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Resumen

Se obtuvieron muestras de sangre y se realizaron preparados citolégicos de mucosa oral de
123 felinos domésticos apoyado por el Hospital de Ensefianza en Medicina y Cirugia
Pequefias Especies de la FES-C y en clinicas veterinarias en el Estado de México y CDMX
para el disefio y estandarizacion de la hibridacion in situ para la deteccion de ADN proviral,
se estandarizo previamente un ensayo de PCR para la deteccién del gen env FeLV en ADN
gendmico obtenido de sangre y mucosa oral felina, el cual puede detectar concentraciones de
ADN de hasta 4 ng/ul. La estandarizacion de la hibridacion in situ no tuvo éxito, debido a las
condiciones de hidratacion constante y el uso de enzimas y detergentes, favorecio el
desprendimiento de las muestras, las cuales contenian muy poco material genético para
demostrar la presencia topologica del provirus en las células de mucosa oral. Para demostrar
la presencia del virus en los preparados citologicos se decidid extraer ADN gendmico
resuspendiendo las células en PBS y demostrando el ADN proviral mediante PCR.



Introduccion

El virus de leucemia felina (FeLV) pertenece a la familia Retroviridae y al género
Gammaretrovirus. Se han identificado al menos 6 subgrupos exdgenos (A, B, C, AC,Dy
T).92,94, 95 ES una de las enfermedades infecciosas mas comunes en los felinos. Se ha estimado
que un tercio de las muertes de felinos relacionadas con tumores fueron causadas por el FeLV
y un nimero mayor de muertes fueron relacionadas con anemias y enfermedades secundarias
causadas por los efectos supresores del virus en médula Osea y el sistema inmune,
considerandose una tasa de mortalidad posterior al diagnostico del 50% en dos afios y del
80% en tres afios. La vida media de felinos infectados con el FeLV es de 2.4 afios. Los
signos clinicos asociados a el FeLV estan clasificados como tumores, desordenes
hematopoyéticos, neuroldgicos, inmunodeficiencia, enfermedades inmunomediadas,
estomatitis y trastornos reproductivosss, sg, 93. La transmision se da principalmente por saliva,
aunque también se puede transmitir por secreciones nasal, lagrimal, leche, heces, semen,
fluidos vaginales y transplacentariamente. La pulga del gato (Ctenocephalides felis) es
considerada una fuente potencial de transmision. Estudios in vitro han demostrado que la
pulga puede transmitir el virus por picadura de un gato virémico a uno sano g, 91. En la
actualidad el diagndstico inicial de la enfermedad se realiza mediante pruebas de antigeno
soluble como inmunocromatografias, inmunofluorescencia indirecta y para la deteccion del
ARN viral la RT-PCR. La mayoria de los estudios retrovirales pueden diagnosticar solo la
infeccion, no la enfermedad clinica ss, gs, 4. Existen secuencias de virus endégenos presentes
en el genoma del gato doméstico, estos no producen infecciones por si mismos pero se
recombinan con FeLV exdgenos os.

La tasa de mortalidad de gatos infectados progresivamente por el FeLV en hogares con
maultiples gatos, es aproximadamente del 50% en dos afios y del 80% en tres afos, pero es
mucho mas baja en gatos estrictamente en el interior de hogares con un solo gato g, 9, 10.

Aunque el virus fue nombrado por el tumor contagioso que llamo la atencion en un principio,
la mayoria de los gatos infectados se presentan al veterinario, no por tumores, si no por
anemia o inmunosupresion. Varias co-infecciones, incluyendo el virus de inmunodeficiencia
felina (FIV), peritonitis infecciosa felina (PIF), infecciones del tracto respiratorio alto,
micoplasmosis hemotropica y estomatitis, son los hallazgos mas frecuentes (15%), seguidos
por anemias (11%), linfoma (6%), leucopenia o trombocitopenia (5%) y leucemia o
enfermedad mieloproliferativa (4%) 11.

Utilizando la PCR se han identificado tasas variables de infeccion. En Reino Unido se han
encontrado tasas elevadas de infeccion (54%), Colombia (68%), Australia (43%) y Brasil
(47.5%). Tasas intermedias en Espafia (35.7%), Suiza (33%) y Estados Unidos (15-20%). Y
tasas bajas en Canada (3-4%). Existe muy poca informacion a niveles local y nacional, para
los gatos mexicanos; Ramirez et al mencionan que el 96% de gatos muestreados no son
inmunizados y que el 76% es positivo al PCR para detectar ADN proviral ga.



Etiologia

Virus ARN de cadena sencilla que presenta la enzima transcriptasa reversa, la cual le confiere
la capacidad de codificar ADN a partir de su ARN viral. Su genoma tiene un tamafo
aproximado de 9600 bases.

Conformado por los genes gag, pol y env, ademas de regiones terminales repetidas largas
(LTR) para cada extremo de la hebra (figura 1) los cuales permiten la insercion en el genoma
huésped.
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Figura 1: Diagrama del genoma del FeLV
Modificado de Hardy, W.D., 1981

El gen gag codifica las proteinas del nucleo del virus p15, p12, p27 y p10. El gen pol codifica
las enzimas necesarias para la replicacion e integracion viral entre ellas, proteasas, integrasas
y transcriptasa reversa. En cuanto al gen env codifica las glicoproteinas de la envoltura,
glucoporteinas de superficie SU gp70, y las proteinas de transmembrana TM, gp15 1,90 (figura
2). El gen env tiene una gran variabilidad que influye en el tropismo y la patogenicidad,
adicionalmente los eventos de recombinacion entre los FeLV enddgenos y exdgenos pueden
involucrar esta region oa.

