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RESUMO

O Hepadnavirus de gatos domésticos (DCH, Domestic cat hepadnavirus) € um virus DNA que
pertence a familia Hepadnaviridae, um prototipo do Virus da hepatite B (HBV). No homem, o
HBV ¢ responsavel por causar infec¢des cronicas com risco de doencas hepéticas, como
hepatites cronicas e carcinoma hepatico. Nos gatos, o DCH foi relatado pela primeira vez em
2018, em amostras de soro, na Australia. Posteriormente, foi pesquisado em outros paises como,
Italia (2019), Tailandia (2020, 2022 e 2023), Malasia (2021), Japao (2022), EUA (2022), China
(2023), Turquia (2023) e Chile (2023). Como no homem ha associa¢do da hepatite B com o
Virus da imunodeficiéncia humana (HIV), nos gatos ha evidéncias a serem confirmadas de uma
maior ocorréncia do DCH em gatos infectados pelo Virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e/ou
Virus da leucemia felina (FeLV). No Brasil, ainda nao ha relatos acerca da presenga desse virus.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a circulagdo de Hepadnavirus de gatos
domésticos em gatos do Triangulo Mineiro. Foram utilizadas 334 amostras de DNA extraido
de sangue total de janeiro 2021 a junho 2023 pertencentes ao banco de amostras do Laboratorio
de Investigacao Etiologica Veterinaria (LIVE-Vet) da Universidade Federal de Uberlandia. As
amostras de sangue, previamente extraidas, foram submetidas a Nested-PCR para deteccao
universal de espécies pertencentes a familia Hepadnaviridae. Os dados relacionados com a
idade, sexo, assim como coinfecgdes com as retroviroses felinas foram levantados, porém

nenhuma amostra foi positiva para DCH.

Palavras-chave: Felinos domésticos; Diagnostico molecular; Reagdo em cadeia pela

polimerase (PCR).



ABSTRACT

Domestic cat hepadnavirus (DCH) is a DNA virus that belongs to the Hepadnaviridae family,
a prototype of the hepatitis B virus (HBV). In humans, HBV is responsible for causing chronic
infections with a risk of liver diseases, such as chronic hepatitis and liver carcinoma. In cats,
DCH was first reported in 2018 in serum samples in Australia. Subsequently, it was researched
in other countries such as Italy (2019), Thailand (2020, 2022 and 2023), Malaysia (2021), Japan
(2022), USA (2022), China (2023), Turkey (2023) and Chile ( 2023). As there is no association
between hepatitis B and the Human Immunodeficiency Virus (HIV), in our cats there is
evidence to be confirmed of a greater occurrence of DCH in cats infected with the Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) and/or Feline Leukemia Virus (FeLV). In Brazil, there are still
no reports on the presence of this virus. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the circulation of Hepadnavirus from domestic cats in cats from the Triangulo Mineiro. We
used 334 DNA samples extracted from whole blood from January 2021 to June 2023, belonging
to the sample bank of the Veterinary Etiological Investigation Laboratory (LIVE-Vet) at the
Federal University of Uberlandia. The blood samples, previously extracted, were subjected to
Nested-PCR for universal detection of species belonging to the Hepadnaviridae family. Data
related to age, sex, as well as co-infections with feline retroviruses were collected, but no

sample was positive for DCH.

Keywords: Domestic felines; Molecular diagnosis; Polymerase chain reaction (PCR).
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1. INTRODUCAO

O Hepadnavirus de gatos domésticos (DCH, Domestic cat hepadnavirus) ¢ um virus do
género Orthohepadnavirus e familia Hepadnaviridae, constituido por DNA circular de fita
dupla, que infecta diferentes espécies de animais, inclusive seres humanos (Anpuanandam et
al., 2021). O Virus da hepatite B (HBV) ¢ o agente causador de hepatite cronica e carcinoma
hepatocelular nos humanos, sendo um grande problema de saude publica (Liang, 2009). Apesar
do HBV ser prototipo para estudos com DCH, mais trabalhos sdo necessarios para avaliar a
frequéncia, fatores de risco, sinais clinicos e a gravidade da infec¢do nos gatos.

Apods a descoberta do Hepadnavirus de gatos domésticos, em 2018, na Australia
(Aghazadeh et al., 2018), outros paises também relataram a presenca do virus ao redor do
mundo (Lanave ef al, 2019, Piewbang et al., 2020, Piewbang et al., 2022, Wardhani et al.,
2023, Anpuanandam et al., 2021, Takahashi et al., 2022, Stone et al., 2022, Capozza et
al.,2023a, Silva et al.,2023, Adiglizel et al., 2023, Choi et al., 2023) e associaram a infec¢ao
com dados epidemiologicos e coinfeccao com os retrovirus.

