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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV), membro da familia Retroviridae, € um
virus mundialmente distribuido em gatos domésticos. Até 0 momento foram descritos
sete subtipos de FIV em vaérias regides do mundo. No Brasil, os estudos revelam a
presenca unicamente do subtipo B do FIV (FIV-B). Entretanto, o baixo nimero de
sequéncias gendmicas disponiveis nos bancos de dados dificulta a realizacdo de estudos
filogenéticos. Com a finalidade de compreender melhor alguns aspectos da epidemiologia
molecular de FIV, trinta e uma amostras de gatos positivos para FIV, coletadas entre 2012
e 2016 no municipio de Porto Alegre-RS, foram submetidas a amplificacdo e
sequenciamento da regido C5-V4 do gene env, importante na subtipificacdo viral. Todas
as sequéncias obtidas pertencem ao FIV-B. No entanto, 4 sequéncias (13 %) apresentaram
um grupamento diferente das demais, confirmando a ocorréncia de eventos de
recombinacédo. Além disso, observou-se a existéncia de cinco clados altamente suportados
nas sequéncias brasileiras, sugerindo cinco eventos independentes de introducéo do virus
no Brasil. Por fim, os resultados obtidos sugerem que a epidemia de FIVV-B se remonta a
1942 e, no Brasil, as cinco entradas do virus aconteceram entre 1981-1991. Além disso,
foi feita uma andlise visando compreender a relacdo entre a frequéncia de mutacdes nos
genes env e vif do FIV e gene A3Z3 do hospedeiro, um importante fator de restricdo que
induz hipermutacGes no virus. Foram identificados 5 dos 7 hapl6tipos no gene A3Z3
descritos previamente e se encontrou um baixo ou indetectavel nivel de hipermutacdes

nos genes virais analisados.

Palavras chave: Virus da Imunodeficiéncia Felina. Subtipo B. Rel6gio Molecular.
Recombinagdo. APOBECS.



ABSTRACT

Feline immunodeficiency virus (FIV), a member of the Retroviridae family, is a
widespread virus in domestic cats. To date, seven FIV subtypes have been described in
different regions of the world. In Brazil, the studies show only the presence of FIV subtype
B (FIV-B). However, the low number of available genomic sequences in the databases is
a challenge for phylogenetic studies. In order to better understand some aspects of the
molecular epidemiology of FIV, thirty-one samples of FIV positive cats collected between
2012 and 2016 in Porto Alegre-RS, were submitted to amplification and sequencing of
the C5-V4 region of the env gene, used to viral subtyping. All sequences obtained belong
to FIV-B. However, 4 sequences (13%) presented a different grouping pattern when
compared to other sequences, confirming the occurrence of recombination events. In
addition, we observed the existence of five clades highly supported in the Brazilian
sequences, suggesting five independent events of introduction of the virus in Brazil.
Finally, the results obtained suggest that the FIV-B epidemic dates back to 1942 and, in
Brazil, the five entries of the virus occurred from 1981 to 1991. In addition, an analysis
was developed to understand the relationship between the frequency of mutations in the
env and vif genes of the virus and A3Z3 host gene, an important restriction factor that
induces hypermutations in the virus. Five of the 7 haplotypes in the A3Z3 gene described
previously were identified and a low or undetectable level of hypermutations was found

in the analyzed viral genes.

Keywords: Feline Immunodeficiency Virus. FIV-B. Molecular Clock. Recombination.
APOBEC3
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1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é membro da familia Retroviridae, um
virus mundialmente distribuido de grande importancia em medicina veterinaria. A doenga
causada pelo FIV acomete diversas espécies de felideos, entre elas, o gato doméstico, 0s
quais apresentam quadros clinicos variaveis, relacionados com infeccdes oportunistas,
neoplasias e doencas neuroldgicas. No entanto, muitos animais naturalmente infectados
ndo manifestam sintomatologia clinica severa; e podem ter uma sobrevida longa com
acompanhamento veterinario e cuidados apropriados.

Pouco se conhece sobre a patogénese da doenca devido a variabilidade dos
sintomas, e a variacdo gendmica apresentadas. Atualmente, existem poucas sequéncias
gendmicas disponiveis nos bancos de dados das variantes virais, o que dificulta a
realizacdo de estudos filogenéticos. Sendo assim, um dos objetivos do trabalho foi realizar
uma analise filogenética das amostras do Brasil a partir de novas sequéncias aqui geradas
e de sequéncias-referéncia depositadas no GenBank, visando a contribuicdo no estudo da
epidemiologia molecular do FIV no Brasil.

Além disso, 0 outro objetivo desse estudo foi avaliar a relagdo entre variagdes na
sequéncia do gene APOBEC3 (A3) e presenca de hipermutacGes nos genes env e vif de
animais FIV positivos. A3 é um fator de restricdo contra infecgfes retrovirais, e induz
mutacdes no DNA proviral durante a etapa de transcri¢éo reversa. Alguns polimorfismos
em A3 descritos em gatos naturalmente infectados estariam correlacionados com
resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo pelo FIV, e diferentes haplotipos ja foram
testados in vitro confirmando esta possivel correlacdo. No entanto, se desconhece o efeito

direto dos haplétipos de A3 na populacdo viral dos animais infectados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus da Imunodeficiéncia Felina

2.1.1 Histérico

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi isolado pela primeira vez em 1986
em Petaluma, Califérnia, em animais negativos para o virus da leucemia felina (FeLV)
que apresentaram sintomatologia similar a imunodeficiéncia observada em humanos
causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). O FIV foi inicialmente
denominado “virus T-Linfotrépico felino™ por ter sido isolado de linfocitos de sangue
periférico e por apresentar tropismo pelas células T in vitro (PEDERSEN, N. C. et al.,
1987). Posteriormente em 1988, foi denominado “virus da imunodeficiéncia felina”,
quando foi comprovada quando foi comprovada sua associacdo com a ocorréncia de
imunodeficiéncia em gatos infectados experimentalmente (YAMAMOTO, J. et al.,
1988).

2.1.2 Epidemiologia

O FIV acomete uma grande variedade de espécies pertencentes as familias Felidae
(35 espécies) e Hyaenidae (3 espécies) (Figura 1); entre elas gatos domésticos (Felis
catus), lebes (Panthera leo), leopardos (Panthera pardus), tigres (Panthera tigres),
pumas (Felis concolor), jaguares (Panthera onca), chitas (Acinonix jubatus), linces (Lynx
rufus) e hiena malhada (Crocuta crocuta) (TROYER et al., 2005).

As analises filogenéticas do FIV evidenciaram clados monofiléticos do virus nas
diferentes espécies de felideos nas quais o virus foi detectado; desta forma, cada uma das
espécies possui um FIV bem adaptado a dita espécie (Figura 1) (PECON-SLATTERY;
et al., 2008). O FIV em gatos domésticos esta filogeneticamente relacionado ao FIV de
pumas, o qual permite concluir que o FIV pode cruzar a barreira entre espécies, no
entanto, estes eventos parecem ser raros (TROYER et al, 2005; O’BRIEN et al, 2012).
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FIV-Ple
Panthera leo
Africa
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Figura 1. Arvore filogenética de FIV em diferentes espécies da familia Felidae e Hyaenidae baseado no
gene pol. Setenta e dois FIV de sete espécies de carnivoros baseado na regido da RT do gene pol. As elipses
em cor indicam os sutipos dentro dos FIV-Ple (Panthera leo), FIV-Pco (Puma concolor), FIV-Fca (Felis
catus).

Fonte: Pecon-Slattery (2008).

A prevaléncia do virus em gatos domesticos é variavel e depende da localizagdo
geogréfica e caracteristicas da populagéo felina, tais como sexo, idade e comportamento.
Os paises com maiores prevaléncias da infeccdo sdo aqueles com maior prevaléncia sdo
aqueles com alta densidade populacional de gatos, como China, Franca, Russia, Reino
Unido, Italia, Japao, Turquia (Tabela 1) (GLEICH; KRIEGER; HARTMANN, 2009).
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Tabela 1 - Prevaléncia do FIV em gatos domesticos em diferentes paises

Pais Método utilizado  Condi¢do dos N % Referéncia
gatos FIV+
Estados ELISA Errantes 1876 3.5 (LEE et al., 2002)
Unidos ELISAe Ferais 553 5.2 (LURIA et al., 2004)
SANAP® IDEXX
ELISA Aleatorios 18038 2,5 (LEVYet al., 2006)
China SNAP® IDEXX Errantes, 362 9.12 (CONG et al., 2016)
domésticos
Russia ELISA Domeésticos 58 10.3 (PAVLOVA; KIRILYUK;
NAIDENKO, 2015)
Franca ELISA Aleatorios 340 19.6 (COURCHAMP et al., 1998)
Alemanha  ELISA Sadios, 6101 8.4 (FUCHS; BINZEL ; LONSDORFER,
doentes 1994)
UK ELISA Errantes 517 10.4 (MUIRDEN, 2002)
Italia ELISA Doentes 277 24 (BANDECCHI, P et al., 1992)
ViraCHEK/FIV Sadios 203 11.3 (BANDECCHI, P et al., 2006)
Japéo Sorologia Sadios 1358 14.1 (SOMA, 2008)
Espanha SNAP® IDEXX Sadios 180 8.3 (ARJONA et al., 2000)
Espanha Doentes 115 13.8
Argentina  PCR Sadios e 30 56.6 (OLIVA et al., 2000)
doentes
Australia ELISA e PCR Domeésticos 389 10 (WINKLER; LO; FLOWER, 1999)
Ferais 66 9
Western Blot Doentes 101 50 (GABOR et al., 2001)
Bélgica Sorologia Errantes 346 11.3 (DORNY et al., 2002)
Turquia PetChek IDEXX Aleatorios 103 22.3 (YILMAZ; ILGAZ; HARBOUR,
2000)
PCR Doentes 200 9.5 (OGUZOGLU et al., 2013)
Israel Sorologia Doentes 37 22 (HARRUS et al., 2002)
Vietna Sorologia Errantes 54 22 (NAKAMURA et al., 2003)
Taiwan Sorologia - 32 21.9 (UEMA et al., 1999)

N = namero total de gatos (Felis catus) no estudo. Gatos ferais: sem proprietario, selvagens, habitam &areas
rurais. Gatos errantes: sem proprietario, habitam &reas urbanas, com acesso livre a rua (HAYWARD;
TAYLOR; RODRIGO, 2007). Gatos Sadios: sem sinais de doenca clinica. Gatos doentes: animais com
sinais clinicos.

Adaptado de Gleich; Krieger; Hartmann., (2009).

No Brasil, estudos de prevaléncia foram realizados em Minas Gerais, Sdo Paulo,
Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Distrito Federal. Nos estados de S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul altas prevaléncias foram detectadas em populacdes de gatos
doentes com suspeita de FIV. Por outro lado, a andlise aleatdria de gatos domésticos
identificou baixa prevaléncia de FIV nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais
(TEIXEIRA et al., 2012) (Tabela 2).

Os fatores de risco para a infeccdo pelo virus incluem: animais machos (cuja
prevaléncia é de duas a trés vezes maior do que em fémeas) adultos maiores de 6 anos e
animais com acesso livre a rua (LEVY et al., 2006; YAMAMOTO et al., 1989). O virus
esta presente em todos os fluidos corporais, entretanto se encontra de maneira ainda mais
abundante na saliva e no sangue. A transmisséo horizontal por mordidas ou exposi¢édo de

feridas ao sangue contaminado € a principal forma de contagio (LEVY et al., 2006;
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MATTEUCCI et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1988). A transmissdo ocorre mais
frequentemente a partir de animais recentemente infectados, coincidindo com o periodo
de viremia (HOSIE; BEATTY, 2007).