En el caso de LTR su regién U3 como en otros retrovirus, tiene potencial para promover la
transcripcion de genes celulares adyacentes, esto se puede asociar con la oncogénesis 102, 103.
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Figura 2: Esquema estructural del FelLV

Modificado de Hardy, W.D., 1981



Subtipos del FeLV

Clasificados de a acuerdo con su tropismo celular. El cual es mayormente determinado por
la estructura de la envoltura viral. Se han identificado 6 subgrupos: FeLV A, B, C, AC, Dy
T. Definidos por las variaciones de la secuencia genética de la unidad de glucoproteina de
superficie del gen de envoltura (env) 4. El genotipo dominante en gatos infectados es el FeLV
A. No hay evidencia de transmision horizontal natural del FeLV B o C entre gatos y aun asi
ocurriendo estos subgrupos virales son defectuosos, requieren de la transmision
concomitante de FeLV A. g4 Los genotipos de FelV B y particularmente FeLV C son menos
COMUNES. 94

Ramirez et al (2016) han demostrado que algunos retrovirus endogenos son
transcripcionalmente activos y es posible encontrar desarrollo de particulas virales por la
infeccion de retrovirus enddgenos 94. También es posible que la infeccidn resulte en la
recombinacion con estos retrovirus enddgenos presentes en el genoma del gato; EI FeLV B
de esta forma pudo formarse, por el intercambio genético entre FeLV A y elementos
provirales enddgenos, los cuales son mas homdlogos con FeLV B que con FeLV A 104.

FelV A es minimamente patogénico en ausencia de otras variantes, mientras que FeLV B
puede asociarse a linfoma timico, anemias no regenerativas, diferentes neoplasias linfoides
y leucemias mieloides agudas; FeLV C se puede asociar Unicamente a aplasia eritrocitica
pura 4.

Patogenia

El FeLV no sobrevive por mucho tiempo fuera del huésped y es rapidamente inactivado por
desinfectantes, detergentes, exposicion al calor o la desecacién. La transmision por fomites
es improbable, aunque se puede llevar a cabo mediante agujas usadas, instrumental
quirdrgico contaminado y transfusiones sanguineas de gatos infectados. La transmision suele
llevarse a cabo mediante “contactos amigables” durante el lamido o acicalado y raramente
por mordidas. Los gatos virémicos son la fuente de infeccidn, el virus se encuentra presente
en saliva en forma de particulas virales y en sangre como provirus en células mononucleares
infectadas, aunque también puede eliminarse en secreciones nasales, heces y leche. En gatas
gestantes la viremia puede generar muerte embrionaria, nacidos muertos o gatitos virémicos.
El riesgo de infeccion esta ligado al comportamiento y estructura social de los felinos 26, 10s.

La infeccion por el FeLV es cronica en la naturaleza y se desarrolla a traves de diferentes
etapas. Hay una larga fase asintomatica en el cual los gatos no muestran signos clinicos 12.

Las etapas de FeLV son infeccidn abortiva, regresiva, progresiva y focal o atipica o7, 101. (ver
Tabla 1).

Infeccion abortiva:

Después de la infeccion el virus empieza a replicarse en el tejido linfoide local de la
orofaringe. En los gatos con un sistema inmune funcional, la replicacion viral puede ser
terminada por una respuesta inmune humoral y celular efectiva. Estos gatos nunca seran



viremicos. Tendran grandes niveles de anticuerpos neutralizantes. El antigeno del FeLV, el
ARN viral o el ADN proviral no podréan ser detectados en la sangre en ningin momento. La
infeccion abortiva posiblemente es causada por una exposicion del gato a bajas dosis del
FeLV g Aparentemente pocos gatos o ninguno podran eliminar por completo la infeccion
de todas sus células (ver cuadro 1).

Tejido Respuesta
D ; JAYo
Infeccién Replicacion linfoide en inMuUne T ]
orofaringe humoral y Neutralizantes

celular

Gato inmuno
competente

RT-PCR (-)
PCR (-)

Cuadro 1: Infeccién abortiva por el FeLV

Infeccion regresiva:

Se desarrolla seguida de una respuesta inmune defectuosa. La replicacién viral y la viremia
son contenidas poco antes de la infeccion de la médula 6sea. Después de la infeccion inicial,
el virus generado se esparce sistémicamente a través de células mononucleares infectadas
(linfocitos y monocitos). Durante esta etapa los gatos tienen resultados positivos en pruebas
que detectan antigeno libre en plasma (ELISA) y excretan el virus principalmente en saliva.
En estos gatos la viremia (transitoria) es terminada en semanas a meses, en algunos gatos la
viremia persiste mas de tres semanas, despues de este periodo la médula dsea es infectada y
los precursores hematopoyeéticos infectados desarrollan granulocitos y plaquetas circulantes
infectadas. Aun siendo infectada la médula désea cierto porcentaje de gatos es capaz de
eliminar la viremia, sin embargo, no pueden eliminar por completo el virus del cuerpo
(infeccion latente), pues el ADN proviral estara presente en las células troncales. A pesar de
que el ADN proviral permanece presente en el genoma celular, no se producen de manera
activa particulas virales. En esta fase en todas las pruebas que detectan el antigeno del FeLV
seran negativas. Durante la division celular el ADN proviral es replicado, sin embargo no es
traducido a proteinas y no se producen particulas virales infecciosas. Los gatos no eliminan
el FeLV y no son infecciosos para otros gatos. Un PCR sensible puede detectar provirus en
sangre de gatos con infeccion regresiva que son antigeno negativos 9. La infeccion regresiva
puede ser reactivada cuando la produccion de anticuerpos disminuye (inmunosupresion) (ver
cuadro 2).
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PCR sangre
(+)

qPCR
L[ ]DNA

"

