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RESUMEN

La leucemia viral felina tiene una distribucién mundial afectando principalmente a gatos domésticos.
Esta infeccion esta influenciada por la respuesta inmune del hospedador, lo que conduce a los
principales tipos de infeccion: abortiva, regresiva y progresiva. El objetivo del estudio fue determinar
la carga proviral en gatos con infeccion progresiva, regresiva y sin infeccién, mediante una técnica de
PCR en tiempo real; Se incluyeron 8 gatos domésticos provenientes de clinicas veterinarias del Estado
de México y zonas aledafias, mayores de seis meses de edad, con y sin cuadro clinico sugestivo de la
infeccion con el virus de la leucemia viral felina. Se observaron diferencias significativas (p < 0.005)
en los niveles de carga proviral entre los distintos tipos de infeccion. Los valores de carga proviral en 4
gatos con infeccidn regresiva se encontré entre el rango de 0.6161 y 0.7360 (log 10), a diferencia de los
gatos con infeccién progresiva cuya carga viral fue entre 0.8895 y 1.3907 y los 2 gatos sin infeccion
fluctuaron entre 0.0551 a 0.1996. Estas diferencias en los niveles de carga proviral relativa son
importantes para el diagnostico, curso de la infeccién y prondstico en los gatos infectados. A partir de
los productos positivos a la PCR de FeLV se obtuvieron dos secuencias de interés y se realizé un analisis
filogenético cuya asociacion al feline leukemia virus, confirmo la especificidad de los productos

amplificados que confirmo la infeccion en gatos positivos.

Palabras Clave: leucemia viral felina, carga proviral relativa, QPCR, genotipo, infeccion progresiva,

infeccion regresiva




Relationship between Proviral Load, Genotype and Type of Infection in
Cats Infected with Feline Leukemia Virus

ABSTRACT

Feline viral leukemia has a worldwide distribution, mainly affecting domestic cats. This infection is
influenced by the host's immune response, leading to the main types of infection: abortive, regressive
and progressive. The objective of the study was to determine the proviral load in cats with progressive,
regressive and without infection, using a real-time PCR technique; Included are 8 domestic cats from
veterinary clinics in the State of Mexico and surrounding areas, over six months of age, with and without
clinical symptoms suggestive of infection with the feline viral leukemia virus. Significant differences
(p < 0.005) were observed in proviral load levels between the different types of infection. The proviral
load values in 4 cats with regressive infection were between the range of 0.6161 and 0.7360 (log 10),
unlike the cats with progressive infection whose viral load was between 0.8895 and 1.3907 and the 2
cats without infection fluctuated between 0.0551 0.1996. These differences in relative proviral load
levels are important for diagnosis, course of infection, and prognoses in infected cats. From the positive
FeLV PCR products, two sequences of interest were obtained and a phylogenetic analysis was
performed whose association with the feline leukemia virus confirmed the specificity of the amplified

products that confirm the infection in positive cats.

Keywords: feline viral leukemia, relative proviral load, QPCR, genotype, progressive infection,

regressive infection
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INTRODUCCION

El virus de leucemia felina (FeLV, por sus siglas en inglés Feline leukemia virus) es un virus que afecta
a gatos domesticos de todo el mundo, asi como a algunas especies de felinos salvajes (Chiu, et al, 2019;
Nesina S, 2015; Ortiz JF, 2011). Se trata de una infeccion persistente y se acompafia de alteraciones o
desequilibrios en el sistema inmunitario. Los signos clinicos asociados al FeLV son muy variables,
entre los cuales se encuentra la inmunosupresion que predispone a infecciones secundarias,
adicionalmente los retrovirus inducen la activacion de proto-oncogenes que generan susceptibilidad al
desarrollo de neoplasias como el linfoma (Ortiz JF, 2015; Thengchaisri N, 2017; Cristo TG, 2019). El
curso de la infeccion por el FeLV esta influenciado por diferentes factores como la capacidad de
respuesta inmune del individuo, la edad, carga viral inicial, via de inoculacion, duracion, frecuencia de
exposicion, etcétera (Bande F, 2012; Parr YA, 2021; Ortega C, 2020; Beall MJ, 2021; Hofmann-
Lehmann R, 2001).

