imunolégica mais importante
demonstrada durante a infeccdo é o decréscimo no numero e relativa
proporcdo de células CD4" no sangue periférico, assim como nos tecidos
linfaticos (Bull et al., 2003).

A organizacdo do genoma do FIV possui muita semelhanca com a
organizacdo gendémica do HIV. As regides de similaridade incluem sequencias
LTRs (do inglés “Long Terminal Repeats”, grandes sequéncias repetitivas de
nucleotideos, fundamentais para a regulacdo da expressao génica); as regides
gendmicas gag, pol e env, que codificam precursores poliproteicos, que

posteriormente serdo clivados em produtos funcionais pela enzima protease, e

16



ainda genes acessorios, auxiliares e de regulacdo, como vif, orfA e rev (Kenyon

& Lever, 2011) (Figura 1).

rev
env LTR

- PR 'l

Figura 1: Organizacdo gendmica do virus da imunodeficiéncia felina (FIV). Observa-se
o0 genoma flanqueado pelas regides LTRs (“Long Terminal Repeats”), as trés regibes
gendmicas distintas: gag (em laranja), pol (em azul) e env (em verde), e outros genes
acessorios, auxiliares e de regulagdo como vif (em roxo), orfA (em vermelho) e rev (em
amarelo e verde). Dentro de cada uma das trés regibes gendmicas citadas
anteriormente encontramos genes responsaveis pela montagem e pelo ciclo de
replicacdo viral; na figura estes estdo representados pelas siglas MA (Matriz), CA
(Capsideo), NC (Nucleocapisdeo), PR (Protease), RT (Transcriptase Reversa), DU
(Desoxiuridina Trifosfatase), IN (Integrase). (Modificado de Kenyon & Lever, 2011)

O precursor poliprotéico Gag € clivado nas proteinas Matriz (MA),
Capsideo (CA) (ambas proteinas estruturais) e Nucleocapsideo (NC) (com
funcdo de ligacdo no genoma viral). Ja o precursor Pol tem como produto
funcional a Protease (PR), que cliva os precursores de proteinas importantes
para a replicagao viral, a Transcriptase Reversa (RT), que efetua a transcricao
reversa do RNA gendmico viral em DNA, a Desoxiuridina Trifosfatase (DU),
com funcdo de minimizar a incorporacdo errada de nucleotideos durante a
replicacdo viral e a Integrase (IN), cujo papel é realizar a integracdo do DNA
proviral no genoma do hospedeiro. A regido env codifica as proteinas de
superficie e as unidades transmembrana, denominadas respectivamente de SU
e TM (Kenyon & Lever, 2011).

Seis subtipos de FIV ja foram identificados (A, B, C, D, E e F), os
quais resultam de variagBes genéticas na regido V3-V5 do gene env (Duarte &

Tavares, 2006; Kakinuma et al., 1995; Pecoraro et al., 1996; Sodora et al.,
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1994) e no gene gag (Duarte & Tavares, 2006; Hohdatsu et al., 1998;
Kakinuma et al., 1995; Steinrigl & Klein, 2003). No Brasil, foram encontradas
apenas amostras do subtipo B, embora recentemente um estudo conduzido no
Distrito Federal de Brasilia tenha detectado uma amostra de FIV que, a
principio, ndo pode ser classificada dentro dos seis subtipos classicos e
originais (Caxito et al., 2006; Lara et al., 2007; Marcola et al., 2013).

Devido as semelhancas bioldgicas e patogénicas entre o FIV e o
HIV, a infeccdo de felinos com FIV tem sido utilizada como modelo
experimental no estudo do desenvolvimento da AIDS, o que faz com que
investigacdes sobre a biologia e patogenia da FIV sejam de grande interesse a

virologia.

2.2 Virus da leucemia felina (FeLV)

O virus da leucemia felina (FeLV) é um retrovirus amplamente
distribuido que pertence a subfamilia Gammaretrovirus e pode causar
leucemias, linfossarcomas, sindromes mieloproliferativas e imunossupressao.
Um estudo realizado por Cotter et al. (1991) mostra que, de 8642 gatos FeLV
positivos recebidos em hospitais veterinarios da América do Norte, 15 %
apresentaram co-infeccbes variadas (por FIV ou pelo virus da peritonite
infecciosa - FIP, além de infec¢cBes respiratérias do trato superior,
micoplasmose hemotrdpica e estomatite). Além disso, 11 % apresentaram
anemia, 6 % linfoma, 5 % leucopenia ou trombocitopenia e 4 % leucemia ou
doencas mieloproliferativas (Cotter et al., 1991). A maior causa de mortalidade

de gatos virémicos esté relacionada a imunossupressao (aproximadamente 80
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%), enquanto que 20 % de letalidade s&o devidos ao aparecimento de tumores,
principalmente linfomas (Costa et al., 2000). Assim como o0s animais infectados
pelo FIV, os animais infectados pelo FelLV também podem agir como
reservatorios de agentes de zoonoses como a toxoplasmose e a
criptosporidiose (Barr et al., 2000). Antigamente se propunha que um terco de
todas as mortes relacionadas a tumores em felinos eram devido a infeccéo por
FeLV. Hoje em dia, contudo, esses dados precisam ser revisados, e a
importancia de FeLV como um patégeno em felinos tem diminuido (Hartmann,
2012).

Assim como o FIV, o FeLV é um virus distribuido mundialmente e
sua prevaléncia € variavel. Estudos recentes estimam uma soro-prevaléncia de
2,3 % de FelLV nos Estados Unidos, de 3,4 % no Canada, 2 % em Sidney
(Australia), 2,9 % no Japao e, em contrapartida, uma alta prevaléncia em Madri
(Espanha) sendo de 30,4 % em gatos doentes e 15,6 % em animais saudaveis
(Ariona et al., 2000; Levy et al., 2006; Little et al., 2009; Maruyama et al., 2003;
Malik et al., 1997). No Brasil, ha poucos estudos realizados e uma prevaléncia
de 11,5 % foi encontrada no Rio de Janeiro (na maioria em animais doentes) e
22,5 % em fémeas e 10 % em machos provenientes de abrigos em Belo
Horizonte, Minas Gerais (de Almeida et al., 2012; Horizonte et al., 2007).

O FelLV é transmitido principalmente por contato direto entre o0s
animais e pela ingestdo de alimentos contaminados (Hoover & Mullins, 1991).
Outras formas de transmissdo incluem secre¢Bes respiratorias e lacrimais,
leite, urina, fezes (Ariona et al., 2000), transmissao venérea e vertical (Harbour

et al., 2002). Falha reprodutiva em forma de reabsor¢édo do feto, aborto e
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mortes neonatais s&o comuns caso a infec¢ao por FeLV ocorra in utero (Cotter
et al. 1998).

Em relacdo ao curso da enfermidade, uma nova classificacdo tem
sido proposta com base em ferramentas imunoldgicas e moleculares de
diagnoéstico. Nesse sistema, os estagios de FelLV sao definidos como infeccao
abortiva, infeccéo regressiva, infeccéo progressiva e infeccao focal ou atipica, e
algumas de suas caracteristicas estdo representadas na tabela 2 (Levy et al.,
2008; Hofmann-Lehmann et al., 2007; Hofmann-Lehmann et al., 2008; Torres

et al., 2005).