Replicacion

Excrecion viral
en saliva

Contencién
temprana

FelLV Ag (-)
PCR sangre (-)
PCR médula
Osea (+)

Inmunosupresidn

|
e |

Cuadro 2: Infeccidn regresiva de la infeccién por el FeLV
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Infeccion progresiva:

En los gatos con infeccion progresiva la infeccion no es contenida a tiempo, produciendo una
replicacion extensiva del virus, primero en tejidos linfoides y seguida por la médula dsea y
los epitelios de mucosas y glandulas. Permanecen virémicos de manera persistente y son
infecciosos para otros gatos por el resto de sus vidas. Desarrollan infecciones asociadas al
FeLV y la mayoria de ellos morirdn dentro de pocos afios. Las infecciones regresivas y
progresivas pueden diferenciarse con muestreos repetidos para detectar antigeno viral en
sangre periférica; los gatos infectados de manera regresiva se volveran negativos por lo
menos 16 semanas después de la infeccion, mientras que los infectados progresivamente
permaneceran positivos. Inicialmente ambas infecciones estan acompafiadas por una
persistencia del ADN proviral del FeLV en la sangre detectado por PCR, diferenciandolas
por las cargas del FeLV cuando se miden por qPCR, la infeccidn regresiva es asociada con
cargas bajas mientras que la progresiva por cargas altas g6, 100. (Ver cuadro 3).

Gato
inmunocomprometido

“MReplicacion Tejido

: . Médula 6sea
viral linfoide

Infeccion

Eliminacion Viremia Epitelios de
constante del persistente glandulas y
virus mucosas

Enfermedades FelV Ag (+)

i PCR (+)
asociadas a 4PCR
FelV A[IDNA

Cuadro 3: Infeccidn progresiva de la infeccion por el FelV.
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Infeccion focal:

Producida por una replicacion viral persistente atipica en glandula mamaria, vejiga y 0jos.
Esta replicacion puede llegar a producir de manera intermitente o en bajo grado antigenos.
Estos gatos pueden tener un positivo débil o resultados discordantes en la prueba de antigeno,
o resultados positivos y negativos pueden alternarse o7.

Fase de la Antigeno Cultivo ARN ADN proviral | Cultivo | Eliminacién | Enfermedades
infeccion p27 del viral de | viral en en sangre viral de viral asociadas a el
del FeLV FeLV en sangre sangre tejidos FeLV
sangre
Progresiva Positivo Positivo | Positivo Positivo Positivo Positivo Probable
Regresiva Negativo Negativo | Negativo Positivo Negativo Negativo improbable
Abortiva Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo Negativo improbable
Focal Variable Variable | Variable Variable Variable Variable improbable

Tabla 1: Fases de la infeccién por el virus de la leucemia felina (FelLV)
Tomado de Hartmann, 2012

Oncogénesis

El FeLV puede causar diferentes tumores, mas comdnmente linfoma y leucemia. El
mecanismo por el cual el FeLV genera malignidad es por la insercion del genoma del FeLV
en el genoma celular, cerca de un oncogen (mas comun myc), activandolo, sobre-
expresandolo o suprimiéndolo. Se sugiere que la regién U3-LTR de FeLV transactiva las
vias de sefializacion relacionadas con el cancer, mediante la produccion de un transcrito de
ARN de 104 bases no codificantes que activa NF kappaB. Estos efectos llevan a una
proliferacion incontrolada de esa célula (clon). La malignidad se presenta en la ausencia de
una respuesta inmune apropiada. El FeLV también puede incorporar el oncogen para formar
un virus recombinante como FeLB-B y FeSV. Al entrar a una célula nueva estos virus
recombinantes son oncogénicos 41, 42, ss.

Se han identificado 6 sitios de integracion comun (CIS) para el FeLV: c-myc, flv-1, flv-2,
fit-1, pim-1, flit-1 4.

La infeccion por el FeLV en la poblacion felina naturalmente y con frecuencia resulta en
leuguemogenesis. La infeccion predominantemente genera linfoma de células T después de
una latencia prolongada 1, 2, 3.

Interaccion entre cepas infectantes del FeLV y elementos enddgenos transcripcionalmente
activos pero con una replicacion defectuosa, dentro del genoma del gato doméstico, son
responsables de la generacion de leucemogenes 107.

La asociacion entre el FeLV y linfomas ha sido claramente establecida, induciendo estas
neoplasias en gatito por infeccion experimental del FeLV. Los gatos infectados naturalmente
tienen un riesgo mayor de desarrollar linfoma que los gatos no infectados. La mayoria de los
gatos con linfoma eran, al menos en épocas anteriores, cuando la prevalencia del FeLV era
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aun mas alta, positivos en las pruebas que detectan virus infecciosos o antigenos. Un 80% de
linfomas y leucemias en gatos fueron reportados asociados al FeLV 43, 44, 45, 46, 47.