Tabela 2—Prevaléncia do FIV em gatos domésticos nos estados do Brasil estudados.

Estado do Brasil Condicdo dosgatos N % de FIV+  Referéncia

Sao Paulo Sadios 300 7.3 (LARA; TANIWAKI.; ARAUJO
Doentes 154 292 JUNIOR, 2008)
Domeésticos 234 231
Abrigos 220 5.9

Rio Grande do Sul  Suspeita de FIV 40 375 (CALDAS et al., 2000)

Rio de Janeiro Sadios, doentes 126 18.24 (SOUZA; TEIXEIRA.; GRACA,

2002)

Minas Gerais Doentes, sadios 450 2.7 (CAXITO et al., 2006a)

Minas Gerais Domésticos 145 4.14 (TEIXEIRAEet al., 2007)

Distrito Federal Domeésticos 200 2 (MARCOLA et al., 2013)

N = namero total de gatos no estudo. Gatos sadios: sem sinais de doenca clinica. Gatos doentes: animais
com sinais clinicos. Abrigos: animais pertencentes a um abrigo.
Modificado de Teixeira et al. (2012)

A transmissdo horizontal por via sexual foi demonstrada experimentalmente por
inseminacao artificial, resultando na infeccdo em 3 de 6 gatas a partir de sémen fresco de
gatos machos SPF soropositivos para FIV (JORDAN, H. L. et al., 1996). Particulas virais
infecciosas in vitro foram encontradas em sémen de gatos infectados (JORDAN, H. L. et
al., 1998). No entanto, a importancia da transmissao sexual na epidemiologia da doenca
ainda é desconhecida.

Experimentalmente, a transmissdo intravenosa, intramuscular e intraretal foi
também demonstrada (MOENCH et al., 1993). Ja a transmissdo vertical se da por
infeccdo pré-natal (transplacentéaria), perinatal (durante o parto), e/ou pos-natal (consumo
de leite e colostro) (ALLISON; HOOVER, 2003a, 2003b).

2.1.3 Patogénese e curso da infecédo pelo FIV

A infeccdo pelo FIV causa uma sindrome de imunodeficiéncia adquirida similar
a causada pelo HIV em humanos. A infec¢do apresenta-se normalmente em trés fases:
aguda, assintomética e terminal (Figura 2). Estas fases podem ser observadas
experimentalmente, embora em pacientes naturalmente infectados nem sempre todas as

etapas sejam evidentes. Os sinais mais observados nos animais naturalmente infectados
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estdo seguidamente relacionados com infec¢Bes oportunisticas, doengas neurologicas e
neoplasias (HARTMANN, 2012).
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500 — Linfocitos T CD4~ circulantes

Cel./mL sangue

i
77

o

Anticorpos anti-Env

Linfécitos T CD8 cito téxicoﬁ\

Viremia

Fase aguda Fase assintomatica Fase terminal (FAIDS)
4-8 semanas Anos Poucos meses
Infeccio Morte

Figura 2. Esquema ilustrativo do curso da infeccdo pelo FIV. Na fase aguda da
infeccBo acontece uma diminuicdo abrupta na contagem de LT CD4*
concomitante com uma viremia elevada. Posteriormente na fase assintomatica o
nimero de LT CD4* é reestabelecido. Ao longo dos anos observa-se uma
diminuicdo progressiva dos linfécitos T CD4* e uma vigorosa resposta imune
celular que controla a replicacdo viral. Na fase terminal, a resposta esta
caracterizada por uma exaustdo imune, com queda na contagem de LT CD4*, LT
CD8*, e no nivel de anticorpos.

Adaptado de Lecollinet; Richardson (2008), Weiss (1993).

Na fase aguda, com duracéo de 4 a 8 semanas, a replicacdo no inicio da infeccéo
acontece em células dendriticas, macr6fagos e LT CD4*. Assim, a viremia é detectada na
segunda semana pés-infecgdo (p.i.) e 0 pico € observado entre a oitava e décima segunda
semana, levando a disseminagéo do virus no organismo (HARTMANN, 1998; HOSIE et
al., 2009; LECOLLINET; RICHARDSON, 2008; TANIWAKI; FIGUEIREDO;
ARAUJO, 2013). Ap6s a segunda semana p.i., os linfécitos citotéxicos T CD8*
especificos podem ser detectados antes da soroconversdo (TANIWAKI; FIGUEIREDO;
ARAUJO, 2013). Os anticorpos anti-TM (transmembrana), CA (capsideo) e MA (matriz)
sdo detectados entre a segunda e a oitava semana (HOSIE, et al., 2009; LECOLLINET;
RICHARDSON, 2008; TANIWAKI; FIGUEIREDO; ARAUJO, 2013). Durante a fase
inicial da infeccdo, os animais manifestam sintomatologia leve e transitoria, tais como:
febre, linfadenopatia generalizada, letargia, enterite e gengivite/estomatite, dermatite,
conjuntivite, doenca do trato respiratorio e perda de peso. Esse periodo é caracterizado
por uma carga viral elevada e neutropenia (HARTMANN, 2012).

A resposta imune celular e humoral desenvolvida ndo é suficiente para eliminar o

virus do organismo, mas reduz a carga viral plasmatica, marcando o inicio da fase
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assintomatica (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008; TANIWAKI, FIGUEIREDO;
ARAUJO, 2013) Esta etapa pode durar varios anos dependendo da patogenicidade da
cepa, exposicdo a patdgenos secundarios, idade do animal no momento da infeccdo. No
entanto, a diminuicéo gradual das células CD4" e a inversdo na relagdo CD4*:CD8" levam
ao desenvolvimento paulatino da imunodeficiéncia (HARTMANN, 1998; HOSIE, et al.,
2009; LECOLLINET; RICHARDSON, 2008; TANIWAKI; FIGUEIREDO; ARAUJO,
2013).

A fase terminal caracteriza-se pela sindrome da imunodeficiéncia felina (FAIDS),
que cursa com uma severa imunossupressao, diminuicdo dos anticorpos circulantes e
aumento da carga viral. Esta etapa cursa com linfadenopatia, definhamento e infecgdes
secundarias cronicas e pode levar ao 6bito em poucos meses. Ocasionalmente ocorrem
neoplasias e doenga neuroldgica (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008; TANIWAKI;
FIGUEIREDO; ARAUJO, 2013) Mesmo apresentando tais condi¢cdes de salde, os
animais nesta fase podem retornar a uma fase assintomatica na possibilidade de
tratamento e cuidado apropriado. No entanto, mais de 50% dos gatos infectados ndo
manifestam uma imunodeficiéncia severa e, com cuidados apropriados, podem
sobreviver varios anos (HARTMANN, 2012).

2.1.4 Diagnostico

O diagndstico presuntivo se faz baseado na anamnese, sintomas clinicos e
observacao de anormalidades hematoldgicas. Neutropenia, trombocitopenia e anemia ndo
regenerativa estdo associadas a infeccdo pelo virus. J& a presenca de monocitose e
linfocitos e esta associada as infec¢Ges secundarias (HARTMANN, 2012). A confirmagéo
se faz por métodos diretos como isolamento viral ou por métodos indiretos como reagao
em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo de DNA ou RNA, imunocromatografia,
ELISA e Western Blot para deteccdo de anticorpos (teste Gold Standar) (HOSIE, M. J. et
al., 2009; HOSIE, M. J.; BEATTY, 2007; LEVY, J. et al., 2008).

O ensaio mais usado na rotina diagndstica é comercializado na forma de um Kit.
O SNAP COMBO® anticorpo FIV/antigeno FeLV (IDEXX, 2016); é um teste rapido
cujas sensibilidade e especificidade sdo de 93.5% e 100% respetivamente. A confirmacéo
pode ser realizada por PCR, isolamento viral e Western Blot. No entanto, estas técnicas
séo utilizadas mais frequentemente em pesquisa (HOSIE et al., 2009; RAVI et al., 2010).
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2.1.5 Tratamento

Devido a varia¢do dos sintomas e niveis de imunossupressao entre os animais
infectados, é necessario realizar avaliacdo adequada e assim tratamento de acordo com a
sintomatologia ou condicdo fisica do animal. Quando é identificada uma doenca
infecciosa bacteriana secundaria, a administracdo de antibidticos especificos € indicada.
Em algumas situacBes tratamento prologando ou uso de varios farmacos pode ser
necessario (LAPPIN, 2014).

Atualmente a legislacdo brasileira ndo permite a prescricdo de antirretrovirais
pelos médicos veterinarios (BRASIL, Portaria No. 344, de 12 de maio de 1998). O
tratamento antirretroviral é eficaz e indicado por reduzir a carga viral e melhorar o estado
clinico do animal, proporcionando assim uma melhor qualidade de vida ao paciente. Um
estudo demonstrou uma melhora considerdvel dos sintomas de estomatite em animais
tratados com antirretrovirais, o que diminuiu a sua condicéo anoréxica (GOMEZ, et al.,
2012). No entanto, nem todos os farmacos usados em humanos podem ser usados em
felinos domésticos, ja& que alguns podem ser altamente tOxicos para essa espécie
(LAPPIN, 2014).

2.1.6 Prevencdo

A prevencdo estd baseada em evitar a exposicdo de animais negativos e a
disseminacéo do virus a partir de animais positivos. E recomendavel restringir o acesso a
rua, tanto dos animais positivos quanto dos negativos. A castracdo reduz a possibilidade
de brigas entre animais e, assim, a transmissdo do virus, ja que os animais castrados sao
menos agressivos e itinerantes do que os inteiros. E importante testar qualquer animal a
ser introduzido em um grupo e, em casos de abrigo, manter os animais positivos separados
dos negativos (LAPINN, 2014; CORNELL FELINE HEALTH CENTER, 2014).

Uma vacina esta disponivel (Fel-O-Vax®, Boehringer Ingelheim), embora ndo no
Brasil. A vacina tem uma eficacia de 68%, sendo seu uso questionado (YAMAMOTO;
PU; SATO, 2007). A vacina contém virus inativados dos subtipos virais A e D, no entanto
um estudo mostrou uma reacdo protetora contra o B (PU et al., 2005; HOSIE; BEATTY,
2007).
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2.2 Biologia molecular do virus da imunodeficiéncia felina

2.2.1 Classificacdo, caracterizacdo molecular e estrutural

O FIV pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Lentivirus (INTERNATION COMMITTE ON TAXONOMY OF VIRUSES; 2016.) O
género Lentivirus causa infeccbes em humanos (HIV), bovinos (virus da
imunodeficiéncia bovina- BIV), ovinos e caprinos (virus da encefalite e artrite caprina -
CAEV), primatas (virus da imunodeficiéncia dos simios - SIV), equinos (virus da anemia
infecciosa dos equinos — EIAV) e felinos (virus da imunodeficiéncia felina - FIV)
(STOYE et al, 2012).

