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Resumo

O objetivo deste trabalho foi detectar a presença de DNA do Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV) em gatos domesticos (Feliz 
catus) assintomáticos. Foi realizada a tecnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em 50 animais. Para tal, foram coletadas 
amostras de sangue, por venopunção da jugular, de forma asséptica para armazenamento de 1-2 mL de sangue total. Os animais 
que participaram do estudo fizeram parte do projeto de castração “Vida digna” da Universidade Federal Rural da Amazônia. E 
a escolha dos animais foi realizada de maneira aleatória, sem distinção por sexo ou idade, resultando em 29 foram fêmeas e 
21 machos. Para o diagnóstico, foi realizada a extração do DNA, em seguida as amostras foram testadas em duas reações de 
PCR utilizando- se dois conjuntos de primers do Gene gag de FIV. Achou-se uma prevalência de 2% (1/50), confirmando assim 
a presença do vírus na cidade de Belém. Assim, evidenciando a importância de testar os felinos mesmo sendo assintomáticos. 
Desta forma, faz-se necessário a realização de trabalhos futuros que amplie o número amostral dos animais testados para assim 
elucidar o perfil epidemiológico da doença na região de Belém do Pará, considerando a relevância clínica desta infecção e a correta 
conduta médica veterinária para evitar novas infecções.
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Abstract

The objective of this work was to detect the presence of Feline Immunodeficiency Virus (FIV) proviral DNA in asymptomatic 
domestic cats (Feliz catus). The polymerase chain reaction technique was performed from 50 animals. For this, blood samples 
were collected by jugular venipuncture, aseptically for storage of 1-2 mL of whole blood. The animals that participated in the study 
were part of the castration project “Vida digna” at the Universidade Federal Rural da Amazônia. And the choice of animals was 
performed randomly, without distinction by sex or age, resulting in 29 females and 21 males. For diagnosis, DNA extraction was 
performed, then the samples were tested in two PCR reactions using two sets of FIV gag gene primers. A prevalence of 2% (1/50) 
was observed, thus confirming the presence of the virus in the city of Belém. Thus, highlighting the importance of testing the felines 
even if they are asymptomatic. Therefore, it is necessary to carry out future work that expands the sample number of animals tested 
in order to elucidate the epidemiological profile of the disease in the region of Belém do Pará, considering the clinical relevance 
of this infection and the correct veterinary medical conduct to avoid new infections.
Keywords: animal health, epidemiological profile, molecular diagnosis, retrovirus.

Introdução

Com aumento da população de animais domésticos, surgiu 
a necessidade de atendimentos veterinários especializados 
que auxiliam de forma direta na qualidade de vida dos pets 
(XAVIER, 2012). Dessa forma, cabe ao Médico Veterinário ter 
conhecimento do comportamento biológico dos seus pacientes, 
para estabelecer o diagnóstico das doenças e procurar maneiras 
de preveni-las (FISCHER e PETRUCCI, 2005).

Uma dessas particularidades em doença é o vírus da 
imunodeficiência felina, cujo é uma retrovirose que atinge o 
sistema imunológico do animal, essa retrovirose se mantem 
durante toda a vida do animal, na maior parte das vezes de 
maneira assintomática, manifestando-se durante a queda de 
imunidade (LEAL e VILLANOVA, 2015) e por ainda não possuir 
vacina e tratamento curativo, possui grande relevância na clínica 
de pequenos animais.
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Na região Norte, especificamente na cidade de Belém do Pará 
é escasso o registro desta enfermidade, principalmente por 
falta da confirmação laboratorial. As análises laboratoriais são 
um grande aliado na clínica, sendo essenciais para chegar a 
um diagnóstico definitivo, responsável por auxiliar em 70% das 
decisões médicas (BRAZ e GARCIA, 2017).

O FIV é classificado em cinco subtipos: A, B, C, D e E, os quais 
ocorrem em três principais fases: aguda, crônica e terminal 
(SCHMITT, 2003). A transmissão do vírus dá-se principalmente 
por mordidas, neste caso, animais de rua, de abrigos, não 
castrados e em locais de alta densidade, são mais propensos 
a contrair esta enfermidade.