El ADN proviral del FeLV ha sido detectado en linfomas de gatos mayores que resultaron
negativos al antigeno del FeLV, sugiriendo que el virus esta asociado a una proporcion mayor
de casos de lo que se pensaba ss. El estatus del FeLV en gatos con linfoma aun varia,
dependiendo del tipo y la localizacion del tumor. El linfoma en gatos positivos al antigeno
del FeLV se originan en su mayoria de células T; aquellos que son negativos generalmente
su origen es de células B 49, 50. Una posible razon es que el FeLV transforma células T
maduras e inmaduras, células nulas y posiblemente monocitos. La transformacion de las
células B maduras no parece ocurrir porque las lineas celulares de linfoma felino y los
tumores primarios carecen de expresion de inmunoglobulinas s1.

Aproximadamente un tercio de las muertes relacionadas con neoplasias en gatos fueron
causados por el FeLV e incluso es mayor el nimero de muertes relacionadas a anemias e
infecciones secundarias causadas por los efectos supresores del virus en la medula 6sea y el
sistema inmune. En afios recientes la prevalencia y consecuentemente la importancia de
FeLV como un patégeno en gatos ha disminuido 7.

Los fibrosarcomas que son asociados al FeLV son causados por el virus del sarcoma viral
felino (FeSV), un virus recombinante que se desarrolla de novo en gatos infectados con
FeLV A por recombinacion del genoma de FeLV A y oncogenes celulares (fes, fms y fgr),
Ilevando a una malignidad policlonal con tumores multifocales que surgen simultaneamente
después de un corto periodo de incubacion. Con la disminucién de la prevalencia del FeLV,
FeSV también se ha vuelto menos comdn. Los fibrosarcomas inducidos por FeSV son
multicéntricos y usualmente ocurren en gatos jovenes. FeSV es defectuoso e incapaz de
replicarse sin la presencia del FeLV A como virus cooperador que provee proteinas (gen env)
52,53, 54, 55.

La insercion del retrovirus se lleva a cabo cerca de cierto gen celular (figura 3), la
transcripcion del gen puede ser regulada positivamente por el promotor y la funcion
potenciada de la LTR. Si es integrado dentro de un gen el transcrito podra ser alterado o
interrumpido y la célula podra adquirir ventajas de crecimiento (ver figura 3) 4.
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Figura 3: Concepto de la insercidn retroviral al genoma celular.

Tomado de Fujino, Y. et al 2008

Respuesta inmune

La respuesta inmune es un factor crucial para determinar el resultado de la infeccion con el
FeLV. Muchas investigaciones se centran en la importancia de los anticuerpos virus-
neutralizantes (VN) y en los Anti-antigenos de membrana celular asociados a oncornavirus
felino (anti-FOCMA), anticuerpos que se piensa gque protegen contra la viremia persistente y
neoplasias asociadas al FeLV, respectivamente gs.

Se cree que los gatos son inmunes al FeLV después de la infeccion donde se encuentra que
permanecen positivos al provirus. Gatos antigeno-negativo y provirus positivos son
frecuentemente detectados, su relevancia clinica y el rol en la epidemiologia del FeLV, no
son claramente comprendidos. Gatos antigeno- negativo y provirus-positivo son
considerados portadores del FeLV, siguiendo la reactivacion pueden actuar como fuente de
infeccion. Como el provirus esta integrado al genoma del gato, es poco probable que sea
completamente eliminado. Estos gatos no excretan el virus, pero la reactivacion con
excrecion del virus es posible gs.

Altos niveles de linfocitos T citotoxicos efectores especificos del FeLV circulantes aparecen
antes que los anticuerpos neutralizantes del virus en gatos que se han recuperado de la
exposicion al FeLV. En contraste, la infeccion progresiva con viremia persistente se ha
asociado con el silenciamiento del mecanismo inmunitario humoral y celular del huésped 13.

Los gatos afectados pueden desarrollar atrofia del timo y deplecion de la zona paracortical
de linfonodos despues de la infeccion. Linfopenia y neutropenia son comunes. Mecanismos
inmunomediados son responsables en casos en que el conteo neutrofilico se recobre con
tratamiento de glucocorticoides (neutropenia responsiva a glucocorticoides) z7. En adicion
los neutrofilos de gatos infectados progresivamente disminuyen su funcion quimiotactica y
fagocitica. En algunos gatos la linfopenia puede caracterizarse por una perdida preferencial
de linfocitos T cooperadores CD4", resultando en una inversion de la proporcion de
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CD4/CD8, pero es mas comun la perdida sustancial de células cooperadoras y células
supresoras citotoxicas (CD8") 18, 19. Existe una reduccion de la produccion de
inmunoglobulinas, funcion de los neutréfilos disminuida y el agotamiento del complemento.
En algunos gatos esta disminuida la produccion de IL-2 e IL-4. o 24. IFN-y puede ser
deficiente o aumentado, se ha observado un incremento de TFN-a en el suero de gatos
infectados. Cada citosina juega un papel importante en la generacion de una respuesta inmune
normal y la excesiva produccion de algunas citosinas como TNF- o también puede causar
enfermedad 12.

Las células T de gatos infectados pueden producir significativamente niveles mas bajos de
factores estimulantes de células B, este defecto se vuelve progresivamente mas severo con el
tiempo 25.

Durante la vacunacion gatos infectados no son capaces de montar una respuesta inmune
adecuada, es por eso que se debe considerar vacunar con mayor frecuencia (cada 6 meses) 2.

Los gatos infectados también pueden desarrollar enfermedades inmunomediadas causadas
por una respuesta inmune hiperactiva o desregulada hacia el virus. A pesar de que la
inmunidad humoral se ve disminuida, aumentos no especificos de 1gG e IgM se han
observado. La pérdida de actividad de las células T y la formacion de complejos antigeno-
anticuerpo promueven la desregulacion inmune 27. Las enfermedades autoinmunes descritas
en gatos infectados con el FeLV incluyen anemia hemolitica autoinmune (AHA),
glomerulonefritis, uveitis con deposicién de complejos autoinmunes en iris y cuerpo ciliar y
poliartritis 2s, 29, 30, 31.