El FeLV pertenece a la familia Retroviridae, a la subfamilia Orthoretrovirinae y al género
Gammaretrovirus (Coffin J, 2021). EI genoma viral codifica tres genes principales: gag (antigenos
especificos de grupo), pol (enzimas para la replicacion viral) y env (proteinas de envoltura). El gen pol
de este virus codifica a la enzima transcriptasa inversa que es una ADN polimerasa dependiente de
ARN, lo cual permite que el virus genere ADN bicatenario a partir de su genoma de ARN, mismo que
adquiere el nombre de provirus cuando se integra al ADN celular. Durante la mitosis celular, las células
hijas heredan el ADN proviral, por lo que el hospedador puede permanecer infectado durante toda su
vida (MacLachlan NJ, 2017; Ryu W-S, 2017; Fujino Y, 2010).

Adicionalmente, los gatos domésticos albergan en su genoma algunos elementos virales endégenos
homdlogos al virus de la leucemia felina (retrovirus enddgeno), los cuales se han integrado y
permanecido en el ADN gendmico de especies del género Felis durante millones de afios sin producir
particulas virales infecciosas (Roca AL, 2004; Koshy R, 1980). Debido a que la similitud genética entre
las secuencias enddgenas y su contraparte infecciosa es alta, se podria generar la interrogante de que, si
un gato es positivo a técnicas de PCR, sera realmente positivo a la infeccion por el FeLV o podria ser

que se amplifiquen fracciones de genes enddgenos (Canto-Valdés M, 2023; Ramirez H, 2019; Acevedo-

Jiménez GE, 2023).
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Los estatus de infeccion se han clasificado segun la antigenemia, las cargas virales y provirales en la
sangre en: infeccion abortiva, donde la respuesta inmunitaria del gato es eficaz produciéndose
solamente una infeccidn local en orofaringe que es controlada por el sistema inmune sin que exista
diseminacién a otros tejidos, por lo que el gato resulta negativo en las pruebas para deteccion de
antigeno y provirus (Helfer-(Hungerbuehler AK, 2015; Giselbrecht J, 2022); infeccion regresiva, en la
cual los gatos sufren una viremia transitoria que dura de tres a cuatro semanas, resultando inicialmente
positivos en las pruebas para deteccidn de antigeno, el cual se trata de la proteina p27 que es uno de los
productos del gen gag y es muy abundante en el plasma de gatos infectados (Canto MC, 2022; Biezus
G, 2023). Después de este periodo inicial, los gatos presentan una fuerte respuesta inmunologica que
elimina la carga viral y el riesgo de patologia asociada a la infeccion por el FeLV es minimo (Hartmann
K, 2012). Estos animales posteriormente resultaran negativos a las pruebas que detecten la proteina
p27, pero seran positivos en la deteccidn de provirus con la técnica de PCR (Duda NC, 2019), en la
infeccion progresiva, donde la viremia perdura mas de tres semanas sin que el sistema inmune desarrolle
anticuerpos neutralizantes, lo que resulta en la invasion de la medula 6sea por parte del virus. Esta fase
es caracterizada por una elevada carga viral, los gatos son positivos de manera persistente a cualquier
prueba que detecte el antigeno p27 y a técnicas moleculares para deteccién del provirus (Acevedo-
Jiménez GE, 2023; Helfer-Hungerbuehler AK, 2015; Hartmann K, 2012). Entre el 70 y 90 % de los
gatos con la infeccion progresiva mueren en un plazo de 18 meses a 3 afios (Lutz H, 2009).
Inicialmente, tanto las infecciones progresivas como las infecciones regresivas se caracterizan por la
presencia de ADN proviral que puede detectarse en la sangre con la técnica de PCR, pero posteriormente
se asociaran a diferentes niveles de cargas provirales en ensayos de PCR cuantitativa- qPCR (Duda
NCB, 2020).