Existem diferentes analises para a detecção do FIV como 
imunoensaios enzimáticos (ELISA) tradicionais, kits rápidos de 
ELISA (testes rápidos), imunofluorescência indireta (IFI), reação 
em cadeia mediada pela polimerase (PCR) e isolamento viral, 
porém dependendo do estágio da doença, há a possibilidade 
de falsos negativos, por isso é importância conhecer o percurso 
da doença (ADAM e DANDRIEOUX, 2011).

As retroviroses possuem a enzima transcriptase reversa e 
algumas enzimas transportadoras as quais produzem uma cópia 
de DNA a partir de um filamento duplo do RNA do vírus. Esta cópia 
de DNA, denominada pró-vírus, integra-se ao DNA cromossômico 
da célula do hospedeiro capacitando o vírus de replicar-se junto 
com a célula infectada. (BARR e PHILLIPS, 2008).

O PCR é uma das técnicas que demonstram bons resultados 
para detecção do DNA proviral para o diagnóstico do FIV, pois 
independente da fase clínica, ele detectará a infecção, evitando 
assim falsos negativos e ajudando no controle epidemiológico 
dessa doença.

Material e métodos

Foram coletadas 50 amostras de sangue de gatos domésticos 
(Felis catus), oriundos do projeto de castração Vida Digna da Ufra, 
que estavam clinicamente saudáveis para serem submetidos 
ao procedimento de castração e cada amostra foi analisada em 
duplicata. Destes 29 eram fêmeas e 21 machos. Os animais 
foram escolhidos aleatoriamente, sendo de qualquer idade, 
raça ou sexo. As amostras foram coletadas para uma pesquisa 
anterior aprovada pelo Comitê de Ética da UFRA com protocolo 
nº 048/2017, no período de novembro a dezembro de 2017.

As amostras de sangue foram coletadas por venopunção da 
jugular, de forma asséptica para armazenamento de 1-2 mL 
de sangue total em tubo estéril contendo anticoagulante EDTA 
(Ácido Etilenodiamino Tetra- Acético) para imediata realização 
do hemograma e posteriormente armazenada em ultra freezer 
-80ºC até o momento da análise molecular.

A extração de DNA foi realizada por meio de um kit comercial (Pure 
Link® Genomic DNA Mini Kit) de acordo com as recomendações 
do fabricante. O DNA foi eluído em 50µl de tampão de eluição 
que acompanha o kit e foi armazenado no ultra freezer -80ºC. 

O DNA total extraído do sangue foi submetido à nested-PCR para 
investigar a presença de DNA viral. As reações de PCR foram 
realizadas utilizando dois conjuntos de primers correspondentes 
às posições 917 e 1628 (primers FIV PCR S 2 e FIV PCR A 2) 
e 1036-1364 (primers FIV NESTED S e FIV NESTED A) da 
região P17-P24 do Gene gag de FIV (HOHDATSU et al., 1998). 

Os primers externos (FIV PCR S 2 e FIV PCR A2) usados na 
primeira reação foram: frente, 5 ‘AAT ATG ACT GTA TCT ACT 
GC 3’, e reverso, 5 ‘TTT TCT TCT AGA GTA CTT TCT GG 3’ . 
Os primers internos (FIV NESTED S e FIV NESTED A).

Na segunda reação foram: frente, 5 ‘TAT TCA AAC AGT AAA 
TGG AG 3’, e reverso, 5 ‘CTG GTT GTT CTT GAG TT 3’. A 
primeira reação de PCR amplifica um fragmento de DNA de 
658 pb e a segunda reação resulta em um amplicon de 329 pb. 
Os primers foram escolhidos após a comparação cuidadosa 
de pelo menos 10 sequências dos diferentes subtipos de FIV 
publicados no GenBank (números de acesso ao GenBank: 
FIV-A [M25381, D37820, M36968], FIV-B [M59418, D37821], 
FIV-C [AY369384]. , U02397], FIV-D [D37818, D37822] e FIV-E 
[AJ304961], utilizando o software MEGA v.3.1 para Windows 
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) como previamente 
descrito (KUMAR et al., 2004).