Com relacdo a idade, na Malasia, 64,5% (n=20/31) dos casos positivos possuiam 1 a 6
anos de idade (Anpuanandam et al., 2021). Ja no estudo realizado na Turquia, a infec¢do foi
observada predominante em gatos de 1 a 2 anos de idade, representando 59,1% (n= 13/22) dos
animais positivos para DCH (Adigiizel ef al., 2023). No Chile, as duas amostras positivas 1,7%
(n=2/120), eram de animais com mais de 7 anos de idade que estavam em um mesmo abrigo
(Choi et al., 2023). Porém, a associa¢do de idade, sexo e positividade para DCH nao foram
estaticamente relevantes (Lanave et al., 2019, Piewbang et al., 2020, Takahashi et al., 2022,
Stone et al., 2022).

No primeiro caso descrito de DCH, o gato apresentava linfoma e coinfec¢do com o Virus
da imunodeficiéncia felina (FIV) (Aghazadeh et al., 2018). Acredita-se que, assim como ha
associacdo de HBV com o HIV em humanos (Sulkowski, 2008), o DCH esteja relacionado aos
retrovirus felinos (Aghazadeh et al., 2018, Lanave et al., 2019, Piewbang et al., 2020).

Até o momento a presenca de Hepadnavirus de gatos domésticos nao foi investigada no
Brasil. Portanto, esse trabalho tem como objetivo investigar a ocorréncia molecular de

Hepadnavirus em amostras de gatos domésticos da regido do Triangulo Mineiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O genoma do Hepadnavirus de gatos domésticos (DCH) possui aproximadamente 3.200
bases que constituem um DNA circular de fita dupla (Magnius et al., 2020). Pertencente a
familia Hepadnaviridae, os virus desse grupo sdo hepatotropicos, ¢ podem infectar diversas
espécies de peixes, répteis e mamiferos (Magnius et al., 2020).

O DCH foi identificado, pela primeira vez na Australia e, no mesmo estudo, obteve
6,6% (n=8/123) de gatos positivos em amostras de sangue total para o virus (Aghazadeh et al.,
2018). Em 2019, foi detectado por meio de amostras de soro sanguineo, 10,8% (n=42/390)
positivas para DCH, sendo que quase metade 47,6 (n=20/42) dos positivos para DCH foram
coletados de gatos com infec¢do retroviral (FIV e/ou FeLV (Lanave et al., 2019).

Na Tailandia, Piewbang ef al., 2020, obtiveram 12,4% (n=26/209) de gatos positivos,
dos quais 57,7% (n=15/26) dos gatos, também foram positivos para FIV, e 11,5% (n=3/26) para
FeLV, corroborando para a possivel associacio de DCH com retroviroses felinas.
Posteriormente, em 2022, foi realizado outro estudo no mesmo pais, com 18,5% (n=403/557)
de amostras de sangue total positivas para DCH (Piewbang et al., 2022). Em 2023, Wardhani e
colaboradores realizaram outro estudo em relacio ao DCH na Taildndia, obtendo uma
frequéncia mais baixa em relacao aos estudos anteriores, com 4,7% (n=25/532) de positivos em
amostras de sangue total para Hepadnavirus de gatos domésticos (Wardhani et al., 2023).

Anpuanandam et al., 2021, relataram na Malasia 12,3% (n=31/253) de positividade para
DCH nas amostras de sangue total, ja as amostras de tecidos hepaticos obtiveram maior taxa de
detec¢dao de DCH com 14,9% (n=13/87). No Japao, foi detectado DCH em apenas uma amostra
de sangue total, obtendo uma frequéncia de 0,78% (n=1/139) no pais (Takahashi ef al., 2022).

O estudo realizado nos Estados Unidos da América do Norte revelou uma ocorréncia
consideravelmente baixa de DCH, representando apenas 0,2% (n=1/485) das amostras de
sangue total analisadas. Além das amostras de sangue total, uma porcentagem significativa de
11% (n=56/485) das amostras de figado de animais com linfoma hepatico foram submetidas a
triagem, porém nao foi identificado material genético de DCH (Stone et al., 2022).