Tabela 2: Estagios da infec¢do pelo virus da leucemia felina (FelLV) (Adaptada de
Hartmann et al. (2012)).

Estagios Antigeno  Cultura  RNA DNA Cultura Doenca
_ u : _ _ Di L
dainfecgdo  p27 no viralde viralno  viralno  viralde U'$S€MIN3GA0 jecnciada
porFelV sangue  sangue  Sangue  sangue  tecido ‘" aFeLv
Progressiva * + + + + + Provavel
Regressiva - ) = _ - ] + ] - ) - ) Improvavel
Abortiva  ~ I R S S N _ Improvavel
Focal ~ Variavel  Variavel Variavel — Variavel + ~ Variavel Improvavel

A infeccao abortiva € aguela em que, apés a infeccdo, o virus inicia
uma replicacdo localizada no tecido linfoide da area orofaringea. Em animais
imunocompetentes, a replicacdo viral consegue ser controlada pela resposta
imune celular e humoral, sendo assim esses animais ndo se tornam virémicos.
Esses animais ndo possuem niveis detectaveis de RNA viral ou DNA proviral
no sangue e possuem altos niveis de anticorpos neutralizantes. Todavia, em
muitos desses animais consegue-se encontrar resquicios de virus tardiamente

em amostras de tecidos, o que demonstra que, aparentemente, em nenhum ou
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em poucos animais o virus consegue ser totalmente eliminado (Hartmann,
2012).

A infeccdo regressiva se desenvolve apdés uma resposta imune
efetiva. Nessa classificacdo, a replicacdo viral e a viremia sdo controladas
dentro de semanas ou meses apos a infeccdo da medula 6ssea (nomeada de
viremia transiente), muito embora o virus consiga espalhar-se sistemicamente
através das células mononucleares (linfécitos e mondcitos). Durante o periodo
de viremia, esses animais conseguem transmitir o FelLV, principalmente
através da saliva. Mesmo apoés controlada a infeccéo, os gatos que evoluem
para uma infeccéo regressiva ndo sdo capazes de eliminar o DNA proviral do
organismo, mantendo entdo uma “infeccado latente” (na qual o DNA do virus
encontra-se integrado no genoma, mas nao € transcrito ou traduzido). Durante
a “infeccao latente”, mesmo que o animal se apresente negativo em testes de
deteccdo de antigeno, ele pode apresentar resultado positivo em diagndsticos
moleculares. Além disso, animais latentemente infectados ndo transmitem o
virus para outros animais, todavia, a transcricdo do DNA integrado no genoma
pode ser retomada durante uma imunossupressao (Hartmann, 2012).

Em animais com infeccdo progressiva, a replicacao do FelLV nao é
controlada apds a infeccdo. Sendo assim, ocorre extensa replicacdo viral e
viremia persistente, primeiramente em tecidos linfoides e posteriormente na
medula 6ssea, tecidos epiteliais glandulares e de mucosa. Esses gatos tornam-
se infecciosos para outros gatos durante toda sua vida, mantendo uma alta

carga viral e frequentemente desenvolvendo doencas associadas a FelLV, indo
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ao 6bito dentro de poucos anos (Levy et al., 2008; Hofmann-Lehmann et al.,
2007; Hofmann-Lehmann et al., 2008; Pepin et al., 2007; Torres et al., 2005).

Infeccbes  focais ou infeccbes  atipicas  ocorrem  em,
aproximadamente, 10 % dos gatos infectados experimentalmente, sendo raras
em animais naturalmente infectados. Essas condi¢des sdo caracterizadas pela
presenca de sitios atipicos de replicacdo viral, como glandulas mamarias,
bexiga e olhos. Como essa replicacdo pode levar a uma pequena ou
intermitente producdo de antigenos, os testes sorologicos de deteccao
costumam gerar resultados fracamente confiaveis ou discordantes (Levy et al.,
2008).

Assim como o retrovirus HIV-1, esse virus apresenta uma ampla
variacdo genética devido a falta de uma atividade de revisdo da transcriptase
reversa (RT) e a recombinacdo com outras sequencias endégenas de FelLV
(Overbaugh & Bangham, 2001). A organizacdo gendmica desse Vvirus,
novamente, € semelhante & do FIV, no entanto, diferentemente desses
retrovirus, ndo é verificada a presenca do gene vif (Mink et al., 2010) (Figura

2).

VDO |

Das e .
| | H Env —P;. 3

Figura 2: Organizagdo gendmica do virus da leucemia felina (FeLV). As regides LTR
encontram-se em azul e os motivos de amino&cidos ressaltados com as linhas indicam
os residuos conservados em cada dominio proteico. MA= matriz; CA= capsideo; NC =
nucleocapsideo; PPT = trato de polipurina; PR = protease; RT = transcriptase reversa;
RH = RNAseH; PBS = sitio de ligacdo de primer; INT = integrase; SU = proteina de
superficie; ™ = unidade transmembrana (Fonte:
http://gydb.org/index.php/Element:FeLV).
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Suas regides LTR, como nos demais gamaretrovirus, sao as
principais responsaveis por seu potencial oncogénico (Chandhasin et al.,
2004). O FeLV ocorre na natureza ndo apenas como uma unica espécie
gendbmica, mas como uma familia de virus relacionados, derivados de
recombinacdes e erros da RT durante a replicacdo viral. Quatro subgrupos
desse retrovirus ja foram identificados e designados como FelLV-A, FelLV-B,
FeLV-C e FelLV-T. Esses virus diferem geneticamente entre si devido a
diferencas encontradas na sequencia da regido SU. Eles também diferem,
funcionalmente, por sua interacdo com diferentes receptores do hospedeiro no
momento de sua entrada na célula (Flores, 2012).

O FeLV-A é o principal patégeno transmitido horizontalmente, esta
presente em todos os gatos FelLV positivos e desencadeia nos animais uma
imunossupressao grave. Acredita-se que 0s outros trés subgrupos tenham se
originado de novo a partir do FeLV-A, através de mutagcfes pontuais, insercdes
e/ou recombinacfes com sequéncias enddgenas FelLV-relacionadas durante a
replicacdo viral (Flores, 2012) . O FelLV-B acomete cerca de 50 % dos felinos
FeLV positivos e aumenta a frequéncia de doencas neoplasicas quando
comparados animais FeLV A e B positivos com animais somente FelLV-A
positivos. Por sua vez, o FeLV-C ocorre apenas em cerca de 1 % dos gatos
positivos e origina um quadro de anemia grave e ndo-regenerativa (Lyer et al.,
2005). O FeLV-T encontra-se relacionado a quadros de imunodeficiéncia

(Donahue et al., 1991).
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2.3 Fatores de restricao

Em adicdo as respostas inata e adaptativa do sistema imune,
humanos e outros mamiferos também desenvolveram fatores antivirais
especificos de natureza proteica. Essas proteinas, denominadas de fatores de
restricdo, sdo mecanismos de inibicAo bem conservados e sao expressas
constitutivamente em alguns tipos celulares e/ou induzidas por interferons.
(Berthoux et al., 2005; Kirchhoff et al., 2012; Virgen & Hatziioannou, 2007).