Los antigenos que pueden conducir a la formacion de complejos inmunes incluyen no solo a
particulas virales completas, sino también proteinas libres como gp70, p27 o p15E 32, 3.

El provirus del FeLV puede generar desordenes en médula ésea induciendo la expresion de
antigenos en la superficie celular, resultando en destruccion inmunomediada de las células
35.

El mejor conocimiento de la respuesta inmune a la infeccion por el FeLV ayudaria a resolver
las controversias que rodean la vacunacion. Todas las vacunas son inactivadas, hay vacunas
de virus completos, de multiples subunidades y recombinantes. También incorporan
diferentes fuentes y subgrupos del FeLV. La vacuna ideal debera proveer proteccion contra
viremias persistente y transitoria. También prever la infeccion latente y el desarrollo de
enfermedades asociadas. Actualmente ninguna de las vacunas disponibles ha demostrado
genera suficiente inmunidad mucosal para prevenir la viremia transitoria después de la
exposicion ga.

A pesar de que la inmunidad celular y la induccidn de anticuerpos a otras proteinas virales
pueden jugar un papel secundario en la proteccion de los gatos, se considera que la induccion
de anticuerpos virus-neutralizantes que previenen la viremia, son de primordial importancia
después de la vacunacion. No hay evidencia de que la inclusion de FOCMA en las vacunas
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sea benefico, si la vacuna protege contra la infeccion de FeLV, también protegera contra las
enfermedades relacionadas. g4

Factores de riesgo

La tasa de mortalidad de gatos infectados progresivamente por el FeLV en hogares con
maltiples gatos es aproximadamente del 50% en dos afios y del 80% en tres afios, pero es
mucho mas baja en gatos estrictamente en el interior de hogares con un solo gato g, 9, 10.

Factores de riesgo para la infeccion incluyen sexo (machos), edad adulta y acceso al medio
externo y la densidad poblacional que promueven el estrés y la mala higiene debido al
contacto con otros gatos s 6, 94. En el caso de gatos jovenes la ausencia de una vacunacion de
rutina, bajo control reproductivo y falta de campafias de prevencion se asocian con
prevalencias elevadas g4, Los factores de riesgo ligados al comportamiento del gato son: sexo,
edad, fenotipo naranja; tomando en cuenta esto los machos naranjas tienden a ser mas
agresivos aumentando el riesgo de transmision por heridas y/o sangre 1os.

Esta claro que el curso clinico es determinado por una combinacién de factores del huésped
y virales, como el subgrupo que determina las diferencias en el cuadro clinico, por ejemplo,
el FeLV B es asociado primariamente con tumores y el FeLV C es asociado con anemia no
regenerativa 1».

Es probable que el factor del huésped mas importante que determina el curso clinico de gatos
infectados con el FeLV es la edad del gato al momento de la infeccién 14. Gatos neonatos
desarrollan una marcada atrofia del timo después de la infeccion, dando como resultado
inmunosupresion severa, debilidad y muerte temprana. Conforme los gatos van madurando
adquieren resistencia progresiva. Cuando los gatos mas viejos son infectados tienden a
presentar infecciones abortivas o regresivas, o si desarrollan la infeccion progresiva, tienen
al menos signos mas leves y un periodo prolongado de aparente buena salud o.

Signos clinicos

Los signos clinicos asociados a el FeLV pueden ser clasificados en tumores,
inmunosupresién, desordenes hematoldgicos, enfermedades inmunomediadas y otros
sindromes (neuropatia, desordenes reproductivos y sindrome del gatito debilitado). La
inmunosupresién se asocia ocasionalmente con ADN viral no integrado de variantes virales
defectuosas de replicacion. is. Estas variantes patogénicas inmunosupresoras como el FeLV-
T requieren de una molécula receptora de membrana (Pitl) y una segunda proteina co-
receptor (FeLIX) para infectar linfocitos T 1. Esta Ultima proteina es expresada
enddgenamente y es similar a la proteina de unién al receptor de FeLV-B 17.

Desordenes hematopoyéticos causados por supresion de la médula 6sea es un hallazgo
comun, incluyendo anemias no regenerativas, neutropenia transitoria, persistente o ciclica,
puede causar conteos plaquetarios bajos, también es responsable de déficits en la funcion
plaquetaria y en su vida media, resultando en desordenes hemorragicos secundarios a la
produccién disminuida por supresion de la médula 6sea o infiltracion leucémica. Las
plaquetas albergan proteinas virales del FeLV como resultado de la infeccién y los
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megacariocitos son blanco frecuente de la infeccion progresiva ss. Para la mayoria de los
mecanismos patogénicos donde el FeLV causa supresion de la médula dsea se requiere una
replicacion activa del virus. Aunque se ha demostrado que algunos gatos negativos al
antigeno del FeLV, la enfermedad regresiva sin viremia es responsable de la supresion de
medula 6sea 34. En estos gatos el provirus interrumpe o inactiva genes celulares en las células
infectadas, adicionalmente los precursores de mielomonociticos y fibroblastos estromales
con provirus que proveen el microambiente de la medula 6sea son alterados 3s.