Na China, foram realizados dois estudos com resultados semelhantes quanto a frequéncia do
virus. Um estudo, realizado em Hong Kong, identificou 11,1% (n=57/513) de positividade em
amostras de sangue total (Capozza et al.,2023a). Em Taiwan, a frequéncia obtida foi semelhante
ao estudo anterior, obtendo 11,3% (n=8/71) de amostras de sangue total positivas para DCH.

Em relacdo ao status de retroviroses, dos 8 gatos domésticos positivos para DCH, foi realizado
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o teste em apenas 4 animais desses animais dos quais observou-se apenas a positividade para
FIV em 25% (n=1/4) (Silva et al., 2023).

Adigiizel et al, 2023 pesquisaram a presenga de DCH na Turquia, obtendo 4,0%
(n=22/550) de positivos para DCH em amostras de sangue total ou soro, dos quais 54,5%
(n=12/22) eram coinfectados com FeLV. No Chile, na América do Sul, em 2023, foi detectada
a presenca de DCH em 1,7% (n=2/120) das amostras de soro de gatos domésticos. No entanto,
nao houve coinfecgdes com retroviroses (Choi et al., 2023).

Até o presente momento, nao houve investigacao sobre a ocorréncia de Hepadnavirus
em gatos domésticos no pais. Este estudo visa investigar a presenga do Hepadnavirus em gatos

domésticos do Triangulo Mineiro.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostragem

Fora utilizadas 334 amostras de DNA extraido de sangue total de gatos domésticos, da
regido do Triangulo Mineiro provenientes de atendimentos veterinarios do Hospital Veterinario
(HV) da UFU e de clinicas e hospitais veterinarios da regido. As amostras pertenciam ao
biobanco do Laboratorio de Investigacao Etiologica Veterinaria (LIVE-Vet) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). O periodo de coleta das amostras foi de janeiro de 2021 até junho
de 2023.

3.2 Extraciao do material genético
As amostras de DNA foram extraidas de 200 pL de sangue total por meio do kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Biotecnologia) de acordo com o protocolo do

fabricante.

3.3 Técnicas moleculares

A presenca de inibidores de PCR nas amostras de DNA foi excluida pela amplificacio
de um fragmento do gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (Birkenheuer et al.,
2003). Foram utilizados 5 pL da enzima GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corporation),
500 nM de cada primer (GAPDH 57F e GAPDH 138R) (Tabela 1), 2 uLL de DNA e 4gua livre
de nucleases q.s.p. 10 L. Como controle positivo foi utilizada uma amostra de DNA extraido
de gato, previamente caracterizada como positiva no LIVE Vet e como controle negativo foi

utilizada agua livre de nucleases. ’

Tabela 1 — Oligonucleotideos (primers) utilizados na PCR para GADPH

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’)
GAPDH.57 (Forward) GCCGTGGAATTTGCCGT

GAPDH.138 (Reverse) GCCATCAATGACCCCTTCAT
Fonte: BIRKENHEUER et al., (2003)

A presenga de DNA viral de DCH foi avaliada por meio da Nested-PCR pan-
Hepadnaviridae segundo WANG et al., 2017, utilizando a enzima DreamTaq® Green PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific), 500 nM de cada primer (HBV-pol-F1 e HBV-pol-R2)
(tabela 2), 2,5 uLL. de DNA para PCR, éagua livre de nucleasse q.s.p. 25 pL. Para Nested-PCR
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2,0 uL de produto amplificado, 500nM de cada primer (HBV-pol F2 e HBV-pol-R1) (tabela 3)
e agua livre de nucleases q.s.p. 25 uL. Como controle positivo foi utilizada uma amostra
positiva para o Virus da hepatite B (HBV), cordialmente cedida pelo Dr. Jodo Renato Rebello
Pinho (Hospital Israelita Albert Einstein, Sao Paulo-SP), como controle negativo foi utilizada

agua livre de nucleases.

Tabela 2 — Oligonucleotideos (primers) utilizados na PCR para a detecciio de espécies de Hepadnavirus

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’)
HBV-pol-F1 (Forward) TAGACTSGTGGTGGACTTCTC
HBV-pol-R2 (Reverse) = CATATAASTRAAAGCCAYACAG
Fonte: WANG et al., (2017)

Tabela 3— Oligonucleotideos (primers) utilizados na Nested-PCR para a detec¢iio de espécies de

Hepadnavirus

Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3’)
HBV-pol F2 (Forward) AGTRAAYTGAGCCAGGAGAAAC

HBV-pol-R1 (Reverse) TGCCATCTTCTTGTTGGTTC
Fonte: WANG et al., (2017)

3.4 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados da Nested-PCR foram analisados em gel de agarose,
juntamente com um marcador de peso molecular (BH 100pb DNA ladder H3 RTU, Bio-Helix),
controle positivo e negativo. Com 1,5% com corante SYBR® Safe DNA Gel Stain
(ThermoFisher Scientific) diluido a 1:10.000.