Em geral, fatores de restricdo séo identificados em células que se
apresentam ndo permissivas a infeccdo viral, ou seja, onde a replicacdo do
virus € severamente suprimida. Essa restricdo € dominante, de modo que,
quando uma célula ndo permissiva € fusionada com uma permissiva, 0
resultado € um heterocario com fenatipo restritivo (Zheng et al., 2012).

As trés maiores e mais conhecidas classes de fatores de restricao
sdo as enzimas apolipoproteinas B de edicdo de RNA (APOBEC3 ou A3)
(Jarmuz et al., 2002), TRIMSa (Stremlau et al., 2004) e Teterina (Neil et al.,
2008), além de fatores identificados mais recentemente, como MOV10 (Wang
et al., 2010) e SAMHD1 (Berger et al., 2011; Laguette et al., 2011). Um resumo
de como essas proteinas podem agir durante a restricdo da replicacdo viral
pode ser observado na figura 3.

Descobertas a respeito desses fatores ndo apenas fornecem um
conhecimento mais extenso do ciclo de replicacédo viral e da interagcdo com a
célula hospedeira, mas também oferecem possiveis alvos de intervencdo no

desenvolvimento de drogas anti-virais (Zheng et al., 2012).
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Figura 3: llustracéo esquematica da acdo dos fatores de restricdo durante a replicagéo
dos lentivirus de primatas. Em células produtoras de virions, tanto proteinas A3 quanto
MOV10 sdo empacotadas nos virions, via interacdo com Gag e RNA viral. A
transcricdo reversa pode ser diretamente inibida por MOV10 e proteinas A3 ou
indiretamente por SAMHD1, ap6s a deplecdo intracelular do pool de
Desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP). Em adicdo a esses mecanismos, as
proteinas A3 ainda catalisam a deaminagdo de citidinas (C-para-U) na fita de cDNA
sintetizada. Além disso, o brotamento e a liberacdo viral podem ser inibidos pela
proteina de superficie celular Teterina, mecanismo que é neutralizado pela proteina
viral Vpu. A proteina celular TRIM5a, por sua vez, interage com as proteinas Gag
recém produzidas e desencadeia um desnudamento prematuro do capsideo viral. Por
outro lado, lentivirus se “defendem” da agao desses fatores de restricdo de varias
formas. Proteinas A3, por exemplo, podem ser marcadas para degradacdo
proteossémica por acdo da proteina viral Vif. A proteina viral Vpx (presente em HIV-2
e em algumas linhagens de SIV) é também empacotada dentro do virion via interacao
direta com Gag e pode levar a degradacgéo proteossémica de SAMHD1. Adaptada de
Zheng et al. (2012).

/ "\5’ Degradagiio

2.4 Genes e proteinas APOBEC3

Os genes da familia APOBEC3 ou A3 codificam a classe de fatores
de restricdo mais estudada até entdo e que pertence a superfamilia de citidinas

deaminases (Wedekind et al.,, 2003). Esta superfamilia inclui mais quatro
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membros: Deaminase induzida por ativacdo (AID), APOBEC1, APOBEC2 e
APOBEC4 (Jarmuz et al., 2002; Rogozin et al., 2005). Os genes dessa familia
podem ser classificados de acordo com a quantidade de motivos de ligacdo de
Zinco (Zn+2), denominados de dominios Z, 0s quais compreendem a sequéncia
His-Xaa-Glu-Xaa-23-28-Pro-Cys-Xaa2—4-Cys. Nesta, Xaa pode ser quase
qualquer aminoéacido, a histidina (His) e os dois residuos de cisteina (Cys)
ligam o ion Zn+2 e o acido glutamico (Glu) esta envolvido na translocacao de
prétons (Jarmuz et al., 2002).

Existem trés tipos de dominios Z presentes nessas proteinas,
nomeados de Z1, Z2 e Z3 e distribuidos em diferentes espécies de mamiferos.
Esses motivos correspondem a trés subgrupos filogenéticos que possuem
histdrias evolutivas diferentes e que se originaram de eventos como duplicacao
e fusdo de genes (inclusive entre os subgrupos), gerando o0 que se encontra
hoje em questdo de quantidade e diversidade dentro do locus A3 nas diferentes
espécies de mamiferos. Estudos indicam que o ancestral comum mais recente
entre a familia A3 e seu grupo irméao AID data de 420 milh6es de anos (Ma)
(Munk et al., 2012). Subsequentemente, devido a dois eventos de duplicacao, o
gene A3 ancestral gerou trés genes diferenciados, cada um dando origem a um
dos trés dominios Z, gerando entdo os trés subgrupos. Esses eventos nao
puderam ser datados com precisdo, mas acredita-se que o primeiro ocorreu ha
cerca de 247 Ma e o segundo ha aproximadamente 199 Ma atras (Munk et al.,

2012).
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O locus A3 é flanqueado pelos genes CBX6 e CBX7 de maneira
conservada. Todavia, nesse locus, existe muita variagdo interespecifica quanto
ao numero e ao arranjo dos genes, especificidade de substrato, presenca de
genes fusionados, padroes de expressao génica, splicing alternativo e
mecanismos de read-through. A fixacdo dos genes A3 duplicados ou
modificados é dirigida por uma forte pressao seletiva, e qualquer aquisicao de
diferencas entre os genes é responsavel por alterar suas chances de
preservacao naguela linhagem assim como pode alterar sua funcéo, ou resultar
em sua perda (Ohno, 1970). Acredita-se que tantas variacbes dentro do locus
reflitam o resultado de um balanco entre uma possivel toxicidade das proteinas
A3 em relacdo ao DNA celular e a necessidade de combater a emergéncia de
patogenos virais (Mink et al., 2012).

Em humanos, a familia passou a incluir sete genes que foram
nomeados de APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3DE,
APOBEC3F, APOBEC3G e APOBEC3H (A3A até A3H) (Jarmuz et al., 2002).
JA em mamiferos ndo-primatas é proposta também uma nomenclatura
alternativa baseada nos dominios Z (La Rue et al., 2008; La Rue et al., 2009).
Os roedores possuem apenas um gene APOBEC3 (A3Z2-Z3), e os felinos, trés
genes semelhantes & APOBEC3C (A3Ca até A2Cc, nomeados
alternativamente como A3Z2a, A3Z2b, A3Z2c), provenientes de eventos de
duplicacdo, e um gene semelhante a APOBEC3H (A3Z3) (Munk et al., 2008)

(Figura 4).
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Figura 4: llustracdo esquemaética dos genes A3 nos mamiferos indicados. Dominios
Z1, Z2 e Z3 sao demonstrados em verde, laranja e azul, respectivamente. Adaptado
de Jonsson & Andrésdottir (2013).