La mayoria de las anemias asociadas al FeLV son no regenerativas, causadas por el efecto
de supresion de la médula 6sea por el virus, resultado de la infeccion primaria de las células
hematopoyéticas madre y células estromales que dan el ambiente de soporte para las células
hematopoyéticas s. Otros factores pueden generar anemias no regenerativas en gatos
infectados, como la anemia crénica causada por las altas concentraciones de citocinas. En el
caso de anemias regenerativas solo se han observado en el 10 % de los casos segln Cotter
(1991) y se asocian a hemolisis inmunomediada o co-infecciones con Mycoplasma gg, s6.

El sindrome tipo panleucopenia felina (FPLS) también conocido como enteritis asociada a el
FeLV (EAF) o mieloblastopenia, consiste en una severa leucopenia (>3000 celulas/ul) con
enteritis y destruccion del epitelio de las criptas intestinales que imita a la infeccion del virus
de panleucopenia felina (FPV). Parece que este sindrome no es causado por FeLV per se,
sino por una co-infeccién con FPV. Se ha demostrado la presencia del antigeno del FPV
(inmunofluorescencia ) y del virus (microscopia electronica) en secciones de intestino z7.
Los signos clinicos observados usualmente son gastrointestinales, incluyendo diarrea
hemorrégica, vémitos, ulceras orales o gingivitis, anorexia y pérdida de peso 3s, 3.

Las neoplasias hematopoyéticas, incluyendo leucemia, también se asocian a sindromes de
supresion de la medula 6sea. El sindrome mielodisplasico (MDS) caracterizado por
citopenias de sangre periférica y cambios displasicos en la médula dsea es una etapa previa
de leucemia mieloide aguda. Cambios en LTR del FeLV estan fuertemente asociados con la
induccion de MDS 4o.

Mielofibrosis caracterizada por una proliferacion anormal de fibroblastos, resultado de una
estimulacién cronica de la médula 6sea, como regeneracion neoplasica o hiperplasica puede
ser causado por el FeLV. En casos severos el endostio dentro de la cavidad medular puede
ser eliminado 1».

Otros sindromes directamente causados por la infeccion incluyen neuropatia, desordenes
reproductivos y el sindrome del gatito debilitado. La mayoria de signos neuroldgicos vistos
por la infeccion del FeLV, son causados por el linfoma e infiltraciones linfociticas en cerebro
0 medula espinal. Anisocoria, midriasis, ceguera central o sindrome de Horner se han descrito
en gatos infectados sin cambios morfoldgicos se.

Las glicoproteinas de la envoltura del FeLV podrian ser capaces de producir un aumento de
calcio libre intracelular, conduciendo a la muerte neuronal. Mitchel et al (1997) observaron
que un polipéptido de la envoltura del FeLV genera neurotoxicidad dependiente de la dosis,
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asociada con alteraciones en la concentracion del i6n calcio intracelular, supervivencia
neuronal y crecimiento del proceso neuronal s7, sg.

En algunos gatos infectados el virus podria directamente afectar a las células del SNC,
microscopicamente se puede observar degeneracion de la materia blanca con dilatacion de
las vainas de mielina y axones hinchados se.

Las gatas infectadas pueden transmitir el virus transplacentariamente. Fallas reproductivas
en forma de resorcion fetal, aborto y muerte neonatal es comdn en infecciones in utero. Los
abortos suelen ocurrir en el Gltimo tercio de la gestacion, con expulsion de fetos de apariencia
normal. La endometritis bacteriana suele ser acompafada de abortos, particularmente en
gatas con neutropenia g.

Los gatitos nacidos de hembras infectadas podrian quedar expuestos al FelLV
transplacententariamente, pero una gran exposicion también ocurre durante el nacimiento y
durante el periodo de lactancia. Algunos gatitos pueden volverse inmunes, pero la mayoria
se infectan progresivamente y mueren a edad temprana, por el llamado sindrome del gatito
debilitado, caracterizado por incapacidad para amamantarse, deshidratacion, hipotermia,
atrofia del timo y muerte durante las dos primeras semanas de vida o.

Diagnostico

El diagndstico clinico del FeLV es imposible y la infeccion subyacente por el retrovirus es
pasada por alto. Todos los gatos que presentan signos clinicos deben ser muestreados.
Muestrear para identificar a los gatos infectados es el pilar de la prevencién de la trasmision
de los virus. La vacunacion contra el FeLV no debe considerarse un sustituto para muestrear
a los gatos gs.

Varios métodos estan disponibles para la deteccion de la infeccion por el FeLV. La
inmunocromatografia de flujo lateral es el método usado mas comun, para detectar
infecciones transitorias y persistentes, detectando la presencia del antigeno soluble del FeLV,
usualmente la proteina del ndcleo viral p27. La inmunofluorescencia (IFA) detecta la
presencia de anticuerpos estructurales contra el FeLV en el citoplasma de leucocitos y
plaquetas infectadas. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica para
amplificar secuencias especificas de ADN. EL Gnico método reportado para la deteccién de
la infeccion latente por el FeLV involucra cultivos de médula 6sea, el uso de PCR en méedula
Osea para detectar ADN proviral no se ha reportado. La prueba considerada estandar de oro
para el FeLV es el aislamiento viral 26, g0, 81, 82, 83, 85.