O genoma viral € composto de duas fitas de RNA lineares de polaridade positiva
ndo complementares protegidas pelo nucleocapsideo (NC). O capsideo protege as
proteinas e 0 genoma viral, este por sua vez se encontra protegido pela proteina da matriz
(MA) e finalmente pelo envelope viral, o qual contém as glicoproteinas de envelope de
transmembrana (TM) e de superficie (SU). A particula viral contém ainda as enzimas
transcriptase reversa (RT), a integrase (IN) e a protease (PR), necessarias para 0 processo
replicativo (Figura 3) (STOYE et al, 2012).

Proteina de Superficie (SU) RNA gendémico

Proteina de
Transmembrana (TM)

Bicamada lipidica

Protease (PR) Inegrase (IN)

Matriz (MA)

Nucleocapsideo (NC) .\ Transciptase

Reversa (RT)
Capsideo (CA)

Figura 3. Estrutura do virion HIV (modelo de estudo dos retrovirus). O envelope viral
conformado pela bicamada lipidica e as proteinas estruturais de superficie (SU) e
transmembrana (TM). No interior, proteinas estruturais de matriz (MA) e do capsideo (CA),
duas fitas de RNA ndo complementares cobertas pelas proteinas do nucleocapsideo (NC).
Proteinas ndo estruturais: protease (PR), integrase (IN) e transcriptase reversa (RT).
Adaptado de: Flint et al., 2015
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As fitas de RNA séo poliadeniladas (poli A) na extremidade 3°, possuem uma
estrutura m7 GTPcap na 5’ ¢ estdo associadas por complementariedade a uma molécula
de RNA transportador (tRNA) na regido primer binding site (PBS). Duas regides curtas
de sequéncias repetidas (R) se localizam a jusante regido cap e a montante da regido poli
A respetivamente (DELVIKS-FRANKENBERRY et al., 2011; FLINT et al., 2015; HU;
HUGHES, 2012).

Regides Unicas, conhecidas como U5 e U3, se localizam a jusante e a montante
das regides R da extremidade 5’ ¢ 3°, respectivamente. Em seguida se encontra a regido
PBS, seguida pela sequéncia de empacotamento “Packaging Signal y” (psi,) e juntas se
encontram a jusante da U5. As regides leader e codificante se localizam entre as regides
unicas. Uma regido rica em purinas “polypurine tract” (PPT) esta localizada no final da
regido genémica a montante da U3 (STOYE et al, 2012; COSTA et al, 2015).
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Figura 4. Organizagdo gendmica do virus da imunodeficiéncia felina. Organizacdo gendémica em sentido
57-3": C (Cap), R (regido repetida), U5 (regido Unica 5’), PBS (tRNA primer binding site), v (sequéncia de
empacotamento psi), genes gag, pol, vif, OrfA, rev e env. PPT (polypurinetract), U3 (regido unica 3°), R
(regido repetida), cauda poli A.
Adaptado de: Zielonka (2011).

Os retrovirus codificam trés genes principais: env, gag e pol. O gene env
(envelope) codifica duas glicoproteinas de envelope: superficie e transmembrana (SU e
TM respetivamente) que estdo presentes na membrana da célula infectada, e nos virions
(AFFRANCHINO; GONZALEZ, 2014; LECOLLINET; RICHARDSON, 2008;
PANCINO et al., 1993). O gene gag (group antigens) codifica para precursores proteicos
que sdo clivados por proteases virais para produzir as proteinas estruturais de matriz,
capsideo e nucleocapsideo (MA, CA e NC, respetivamente). O gene pol (polymerase)
codifica as proteinas ndo estruturais necessarias para a replicacdo e montagem do virus:
protease, ribonuclease H/transcriptase reversa, integrase e desoxiuridinatrifosfatase (PR,
RH/RT,IN e dUTPase) (FLINT et al., 2015).

Trés genes acessorios estdo presentes no genoma do FIV e sdo responsaveis por
codificar proteinas com importantes funcGes na expressdo génica, infectividade e
replicacdo viral, estas sdo: vif (viral infectivity factor), orfA e rev (STICKNEY;
DUNOWSKA; CAVE, 2013; TROYERet al., 2013) (Figura 4).
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2.2.2 Mecanismo intracelular de replicacéo

A familia Retroviridae, agrupa virus RNA com duas caracteristicas replicativas
Unicas: a transcrigdo reversa de uma fita simples de RNA (ssRNA) em uma fita dupla de
DNA (dsDNA) e sua integracdo no DNA cromossomal do hospedeiro (STOYE et al.,
2012). Uma caracteristica importante dos retrovirus é sua variabilidade que se deve, em
parte, ao processo de transcricdo reversa. Neste processo sdo inseridas e acumuladas
mutacdes pontuais a cada novo ciclo de replicagdo como resultado da baixa fidelidade da
RT aliada a auséncia de atividade de proof-reading (correcdo de erros) (PRESTON;
DOUGHERTY, 1996). As mutacdes também podem ser causadas pela atividade de
fatores antivirais do hospedeiro como a proteina APOBEC3 (CHIU; GREENE, 2006). A
replicagéo se divide em infeccdo e entrada, desnudamento, transcri¢ao reversa, integracao
do provirus, sintese de proteinas, montagem e brotamento (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo replicativo dos retrovirus.
Adaptado de: Flint, et al., (2015).
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O inicio da replicacéo inicia quando o FIV entra em contato com células CD134".
Principalmente com LT CD4", no entanto, a replicacdo também acontece em células
dendriticas, e macréfagos (TANIWAKI; FIGUEIREDO; ARAUJO, 2013). Durante esse
processo a glicoproteina SU do virus entra em contato com uma regido de ligacdo do
receptor (RBS ou receptor binding site) do receptor CD134. Isto gera uma mudanga
conformacional na glicoproteina viral que permite a interacdo dela com o co-receptor
celular (CXCR4) e, consequentemente, a fusdo do envelope viral com a membrana celular
(PASERVAL, 2004) (Figura 6). O virion € internalizado e desnudado, liberando o
genoma viral no citoplasma (FLINT et al., 2015).
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Figura 6. Processo de fusdo de membranas entre 0 HIV (modelo de estudo de retrovirus) e célula.
Para o HIV o receptor é 0 CD4. N
Fonte: http://questiongene.com/researching-hiv

A seguir tem inicio a transcricdo reversa por acdo da RT (Figura 7). Neste
processo, um DNA dupla fita ou provirus, é sintetizado a partir do RNA genémico viral.
A enzima RT possui atividade de DNA polimerase e pode utilizar tanto um molde de
DNA quanto de RNA. A RT também tem atividade RNase H, que degrada o RNA
unicamente quando se encontra hibridizado com DNA. Inicialmente, a RT sintetiza um
DNA complementar (cDNA), que é fita simples negativa (ssSDNA-), utilizando como
iniciador um RNA celular ligado por complementaridade na regido PBS do genoma viral.
O primeiro cDNA sintetizado corresponde as regides U5 e R na extremidade 5°, regido
conhecida como Strong Stop DNA. Sendo uma dupla RNA/DNA; a atividade RNAse H
degrada o RNA hibridizado e expde o cDNA recém-formado (HU; HUGHES, 2012).


http://questiongene.com/researching-hiv
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Figura 7. Etapas da transcricdo reversa. A atividade RNase H da RT est4
indicada por “RNaseH”, a linha pontilhada indica a hidrélise do RNA. Fonte:
llina (2012)

Devido as regides R serem idénticas nas extremidades 5’ ¢ 3°, o CDNA na regido
R da extremidade 5’ hibridiza por complementariedade na regido R da extremidade 3’,
mecanismo conhecido como primeira transferéncia da RT. Apos esta transferéncia, a
sintese do cDNA continua ao longo do genoma, junto com a degradagdo do RNA molde
correspondente. No entanto, a regido PPT é resistente a esta degradagdo, e em
consequéncia serve como iniciador para a sintese da fita positiva de DNA (ssSDNA+).
Nessa etapa a RT copia também os primeiros nucleotideos do tRNA, sendo substrato da
RNAse H. A medida em que a sintese do cDNA se aproxima da extremidade 5°, a regi&o
PBS ¢ copiada. A extremidade 3’ do sSSDNA+ contém também uma regido PBS produto
do molde de tRNA. Estas duas hibridizam por complementaridade (segunda transferéncia
da RT) e a sintese de DNA estende-se nas duas fitas cDNA (ssDNA-) e ssDNA+ (HU;
HUGHES, 2012).

O processo de transcri¢do reversa gera um DNA proviral maior do que o RNA

viral, uma vez que as duas extremidades do DNA viral contém sequéncias tanto da
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extremidade 3’ quanto da 5° do RNA (U3, R, US5). Estas regides que flanqueiam o
provirus sdo conhecidas como regides terminais longas (LTR ou Long Terminal Repeats)
e sao indispensaveis no processo da integracdo ao genoma do hospedeiro. A integracao é
mediada pela enzima integrase (IN), a qual se associa com o DNA viral e com
nucleoproteinas para ser transportado ao ndcleo como um complexo denominado
complexo de pré-integracdo (HU; HUGHES, 2012).

A integracdo acontece em duas etapas, a primeira € 0 processamento em 3’,
quando sdo removidos dois nucleotideos na extremidade 3° do DNA viral em uma regido
CA (citosina-adenina) altamente conservada. A segunda etapa é conhecida como
transferéncia da fita de DNA, na qual o DNA cromossomal é clivado e o DNA viral é
inserido no lugar da clivagem (CRAIGIE; BUSHMAN, 2012).

Uma vez integrado, o genoma proviral é replicado junto com o DNA do
hospedeiro durante os ciclos de divisdo celular. Esse provirus € um molde para a
transcricdo do RNA viral, que ird gerar tanto o RNA genémico, quanto o0 RNA
mensageiro (MRNA). Parte desses mMRNA serdo traduzidos nos precursores poliprotéicos
gag e gag-pol. Outra parte deles serd processada no nucleo para formar o mRNA da
poliproteina do envelope (Env). Esta ultima sera traduzida pelos ribossomos presentes no
reticulo endoplasmico. As proteinas séo transportadas pelo aparelho de Golgi, onde sdo
glicosiladas e clivadas por enzimas celulares para formar finalmente o complexo maduro
TM-SU que serd inserido na membrana celular. Os componentes do virion (as duas fitas
de RNA, os precursores poliproteicos gag e gag-pol, e as proteinas TM-SU) sdo montados
no interior da célula para serem liberados por brotamento. A protease viral PR, cliva 0s
precursores poliprotéicos para produzir proteinas maduras e finalmente formar a particula
viral infecciosa (FLINT et al., 2015).

2.2.3 Proteina de envelope (Env) e subtipos virais

A proteina do envelope tem uma func¢éo indispensavel na replicacéo viral por permitir
a adsorcao aos receptores e co-receptores celulares durante a primeira etapa do ciclo
replicativo (AFFRANCHINO; GONZALEZ, 2014). A proteina Env é composta por 865
aminoacidos e estruturalmente esta constituida por trimeros conectados por ligagdes ndo
covalentes das subunidades de superficie (SU) e de transmembrana (TM) (Figura 8). Estas
duas subunidades séo produto de uma clivagem pés-traducdodo precursor proteico da Env

de 130kDa, que por sua vez se origina pela remocéo do peptideo lider de uma proteina de
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150kDa inicialmente sintetizada (CHECKLEY; LUTTGE; FREED, 2011; GARG;
FULLER; TOMPKINS, 2004; SODORA et al., 1994).