A expressao das proteinas A3 nas células infectadas acaba gerando
sua encapsidacdo na progénie viral, provavelmente através da interacdo com
proteinas Gag e RNA viral. Consequentemente, essas proteinas celulares
serdo entregues a proxima célula infectada, onde realizardo sua atividade de
restricdo (Cen et al., 2004; Luo et al., 2004; Schéafer et al., 2004). A seguir, 0s
dominios Z dessas proteinas catalisam sua atividade de deaminacdo, que
consiste em remover o grupamento amina das citidinas na posicdo C4, as
convertendo em uridinas, e gerando, na fita complementar, modificacbes de
G—A. Essa alteracdo leva a hipermutacbes e a criacdo de codons de
terminacdo prematuros no genoma viral (Wedekind et al., 2003), os quais
constituem uma das principais bases da atividade de restricdo de retrovirus
como HIV-1, FIV e FelLV (Bishop et al., 2004; Dang et al., 2006; Sakai et al.,

2006; Schrofelbauer et al., 2004). Além disso, outros mecanismos de restricao
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também séo propostos para as proteinas A3, como a interferéncia no processo
de transcricéo reversa (Adolph et al., 2013).

Foi observado em humanos e felinos infectados por HIV-1 ou FIV,
respectivamente, que a atividade das citidinas deaminases €, em sua maioria,
contra-atacada por uma proteina conservada entre os lentivirus e denominada
de Fator de Infectividade Viral (Vif). Esta proteina gera poliubiquitinacdo das
APOBECS3 e induz a posterior degradacdo proteossémica dessas proteinas
(Bishop et al., 2004; Miunk et al, 2008; Sakai et al., 2006, Schrofelbauer et al.,
2004). Além disso, descobriu-se que a proteina Vif do virus HIV-1 também
pode inibir a traducdo da proteina A3G em humanos através de uma forte
ligacdo com seu respectivo mRNA (Mercenne et al., 2010). Até o momento nao
ha trabalhos publicados descrevendo esse ultimo mecanismo para a Vif em

retrovirus de felinos.

2.5 Gene APOBEC3H

O gene A3H é o membro mais distantemente relacionado da familia
APOBEC3 (Conticello et al., 2005) e as proteinas A3H de humanos e felinos
apresentam identidade de 51% (Larue et al, 2010). Nessas duas espécies, 0
gene esta presente, respectivamente, nos cromossomos 22 e B4 (Jarmuz et
al., 2002; Munk et al., 2008).

Foi demonstrado que o gene A3H de humanos apresenta-se em
quatro haplotipos mais frequentes, nomeados de | a IV. As proteinas
codificadas pelo gene A3H de humanos, com excecdo da proteina gerada pelo
haplotipo 1l, ndo possuem uma atividade antiviral efetiva. Isso contrasta com o

gue ocorre em Macacus rhesus, cujas proteinas A3H funcionam como
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eficientes inibidores retrovirais (Dang et al., 2008; Kinomoto et al., 2007; Li &
Emerman, 2011; OhAinle et al., 2006). Essa variabilidade na atividade antiviral
durante a evolucdo dos primatas provavelmente se deve a perda da
estabilidade da proteina A3H humana, a qual apresenta, em geral, uma meia-
vida mais curta do que a proteina homoéloga de outros primatas (Li & Emerman,
2011).

Em felinos, o gene A3H compreende um fragmento de 2237 pb,
contém um éxon nao traduzido 5’ seguido de quatro éxons codificantes e sofre
splicing alternativo (Mink et al., 2008). A proteina A3H de felinos é uma
proteina estavel que possui atividade inibitéria comprovada contra virus FIV
deficiente de vif (AvifFIV). Experimentalmente, quando a proteina foi expressa
apos a transfeccdo de um plasmideo em células infectadas com FIV, houve
uma reducdo de cinco vezes na infectividade do virus. Essa atividade esta
relacionada com um aumento significante na taxa de substituicbes de G—A
(1,61%) comparada com genomas Vvirais derivados de células nao
transfectadas. No mesmo estudo, demonstrou-se que o fator de restricdo em
guestdo também apresenta atividade, embora menos pronunciada, contra a
infeccdo pelo virus FeLV (Munk et al., 2008) .

Além do transcrito correspondente a proteina A3H, o gene em
questao também participa da formacdo de outro transcrito através de read-
through e splicing alternativo, denominado de A3CH. Esse mRNA é composto
pelos éxons 1-3 de A3Ca, a sequéncia codificante do éxon 4 de A3Cb e os
éxons 2-5 da A3H (figura 5). A proteina gerada a partir desse transcrito possui

também uma pronunciada atividade anti-retroviral, igualmente através da
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geracdo de hipermutacdes (Munk et al., 2008), apresenta papel restritivo com

relacdo a retrovirus de felinos, especialmente ao FIV.

Chr. B4 5°
Transcripts

18k

24k 26k 28k

A3Ca

30k

32k 34k 36k 38k

A3Cb

40k 42k

44k 46k 48k 50k

A3CH RNA

Ex. Cb4 3'A

e o o

L [
Ex. H2 5'A

Figura 5: Representacdo da regido gendmica APOBEC3 em felinos e seus respectivos
transcritos. (Adaptado de Mink et al., 2008).

Entretanto, existem poucos estudos que determinem a relacdo entre

a variabilidade na sequencia desse gene com a sensibilidade a infec¢do por

retrovirus e a inducdo de hipermutacfes no genoma de retrovirus felinos.
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3. Justificativa
Considerando a importancia e magnitude da atividade anti-retroviral
exercida pelo fator de restricdo A3H em gatos, torna-se relevante a busca por
polimorfismos nessa proteina. Foi demonstrado que pequenas alteracdes
influenciam a estabilidade e localizac&o celular de proteinas homologas a ela
em outros mamiferos, como humanos e outros primatas. No entanto, o numero
reduzido de sequencias dos genes APOBEC3H de felinos ja analisadas e
depositadas em bancos de dados, assim como a falta de estudos a respeito
desse assunto, justificam a importancia dessa procura, especialmente em
animais infectados por retrovirus felinos.
Além disso, uma melhor compreensao dos mecanismos de interacao
entre o FIV e FelLV e seus hospedeiros podera contribuir, ndo apenas para o
conhecimento a respeito da evolucdo desse fator de restricdo dentro dos
grupos de mamiferos selecionados, como também para compreender melhor a
relacdo entre os retrovirus de felinos e seus hospedeiros e auxiliar no controle

dessas infeccdes.
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4. Objetivos

Objetivo Geral
¢ Identificar polimorfismos e haplétipos presentes no gene A3H de gatos
domésticos (Felis catus) infectados ou ndo por FIV elou FeLV e
relacionar essas variacdes com a susceptibilidade a infeccdo por esses

virus.