As reações foram realizadas em um volume total de 25µl. A 
primeira reação com: 12,8 µl de agua purificada; 2,5 µl de bf; 2,0 
µl DNTP; 1,5 µl Cl2Mg; 1,5 µl de cada iniciador; 0,2 de Taq DNA 
polimerase (Invitrogen®) e 3,0 µl do DNA molde. Na segunda 
reação: 17,05 µl de agua purificada; 2,5 µl de bf; 1,0 DNTD; 0,75 
µl MgCl2; 1,0 µl de cada iniciador; 0,2 µl de Taq DNA polimerase 
(Invitrogen®) e 1,5 µl do DNA molde.

As reações de amplificações foram realizadas em um 
termociclador programável (Biosytems). Os ciclos padronizados 
para amplificação do DNA foram realizados com base nos 
descritos por Hohdatsu et al. (1992): uma incubação inicial a 
94ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos, cada uma consistindo 
de desnaturação a 94ºC por 60 segundos, hibridização a 55ºC 
por 60 segundos e extensão pela polimerase a 72ºC por 120 
segundo. Após 30 ciclos ocorreu a extensão final a 72ºC por 5 
minutos finalizando a 25°C ∞. Como controle positivo foi utilizado 
em cada uma das reações uma amostra previamente identificada 
como positiva para FIV específico e como controle negativo foi 
utilizado água bidestilada estéril.

O produto resultante da PCR foi adicionado e analisado em 
gel de agarose a 1,5%, corado em Sybr safe e submetido à 
eletroforese a 100V durante com tampão TAE a 30 minutos. 
Depois foi realizada a leitura em um transluminador de luz 
ultravioleta. O tamanho do fragmento amplificado (329bp) foi 
estimado comparando-se com os marcadores de peso molecular 
100pb e/ou 1Kb (DNA ladder Invitrogen®).

Resultados e discussão

Dentre as amostras analisadas apenas em uma foi amplificado 
o provirus. Na figura 1 pode-se observar o resultado da segunda 
amplificação para o gene gag do FIV, com banda na altura de 
329 pb da PCR.

Este índice (figura 1) está em concordância com valores 
encontrados por Bisol (2016) que obteve 3,38% positivos para 
FIV de um total de 177 animais analisados (Hospital Veterinário 
do Rio Grande do Sul) pela amplificação de DNA próviral 
mediado pela polimerase e um estudo realizado por Texeira et 
al., (2019) com 148 amostras de gatos em diferentes localidades 
de Sobral-Ceará, onde apenas 6,1% foram positivas, entretanto, 
a frequência do vírus do FIV é bastante variável em regiões e 
condições nas quais o animal possa estar mais predisposto a 
contaminar-se (HARTMANN, 2015).
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Figura 1: Foto em gel de agarose a 1,5% sob luz ultravioleta 
mostrando os resultados das amplificações do gene gag do FIV 
em amostras de sangue de felinos.