Anteriormente, el diagnostico para la infeccion por el FeLV era principalmente por técnicas como
aislamiento viral, inmunofluorescencia o la técnica de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas
(ELISA) (Parry BW, 1989). Actualmente, la utilizacion de métodos moleculares como la PCR, qPCR
0 RT-PCR complementan el diagnostico llevado a cabo con las pruebas rapidas realizadas en el punto

de atencidn para deteccidn del antigeno p27 en sangre (Duda NCB, 2020; Parry BW, 1989; Kornya M,

2023).
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Ninguna técnica de uso rutinario en las clinicas veterinarias permite conocer el estatus de la infeccion
en los gatos infectados por el FeLV. Por lo tanto, un enfoque interesante a plantear es si la gPCR podria
ser una prueba efectiva para diferenciar el tipo de infeccién presente en el gato segun su nivel de carga
proviral. El objetivo de este estudio fue comparar la diferencia de los niveles de carga proviral relativa
en los gatos con infeccidn progresiva y regresiva con FeLV a partir de muestras de sangre periférica.
MATERIALES Y METODOS

Declaracion ética

Este estudio fue aprobado por el comité interno para el cuidado y uso de los animales de
experimentacion de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin UNAM (CICUAE FESC) (protocolo
Cl_FESC 201784).

Animales de estudio

Las muestras de sangre completa colectadas procedieron de clinicas veterinarias del Estado de México
y zonas aledafias. Se incluyé un grupo de 8 gatos domésticos, mayores de seis meses de edad, con y sin
cuadros clinicos sugestivos de la infeccion por el FeLV.

Muestras

Se colectaron muestras de sangre completa (1.5 mL) mediante venopuncion cefalica o yugular en tubos
con anticoagulante EDTA (BD Vacutainer® con EDTA K2, México). Las muestras fueron remitidas
para el servicio de diagnoéstico de FeLV por PCR punto final en el Laboratorio de Virologia, Genética
y Biologia Molecular de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM para la deteccion de un
fragmento del gen env y también se realizd una prueba répida (SNAP- FeLV Ag-FIV-Ab BioNOTE,
Korea) para la deteccion del antigeno p27 de FeLV, con lo cual se pudo obtener el estatus de la infeccion
en los animales. EI ADN fue extraido a partir de sangre completa con el kit comercial FavorPrep™

Blood Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen, Taiwan), siguiendo las instrucciones del

fabricante. El ADN extraido se conservo a -20 °C hasta su uso.




Disefio de iniciadores

Se realizé un analisis in silico utilizando los programas bioinformaticos BioEdit (Hall TA, 1999) y
Primer 3 input (v0.4.0 Institute for Biomedical Research, Boston, MA) (Untergrasser et al, 2012) a partir
de las secuencias de genomas completos de FeLV disponibles en el GenBank (nimeros de acceso:
L25632, LC144885, LC144884, LC144883, AB060732, AF052723, AB672612). Se realizd un
redisefio de iniciadores con base en iniciadores previamente reportados (Ramirez H, 2016) para
amplificar un producto de 199 pares de bases del gen env de FeLV. Los iniciadores utilizados se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Iniciadores empleados en la qPCR para la amplificacion del ADN proviral del FeLV y el gen
constitutivo HPRT.

Tamafio del

. . T® Gen Bank
Iniciador Secuencia . ., producto L
Alineacion (pb) N° Accesion
FeLV-Env/FW AAGAAGTCAATTAGTGCCTTAGA 54 °C 199 AF052723
FeLV-Env/RV CGCTGTTTTAGTCTTTCTCTTA
HPRT / F-182 TTGCCGACCTGTTGGATTAC 50 °C 229 AF 176419