Objetivos especificos
e Buscar polimorfismos no gene APOBEC3H de felinos infectados e nao
infectados pelos virus FIV e FeLV
e Correlacionar a presenca de polimorfismos (e haplétipos) com a

sensibilidade a infec¢ao por retrovirus em felinos
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5. Materiais e métodos

5.1 Amostras de sangue de felinos

Foram utilizadas amostras de DNA provenientes de sangue
periférico total de gatos domésticos (Felis catus) FIV e/ou FelLV positivos e
negativos que se encontravam disponiveis no laboratério de Virologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), com sede no Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude. Essas amostras foram obtidas de gatos machos e
fémeas domésticos atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS.
ApOs a coleta, o sangue dos animais foi mantido em tubos mantidos
refrigerados durante o transporte até ao laboratorio, onde o DNA foi extraido
utilizando fenol equilibrado e seguida diagnosticadas para FIV e FelLV através
do método de PCR com oligonucleotideos iniciadores visando a regido do gene
Gag (Finoketti, in prep). Uma aliquota foi retirada para o teste e o restante foi
congelado a —70°C.

Foi obtido um total de 59 amostras de animais controle néo
infectados, e 50 amostras positivas para retrovirus felinos, sendo destas 18
positivas apenas para FIV, 15 positivas apenas para FelLV e 17 positivas para
os dois virus.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa

da UFRGS.

5.2 Determinacéao de polimorfismos no gene A3H de felinos
As amostras de DNA celular dos 109 gatos foram submetidas a
amplificacdo do gene A3H através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Dois pares de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados utilizando os
softwares Oligo Explorer 1.5 e Oligo Analyzer 1.5, com base na sequéncia
depositada no Genbank sob cédigo de acesso EU109281, tendo como objetivo
amplificar duas regides distintas do gene A3H de felinos (Tabela 3). Tais
regides foram assim escolhidas com base no conhecimento sobre o efeito anti-
retroviral exercido por delecbes e SNPs em por¢cbes homodlogas a essas no

gene A3H de humanos (Li & Emerman, 2011).

Tabela 3: Relacdo de oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo das
duas diferentes regides do gene A3H e respectivos tamanhos dos produtos.

Regibes Oligonucleotideos Tamanho do
genbmicas amplicon
1 Senso = 5' - ACACCAGAAGACACTCTCTGC - 3 401 bp

Antisenso = 5' - CCTCTTGGCTTCTCAGAAACG - 3'

2 Senso = 5'-TCATCCCCAATGGCACCCACAGC-3’ 589bp
Antisenso = 5 -TCAAACTCTGAGACGGAGGAGGAG-3’

A primeira regido compreendeu o primeiro éxon codificante do gene
e o intron adjacente (posicbes 1-401, segundo a sequéncia referéncia
GenBank: EU109281.1) e a segunda compreendeu o segundo éxon codificante
e porcdes dos introns que o flanqueiam (entre as posi¢des 707-1296, segundo

GenBank: EU109281.1) (figura 6).

Figura 6: Esquema representativo do gene APOBEC3H de felinos indicando, em
vermelho, as regibes amplificadas nesse estudo.
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Os volumes e as concentracdes que foram usados nas reacdes de
PCR, num total de 25 ul, e encontram-se especificados na tabela 4. Tanto para
a amplificacdo da primeira quanto da segunda regido, as condicOes
padronizadas iniciam-se em um primeiro ciclo de 95°C por 5 minutos, seguido
de 35 ciclos de 95°C (desnaturacdo), 55°C (anelamento) e 72°C (extensao)
durante 30 segundos, e, por fim, um ciclo de extensdo final de 3 minutos a

72°C.

Tabela 4: Volumes e concentragbes dos reagentes utilizados nas reacdes de
amplificacdo das duas regides do gene A3H de felinos.

Regido 1 Regido 2

2,5 ul Buffer 1X 2,5 ul Buffer 1X
1,0 ul dNTP (0,8mM) 1,25 pl Dimetilsulfoxido (DMSO) (5%)
0,5 pl MgCl, (1,5mM) 1,0 ul dNTP (0,8mM)
0,5 ul Primer F (5pM) 0,5 yl MgCl, (1,5mM)
0,5 ul Primer R (5pM) 0,5 ul Primer F (5pM)

0,3 ul Taq (1,25U) 0,5 ul Primer R (5pM)

18,7 H,O MiliQ 0,3 pl Taq (1,25V)

1ul de DNA (100ng) 17,45 H,0 MiliQ

1ul de DNA (100ng)

Apdos a amplificacdo, foi realizada a migracdo e andlise desses
produtos em gel de agarose a 1%.

Para realizar a analise da variabilidade nas sequéncias obtidas,
todos os amplicons, de ambas as regides, foram enviados para
sequenciamento em ambas as orientacées no laboratorio ACTGene Anailises
Moleculares LTDA. O sequenciamento foi feito com o kit BigDye Terminator

v3.1 Cycle Sequencing e o equipamento ABI 3100 Genetic Analyzer.
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As sequéncias obtidas (assim como seus respectivos
eletroferogramas) foram entéo analisadas, editadas e alinhadas nos programas
BioEdit, SeqMan e EditSeq (DNAStar software). As frequéncias genotipica e
alélica foram determinadas através do meétodo de contagem direta e,
posteriormente, foi realizado, utilizando-se esses dados, o calculo do equilibrio

Hardy-Weinberg.

5.3 Anédlise dos gendtipos dos haplétipos encontrados na populacéo de
estudo

Apds a obtencdo e andlise da qualidade das sequencias, essas
foram submetidas a avaliagdo com softwares de bioinformatica para andlise
dos haplotipos existentes nas amostras analisadas. Esses processos foram
feitos separadamente entre animais positivos e negativos.

Para determinar os haplétipos encontrados, assim como inferir a sua
probabilidade estatistica de corresponderem a combinacbes reais, as
sequéncias, apos edicdo, foram submetidas ao programa MLOCUS. Através da
obtencdo desses dados, a frequéncia de cada haplétipo encontrado foi
contabilizada com a utilizacdo do software DnaSP, sendo possivel entdo
observar quais deles eram mais ou menos presentes em cada um dos grupos
dentro da populacéo de estudo.

Assim como a determinacdo dos haplétipos presentes, o equilibrio
de ligacdo também foi calculado para os loci em questdo, considerando em
desequilibrio loci que apresentassem valores de Desequilibrio de ligacéo

normalizado (D’ de Lewontin's) maiores que 0,33.
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5.4. Andlise estatistica

A fim de verificar se existe correlacdo entre as frequéncias
encontradas dos polimorfismos e dos haplétipos e a susceptibilidade a infeccéo
por retrovirus de felinos, foram realizados os testes qui-quadrado de Pearson
(x2) e o teste exato de Fischer (quando n<5) entre 0s grupos de animais
positivos e negativos (para ambos 0s virus e também separadamente para
cada um deles).

Todas as analises acima citadas foram realizadas no software SPSS
v.17. Para os testes que forneceram resultados significativos (p<0,05) foi
realizada a andlise de residuos de ajustados com a utilizacdo do programa

WinPepi v. 11.32.