Tratamiento

El FeLV causa sindromes clinicos severos y a pesar del hecho de que la infeccidn progresiva
es asociada con una disminucién de la expectativa de vida, muchos propietarios siguen
eligiendo proporcionar terapia para sus gatos infectados por el FeLV, con el tratamiento
adecuado los gatos en un hogar con un solo gato pueden vivir varios afios con buena calidad
de vida ss.
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Hibridacion in situ (HIS)

La hibridacién in situ (HIS) es una técnica que permite la localizacion precisa de un segmento
especifico de &cido nucleico dentro de una seccion histoldgica, en el caso del FeLV se podria
detectar ADN proviral en el nucleo o ARN viral en citoplasma de las células infectadas. La
base subyacente de la HIS es que los acidos nucleicos, si son preservados adecuadamente
dentro de un espécimen histologico, pueden ser detectados mediante la aplicacion de una
hebra complementaria de acido nucleico a la cual esta unida una molécula informadora. La
visualizacion de la molécula informadora permite la localizacion de la hebra blanco de ADN
0 ARN en el tejido. Una de las ventajas del desarrollo de esta técnica para mucosa oral de
felinos domésticos, es la facilidad con la que se puede tomar la muestra disminuyendo el
estrés para el animal.

Inicialmente los radioisdtopos eran los Unicos marcadores disponibles y su sensibilidad era
alta s9. La biotina un marcador no radioactivo, podia ser facilmente detectada pero disminuye
mucho la sensibilidad eo. La digoxigenina un esteroide que proviene de la planta Digitalis ez,
62. SU deteccion estd basada en el uso de anticuerpos anti-digoxigenina de alta afinidad
conjugados a una enzima. Las sondas marcadas con digoxigenina son comparables en
sensibilidad con sondas con radiomarcadores 63, 64.

Metodologia para realizar hibridacién in situ

Preparacién de la sonda

Construccion del templado: mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
incorporando sitios de unién para polimerasas dentro de las secuencias de iniciadores (Figura
4) 65, 66. Para enfermedades infecciosas este criterio incluye tiempo de aparicion, abundancia
dentro de la célula y conservacion de la secuencia entre cepas. Todas las cepas de un
organismo serdn detectadas si se utiliza una secuencia altamente conservada. El “sentido” de
la sonda es una consideracion importante porque la sonda debe ser complementaria con la
secuencia blanco. Para virus de cadena simple (ss) se debe de considerar si el genoma viral
es de sentido positivo 0 negativo.

FROM PCR-PRODUCED TEMPLATE: [\ n de interés

3 5

Iniciador con secuencias de sitio de unién a

-_5' l ¥ polimerasa

-:h Templado con sitios de unién a polimerasa

Transcrito con polimerasa A / \ Transcrito con polimerasa B

Figura 4: Esquema de preparacion de la sonda mediante PCR
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Digoxigenina

En el sistema de digoxigenina, el nucle6tido marcado es UTP y aproximadamente el 35% de
los UTPs en cada mezcla de reaccion estan marcados, asi que estadisticamente cada 25°
nucleétido estara marcado 1.

Fijacion
Gran variedad de fijadores quimicos se han utilizado con varios resultados 7. Fijadores como

el alcohol pueden resultar en una fijacion pobre, sin embargo, combinaciones de metanol y
acido acético o acetona han sido utilizada exitosamente con citospins y cultivos celulares es.

Mientras méas tiempo permanezca el espécimen en el fijador, serd mayor la reticulacion
(cross-linking) y sera menos accesible el blanco, aungue se han obtenido resultados positivos
con fijaciones prolongadas incrementando la digestion con proteasas eo.

Una caracteristica comun de todos los fijadores es que el tejido debe ser fijado o mas pronto
posible, por la degradacion de los acidos nucleicos 7o.

Tratamiento previo de las laminillas

Por la naturaleza de hidratacion prolongada del protocolo de la HIS y el uso de enzimas y
detergentes en la reaccién, un problema serio ha sido el desprendimiento del tejido de las
laminillas. Las laminillas electroestaticamente cargadas ayudan a mantener el tejido en la
laminillas durante el procedimiento y pueden ser adquiridas comercialmente. Otro método
de union es tratar las laminillas con una solucion de aminopropiltrietoxilano, dejando en la
laminillas un residuo de grupos aminoalquil que se unen covalentemente a los aldehidos y
cetonas en el tejido, promoviendo su retencién 7.

Exposicion del &cido nucleico blanco

Para desenmascarar un acido nucleico es necesaria una digestion enzimatica. Se han utilizado
proteinasa K, pronasa y pepsina. En general, si es menos abundante el blanco tiene que ser
mas vigorosa la digestion. Ademas, mientras mas tiempo haya estado el espécimen en fijador,
mas vigorosa debe ser la digestion, aunque la sobredigestion lleva a una excesiva pérdida del
blanco 7,.

Desnaturalizacion

Si el blanco es de doble cadena debera ser desnaturalizado antes de la hibridacién, la manera
mas facil de hacer esto es calentar el tejido a 90 °C por 10 minutos Yy después enfriarlo
rapidamente en hielo. Una alternativa es desnaturalizar el acido nucleico mediante la
aplicacion de una base fuerte como el NaOH 7.

Hibridacion

La base de la hibridacién es la atraccién y union de dos moléculas de cadena simple
antiparalelas de &cido nucleico. Estas dos moléculas se unen entre si mediante puentes de

21



hidrogeno y las interacciones hidrofobicas de las bases complementarias. Adenina con timina
o uracilo (ARN) y guanina con citosina 7s.

Los factores principales que afectan a la hibridacion incluyen la concentracion de cationes
monovalentes, presencia de solventes orgéanicos, concentracion de GC y temperatura. Otros
factores relativamente menores son la longitud del acido nucleico, el tipo de &cido nucleico
y el pH so.