Um alto grau de variabilidade entre as sequéncias gendmicas é observado no gene
env. A proteina possui nove regides hipervariaveis (Figura 8 e 9): as duas primeiras V1-
V2 localizam-se na regido lider e ndo estdo presentes na proteina madura. As regides V3-
V6 se encontram na proteina de superficie (SU) e as regides V7-V9 na de transmembrana
(TM) (ELDER et al., 2008; LECOLLINET; RICHARDSON, 2008; PANCINO et al.,
1993; SODORA et al., 1994).
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Figura 8. Representacdo bidimensional das proteinas do envelope do
FIV com suas respetivas regides hipervariaveis. Quatro presentes na SU
(V3-V6), trés presentes na TM (V7-V9).
Fonte Lecollinet S.; Richardson J., 2008.
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Figura 9. Regides variaveis da proteina do envelope. Na parte superior, observa-
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Por outro lado, a proteina do envelope esta submetida a uma grande pressdo de
selecdo por constituir-se na camada mais externa do virion e pelo fato de possuir epitopos
importantes. Tais epitopos sdo reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, e sua
variabilidade propicia uma elevada taxa evolutiva para o gene. Para isso contribuem
também os eventos de recombinacdo, conferindo ao virus um mecanismo de evasao
imune importante. Em virtude disto, durante o curso da infeccdo viral existe uma
interacdo complexa entre mutacao, replicacao e selecdo; a elevada variabilidade aumenta
a possibilidade do virus se manter na natureza. 1sso ocorre porque uma parte da populacéo
viral escapa a pressdo seletiva pela dificuldade de montar uma resposta eficiente e
duradoura a infeccdo (DELVIKS-FRANKENBERRY et al., 2011; HAYWARD;
RODRIGO, A. G., 2010; PANCINO et al., 1993; PRESTON; DOUGHERTY, 1996;
STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE, 2013).

As recombinagdes acontecem mais frequentemente no gene env (HAYWARD;
RODRIGO, A. G., 2010) e com elevada frequéncia quando existe uma superinfeccao
mesmo com subtipos idénticos sendo, neste caso, eventos de dificil documentacéo.
Durante a transcri¢do reversa acontecem dois eventos obrigatorios em que a RT se separa
do molde para se ligar de novo em outro lugar do RNA (Figura 7) isto pode facilitar a
troca de molécula molde de RNA. Alem disso, a troca de molde também pode estar sendo
influenciada pelas atividades da polimerase e RNase H da RT, pois durante a sintese do
DNA este fica exposto ao mesmo tempo que o RNA molde estd sendo degradado do
hibrido DNA:RNA. Esse processo facilita a troca de molécula molde de RNA pela RT
(COFFIN, 1979; HAYWARD; RODRIGO, A. G., 2010; HWANG; SVAROVSKAIA;
PATHAK, 2001). Contrariamente ao env, 0s genes gag e pol sdo mais conservados e
alteracGes nucleotidicas nestes genes poderiam causar comprometimento da funcéo
destas enzimas, trazendo consequéncias deletérias para o virus (GREENE et al., 1993;
STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE, 2013).

Até hoje foram descritos sete subtipos para FIV (Figura 10). Os subtipos foram
estabelecidos com base em analises filogenéticas da regido V3-V5 do env (HAYWARD;
RODRIGO, 2010; KAKINUMA et al., 1995; PECORARO et al., 1996; SODORA et al.,
1994) e gag.(DUARTE, A. et al., 2002; HAYWARD; RODRIGO, A. G., 2008, 2010;
KAKINUMA et al., 1995; REGGETI; BIENZLE, 2004; STEINRIGL; KLEIN, 2003). O
gene pol também foi utilizado em alguns estudos (CARPENTER, Margaret A et al., 1998;
HAYWARD; RODRIGO, A. G., 2008).
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Os subtipos mais disseminados geograficamente sdo o A, B e C (HAYWARD;
RODRIGO, A. G., 2008). O subtipo B ja foi identificado nos Estados Unidos, Canada,
Argentina, Japdo, Italia, Australia, Alemanha (KANN et al., 2006; PECORARO et al.,

1996; REGGETI,

BIENZLE, 2004; STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE, 2013,

WEAVER, 2010). No Brasil, as amostras de FIV até o presente identificadas pertencem

ao subtipo B (nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul
e Distrito Federal) (CAXITO et al., 2006; MARCOLA et al., 2013; MARTINS et al.,
2008; SILVA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2010).
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Ja o subtipo D foi detectado unicamente no Japdo, Vietnd e Tailandia
(KAKINUMA et al., 1995; NAKAMURA et al., 2003). Na Argentina foi reportada a
ocorréncia do subtipo E (PECORARO, M. R. et al., 1996). A classificacdo do subtipo F
ndo esta clara; inicialmente foi descrito no Texas, Estados Unidos, (WEAVER et al.,
2004) mas em 2006 foi reclassificado como um subclado do subtipo B e outras sequéncias
de origem portuguesa foram classificadas como subtipo F (DUARTEzet al., 2006). Por
ultimo, sequéncias da Nova Zelandia foram identificadas como um subtipo novo
“desconhecido”: U-NZenv (HAYWARD; RODRIGO, A. G., 2008; HAYWARD;
TAYLOR, J.; RODRIGO, A. G., 2007). No entanto, os subtipos U-NZenv e 0 novo
subtipo F de Portugal estdo relacionados como grupos irmaos na hipotese filogenética
segundo Hayward e Rodrigo (HAYWARD; RODRIGO, A. G., 2008).

Outras formas recombinantes em env tém sido descritas no Canada (A/B), Japao
(A/B, B/D), Nova Zelandia (A/C), e nos Estados Unidos (A/B, AI/C,
A/B/IC)(BACHMANN et al., 1997; CARPENTER,et al., 1998; HAYWARD;
RODRIGO, 2008, 2010; REGGET]I; BIENZLE, 2004). Recombinantes baseados no gene
gag foram encontrados no Canada (A/B, A/C) e Nova Zelandia (A/C) (HAYWARD;
RODRIGO, A. G., 2008, 2010; REGGETI; BIENZLE, 2004).

2.2.4 Fator de infectividade viral (Vif)

A proteina Vif é uma proteina acessoria presente em todos os lentivirus, com
excecdo do EIAV (ROSE et al., 2004; TOMONAGAT; MIKAMI, T., 1996). A proteina
Vif do FIV é formada por 252 aminoacidos e as sequéncias de Vif sdo altamente
conservadas em muitas linhagens de gatos domeésticos e ndo domésticos (GU et al., 2016;
TOMONAGAT; MIKAMI, 1996).

A funcdo da proteina Vif é a de contra-atacar a atividade do fator de restri¢do
APOBEC3 (A3), impedindo a encapsidacdo dela nos virions nascentes (ROSE et al.,
2004; TROYER et al., 2013; ZHANGet al., 2008). Sua descoberta foi feita em 1987,
quando foi demonstrado que o HIV com o gene vif deletado (HIV-AVif) tem uma
capacidade infectiva 1000 vezes menor do que o virus selvagem (STREBELet al., 1987).
Esta proteina é indispensavel para a replicacao viral in vivo e em células ndo permissivas
(neste caso, que expressam a A3), ja que é incorporada no virion por uma interagdo com

0 RNA viral. Na célula infectada, a Vif induz a poliubiquitinizacdo das A3, causando sua
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degradacéo pelo proteossomo (HENRIET et al., 2009; MARIN et al., 2003; SHEEHY et
al., 2002).

2.3 Fatores de restricao

Além da resposta imune humoral e celular contra retrovirus, outros fatores
proteicos de defesa ja foram descritos. Em vertebrados as células conferem fatores e vias
celulares que sdo usados pelos virus na replicagdo. No entanto, em paralelo, tais células
também expressam diversas proteinas com func¢do de “restringir” passos da replicagdao
viral. Este comportamento faz parte de uma resposta inicial de defesa contra a infeccéo,
precedendo inclusive a resposta imune inata que se denomina “imunidade intrinseca”
(POESCHLA, 2011; YAN; CHEN, 2013).

Os fatores de restricdo sao um grupo de proteinas expressas constitutivamente nas
células, cuja funcdo € de modular a infectividade, replicacdo e montagem de virions.
Além disso, podem determinar a gama de hospedeiros do virus, atuando como uma
barreira na transmissdo viral entre espécies. Os mais estudados s&o a apolipoprotein B
mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3 (APOBEC3 ou A3), a teterina,
Tripartite motif-containing protein 5 (TRIMS5a), a helicase Moloney Leukaemmia Virus
10 (MOV10) e SAM domain and HD domain-containing protein 1 (SAMHD1) (MALIM,;
BIENIASZ, 2012; ZHENG; JEANG; TOKUNAGA, 2012).

2.3.1 APOBEC3 (A3)

As proteinas A3 pertencem a superfamilia de proteinas com funcdo citidina e
deoxicitidinadeaminases, a qual também inclui: deaminase induzida por ativagéo (AID),
APOBEC1, 2 e 4 (A1, A2 e A4)(KOBAYASHI et al., 2004; ROGOZIN et al., 2005).

A descoberta das proteinas A3 ocorreu ap6s a descoberta da proteina Vif do HIV,
na tentativa de compreender 0 que estaria restringindo a infectividade do HIV-AVif.
Experimentos de fusdo celular permitiram observar que o fator de restricdo celular,
chamado inicialmente CEM15 (APOBEC3G), era o responsavel pela inibicdo (MALIM;
BIENIASZ, 2012; SHEEHY et al., 2002).

Estruturalmente, todas as proteinas APOBEC possuem dois ou trés dominios de
desaminacéo de citidina coordenados por Zinco ou dominio Z. Cada um desses dominios

apresenta a sequéncia conservada His-Xaa-Glu-Xaazs 2s-Pro-Cys-Xaaz 4-Cys, onde X



34

pode ser qualquer aminoacido (aa). O centro catalitico esta formado por uma histidina
(His) e duas cisteinas (Cys) que ligam o ion Zn+2. Ja um glutamato tem funcdo de
translocar prétons na reacdo hidrolitica de desaminacdo (HARRIS; LIDDAMENT, 2004;
IMAHASHI; NAKASHIMA; IWATANI, 2012).

O mecanismo de a¢do da A3 consiste na edicdo pos-sintese de residuos de citidina
a uridina, alterando a sequéncia de aminoacidos no DNA proviral. A enzima converte 0s
residuos de deoxicitidina (dC) a deoxiuridina (dU) na fita negativa de DNA viral,
ocasionando, consequentemente, a incorporacéo de deoxiadenina (dA), ao invés de uma
deoxiguanina (dG), na fita complementar. A consequéncia é uma mutacao de G para A
no DNA proviral, 0 que é conhecido como hipermutacdo. O DNA proviral com
hipermutacbes pode ser degradado ou integrado (Figura 11) (HENRIET et al., 2009;
PROHASKA et al., 2014; TAKAORI-KONDO, 2006).
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Figura 11. Mecanismo antirretroviral da proteina A3G. As proteinas restringem os virus HIV deficientes
Vif. A3G ¢ incorporado dentro das particulas virais recentemente formadas, ap6s da infec¢do de outras
células, A3G inibe a replicacdo viral pela desaminagdo do DNA viral (fita negativa) no processo da
transcrigdo reversa gerando hipermutacdes G—=>A no genoma proviral.