6. Resultados

6.1 Determinacao dos polimorfismos no gene A3H felino

As duas regides do gene A3H foram amplificadas com sucesso em
reacdo de PCR, obtendo-se fragmentos do tamanho esperado em todas as
amostras (n total =109, 59 amostras de gatos FIV e/ou FelLV positivos e 50
amostras de gatos negativos). As respectivas sequéncias apresentaram uma
boa qualidade e tiveram suas identidades confirmadas através do uso da
ferramenta BLAST (Figura 7). Através da analise dos sequenciamentos pelos
softwares de bioinformatica anteriormente citados, verificou-se que as regides
possuem diferentes niveis de variacdo quanto a existéncia de polimorfismos

nas sequéncias de nucleotideos.
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Regido Regido Regido Regiao
1 2 1 2

Figura 7: Amplificac@o das duas regides de interesse do gene A3H de felinos.

Dentro da regido 1, foi possivel analisar com precisdo um total de
313 pb, correspondentes aos primeiros pares de base codificantes do gene. As
sequéncias obtidas apresentaram-se extremamente conservadas entre todas
as amostras analisadas, independentemente se pertenciam a animais
infectados (por um ou ambos os retrovirus), ou se provinham de animais
negativos. Um alinhamento mudltiplo parcial dessas sequéncias, realizado
indiscriminadamente com sequéncias positivas ou negativas e efetuado no
software Clustal W (Bioedit), é apresentado na figura 8. Pode-se observar
também que essa regido ndo se apresentou idéntica apenas entre a totalidade
das amostras testadas, mas também teve 100% de identidade com a
sequéncia referéncia do Genbank (nimero de acesso EU109281), apresentada

na primeira linha do alinhamento.
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Figura 8: Alinhamento parcial de 313 nucleotideos amplificados da regido 1 do gene
A3H de diferentes amostras.

Quanto ao sequenciamento da segunda regido, foi possivel analisar
uma totalidade de 450 pb das 109 amostras, e esta, em contraste com a
primeira regido, apresentou variacdo entre as amostras analisadas. Foram
identificados, ao todo, seis polimorfismos (com frequéncia maior do que 1 %),
sendo cinco existentes dentro do éxon e um intrénico (figura 9). Dentre os cinco
primeiros, quatro deles sao polimorfismos nédo-sinénimos, configurando troca
de aminoacidos na sequencia da proteina, e um deles é um polimorfismo
sinbnimo. Os seis polimorfismos em guestdo foram nomeados respectivamente
como A65S (e A65I), R68Q, A94T, VI6I, P100P e 134698145T>C.

A primeira variagao citada, na posicdo 65 (A65S e A65I), configura

uma tripla possibilidade de troca no locus em questdo, que pode apresentar
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tanto uma Guanina (G) quanto uma Timina (T) ou uma Adenina (A). Na
sequencia referéncia, o nucleotideo presente é um G, o que determina a
codificacdo do aminoacido Alanina naquela posicdo. Quando existe a troca
para o nucleotideo T, ocorre a substituicdo para Serina. Ja a troca para o
nucleotideo A sempre vem acompanhada de um T na posicdo 884 e essa
combinacdo gera o aminoacido Isoleucina. Os dois polimorfismos seguintes,
R68Q e A94T, configuram trocas de uma Arginina para uma Glutamina na
posicdo 68 e de uma Alanina para uma Treonina na posicao 94,
respectivamente, e apareceram sempre juntos em todas as amostras onde
estavam presentes. Da mesma forma, V96l e P100P sdo encontrados
concomitantemente nas sequéncias analisadas, sendo que a primeira troca
configura troca de uma Valina por uma Isoleucina na posicdo 96 e a segunda
se trata de uma troca de nucleotideos sem que haja mudanca de aminoacidos,
permanecendo a Prolina na sequencia da proteina. A mutacdo 134698145T>C,
por sua vez, € intrbnica e considera uma transversdao de Timina por uma

Citosina na posicdo cromossémica 134698145.
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lho 1-6, sendo 1: A65S (A65I), 2: R68Q, 3:A94T, 4:V96l, 5:P100P e

6:13469145T>C). Alinhamento feito no software SeqgMan.

v

A3H de felinos representando os seis polimorfismos encontrados (indicados por
ndameros em verme

Figura 9: Alinhamento parcial de algumas sequencias obtidas da regido 2 do gene



A frequéncia de cada um dos genotipos encontrados na populacéo
apresentam-se expostas na tabela 5. Para alguns polimorfismos (V96l e
P110P), apenas dois gendtipos foram observados, ndo sendo verificada a
existéncia do homozigoto mutante.

As frequéncias de cada polimorfismos encontravam-se em equilibrio

Hardy-Weinberg.

Tabela 5: Quantidades e frequéncias dos gendétipos detectados em cada um dos
polimorfismos dentro da populagéo de animais estudada.

Cédons Gendbtipo Animais FIV Animais
Polimorfismo e/ou FeLV negativos
positivos (n=59)
(n=50)
TCA/TCA TT 13 (26%) 5 (8,5%)
TCA/GCA TG 21 (42%) 27 (45,7%)
AB5S (A65I) TCA/ATA TA 0 (0%) 5 (8,5%)
GCA/GCA GG 14 (28%) 21 (35,6%)
GCA/ATA GA 2 (4%) 1 (1,7%)
CAG/CAG AA 2 (4%) 2 (3,45%)
R68Q CAG/CGG AG 5 (10%) 8 (13,5%)
CGG/CGG GG 43 (86%) 49 (83%)
ACG/ACG AA 2 (4%) 2 (3,45%)
A94T ACG/GCG AG 5 (10%) 8 (13,5%)
GCG/GCG GG 43 (86%) 49 (83%)
ATC/IGTC AG 7 (14%) 4 (6,8%)
V96l GTCI/GTC GG 43 (86%) 55 (93,2%)
CCC/CCT CT 7 (14%) 4 (6,8%)
P100P CCcC/CcCC CC 43 (86%) 55 (93,2%)
TT 18 (36%) 18 (30,5%)
134698145T>C - CT 14 (28%) 25 (42,4%)
cC 18 (36%) 16 (27,1%)

6.2 Andlise da correlacdo dos alelos e dos gendétipos com a
susceptibilidade a infeccdo por retrovirus

A fim de verificar se a existéncia de algum dos polimorfismos
separadamente confere susceptibilidade a infecgdo por FIV e/ou FelLV, foram
aplicados o teste qui-quadrado de Pearson (x2) e o teste exato de Fischer
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(quando n<5) levando em consideracdo a presenca ou auséncia de infeccao
viral, os diferentes gendtipos e também a simples presenca dos alelos nas
sequencias obtidas.

ApoOs a analise dos seis polimorfismos e seus respectivos genaotipos,
foi encontrada uma correlacdo positiva entre o polimorfismo na posicdo 65
(AB5S ou A65I) e a presenca de infeccao viral (p<0,05). Foi observado, apos a
analise de residuos, que, a presengca do gendtipo “TT” foi correlacionada
positivamente com a maior susceptibilidade a infeccao pelos retrovirus felinos
em questdo. Esse resultado foi observado tanto quando as amostras de
animais positivos eram analisadas juntas (unindo animais infectados por FIV
e/ou FeLV em um mesmo grupo de analise) quanto separadamente (dividindo
em dois grupos entre os gatos infectados por FIV ou por FeLV). O gendtipo
“TA” desse mesmo polimorfismo também foi correlacionado positiva e
significativamente com a presenca de infeccdo viral, todavia, apenas quando
animais positivos para FIV e/ou FeLV eram analisados como um dnico grupo, e
nao quando animais FIV ou FeLV positivos eram analisados em separado. Os
valores estatisticos para cada um dos genétipos desse polimorfismo apés a

analise de residuos ajustados encontram-se expressos nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6: Andlise dos residuos ajustados do polimorfismo S65A (S65I) entre animais
FIV e/ou FelLV positivos e negativos.