HPRT /R-410 TTGACCAAGGCAAGCAAAGT

qPCR

Las muestras se probaron por triplicado con las siguientes condiciones: un ciclo inicial de activacion a
95 °C por 2 minutos seguido de una desnaturalizacion a 95 °C por 5 segundos utilizando 40 ciclos, una
alineacion a 54°C por 10 segundos y una extension a 72 °C por 20 segundos; tras el ultimo ciclo se
realiz6 una curva de disociacion a 95 °C por 5 segundos, 54 °C por 1 minuto y para finalizar a 95 °C
por 10 segundos en un equipo Agilent technologies Mx3005P (Strategene), como sistema de
amplificacion y deteccion. La gPCR se realiz6 en reacciones de 20 L que contenian 10 pL de master
mix (Sensi Fast SYBR Master mix, Bioline, London, UK), 1 pL del ADN blancoa50 ng/ uL, 1 pL de
cada iniciador (Fw y Rv) y 7 uL de agua grado biologia molecular (Promega ®).

Secuenciacion de productos

Los productos resultantes de la gqPCR para FeLV fueron analizados electroforéticamente en geles de

agarosa y purificados con el kit Sure Clean (Bioline London, UK) y verificados por secuenciacion con

el método Sanger en el Instituto de Fisiologia Celular (UNAM).
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Anélisis de secuencias obtenidas y construccion del arbol filogenético

Las secuencias obtenidas fueron alineadas, editadas, ensambladas con el programa informético BioEdit
v7.2.5, Ibis Bioscience, Carlsbad, C (Hall TA, 1999) posteriormente se realizo un andlisis comparativo
utilizando el programa informatico NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),
posteriormente se construy6 un arbol filogenético con el programa informatico MEGA 6 (Tamura K,
2013) - utilizando los algoritmos maximun likehood y maximun parsimony, basado en 1000
repeticiones. Las secuencias mexicanas obtenidas se depositaron en el GenBank. Para el valor
estadistico del &rbol se utilizaron valores de Bootstrap, resultados mayores a 70 (700) fueron
considerados significantes.

Determinacion de la carga proviral

Se utiliz6 el método de cuantificacion relativa mediante la comparacion del punto de cp cruce (cross-
point/CP) de la muestra desconocida (Pfaffl MW, 2001; Raymaekers M, 2009).

Todas las cuantificaciones de las muestras desconocidas fueron normalizadas con un control interno,
para lo cual se utilizo el gen constitutivo hipoxantina-guanina fosforribosiltransfera (HPRT).

La ecuacion para calcular AACp para el método de cuantificacion relativa fue:

Cuantificacién relativa = 2744¢P

AACp = Promedio de la Ct de la muestra — Ct del HPRT de la muestra

Posteriormente, se realizo la transformacion logaritmica de los valores relativos obtenidos mediante el
uso de logaritmo base 10 ([2#/P (Log 10)]).

Andlisis estadistico

Se comprobé la normalidad de los datos usando la prueba Shapiro-Wilk para posteriormente realizar el
analisis de las diferencias entre los diferentes tipos de infeccion, esta realizé con la prueba de analisis
de varianza (ANDEVA) y la prueba de Tukey para determinar la diferencia entre los tipos de infeccion,
usando el paquete estadistico Statgraphics Centurion 18® En todas las instancias, la significancia

estadistica se estableci6 con un valor de (p<0.05)




RESULTADOS Y DISCUSION

Tipo de infeccion en gatos

El estatus de infeccion fue establecido mediante la correlacion de los datos completos del paciente:
panel hematol6gico y bioquimico completo, el examen clinico y estudios adicionales complementarios
(datos no mostrados). Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de las diferentes herramientas de
diagnostico realizadas permitieron identificar el estatus de infeccion en la poblacion estudiada como se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Muestras provenientes de 8 gatos evaluados mediante gPCR, PCR punto final y SNAP junto
con la interpretacion del estatus de infeccion.