Em seguida, os produtos foram submetidos a eletroforese em cuba horizontal com
solucdo tampao TBE, pH 8,0 (Tris-borato 0,045M: EDTA 0,001M). A amostra
seria considerada positiva se apresentasse tamanho especifico (230pb). O gel de agarose foi

visualizado sob luz ultravioleta e a imagem obtida foi fotodocumentada.
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4. RESULTADOS

Dentre os animais estudados, 50% (167/334) eram machos e 50% (167/334) eram
fémeas. Com relagdo a idade, os animais foram classificados segundo Quimby et al., 2021 e
60,7% (203/334) eram adultos jovens (entre 12-72 meses) (Tabela 4). Com relacdo a infec¢ao
por FIV e FeLV, a populacao foi predominantemente composta por animais negativos (Tabela
5).

A respeito as reacdes para investigar a presenca de inibidores da PCR, todas as 334
amostras apresentaram aumento exponencial da curva de amplificagdo e valor de 87°C na
temperatura de melting, foram consideradas positivas. A fim de interpretar os resultados da
Nested-PCR para deteccdo das espécies virais da familia Hepadnaviridae, a banda observada
no gel de agarose foi analisada em relacdo ao marcador de peso molecular e ao controle positivo

(258pb) e nenhuma amostra foi positiva.

Tabela 4— Porcentagem de gatos domésticos com relacio a faixa etaria

Classificacio Intervalo de faixa etaria Porcentagem
Filhotes 0 - 11 meses 26,64% (89/334)
Adultos jovens 12 - 72 meses 60,7% (203/334)
Adultos Maduros 73 - 120 meses 8,9% (30/334)
Idosos Mais de 120 meses 3,5% (12/334)

Fonte: A autora

Tabela 5— Status para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e Virus da leucemia felina (FeLV) por PCR

em gatos domésticos

Classificacio Porcentagem
Status desconhecido 19,16% (64/334)
FIV e FeLV (-) 76,9% (257/334)
FeLV (+) 18,8% (63/334)

FIV (+) 0,5% (2/334)

FIV e FeLV (+) 1,49% (5/334)

Fonte: A autora
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5. DISCUSSAO

A quantidade de amostras (n=334) do LIVE-Vet foi expressiva em comparagdo a outros
estudos que empregaram um numero reduzido de amostras e identificaram gatos positivos. Por
exemplo, na Australia, 6,6% (n=8/123) dos gatos domésticos testados foram identificados como
positivos (Aghazadeh et al., 2018), na Malasia, com 12,3% (n=31/253) (Anpuanandam et al.,
2021), no Chile, 1,7% (n=2/120) (Choi et al., 2023), e no Japao, 0,78% (n=1/139).

Em contraste, outros estudos possuiam o nimero amostral maior, como na Turquia com
4,0% (n=22/550) (Adigiizel et al., 2023), China com 11,1% (n=57/513) (Capozza et al.,2023a),
Tailandia, 3,3% (n=25/532) (Wardhani et al., 2023), (Anpuanandam et al., 2021), e na Italia,
com 10,8% (n=42/390) (Lanave et al., 2019). Entretanto, no estudo conduzido nos Estados
Unidos, embora os testes tenham sido realizados com elevado numero de amostras 0,2%
(n=1/485), a prevaléncia foi baixa comparada a estudos anteriores (Stone ef al., 2022). Assim,
¢ plausivel que a incidéncia de DCH na América do Sul e na América do Norte ainda seja
reduzida, comparada a Europa e Asia.

Dos gatos domésticos estudados, 50% (167/334) eram machos e 50% (167/334) eram
fémea sem que nao foram encontradas amostras positivas. Em pesquisas realizadas em outros
paises, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas entre sexo dos gatos e a
positividade para DCH (Lanave et al., 2019, Piewbang et al., 2020; Takahashi et al., 2022;
Stone et al., 2022).