Fonte: Arquivo pessoal

Comparando este resultado a outros estudos, como de Campbell 
et al., (2020) que ao analisar 66 amostra, no municipio de 
Mineiro, Goiás, Brasil, observou que os resultados encontrados 
pela tecnica de PCR, representou 7,58%  dos animais positivos 
para FIV. E um estudo realizado por Silva et al., (2014) no Rio 
Grande do Sul de 70 amostras de animais suspeitos obteve-se 
15,7% foram positivos, afirmando assim, a maior prevalência em 
felinos positivos com sinais clínicos associados à FIV. As taxas 
da infecção pelo FIV entre os gatos domésticos variam entre 
2,5% a 12,5% para FIV, de acordo com as diferentes regiões, 
idade, sexo e risco de exposição (RAVI et al., 2010; POFFO et 
al., 2017). A taxa de infecção é mais expressiva entre os gatos 
que apresentam sinais clínicos, comparada com a dos felinos 
assintomáticos (SILVA et al., 2014).
Em afirmação a essa linha de raciocínio, um estudo realizado 
Por Silva et al., (2014), analizaram-se 70 animais para detecção 
de DNA proviral pela técnica de PCR nested. Desta amostra, 
onze dos animais doentes apresentaram-se positivos para o 
virus, contra um de animais assintomaticos. 
Quanto ao sexo, segundo Texeira et al., (2019) é um fator 
de risco significativo para infecção por FIV e o melhor fator 
preditivo para o status de FIV, o que pode ser explicado pelo 
provável comportamento agressivo visto que o FIV é transmitido 
primariamente por inoculação parenteral de vírus existente na 
saliva ou no sangue (HARTMANN, 2015). Felinos machos, de 
acordo com Fernandes (2015), têm um risco de contágio 2,8 
vezes maior que fêmeas nas mesmas situações. Em relação 

à idade, a infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Felina está 
relacionada a animais mais velhos devido à doença ser de curso 
lento, ter uma fase crônica (assintomática) de tempo variável, 
de manifestações clínicas tardias e que pode persistir por anos 
podendo não causar o óbito do animal (HARTMANN et al., 2012). 
Porém o resultado deste trabalho é contrastado a esses estudos, 
visto que o único animal positivo era fêmea com menos de dois 
anos de idade. Esse resultado também poderia ser explicado 
devido ao número amostral ter sido maior para fêmeas do que 
para machos (29/21).
Vários fatores podem influenciar os resultados desses estudos 
como localização, fase clínica da doença, escolha do teste 
utilizado, procedência dos animais. 	As  nossas  amos t ras 
analisadas foram de animais previamente selecionados para 
cirurgia de castração (Projeto Vida digna) e apresentavam-se 
clinicamente saudaveis para a posterior coleta do sangue e este 
também foi um dos motivos para a escolha da detectação do 
DNA proviral, pois no inicio da infecção, antes do aparecimento 
dos primeiros sinais inespecificos e a soroconversão, um teste 
baseado na detectação indireta pode surgir como negativo. 
A sensibilidade e especificidade de um teste PCR podem ser 
aperfeiçoadas quando se utiliza a nested PCR, ou seja, a primeira 
amplificação é realizada utilizando um par de oligonucleotideos 
externos, seguida por uma segunda amplificação usando um 
par de oligonucleotideos internos (ARJONA et al.; 2007) e desta 
forma há ganhos quanto à especificidade e à quantidade do 
material amplificado (LEAL e RAVAZZOLO, 1998).
A PCR para diagnóstico do FIV tem grande destaque na 
medicina veterinária, pois testes sorológicos podem não 
detectar os anticorpos, visto que existe o período denominado 
janela imunológica que compreende o início da infecção até a 
presença de anticorpos circulantes e a fase terminal na qual 
ocorre depleção nos níveis de anticorpos. Além disso, é possível 
ocorrer falso-positivos em filhotes onde as mães sejam positivas 
para o vírus. Estes casos onde o animal pode negativar em 
testes sorológicos, a PCR pode detectar DNA proviral (DECARO 
et al. 2012).

Conclusão

Apesar de uma baixa prevalência encontrada no grupo de 
animais testados, sendo estes assintomáticos, nos permite 
afirmar que o FIV circula na população de felinos domésticos 
da região da cidade de Belém, dessa forma demonstrando a 
importância de testar os felinos mesmo sendo assintomáticos. 
Faz-se necessário a realização de trabalhos futuros que amplie o 
número amostral, compare métodos diagnósticos, analise sinais 
clínicos, procedência e estilo de vida dos animais testados para 
assim elucidar o perfil epidemiológico da doença na região de 
Belém do Pará, levando em consideração a relevância clínica 
desta infecção e a correta conduta médica veterinária para evitar 
novas infecções.
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