Fonte: Arias et al., 2012

Todas as proteinas A3 contém uma ou duas copias de um dominio catalitico de
zinco (Z1, Z2 ou Z3) de acordo com a composi¢do de aminodcidos. As proteinas A3
podem ser classificadas de acordo com o tipo destes dominios Z que elas contém. Estes
genes evoluiram de forma independente entre as diferentes espécies de mamiferos.
Assim, 0s genes A3 variam em numero e caracteristicas entre espécies, desta forma, os
humanos possuem sete genes, 0s equinos seis, 0s suinos dois, 0s roedores possuem um e
os felinos possuem quatro (Figura 12) (JONSSON; ANDRESDOTTIR, 2013; LARUE et
al., 2009).
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Figura 12. Representacéo esquematica dos genes A3 em diferentes espécies
de mamiferos
Modificado de Jonsson, Andrésdottir (2013)

2.3.2 APOBECS3 e Vif felinos

Em felinos existem 3 genes com motivos Z2: A3Z2a, A3Z2b e A3Z2c (similares
ao A3C em humanos) e um gene com motivo Z3: A3Z3 (similar ao A3H) (ZIELONKA;
MUNK, 2011). Esses genes ddo origem a sete transcritos com um motivo A3Z2a, A3Z2b,
A3Z2c, A3Z3 e trés transcritos originados por splicing alternativo com dois motivos Z:
A3Z2b-Z3 (com variantes A e B) e A3Z2c¢-3Z (Figural3) (MUNK et al., 2008). Em gatos
as proteinas A3Z3 e A3Z2-Z3 possuem atividade antiviral (MUNK et al., 2008; ZHANG,
etal., 2016).

A grande diversidade nos genes A3, os diferentes eventos evolutivos dos mesmos,
e a expressdo da proteina Vif pelo FIV, sdo um exemplo da co-evolucgéo virus-hospedeiro
(MUNK; WILLEMSEN; BRAVO, 2012).
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Figura 13. Representacéo das regides codificantes de A3 no cromossomo B4 do genoma de Feliscatus. Os
transcritos com os éxons traduzidos estdo representados por retangulos. Em cinza os exons pertencentes ao
dominio Z2 e em preto os pertencentes ao dominio Z3.

Fonte: Munk (2008).

Estudos recentes mostraram a existéncia de cinco polimorfismos no exon 3 do
gene A3Z3 de gatos domesticos) e foi demonstrada uma correlacdo positiva entre um dos
polimorfismos descritos (A65S) e a presenca de infeccdo por retrovirus (CASTRO et al.,
2014. Os genotipos GG e TA para 0 A65S evidenciaram uma correlagdo positiva com
maior suscetibilidade a infeccdo, in vitro. Além disso, o haplotipo mais frequente
(GGGGCT) foi associado com resisténcia a infeccdo (CASTRO et al., 2014). Utilizando
técnicas de transfeccdo em cultivo celular, foi observado que os sete haplétipos
restringem a infectividade do FIV- AVif, mas o hapl6tipo V de A3Z3 se mostrou
resistente a degradacéo pela Vif do FIV (YOSHIKAWA et al., 2016).
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Abstract

Feline Immunodeficiency virus (FIV), like other retroviruses, displays large genomic divergence
when different isolates are compared. In this study, 31 FIV positive samples of domestic cats from
Porto Alegre-RS, Brazil were used aiming at a detailed genomic characterization and a better
understanding of the molecular epidemiology of the virus in Brazil. The proviral env genes were
partially amplified, sequenced and compared with another 237 sequences from different
continents. We identified several Brazilian highly supported clades (A, B1, B2, C e D) that
suggest independent events of introduction of FIV in Brazil. Forty six reference-sequences from
the GenBank were used with our 31 sequences to infer the virus subtypes. Our sequences belong
to the subtype B and four of them result from a recombination with the previously described
subtype F. The other 27 Brazilian samples belonging to subtype B and another 47 Brazilian
sequences from the GenBank were used to estimate the time to the most recent common ancestor
of each Brazilian clade, using a Bayesian approach and a relaxed molecular clock model. The
analyses of Brazilian sequences suggests different entries of the virus in the Brazilian cat

population between 1981 and 1991.
Key words:

Feline immunodeficiency virus, subtype B, recombination, molecular clock
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1. Introduction

The feline immunodeficiency virus (FIV) is an important pathogen, with a worldwide
distribution, responsible for the feline acquired immunodeficiency syndrome (FAIDS) in
domestic cats and other members of the Felidae and Hyaenidae (Pedersen et al., 1987; Troyer et
al., 2005). The clinical disease is characterized by a progressive immunosuppression and
hyperactivation of the immune system (Taniwaki et al., 2013; Tompkins and Tompkins, 2008).
The prevalence of FIV infections is variable in the cat population, it is estimated of 1-14% in cats

without clinical signs and 50% in sick cat (Gabor et al., 2001; Hartmann, 1998; Hosie et al., 2009).

To date, seven FIV subtypes were recognized in different countries (A-F and U-NZenv),
based on the partial sequences of gag and the VV3-V5 regions of env genes (Bachmann et al., 1997;
Greene et al., 1993; Hayward and Rodrigo, 2008; Kakinuma et al., 1995; Olmsted et al., 1992;
Pecoraro et al., 1996; Pistello et al., 1997; Reggeti and Bienzle, 2004; Sodora et al., 1994; Uema
et al., 1999; Weaver et al., 2004). The V3-V5 regions encode important neutralizing epitopes and
are also important for the cellular tropism of the virus (Hosie et al., 2011, 2002; Teixeira et al.,

2010).

Retroviral variability is due to point mutations, due to the lack of proof-reading activity
of the reverse transcriptase, and recombination as a result of template-switching during reverse
transcription (Bachmann et al., 1997; Carpenter et al., 1998). Recombinant strains have been
reported in FIV, and the env gene is a frequent target for recombination (Bachmann et al., 1997;

Carpenter et al., 1998; Hayward and Rodrigo, 2010, 2008; Reggeti and Bienzle, 2004).

Previous studies in Brazil showed the circulation of subtype B in S&o Paulo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro and Distrito Federal (Caxito et al., 2006a, 2006b; Martins et al., 2008; Teixeira et
al., 2010, 2007). To date, previous analyses of the Brazilian samples, based on sequences of V3-
V4 regions, allowed their classification as FIV-B (Caxito et al., 2006b; Martins et al., 2008;

Medeiros et al., 2012; Teixeira et al., 2010). A deeper phylogenetic analysis of Brazilian samples
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is important in order to understand the molecular epidemiology history of the virus in Brazil

(Bachmann et al., 1997; Sodora et al., 1994; Steinrigl et al., 2010).

2. Theory

There are few studies on the epidemiology of the FIV in Brazil and only few sequences
around the word available to understand the dynamic of virus infections. Our objective is to
analyse FIV samples collected from infected cats in Rio Grande do Sul State and through a

phylogenetic approach we aim to understand de FIV epidemiology in Brazil.

3. Methods

3.1 Samples

Peripheral blood of domestic cats was collected at the Hospital de Clinicas
Veterinarias/Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) between 2012 and 2016
(Figure S2). The extraction of DNA was performed using buffer-saturated phenol and the samples
were stored at -20C. The inclusion criteria for the samples was positive diagnosis for FIV
infection by SNAP FIV/FeLV Combo Test Idexx or PCR (results not shown). Thirty-one positive
samples were used for the study (Table S1). Animals were non-pedigree cats, characterized by
being a genetically heterogeneous population. The informed consent was given to the owners and
all the study protocols were approved by the ethic committee of the university

(CEUA/UFRGS/project number 29749).
3.2 Nested PCR

FIV provirus DNA was submitted to a nested polymerase chain reaction (PCR), in which
the FIV env region was the gene target. The first round of PCR included the primers:

VIF_FIV_PF: 5’-CTTCCTGAAGGGGATGAGTG-3’ and ENV_PR 5’-
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CCTARTTCTTGCATAGCRAAAGC-3’. Second round of PCR was developed with ENV2-
3 PF: 5’-GAATGAGACTATAACAGGAC-3’ and ENV2-3 PR: 5’-
CAAGACCAATTTCCAGCAAT-3’. The final PCR product length with 831pb was sequenced
using BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). The generated
chromatograms were then assembled into contigs and visually inspected using Geneious®

software (version 9.0.1).

3.3 Sequence Subtyping

In addition to the sequences generated in this study, forty-six reference-sequences of FIV
subtypes A to F (Table S2) were selected from the  GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Final alignment (31 new sequences and 46

references) were generated using MUSCLE (Edgar, 2004).

In order to infer the sequence subtype, a Maximum Likelihood (ML) phylogeny was
inferred in PhyML (Guindon et al., 2005) incorporating the best-fitted nucleotide substitution
model (GTR+4T") as determined in MEGAG6 (Tamura et al., 2013). The approximate likelihood-
ratio test (aLRT) based on Shimodaira-Hasegawa-like procedure were used to assess confidence
in topology (Anisimova and Gascuel, 2006). The maximum likelihood phylogenetic tree was
draw using FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2009). Sequences presenting phylogenetic uncertainty in
the subtype assignment were submitted to bootscanning analysis using Simplot 3.5.1 (Lole et al.,
1999). The Kimura 2-parameter model was used as a distance model on a sliding window of 200
nt by increments of 20 nt. Only high-supported FIV subtype B (FIV-B) sequences were included

in subsequent analyzes.

3.4 Brazilian FIV

All available American FIV subtype B sequences from env gene were downloaded from
the GenBank. In addition, year of isolation, host specie and geographical information about the
samples were also retrieved from the GenBank or directly from the study describing the sequence.

To understand the Brazilian phylogenetic relationship with global variants, we included a random
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number of sequences (chosen by phylogenetic means) of each non-American country available at

the GenBank. All sequences analyzed in this study were obtained from domestic cats.

The final alignment included 237 sequences comprehending samples from Asia, Americas
and Europe. After submission to MUSCLE, a Maximum Likelihood (ML) phylogeny was inferred

in PhyML using the same criteria described above (Figure S1).
3.5 Dating Transmission Events

In addition to the 27 sequences (pure subtype B) generated in this study (Table S1), 47
Brazilian samples downloaded from the GenBank (Table S3) were aligned together to create a
Brazilian dataset. In order to estimate the time to the most recent common ancestor (Tmrca) Of each
Brazilian clade, dated phylogenies were reconstructed using a Bayesian MCMC method
implemented in BEAST v1.8.3 (Drummond and Rambaut, 2007). The Bayesian analyses assumed
an uncorrelated lognormal relaxed molecular clock under the GTR+I+T" nucleotide substitution
model and non-parametric Bayesian skyline plot. Due to the low temporal signals of the datasets,
the use of the evolutionary rate as normal mean prior was required (Beczkowski et al., 2015). The
MCMC chain were run for 3.0 x 108 chain steps on the CIPRES Science Gateway and the
convergence was evaluated in TRACER v1.5 excluding an initial 10% for burn-in (Miller et al.,
2011; Rambaut and Drummond, 2007). Maximum clade credibility trees (MCC) were
summarized using TreeAnnotator v1.8.3 and the resulting tree was visualized with FigTree
v.1.4.3. Uncertainty in parameter estimates are reflected in the 95% highest probability density

(HPD) values.

4. Results

4.1 Amplification and sequencing
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Genomic DNA was extracted using blood samples from 31 FIV positive cats. A nested
PCR was used to amplify an 831pb proviral fragment of env gene which spans the C4 -V4 region.