Gendotipo Animais FIV e/ou Animais Valor de P
Polimorfismo FelLV positivos controle (residuos
(n=50) (n=59) ajustados)
TT 13 5 0.014*
TG 21 27 0.693
AB5S (A65I) TA 0 5 0.035*
GG 14 21 0.398
GA 2 1 0.464
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Tabela 7: Analise dos residuos ajustados do polimorfismo S65A (S65I) entre animais
FIV positivos e negativos.

Polimorfismo Genotipo Animais FIV Animais FIV Valor de P
positivos negativos (residuos
(n=35) (n=74) ajustados)
TT 10 8 0.020*
TG 14 34 0.559
AB5S (AB5I) TA 0 5 0.115
GG 9 26 0.325
GA 2 1 0.194

Tabela 8: Analise dos residuos ajustados do polimorfismo S65A (S65I) entre animais
FelLV positivos e negativos.

Genotipo Animais FelLV Animais FelLV Valor de P
Polimorfismo positivos negativos (residuos
(n=32) (n=78) ajustados)
TT 11 7 0.001*
TG 11 37 0.257
AB5S (A65I) TA 0 5 0.149
GG 9 26 0.664
GA 0 3 0.268

Nenhum dos outros polimorfismos encontrados demonstrou ter

correlacdo positiva com a presenca ou auséncia de infeccao viral nas amostras

testadas.
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6.3 Analise dos haplotipos encontrados na populagdo correlacionando
com a susceptibilidade a infecgao por retrovirus

Realizou-se, através do software de bioinformatica MLocus, a
andlise dos haplotipos, ou seja, das combinagBes existentes entre os seis
polimorfismos encontrados, que se encontravam presentes nas sequéncias
referentes a regido 2. Um total de dez haplétipos foi observado dentre as 109
amostras, e sua presenca foi verificada e contabilizada em ambos os
cromossomos dos animais, totalizando 218 haplétipos analisados, sendo o
haplétipo “GGGGCT” o predominante, encontrado 101 vezes. As combinacgdes
presentes na populagcdo assim como sua frequéncia total na populacdo e
também discernida entre animais positivos para FIV e/ou FelLV ou negativos
encontram-se apresentadas na tabela 9. O equilibrio de ligacéo calculado entre
os polimorfismos indicou que todos os loci estdo segregando juntos (valores de

D’ <0,33).
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Tabela 9: Os dez hapl6tipos encontrados na populacdo de estudo e suas respectivas
frequéncias dentro dos grupos.

Diagnoéstico

Haplétipo FIV/FELV+ FIV/IFELV- N Total Frequéncia
Freq Freq
1 6

AGGGCC 7 0,03211009
0,01 0,051
3 2

TGGGCT 5 0,02293578
0,03 0,017
1 0

AGGGCT 1 0,00458716
0,01 0
2 0

GGGATC 2 0,00917431
0,02 0
4 15

GGGGCC 19 0,08715596
0,04 0,127
5 4

TGGATC 9 0,0412844
0,05 0,034
46 55

GGGGCT 101 0,46330275
0,46 0,466
29 24

TGGGCC 53 0,24311927
0,29 0,203
8 12

TAAGCC 20 0,09174312
0,08 0,102
1 0

TAGGCC 1 0,00458716
0,01 0

Total 100 118 218 1

Da mesma forma que foi avaliada a correlacdo entre os alelos e
genaotipos e a presenca ou auséncia de infecgéo viral, o teste de qui-quadrado
foi aplicado para cada um dos haplétipos encontrados buscando determinar a
mesma correlacdo. Foi observada uma associacdo entre a presenca do
haplétipo “GGGGCC” e a nao existéncia da infecgdo viral, sendo essa
combinacdo encontrada em uma frequéncia maior dentro dos animais do grupo

negativo (p=0,023).
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7. Discusséao

Segundo dados existentes na literatura, existem fortes indicios que o
gene A3H de gatos domésticos possui importante papel na restricdo de
retrovirus felinos, participando da codificacdo de, ndo apenas uma, mas duas
proteinas com acgao antiviral comprovada, denominadas de A3H e A3CH (Munk
et al., 2008). Além disso, sabe-se também que esse gene esta presente em
diversas outras espécies de mamiferos e se encontra conservado durante a
evolucdo do locus da familia APOBEC3 (Munk et al., 2012), o que embasa
ainda mais os dados a respeito de sua importancia como fator de restricao.

E de conhecimento que, em humanos, a sequéncia do gene A3H
apresenta variabilidade, e ha diferentes haplétipos relacionados a potenciais de
restricdo viral diferentes (Harari et al., 2009). Como apenas poucas sequéncias
referentes ao gene A3H de felinos domeésticos encontram-se disponiveis na
literatura, e, da mesma forma, poucas foram analisadas quanto a diversidade
(Munk et al., 2008), esse estudo foi desenhado para acessar a variabilidade
desse gene em exemplares de gatos domésticos infectados ou ndo com
retrovirus felinos, visando um melhor o conhecimento sobre a relacdo entre a
proteina A3H e esses virus. Para isso foram analisadas, a partir de amostras
de DNA extraido de 109 animais, duas regides génicas importantes, ambas
contendo segmentos que participam da codificacdo das duas proteinas
antivirais anteriormente citadas.

Dentre as regifes de estudo, denominadas de 1 e 2, foi observada
uma diferente taxa de variacdo de nucleotideos. A regido 1, que compreende

0s nucleotideos 1 a 313, apresentou-se altamente conservada,enquanto que
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na regido 2, que compreende os nucleotideos 603 — 1053 (GenBank:
EU109281.1), foi possivel identificar seis polimorfismos. Ao consultar-se a base
de dados do NCBI (numero de acesso no GenBank ABO82576.1, referente a
sequencia “APOBEC3H [Felis catus]”), verificou-se que, embora tanto dentro
da regido 1 quanto da regido 2 se encontram porcdes inseridas no dominio
catalitico de deaminacdo — fundamental para a atividade geradora de
hipermutacdes no genoma viral — a regido 1 possui grande parte dos residuos
relacionados com os sitios ativos dentro desse dominio (como 0s aminoacidos
nas posicdes 27, 29, 47 e 49 (Miunk et al., 2008)). No presente estudo, esses
aminoacidos apresentaram-se idénticos entre todas as sequéncias analisadas.
Em outras espécies foi demonstrado que alteragBes nessa regido do gene A3H
afetam de forma importante a funcdo da proteina. Em humanos, por exemplo, a
delecao A15, encontrada na regido N-terminal do gene A3H, homologa a regiao
1 do nosso estudo, foi responsavel pela perda da funcdo dessa proteina em
uma parcela da populacédo durante a evolucdo humana recente (OhAinle et al.,
2008). Especula-se que o alto grau de conservacdo observado nessa regiao,
descrito no presente estudo, esteja de fato ligado a importancia dessa regido
para a funcdo da proteina. Entretanto, para comprovacdo dessa hipdtese,
estudos in vitro devem ser realizados, por exemplo, realizando-se mutacdes
dentro dessa regido e observando seu efeito sobre a replicacao viral.