Muestra PCR ShlAE (TipI(:_)Sd-I(;?r;:eJciién)
1 + - Regresivo
2 + - Regresivo
3 + - Regresivo
4 + - Regresivo
5 + + Progresivo
6 + + Progresivo
7 - - Negativo
8 - - Negativo

Carga proviral de FeLV en gatos con infeccion progresiva y regresiva

Se logro identificar la carga proviral en gatos con infeccion regresiva con un valor promedio de 0.7170.
A diferencia de los gatos con la infeccion progresiva que obtuvieron cargas virales més altas que todos
los demas con valor promedio de .8180 y en los gatos sin infeccion se obtuvieron resultados con valor
promedio de 0.4003, que son més bajos que los obtenidos en infecciones progresivas y regresivas
(Figura 1). A pesar de que no hubo diferencia significativa entre los diferentes tipos de infeccion, se
sefiala una diferencia aritmética en los valores promedio, por lo que los resultados obtenidos permiten
diferenciar gatos con infeccion progresiva de gatos con infeccidn regresiva o animales negativos, lo que
permite sugerir el empleo de la técnica de gPCR como herramienta valiosa en la caracterizacion del tipo

de infeccion por el FeLV en gatos domésticos.
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Figura 1. Carga proviral de acuerdo con el estatus de la enfermedad. Media, +/— error estandar.

Grupos con literales iguales no muestran diferencia estadistica significativa (p < 0.05).
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Si bien las pruebas rapidas comerciales disponibles requieren una minima cantidad de muestra y pueden
realizarse en el punto de atencién, los niveles de sensibilidad pueden ser muy variables, reportandose
valores entre 57 a 100 %, dependiendo del fabricante (Tamura K, 2013; Pfaffl MW, 2001). En el caso
de las pruebas de gPCR la sensibilidad se incrementa y con frecuencia se alcanza el 100 % (Hofmann-
Lehmann R, 2001; Raymaekers M, 2009; Powers JA, 2018), o que resulta ser una ventaja especialmente
en animales indetectables en las pruebas convencionales para deteccion de antigeno, ya sea porque
tienen bajos o nulos niveles de antigenemia, como ocurre en las infecciones regresivas (Duda NC, 2019;
Tandon R, 2005).

En un estudio realizado por Powers et al., 2018 se encontrd que la carga proviral de los animales
progresivos fue de 5 x 10° copias virales, comparada con los gatos regresivos de 3 x 102 copias virales.
Lo anterior concuerda con los datos obtenidos en el presente estudio, lo que reafirma la utilidad de la
cuantificacion de la carga proviral como un indicador del tipo de infeccion (progresivo o regresivo) en
los gatos infectados con el FeL V.

De acuerdo con otros estudios, (Helfer-Hungerbuehler AK, 2015; Duda NC, 2019; Kornya M, 2023;
Powers JA,2018; Hofmann-Lehmann R, 2008; Tandon R, Cattori V, 2005; Westman ME, 2017; Levy
JK, 2017; Torres AN, 2008; Cattori V, 2008), las infecciones de tipo progresivo se caracterizan no
Unicamente por cargas provirales mas altas, sino que también por cargas virales mayores en

comparacion con las presentes en las infecciones de tipo regresivo. Aunque en este estudio se determind

Unicamente la carga proviral, los datos obtenidos sugieren que su determinacion ademas de detectar la




infeccion en los gatos puede ser util en la caracterizacion de la infeccion por el FeLV en gatos
domésticos. Incluso, se ha reportado que gatos con valores significativamente mas altos de provirus
correlacionan con niveles mas altos de antigeno p27 detectable en sangre (Helfer-Hungerbuehler AK,
2015).

Por otro lado, en el presente estudio, los gatos considerados como negativos para prueba rapiday PCR
punto final fueron positivos en la técnica de gPCR, lo cual pudo deberse a que la gPCR es més sensible
gue la PCR punto final o que se haya amplificado un fragmento enddgeno, como lo reportado por
Powers et al., 2018 donde se realiz6 una qPCR para identificar secuencias endégenas de FeLV
obteniendo que en 100 % de los gatos fueron positivos (65 / 65), dado que los retrovirus end6genos
estan presentes en todos los felinos y juegan un papel importante en la infeccion por FeLV ya sea
mediante proteccion o induccion de la enfermedad, siendo un factor clave a considerar en las
infecciones causadas por este retrovirus (Canto-Valdés M, 2017; Acevedo-Jiménez GE, 2023).
Secuencias obtenidas

La secuenciacion de los productos amplificados confirmd que correspondian con las secuencias diana
de FeLV (199 pb) como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Productos de PCR punto final obtenidos a partir de gatos infectados con FeLV.