Such region was sequenced and used for the phylogenetic analyses.
4.2 FIV subtype B and recombinant samples B/F

Nucleotide sequences have been deposited in the GenBank database with accession
numbers MF062039-MF062069. All 31 FIV samples analyzed here belonged to subtype B.
However, four sequences showed a different clustering pattern (Figure 1). Such samples were
further submitted to bootscan analyses on a sliding window of 200 nt by increments of 20 nt.
Using reference-sequences of each subtype from the GenBank, these analyses indicate that these
four samples result from recombination events between B and F FIV subtypes (Figure 2). The
additional 27 samples belong to the subtype B and were subsequently used for the further

analyses.
4.3 Phylogenetic analyses and Brazilian clades

In order to understand the origin of the FIV-B Brazilian epidemic, we submitted a dataset
including 237 sequences belonging to subtype B (comprehending samples from South America,
Asia, Americas and Europe) to ML phylogenetic inference. The resulting tree shows the existence
of five main Brazilian clades (Figure S1, clades A, B1, B2, C, and D). Clade A is predominantly
composed of sequences sampled in Rio de Janeiro and encompasses eight sequences from Rio
Grande do Sul (all generated in this study). Clades B1, B2, C, and D are, on the other hand, mainly

composed of sequences from Minas Gerais.

A Bayesian approach allowed the inference about temporal trends of the FIV-B in the
Brazilian cat population (Figure 3). Seventy-four FIV-B sequences from Brazil were aligned
together and submitted to BEAST v1.8.3. The median estimated evolutionary rate for the env
region was 1.3x107 subst/site per year; similar to that previously estimated for FIV (Beczkowski

et al., 2015). The dense sampling of Brazilian sequences and the consistent formation of clades,
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suggest several different entries of FIV in the cat population between 1981 and 1991 (1929-1996)

(Figure 3).

Discussion

Feline immunodeficiency is an important viral disease in cat population worldwide. In
South America the prevalence and the molecular epidemiology of the virus has not been well
evaluated and the studies are sparse (Teixeira et al., 2012). In Brazil just a few molecular
epidemiology studies have been performed and to date all Brazilian samples belong to subtype B

(Caxito et al., 2006a, 2006b; Martins et al., 2008; Teixeira et al., 2010, 2007).

In this study, only FIV positive samples, tested previously by PCR and/or by the SNAP
Combo FeLV Ag/FIV Antibody Test (IDEXX), were used. Thirty-one samples of FIV positive
cats were used to amplify a fragment of env. A nested PCR was performed to increase the
sensitivity of amplification using in the first reaction a high-fidelity polymerase to amplify an
approximately 3Kb long fragment. The final fragment (831bp long) includes the V3 region that
is used for subtype classification. V3 is the major immunodominant region of env with an
important epitope for the interaction with the cell co-receptor (de Parseval et al., 2006). The
sequencing results revealed that all samples from this study belong to subtype B, which
corroborates with previous studies performed in different regions of Brazil (Caxito et al., 20063,

2006b; Martins et al., 2008; Teixeira et al., 2010, 2007).

In addition, as four out of the 31 samples analysed clustered together but differently from
the other samples of this study, further analyses were performed in order to check the possibility
of recombination between subtypes, a well-known phenomenon in retroviruses and reported in
FIV strains (Hayward and Rodrigo, 2010, 2008; Negroni and Buc, 2001; Reggeti and Bienzle,

2004). Indeed, the bootscan analyses showed that these four samples (78A, 54AC, 9C and 18C)
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are probably the result of recombination events between subtyped B and F (Figure 1), a subtype

that was described initially in Texas, United States (Weaver et al., 2004).

This study suggests, for the first time, the occurrence of a recombinant FIV in Brazil, here
a recombinant between subtypes B and F, and indicates that other recombinants might circulate
in FIV infected cats in Brazil. Such results highlight the importance of molecular epidemiology
studies, as the occurrence of recombinants may impact the development of the epidemic and/or
severity of the disease, as well as control measures (Hayward and Rodrigo, 2010; Weaver et al.,
2004). The analyses performed here clearly showed the existence of several Brazilian clades,
which possibly represent different entries of the virus in the country. Such independent entries, in

addition to recombination, are probably the main players of genetic diversity of FIV in Brazil.

The evolutionary rate for env was previously estimated in 1.16x107, similar to the one find
here. This is twice or three times higher than the estimated for env gene of the FIV in the cougar
(Biek et al., 2003) probably because the FIV origin in domestic cats is most recent (Hayward and
Rodrigo, 2010). The Brazilian subtype B has emerged between 1981 and 1991, a few years before
the first reports in the country (Hagiwara et al., 1993). Nonetheless, because of the limited number
of sequences available to date, a broader analysis, using more sequences obtained from different
dates would be valuable to confirm the results presented here. The lack of sequences from other
regions of Brazil prevented the formulation of any hypothesis about the development of FIV

epidemics in other regions of the country.

Minimize the risk factors in order to avoid the virus dissemination is required. Strategies
of sterilization and restriction of the free access of the cats to the street are important. Moreover,
the knowledge of the circulating strains by molecular studies are important in order to implement
adequate vaccination programs (Levy et al., 2008). The epidemiology of the infectious disease in
animals, are influenced by human practices and currently the globalization and the increase of cat
owners may enable the movement of the animals and viruses. In conclusion, the results presented
here shows for the first time the recombinant strains B/F and the dating of the FIVV-B in the world

and in Brazil, bringing light to the knowledge on molecular epidemiology of FIV infections in
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Brazil elsewhere. However, these are preliminary results which can be boosted with a larger

number of samples from different regions of the country.
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Figure 1. Maximum likelihood phylogenetic tree of 77 FIV env sequences of six subtypes (A-

F). Branches are colored according to the subtype of each sequence (indicated by gray lines).

Bolded tips mark the sequences generated in this study. The * indicates recombinant sequences

(Figure 2). aLRT value is indicated only at key nodes. The branch lengths are drawn to scale with

the bar at the bottom indicating nucleotide substitutions per site.
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same as those included in Figure 1 (Table S2).
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Supporting Information

Table S1. Identification of the domestic cats samples used in this study, in Porto Alegre-RS,
Brazil, between 2012 and 2016, GenBank accession numbers, dates of collection and references

of the Figure 3.

AcceSsei}Qr?&r:;nber Sample  Year of collection Fig. 3 reference
MF062039 54AC 2012 54ACRS12
MF062040 78A 2014 78ARS14
MF062041 88A 2014 88ARS14
MF062042 176A 2015 176ARS15
MF062043 8B 2014 8BRS14
MF062044 38B 2014 38BRS14
MF062045 43B 2014 43BRS14
MF062046 51B 2014 51BRS14
MF062047 71B 2014 71BRS14
MF062048 76B 2014 76BRS14
MF062049 1C 2016 1CRS16
MF062050 3C 2016 3CRS16
MF062051 5C 2016 5CRS16
MF062052 9C 2016 9CRS16
MF062053 14C 2016 14CRS16
MF062054 16C 2016 16CRS16
MF062055 17C 2016 17CRS16
MF062056 18C 2016 18CRS16
MF062057 33C 2016 33CRS16
MF062058 27990 2016 27990RS16
MF062059 1551 2011 1551CRS11
MF062060 1751 2011 1751RS11
MF062061 D93 2011 D93RS11
MF062062 FIVFeLV 2011 FIFELVRS11
MF062063 H345 2011 H345RS11
MF062064 9VR 2012 9VRRS12
MF062065 19C 2016 19CRS16
MF062066 20C 2016 20CRS16
MF062067 23VR 2012 23VRRS12
MF062068 24VR 2012 24VRRS12

MF062069 54VR 2012 54VRRS12
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Table S2. Sequences used in this study, accession number, country of origin and subtype.

GenBank Accession

Number Country Subtype
D37813 Japan A
D67052 Japan A
DQ873730 South Africa A
L06312 France A
M25381 United States A
M36968 United States A
M73964 United States A
u02404 North America A
X57001 Switzerland A
X60725 Netherland A
X69494 United Kingdom A
X69496 United Kingdom A
X69497 United Kingdom A
AB010397 Japan B
AY221627 Canada B
AY621094 United States B
D37812 Japan B
D37814 Japan B
D37816 Japan B
D67064 Japan B
D84497 Japan B
u02418 United States B
U11820 United States B
X69501 Italy B
X69502 Italy B
AB016025 Taiwan C
AB016026 Taiwan C
AB016027 Taiwan C
AB016028 Taiwan C
AFA474246 Canada C
U02392 North America C
U02393 North America C
U02394 North America C
U02395 North America C
U02397 North America C
AB010400 Japan D
D37811 Japan D
D84496 Argentine E



D84498
D84500
AY139097
AY139098
AY139101
AY139102
AY139103
u02422

Argentine
Argentine
United States
United States
United States
United States
United States
North America

M T T M 71 T mm
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Table S3. Sequences of Brazilian FIV of domestic cats, accession number and state of origin

used for the analyses.

GenBank Accession

State of Isolation

Number
DQ177157 Minas Gerais
DQ177158 Minas Gerais
DQ177159 Minas Gerais
DQ177160 Minas Gerais
DQ248884 Minas Gerais
DQ248885 Minas Gerais
DQ641681 Minas Gerais
DQ641682 Minas Gerais
DQ641683 Minas Gerais
DQ865446 Minas Gerais
DQ865447 Minas Gerais
DQ865448 Minas Gerais
DQ865449 Minas Gerais
DQ865450 Minas Gerais
DQ865451 Minas Gerais
DQ865452 Minas Gerais
DQ865453 Minas Gerais
DQ865454 Minas Gerais
DQ865455 Minas Gerais
DQ865456 Minas Gerais
FJ374695 Minas Gerais
FJ374696 Minas Gerais
FJ374697 Minas Gerais
EU375594 Rio de Janeiro
EU375595 Rio de Janeiro
EU375596 Rio de Janeiro
EU375597 Rio de Janeiro
EU375598 Rio de Janeiro
EU375599 Rio de Janeiro
EU375600 Rio de Janeiro
EU375601 Rio de Janeiro
EU375602 Rio de Janeiro
EU375603 Rio de Janeiro
EU375604 Rio de Janeiro
EU375607 Rio de Janeiro
EU375608 Rio de Janeiro
EU375609 Rio de Janeiro
EU375610 Rio de Janeiro
EU375611 Rio de Janeiro
EU375612 Rio de Janeiro



EU375613
EU375614
EU375615
EU375616
JN836282
JN836285
JN836288

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
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Figure S1. Maximum likelihood phylogenetic tree of 237 FIV subtype B env sequences from
around the world. Branches are colored according to the geographic origin of each sequence as
indicated at the legend (bottom right). Positions of the five major Brazilian clades are indicated
by gray lines. Tips marked with a green square represent sequences generated in this study. The
tip indicated by a green arrow shows the only Argentinean sequence (the only non-Brazilian South
American sequence). The * indicates key nodes with an aLRT support value greater than 0.85.
Tree were rooted using FIV subtype A reference sequences. The branch lengths are drawn to scale

with the bar at the bottom indicating nucleotide substitutions per site.
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1. Abstract

We studied the correlation between the APOBEC A3Z3 haplotypes in domestic
cat and the frequency of hypermutations in the FIV vifand env genes. The genes vif,env
and exon 3 from A3Z3 were amplified and sequenced from naturally infected cats in Porto
Alegre-RS, Brazil. The sequences show a low or undetectable level of hypermutations

and could not be associated to a specific haplotype.