Muito embora residuos presentes na regidao 2 também participem do
dominio catalitico, os polimorfismos encontrados nesse trabalho néo
correspondem aos residuos localizados dentro dos sitios ativos, esse fato

possivelmente est positivamente relacionado com a maior variacdo observada
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na regido. Entre os seis pontos de variacao classificados como polimorfismos
de Unico nucleotideo (SNPs) dentro da regido 2, em dois deles nédo foi possivel
observar o gendtipo homozigoto mutante. Hipoteses para explicar essa
auséncia seria talvez devido ao baixo niumero amostral ou entdo, quem sabe,
ao fato de que duas coépias dessa proteina modificada poderiam gerar uma
condicdo nao favoravel para o animal. Uma troca de aminoacidos na posicao
65 ja havia sido observada em outra espécie de felino, o Tigre da Indochina
(Munk et al., 2008), indicando que essa posi¢cdo possivelmente encontra-se
mais permissivel quanto a variacdo. Interessantemente, a troca A65S, foi
correlacionada, em nosso estudo, com uma maior susceptibilidade a infeccao
por FIV e FeLV quando o gendtipo “TT” é apresentado (ou seja, o animal
apresenta a troca para o cédon codificador da Serina em ambas as cépias do
gene). A troca A65l concomitantemente com a A65S, gerando o gendtipo “TA”
também apresentou uma correlacdo significativa quanto a susceptibilidade a
infeccdo, todavia apenas quando os animais positivos para FIV e/ou FelLV
eram analisados como um unico grupo. A baixa frequéncia encontrada desse
genodtipo na populacdo de estudo pode ser a resposta para o porqué dessa
correlagcdo nado ter sido encontrada quando os dois virus eram analisados
separadamente e, sendo assim, um estudo mais robusto com um numero
maior de animais analisados pode fornecer dados mais concretos. Contudo, a
proximidade do residuo 65 com residuos destacados como importantes dentro
do sitio catalitico no banco de dados NCBI (62, 63, 64 e 66) pode ajudar a
explicar a correlagdo encontrada entre a troca de aminoacidos nessa posicéo e

a susceptibilidade & infeccdo. E de conhecimento geral que trocas de
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aminoacidos, ainda mais quando estes possuem diferentes propriedades,
podem afetar a estrutura tridimensional da proteina e, até talvez, sua atividade
(como é o caso da troca da Alanina (um aminoacido apolar) pela Serina
(aminoacido polar neutro). Com base nos resultados estatisticos encontrados
nesse trabalho, torna-se interessante um estudo in vitro para determinacdo da
atividade da A3H felina considerando muta¢des na posicao 65, em especial os
polimorfismos aqui destacados.

Ao analisar os haplotipos presentes na populacdo, encontrou-se
dez combinagdes, sendo “GGGGCT” o haplétipo mais frequente, seguido de
“TGGGCC”, enquanto que os outros foram observados em frequéncias bem
mais baixas. Tal resultado pode ser explicado devido ao fato de que os seis
polimorfismos estdo segregando juntos, em desequilibrio de ligacao.

Sabe-se que, para o gene A3H humano, determinados hapl6tipos
influenciam tanto na atividade da proteina quanto em sua sublocalizacdo
celular, sendo que alguns codificam uma A3H completamente inativa (Harari et
al., 2009; Li & Emerman, 2011; OhAinle et al., 2008). Tendo em vista estas
informacdes, da mesma forma como foi feito para cada polimorfismo, tentou-se
correlacionar a presenca dos haplotipos encontrados com a susceptibilidade as
infeccdes virais por FIV e/ou FeLV. O haplétipo “GGGGCC” foi relacionado com
a auséncia de infeccéo viral, estando presente em maior nimero no grupo de
animais negativos, sugerindo um possivel efeito protetor dessa combinagéo
alélica em relacao & infeccéo pelos retrovirus felinos analisados. E interessante
observar que, de acordo com os resultados encontrados anteriormente, tal

combinacgao nao apresenta os genotipos “TT” ou “TA” na primeira posic¢do, que,
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a principio, parecem conferir maior susceptibilidade a infec¢cdo por FIV e/ou
FeLV. No entanto, da mesma forma como foi anteriormente comentado para a
mutacdo A65I, seriam interessantes mais estudos, com um maior nimero de
individuos, para que os dados dissertados nesse trabalho possam ser
corroborados, e também para avaliar os efeitos dessas determinadas
combinacdes em relagdo ao papel restritivo da proteina, através de estudos in

vitro ou até mesmo in silico.

8. Conclusbes

No presente trabalho buscou-se determinar a variacdo na
sequéncia de nucleotideos do gene A3H a partir de amostras de sangue de
Felis catus infectados ou ndo com FIV e/ou FeLV. Dentre as duas regides do
gene A3H analisadas, somente em uma foram encontrados polimorfismos — ou
SNPs - (dentro do segundo éxon traduzivel do gene), sendo o0 SNP S65A(S65I)
correlacionado positivamente com uma maior susceptibilidade a infeccéo por
FIV e/ou FelLV. Analisando-se os haplotipos formados pelos seis SNPs
descobertos, encontraram-se dez combinagdes, e “GGGGCC” obteve uma
correlacdo significativa com a auséncia de infec¢cdo viral. Levando em
consideracdo os resultados aqui descritos, propde-se que mais estudos com
enfoque no polimorfismo A65S(A65I) (correlacionado significativamente com
susceptibilidade a infecgdo viral) e sua concomitante auséncia no genotipo
“‘GGGGCC” (por sua vez, correlacionado com um possivel efeito protetor)
podem auxiliar na construcdo de um maior conhecimento a respeito da

interacdo entre o gato doméstico e os retrovirus em questdo. Tanto estudos
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realizados em in vitro, como, por exemplo, producao sintética das variantes da
proteina A3H de interesse e visualizacdo de seus efeitos através de ensaios de
infeccdo viral e contagem de hipermutacdes presentes no genoma proviral, ou
ainda estudos in silico, como modelagem e dinamica molecular, podem auxiliar
nessa compreensao.

Ressalta-se aqui que este é o primeiro estudo realizado cujo
enfoque principal foi a busca por polimorfismos dentro da espécie Felis catus
através do sequenciamento de diversas amostras de gatos domésticos
infectados ou ndo. Da mesma forma, é o primeiro trabalho que visa relacionar
esses polimorfismos com susceptibilidade ou ndo a infeccao por FIV e FelV.
Trabalhos visando uma melhor compreensdo da interacdo entre
microrganismos e hospedeiros podem auxiliar para que se alcance um maior

conhecimento e posterior controle e tratamento da infeccéao.
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