Se muestran las bandas de los amplicones a partir de la region del gen env (199pb) y su gen constitutivo
HPRT (199pb).
Se obtuvieron 2 secuencias: Banklt 2765714 Regresivo OR825689 y Banklt 2767417 Progresivo

OR854802 que mostraron rangos de identidad del 86.7-100 % con secuencias reportadas en el




GenBank, mostrando el mayor porcentaje de identidad con la secuencia proveniente de un gato con tipo
de infeccion progresiva.

La topologia del arbol mostro dos ramas bien definidas, una de ellas correspondiente a secuencias de
nucledtidos del virus de inmunodeficiencia felina (VIF) y otra correspondiente a secuencias del feline
leukemia virus, en la cual se agrup6 la secuencia obtenida en el presente trabajo confirmando la
especificidad del producto amplificado en la qPCR, adicionalmente, la secuencia obtenida se agrup6
en un clado separado de las deméas secuencias junto con la secuencia KR030113 también proveniente
de México (Figura 3), dicha agrupacion no pertenece a un genotipo reportado previamente en otros
trabajos .

Figura 2. Arbol filogenético del virus de Leucemia Felina (FeLV).
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Se muestran 2 clados bien definidos: secuencias de nucleétidos del FeLV (¢) y secuencias de
nucleétidos del VIF ( ).®a secuencia OR825689 corresponde a un gato con tipo de infeccion Regresiva.
El analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de la poblacién de gatos de

estudio, no identifico una asociacion a los genotipos virales reportados en otros trabajos ( Duda NC,

2019; Kornya M, 2023; Powers JA,2018; Hofmann-Lehmann R, 2008; Tandon R, Cattori V, 2005;




Westman ME, 2017; Levy JK, 2017; Torres AN, 2008; Cattori V, 2008). Este hallazgo constituye un
grupo Unico y particular en este estudio. Se demostrd que en los gatos infectados existio la expresion
de antigenos asociados a la glicoproteina de envoltura, ya que se detectaron anticuerpos contra estos
antigenos en la mayor parte de la poblacién de estudio. En perspectiva, se requieren estudios que
involucren el estudio del virus de leucemia felina como modelo para generar informacién basica de la
oncogeénesis retroviral.

CONCLUSIONES

La carga proviral relativa puede ser un indicador del tipo de infeccion por el FeLV en gatos domésticos.
Las pruebas moleculares, en conjunto con las pruebas que detectan antigeno, asi como las pruebas
rapidas empleadas en el punto de atencion permiten conocer la cinética de la infeccion y el pronostico
de los gatos infectados. Son necesarios estudios que permitan la caracterizacion de los diferentes tipos
de infeccidn por el FeLV que consideren un mayor tamafio de muestra, empleando diferentes pruebas
comerciales disponibles en el pais, técnicas moleculares como PCR punto final, gPCR, etc., que
permitan establecer herramientas diagndsticas méas adecuadas en las diferentes etapas de la infeccion
causada por este retrovirus, adicionalmente este elemento permitira distinguir si existe una diferencia
significativa entre los diferentes tipos de infeccién. Es de importancia mencionar que la PCR
cuantitativa evaluada en el presente estudio resulta una alternativa valida para un diagndstico que
permita establecer el tipo de respuesta presente en los diferentes tipos de infeccion por FeLV en gatos,
considerando muestras de sangre completa, obtenidas a partir de sangre periférica. El genotipo
circulante encontrado en esta poblacion de estudio no se ha identificado previamente en trabajos
publicados, adicionalmente tampoco se asocio a las secuencias previamente identificadas por algunos
autores en México.

Disponibilidad de datos

Los datos extensos presentados en este estudio estdn disponibles por solicitud hacia el autor
correspondiente. Los nimeros de acceso de las secuencias obtenidas se mencionaron en los apartados

previos correspondientes.
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