2. Introduction

Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a Lentivirus of the Retroviridae family
able to infect several species of the Felidae. However, it is only reported to cause the
feline acquired immunodeficiency syndrome (FAIDS) in the domestic cat (Feliscatus)
(PECON-SLATTERY; MCCRACKEN,; et al., 2008). Besides its biological and genomic
similarity with HIV which make it valuable as a natural model for the study of AIDS
(TROYER, R. M. et al., 2013), FIV has a large veterinary importance due to its high
prevalence in domestic cats worldwide (BANDECCHI, P et al., 2006; EV et al., 1994;
ISHIDA et al., 1989; LEVY, J. K. et al., 2006; RAVI et al., 2010). Similar to other
retroviruses, one of the steps of FIV replication cycle is the reverse transcription of the
genome; the reverse transcriptase enzyme uses the viral RNA as a template for the
provirus synthesis, which will be further integrated in the genome of the host cell. The
proviral DNA is flanked by LTRs and is constituted of structural genes (gag, pol and env)
and accessory, auxiliary and regulatory genes (vif, orfA and rev, respectively) (KENYON;
LEVER, 2011; MIYAZAWA, T et al., 1994). The viral infectivity factor (Vif) is a 23-29
kDa protein essential to the formation of infectious viral particles in non-permissive cells
(GABUZDA et al., 1992; SOVA; VOLSKY, 1993; TOMONAGAT; MIKAMI, T.,

1996).
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Mammalian cells express restriction factors that play an important antiretroviral
role in innate immunity. One of them is apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like (APOBEC3, A3), which belongs to DNA cytidine deaminases
family(HARRIS; LIDDAMENT, 2004). Cats encode four APOBEC3 proteins (A3Z2a,
A3Z2b, A3Z2c e A3Z3). In addition, a fifth protein named A3Z2Z3, is expressed byread-
throughalternative splicing(MUNK et al., 2008). The A3 proteins expressed in infected
cells are encapsulated in the virions and act in the cytoplasm of the target cell, after RNA
liberation (CEN et al., 2004; LUO, K. et al., 2004). During the reverse transcription of
the viral genome, A3 catalyzes the deamination reaction by converting cytidines into
uridines, thus inducting G-to-A hypermutations in the newly-synthesized viral DNA
(MANGEAT et al., 2003; WEDEKIND et al., 2003; ZHANG, H. et al., 2003). As a viral
counter measure, A3 activity is drastically diminished as it is tagged for proteosomal
degradation by Vif, coded by the virus(CONTICELLO; HARRIS; NEUBERGER, 2003;

YU, Xianghui et al., 2003).

The interaction among Vif, A3 and a ubiquitin ligase complex leads to its
polyubiquitination and degradation (JAGER et al., 2013; MALIM; BIENIASZ, 2012).
Vif contains different N-terminal motifs that interact with A3Z2 and A3Z3. Moreover, it
is able to interact through the residues 50-80, outside the interaction sites(GU; ZHANG,
Z.; CANO; et al., 2016). Importantly, alterations in the coding sequence of A3 may
modify the stability, subcellular localization and, consequently, its interaction with Vif.
Seven haplotypes of A3Z3 encoded by domestic cats have been reported(CASTRO, F. L.
DE et al., 2014). Among them only haplotype V has demonstrated resistance in vitroto
FIV Vif-mediated degradation, determined by the lateral chain of the amino acid on

position 65 (YOSHIKAWA et al., 2016).
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The objective of this study was to evaluate the effect of different A3Z3 haplotypes
on the frequency of nucleotide (nt) changes in the env and vif sequences of FIV positive
animals, for this, thirty one samples of peripheral blood of domestic cats from Porto
Alegre, RS, Brazil were collected between 2012 and 2016 in the Hospital de
ClinicasVeterinarias/Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). The DNA
extraction was performed using buffer-saturated phenol and the DNA was stored at -20°
C. All samples were positive for FIV infection by SNAP FIV/FeLV Combo Test ldexx
or PCR (results not shown). Twenty-nineFIV positive samples were used for the study
Animals were non-pedigree cats, characterized by being a genetically homogeneous
population. The informed consent was given by the owners and all the study protocols
were approved by the ethic committee of the University (CEUA/UFRGS/project number

29749).

The exon 3 of A3Z3 gene (APOBEC3) was submitted to a PCR with the following
primers: A3H2Fand A3H3R (CASTRO, F. L. DE et al., 2014)FIV provirus was amplified
by a nested PCR. The first round of amplification was performed with the primers
VIF_FIV_PF, generating a 3.1kb long fragment using the Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, USA). In order to amplify part of the env
gene, a second round of amplification was made with ENV2-3 PF and ENV2-3_PR, the
final product was of 831pb. In order to amplify the vif gene, the same product of 3.1 kb
was submitted to another second round of amplification with primers VIF_FIV_PF and
VIF_FIV_PR, generating a 756pb long fragment that encompassed the entire vif gene
(Table S1). In order to sequence the entire vif gene, this product was cloned into pCR2.1
vector using TOPO TA Cloning kit (Thermo Fisher Scientific). Final PCR products of

A3Z3 (590pb), env(831pb) and the cloned fragment of vif was sequenced using BigDye
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Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). The generated chromatograms

were then assembled into contigs and visually inspected using Geneious® software.

The sequences of the 590pb (A3Z3) were analysed for the haplotypes by
MLOCUS(LONG; WILLIAMS; URBANEK, 1995). The env and vif sequences of were
submitted to Hypermut 2.0 to identify G—=> A hypermutations. Hypermut is avalaible from
http://www.hiv.lanl .gov/content/sequence/HYPERMUT/hypermut.ntml. All the env
sequences belong to FIV subtype B (data not shown). The env and vif sequences were
compared respectively with the D37812 and LC79040 sequences available in the

GenBank.

From all 31 samples used in this study, A3Z3 exon 3 was successfully amplified
from 30 samples and env was amplified from 27 samples. All clones of each vif version
were identical, confirming their nucleotide sequence (data not shown), finally the

complete vif sequences was obtained from 14 different samples.

According to previous studies, the polymorphisms in the exon 3 of feline A3Z3
gene are as follows: A65S (A651), R68Q, A%4T and V96l (CASTRO, F. L. DE et al.,
2014). In the present study we found five of the seven described haplotypes among the
30 samples using MLOCUS program (LONG; WILLIAMS; URBANEK, 1995). The
frequency of each genotype found in the present study is shown in Table 1. The
occurrence of such haplotypes was evidenced in both chromosomes of the sampled
animals, totalizing 60 haplotypes. Haplotype GGGG was predominantly found (30 times,
see Table 2). The genotype and allele sequences were determined by the gene counting
method (genotypes of samples were determined manually), and the Hardy-Weinber

equilibrium was calculed.
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In the present study the SNPs that resulted in a non-synonymous mutation in the
codons and the SNPs that included in the exon 3 of A3Z3 geneonly were considered for
the analyses and haplotype definition. Polymorphisms in P100P and 134698145T>C
described by Castro and colleagues (CASTRO, F. L. DE et al., 2014) and summarized by

Yoshikawa and colleagues (YOSHIKAWA et al., 2016),werenot considered.

The frequency of A3Z3 haplotypes found here were not different froma previous
study that sampled the same codificant region of A3Z3 (p=0.6257) (CASTRO, F. L. DE
et al., 2014). However, unlike the study of Castro et. al. we did not detect haplotypes VI
and VII in our cat population most likely due to the low frequency of these variants
(CASTRO, F. L. DE et al., 2014). Studies searching for polymorphism in a population
with a small size of sample results in restricted analyses and limit the results.The
calculatedlinkage disequilibrium between polymorphisms indicatedthat all loci segregate

together (values of D'< 0.18).

In order to find a correlation between the A3Z3 haplotypes, the proviral sequences
and a resistance to Vif-mediated degradation in env and vif genes, the sequences of env
and the clones of vif were analysed with Hypermut 2.0 sofware, searching for G>A
hypermutations. Both groups of sequences (env and vif) showed a low or undetectable
level of hypermutation(p>0.05) preventing the correlation of mutations and haplotypes.
These results differed from what was expected since the haplotype V in cats was
correlated with resistance to FIV infection (CASTRO, F. L. DE et al., 2014) and showed
to be resistant to Vif-mediated degradation in vitro (YOSHIKAWA et al., 2016). In the

present study only two samples belong to haplotype V.

However, investigations of the effect of the A3 in vivo are not conclusive because
the number of hypermutated sequences is usually small (KNOEPFEL et al., 2011).

Possibly the effect of only one SNP, previously associated with susceptibility, (CASTRO,
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F. L. DE et al., 2014) and the in vitro studies of resistance of the haplotypes to Vif
mediates-degradation (YOSHIKAWA et al., 2016) would not enough to confirm the
resistance to the infection due to the direct effect of the A3Z3 protein. Therefore, an
approach about the viral genomes in the host, searching for hypermutatios, is an
interesting strategy of asses the different A3Z3 proteins activity.In addition, the study of
another A3Z3 regions, or other feline A3 genes may allow the establishment of a
correlation with resistance or susceptibility in vivo to the virus and possibly with the
occurrence of hypermutations in different FIV genes. In humans the effect of different
SNPs in A3 have been more broadly studied and variants in A3 were associated with
hypermutations in env, gag and pol and with the progression of the disease in HIV
positive patients (COLSON et al., 2014). Such effects were correlated with different

restriction activity of A3 (HARARI et al., 2009).

The lack of correlation between A3Z3 haplotypes and hypermutations in env and
vif may be explained, at least in part, by the small number of samples analysed here. In
addition, it is possible that the identification of the nucleotide sequences of the whole env,
as performed in other studies with HIV or other genes, as pol and gag, would clarify the
relation between A3Z3 and the occurrence of hypermutations in the FIV genome
(COLSON et al., 2014; LAND et al., 2008). Remarkably, hypermutations in two HIV
positive patients were correlated with the endogenization of the virus, and hypermutations
in env and vpu genes. However, hypermutationsin these genes were not associated with
mutations in Vif(LAND et al., 2008). According with this, in the present study some
polymorphism were observed in the vif sequences, but none of them in regions identified
for interaction with A3Z3 and A3Z2 (GU; ZHANG, Z.; ORTIZ; et al., 2016). The

sequences of vif showed that all of them are functional, and do not present deleterious
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mutations that could impair their function. This is evidenced to by the lack of

hypermutations detected in the env gene.
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Table 1.Polymorphisms, genotypes and frequencies in the A3Z3 from FIV positive cats

in Porto Alegre city.

Polymorphism Codons Genotype Animals N=30 (%)
AB5S TCA/TCA TT 5 (16.7 %)
TCA/GCA TG 18 (60 %)
GCA/GCA GG 5 (16.7 %)
GCA/ATA GA 2 (6.7 %)
R68Q CAG/CGG AG 10 (33.3 %)
CGG/CGG GG 20 (66.7 %)
AT ACG/GCG AG 10 (33.3 %)
GCG/GCG GG 20 (66.7 %)
V96l ATG/GTC AG 4 (13.3 %)
GTC/GTC GG 26 (86.7 %)

Table 2.Haplotypes and frequencies of the gene A3Z3 found in the studied population of
FIV positive cats in Porto Alegre city and comparison of frequencies with the previous
study in the same conditions.