Em relacdo a faixa etdria, a maioria das amostras foram de gatos adultos jovens,
totalizando 60,7% (n=203/334), semelhante com o que foi observado na Malasia, onde 64,5%
(n=20/31) dos gatos positivos possuiam mais de dois anos de idade (Anpuanandam et al., 2021).
Embora, nos estudos conduzidos na Italia, Tailandia, Japao e China essa correlagcdo de idade e
positividade para DCH também nao tenha sido estatisticamente relevante (Lanave et al., 2019;
Piewbang et al., 2020; Takahashi ef al., 2022, Capozza et al.,2023a). No estudo realizado no
Chile, que identificou uma taxa de 1,7% (n=2/120) de positividade para DCH, as amostras
positivas correspondiam a gatos com mais de 7 anos de idade, corroborando para o estudo feito
na Malésia, que sugere que gatos domésticos com mais de dois anos de idade tenham maior
probabilidade de serem positivos para DCH (Choi ef al., 2023).

Em pesquisas anteriores, o status de FIV e FeLV foi associado a infec¢do por DCH. Na
Austrélia, 75% (n=6/8) dos animais positivos para DCH eram positivos para FIV (Aghazadeh
et al., 2018), na Italia, 45,2% (n=14/31) foram positivos para DCH e retroviroses (Lanave et
al., 2019). No estudo realizado na Tailandia, dos 26 positivos para DCH, 57,7% (n=15/26) eram
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coinfectados com FIV, enquanto a coinfec¢ao por FeLV correspondia a 11,5% (n=3/26), e com
ambas as retroviroses 3,8% (n=1/26). Na Malasia, em 2021, dos 31 positivos para DCH, 19,3%
(n=6/31) eram portadores de FIV e/ou FeLV (Anpuanandam et al., 2021).

Em contrapartida, nos EUA e no Japao, foi encontrado apenas um gato positivo para
DCH por pais, os dois eram FIV e FeLV negativos (Stone ef al., 2022; Takahashi et al., 2022).
Assim como no Chile, onde dois animais positivos para DCH, também eram negativos para
ambas retroviroses (Choi et al., 2023). Na Turquia, 54,5%(n=12/22) estavam coinfectados com
FeLV (Aigiizel ef al., 2023). Neste estudo, a frequéncia de FIV foi de 0,5% (n=2/334), e de
FeLV foi de 18,8% (n=63/334), logo, a parcela da populacdo estudada apresentava infec¢ao por
retroviroses felinas, o que poderia ser um fator para observar animais positivos para DCH,
porém a presenga do virus nao foi identificada.

Em relagdo as amostras utilizadas, na Malasia foram coletadas 87 amostras de tecido
hepético, apresentando maior taxa de detec¢do de DCH com 14,9% (n=13/87), enquanto as
amostram de sangue total demostraram uma taxa ligeiramente menor, com 12,3% (n=31/253)
(Anpuanandam et al., 2021). Por outro lado, na Tailandia, das 119 amostras de figado 9,2%
(n=11/119) testaram positivo para esse virus, enquanto a porcentagem foi de 18,4%(n=103/557)
para amostras de sangue (Piewbang et al., 2020). Na Italia, Japao e na China foram coletadas
apenas amostras de sangue total (Lanave et al, 2019; Takahashi et al., 2022 Capozza et
al.,2023a, Silva et al.,2023). Nos EUA, foram coletadas amostras de sangue total e de linfomas
hepaticos, entretanto, ndo foi detectado DNA de DCH em gatos com linfoma (Stone et al.,
2022). No presente estudo, foram utilizadas apenas amostras de sangue total, sendo necessario
estudos futuros para identificar a associacao entre amostras de tecido hepatico e a presenca de
virus DCH.

No presente estudo, ndo foram encontradas amostras positivas para DCH na regido do
Tridngulo Mineiro. No entanto, a amostragem estendeu-se apenas por uma regido geografica
restrita do pais, ndo descartando a presenca do virus em todo territorio brasileiro. Na regiao
estudada, o DCH pode estar ausente ou a prevaléncia ser baixa o suficiente para ndo ter sido
detectada nas 334 amostras de sangue total testadas. Por fim, em investigacdes futuras, ¢
fundamental utilizar amostra de tecido hepatico e aumentar a amostragem de gatos por todo

pais.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo buscou contribuir para o conhecimento da circulagdo de
Hepadnavirus do gato doméstico (DCH) na regido do Triangulo Mineiro. Apesar da auséncia
de amostras positivas, o objetivo desta pesquisa foi alcangcado com a avaliagdo das 334 amostras
para DCH. Destaca-se, portanto, a necessidade de pesquisas mais amplas para determinar se ha
circulacao desse virus no Brasil, ressaltando a variagao regional da incidéncia do DCH no

mundo.
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