# (YOSHIKAWA et
al., 2016)

Haplotype = Frequency (N)

Frequency in the same population (N)
(CASTRO, F. L. DE et al., 2014)

I GGGG 0.5 (30) 0.55045871 (120)
I TGGG 0.23 (14) 0.26605505 (58)
" TAAG 0.17 (10) 0.09174312 (20)
v TGGA 0.07 (4) 0.0412844 (9)
\ AGGG 0.3(2) 0.03669725 (8)
VI GGGA 0(0) 0.00917431 (2)
VII TAGG 0(0) 0.00458716 (1)
Total 1 (60) 1(218)

Supporting Material.

Table S1. Primers used in this study to amplify proviral genes (env and vif) from exon 3
of A3Z3 positives cats to FIV.

Region Primer name Sequence (5°-3%) Size

Exon 3 A3Z3 A3H2F TCATCCCCAATGGCACCCACAGC 590pb
A3H3R TCAAACTCTGAGACGGAGGAGGAG

Extern primers VIF_FIV_PF | CTTCCTGAAGGGGATGAGTG 3.1kb
ENV PR CCTARTTCTTGCATAGCRAAAGC

Intern Primers Vif VIF_FIV_PF  CTTCCTGAAGGGGATGAGTG 756pb
VIF FIV_PR  ATCTCTTCCATTCATAGYTCTCC

Intern Primers Env.~ ENV2-3_PF GAATGAGACTATAACAGGAC 831pb

ENV2-3 PR CAAGACCAATTTCCAGCAAT
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5  DISCUSSAO

O FIV é um virus endémico, de grande importancia no Brasil, que afeta gatos
domesticos. A populagdo de gatos errantes no Brasil é elevada, e a prevaléncia neste tipo
de populacdo é maior do que para 0s animais mantidos em casa. No entanto, muitos
animais que tém livre acesso a rua tem uma probabilidade maior de se contagiar. Os
animais positivos ndo apresentam sintomas durante um periodo longo de tempo,
contribuindo assim para a disseminacéo do virus. Estes animais podem acabar se expondo
a muitos outros patogenos, desenvolvendo infec¢bes recorrentes que finalmente
complicam o quadro clinico quando inicia a fase de imunodeficiéncia (HOSIE et al.,
2009).

A classificacdo dos organismos permite inferir uma histéria evolutiva. A
realizacdo de mais estudos filogenéticos do FIV permitiria uma melhor defini¢do de cada
subtipo do FIV e uma melhor compreensdo da epidemiologia da doenca. No Brasil, até
hoje, somente foi identificado o subtipo B (MARTINS, A. N. et al., 2008; BRAUN;
JUNQUEIRA; VERLLI; et al., 2014).

No laboratério de Virologia o diagnostico de FIV se realiza por uma PCR com
alvo na amplificacdo do gene gag proviral. Existe aproximadamente um estoque de 60
amostras positivas para FIV, no entanto, a amplificacdo direta dos genes env e vif se
mostrou ineficiente, conseguindo no final amplificar e sequenciar somente 50 % das
amostras para env e unicamente 25 % para vif. Isto estd relacionado com a falta de
sequéncias disponiveis nos bancos de dados, e com a variacdo entre os FIV circulantes.
Atualmente existem unicamente sete sequéncias completas do FIV de gatos domésticos
no GenBank as quais foram utilizadas para o desenho dos primers para a amplificacdo do
gene vif. A dificuldade de amplificar os genes env e vif, inicialmente encontrada nesse
trabalho, foi parcialmente vencida pela aplicacdo de uma nested-PCR, na qual
inicialmente foi amplificada uma regido de 3 kb utilizando primers que anelam em regides
relativamente conservadas no genoma viral.

Estudos realizados em alguns estados do pais mostraram que o subtipo circulante
€0 B (CAXITO et al., 2006; MARCOLA et al., 2013; MARTINS et al., 2008; SILVA et
al., 2014; TEIXEIRA et al., 2010). No presente trabalho o subtipo B também predominou.
Porém, nossas analises mostraram recombinacdo com o subtipo F em 13 % das amostras
analisadas. Nenhum outro estudo realizado no Brasil avaliou a possibilidade de

recombinacéo nas sequéncias, apesar desse fendmeno ter sido reportado em outros paises
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(BACHMANN et al., 1997; CARPENTER et al., 1998; HAYWARD; RODRIGO, 2008,
2010; REGGETI; BIENZLE, 2004).

A distribuicdo das cepas virais em animais esta fortemente influenciada pelas
praticas humanas. Assim, atualmente a facilidade de ir de um pais para outro e mesmo a
facilidade do transporte de animais pode beneficiar a disseminagéo do virus entre regides
geograficas distantes, permitindo eventos de recombinacdo e incrementando a
diversidade viral.

Este é o primeiro estudo que data a introducdo do subtipo B no Brasil. Foram
avaliadas um total de 74 sequéncias brasileiras, incluindo sequéncias de estudos prévios
(47) e do presente estudo (27). As analises mostraram cinco clados altamente suportados,
0 que permite concluir que houveram cinco entradas no Brasil do FIV-B entre 1981 e
1991. E importante observar que esse dado pode mudar & medida que mais estudos de
epidemiologia molecular forem realizados e mais sequéncias de FIV forem geradas,
ampliando o nimero de amostras avaliadas. E o primeiro estudo no mundo também em
datar o surgimento deste subtipo viral, baseado na estimativa do seu ancestral comum
mais recente (MRCA).

A compreensdo da epidemiologia molecular reflete diretamente no
desenvolvimento de novas e mais eficazes estratégias de prevencdo, diagndstico,
tratamento e controle. Apesar de a vacinacgdo contra o FIV no Brasil ainda ndo ter sido
implementada, estudos de filogenia das cepas de FIV circulantes no Brasil poderiam
permitir o desenvolvimento de estudos aprimorados para o desenvolvimento de novas
vacinas para as cepas circulantes. Além disso, estudos moleculares sobre os virus
circulantes poderiam contribuir com a melhoria dos diagnosticos da infecgdo, pois a
precisdo do diagnostico por PCR de FIV é variavel entre laboratérios e depende das cepas
circulantes e a variagdo entre as sequéncias (LITSTER et al., 2014). Consequentemente,
0 enriquecimento das bases de dados com mais sequéncias permite aperfeicoar as técnicas
de diagnostico molecular.

No Brasil ndo é possivel receitar medicamentos anti-retrovirais por médicos
veterinarios Essa restricdo deveria mudar, considerando que o tratamento adequado
beneficiaria os pacientes. Entretanto, antes de ser implementado, o uso de anti-retrovirais,
varias dificuldades precisariam ser resolvidas tais como: falta de experiéncia com o uso
dos medicamentos e falta de parametros precisos para 0 acompanhamento dos animais
(ex: contagem de células CD4*, relacdo CD4*: CD8", e carga viral).

A taxa evolutiva de um gene é a medida das mudancas ocorridas ao longo do
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tempo (BRAUN; JUNQUEIRA; VERLLI; et al., 2014). Em nosso estudo a taxa evolutiva
estimada para o gene env foi de 1.3x1 03 substitui¢Ges/sitio por ano. Este valor foi similar
ao estimado em outros estudos para FIV (1.16x107%) (BECZKOWSKI et al., 2015). Em
HIV, foi estimado que a regido V3 tem uma taxa evolutivade 2.3 x 10°a6.7x 103 e 0
gene env completo, de 1.0 x 103 e 1.7 x 10>, Esses dados demonstram que a regido V3
estd submetida a uma forte pressdo de selecdo pelo sistema imune (LEVY et al., 2008).
Provavelmente 0 mesmo ocorre com essa regido do gene env de FIV. Com respeito as
sequéncias de vif analisadas, observou-se que, na populagéo de estudo, estas sdo mais
conservadas do que as sequéncias de env. No presente estudo, além das 7 sequéncias do
genoma completo disponiveis nos bancos de dados, mais 15 sequéncias do gene vif
completo foram depositadas nos bancos de dados com nimero de acesso (KX668630 -
KX668644), o que contribui com o atual conhecimento sobre variabilidade de Vif em
FIV.

O gene A3 codifica fatores de restricdo amplamente estudados, pois sao
importantes atores da imunidade intrinseca contra retrovirus a medida que induzem
hipermutacdes no genoma viral. Estudos prévios relacionaram a presenca de um SNP em
A3 de felinos com a suscetibilidade a infeccdo por FIV e encontrou-se uma correlacéo
positiva entre um dos haplétipos descritos e a resisténcia a infeccdo por retrovirus em
gatos domesticos (CASTRO et al., 2014). Além disso, a resisténcia a degradacdo da A3
mediada por Vif foi avaliada in vitro, e um dos haplo6tipos de A3 foi descrito como
resistente a degradacéo por Vif (YOSHIKAWA et al., 2016). Naquele trabalho, o objetivo
foi avaliar o efeito direto da proteina A3Z3 na geracgédo de hipermutacdes em env e vifde
gatos positivos. Isso poderia demonstrar se algum dos haplétipos de A3 é resistente a
degradacdo pela Vif, conseguindo efetivamente hipermutar os DNA provirais
(YOSHIKAWA et al., 2016). Nesse estudo buscamos identificar os haplotipos de A3Z3
na populacéo de gatos FIV positivos estudada, além de tentar estabelecer uma correlacao
com hipermutacdes e variabilidade nas sequéncias de env e vif. Os resultados obtidos aqui
mostraram um baixo ou indetectavel nimero de hipermutagdes nesses dois genes, o que
pode ser devido ao baixo numero de sequéncias examinadas por amostra, porque a
amostra utilizada para comparacdo no Hypermut 2.0 foi inadequada, ou porque

efetivamente, ndo haviam hipermutagdes nas sequéncias analisadas.



84

6 CONCLUSOES

1.  Os dados obtidos no estudo confirmam a presenca do FIV-B circulante em gatos
domésticos na cidade de Porto Alegre e ratificam a importancia deste subtipo na
epidemiologia do virus no Brasil.

2.  Eventos de recombinacéo entre os subtipos B e F de FIV foram demonstrados.

3. Foram identificados cinco clados altamente suportados identificados como Al, B1,
B2, C e D, indicando que houveram cinco entradas do virus no Brasil.

4. As cinco entradas do virus no Brasil ocorreram entre 1981 e 1991.

5. Osclados B1 e B2 possuem um ancestral comum, mas o alto suporte de cada grupo
sugere uma introducao independente.

6.  Sequéncias do Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul compdem o clado A, os outros
clados agrupam sequéncias de Minas Gerais.

7. Ataxaevolutiva do gene envfo FIV foi estimada em 1.3x1 073,

8.  Assequéncias de Vif sdo conservadas, foi demonstrada uma identidade de 86 a 99
% entre as 15 sequéncias analisadas.

9.  Cinco haplétipos dos sete descritos para A3 de felinos foram identificados na
populacéo estudada.

10. Nao foram detectadas hipermutagdes nas sequéncias estudadas.

11. Estudos mais profundos com amostras de outros paises e outras regides do Brasil
precisam ser desenvolvidos para melhorar a compreensdo da epidemiologia do virus e

esclarecer a atual classificacdo dos subtipos virais, que ainda é confusa.
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