Cationes monovalentes: la concentracion de cationes monovalentes es importante
porque estos iones positivos actuan para reducir la repulsion negativa de los grupos
fosfatos de los nucle6tidos opuestos, juntando ambas cadenas efectivamente.
Conforme la concentracién de cationes monovalentes disminuye, las cadenas
apareadas imperfectamente tienden a separarse. La concetracion de cationes
monovalentes es ofrecida en forma de citrato de sodio (SSC).

Formamida: la formamida desestabiliza los puentes de hidrégeno, disminuyendo la
temperatura a la que los hibridos se separan y forman.

Contenido de GC: la estabilidad del duplex es dependiente de la concentracion de
GC. Hay tres puentes de hidrogeno entre estas dos bases y solo dos entre timina y
adenina. A mayor concentracion de GC mas estable es el hibrido.

Temperatura: la temperatura de fusion (Tm) es definida como la temperatura a la que
dos cadenas de acido nucleico estan hibridadas al 50 % 74, 75.

Longitud de la sonda: la longitud de la sonda tiene una influencia relativamente
menor. Tedricamente, sondas mas largas deberian aumentar la sensibilidad porque
tienen mayor cantidad de moléculas de digoxigenina para la deteccion inmunoldgica
secundaria. Sondas mas cortas podrian permitir una mejor penetracion por lo tanto
aumentaria la sensibilidad, podria ser de importancia en el caso de que haya un
numero bajo de copias del blanco.

Acido nucleico blanco: la estabilidad térmica de hibridos ADN-ADN es mucho
menor. Con un incremento de la estabilidad térmica, la hibridacion puede llevarse a
cabo satisfactoriamente a temperaturas més altas, de este modo se disminuye la
tincion de fondo producida por uniones no especificas 7s.

pH: en general, los duplex son estables en rangos de pH de 5-9. Un pH mayor causara
que las hebras se separen.

Factores adicionales: incorporar reactivos como dextran en la solucion de hibridacién
ayuda a incrementar el acceso de la sonda al blanco por sus propiedades hidrofébicas.
Controles: deben incluir una laminilla con una sonda del sentido contrario y/o una
laminilla sin sonda.

Otras consideraciones: no todas las reacciones de hibridacion llevan a cabo un
perfecto apareamiento de las bases, en muchos casos la sonda y el blanco no son
completamente homologos. En estas instancias, es necesario disminuir la astringencia
de la reaccion de hibridacion, usualmente disminuyendo la temperatura de
hibridacion varios grados. Sin embargo, como la temperatura de hibridacion
disminuye, la hibridacion no especifica aumentara, con potencial para crear tincion
de fondo so.
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Lavados post-hibridacién

La aplicacién de lavados astringentes después de la hibridacién ayuda a deshacerse de
cualquier hebra no complementaria que este unida so.

Deteccion

La deteccion de la digoxigenina se realiza incubando con un anticuerpo de alta afinidad anti-
digoxigenina, el cual esta conjugado a una enzima, usualmente una fosfatasa alcalina (ALP)
63,77. ES un sistema colorimétrico enzimatico. Para el sistema de deteccién ALP usualmente
se utiliza el substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCID) y una sal de nitroazul de
tetrazolio (NBT), que forma un precipitado azul obscuro a café, insoluble en agua. Con este
sistema las laminillas pueden ser contratefiidas y cubiertas con un montaje permanente so.

Aplicaciones, desventajas y trampas de la HIS

La HIS provee de informacién similar a otra técnica de biologia molecular, pero tiene
agregada la ventaja de permitir la localizacion topoldgica del &cido nucleico. EI conocimiento
de histopatologia maximiza el potencial de esta técnica permitiendo construir la historia que
conecta los cambios morfoldgicos con la funcidn o accion del acido nucleico resaltado en el
tejido. La HIS se ha utilizado para estudiar infecciones virales. Cuando se usa en
combinacidn con lainmunohistoquimica, la HIS puede diferenciar sitios productivos de sitios
no productivos en infecciones virales sg, 78. En virus ADN es posible detectar donde se
replican activamente; y para la patogenia viral detectar latencia, identificando las células que
albergan al virus 79.

La mayor trampa de la HIS es diferenciar entre tincion especifica y de fondo, porque algunas
sondas se uniran de manera no especifica a los componentes del tejido. El conocimiento de
histologia y los patrones esperados de tincion es esencial sg.

PCR

La PCR se ha utilizado en varios paises para identificar ADN proviral en células
mononucleares de sangre periférica de gatos infectados. Este método es mucho mas sensible
gue la convencional inmunocromatografia la cual puede producir resultados falsos negativos
en gatos sospechosos. En un estudio realizado por Ramirez et al (2015) se demostro que el
76% de gatos muestreados fue positivo al PCR para el gen env del FeLV oa.

Objetivos
Generales

e Determinar el valor diagndstico de la HIS para la deteccion del FeLV en
preparaciones citologicas de mucosa oral de gatos sospechoso de tener la infeccion
por el FeLV.

e Evaluar los cambios citol6gicos de mucosa oral y su relacion con la infeccion por el
FeLV.
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Particulares

e Estandarizar y validar la técnica de hibridacién in situ para la deteccion del FeLV en
preparados citoldgicos de mucosa oral.

e Determinar la correlacion de la citologia de mucosa oral con los resultados de la
inmunocromatografia (SNAP) y HIS.

Materiales y métodos

Poblacion de estudio

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Patologia Molecular Veterinaria (Lab A,
de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria) de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan-UNAM. La poblacion de estudio esta compuesta por 123 felinos domésticos
muestreados entre agosto del 2016 y julio del 2017. Las muestras fueron obtenidas de
clinicas veterinarias particulares, pacientes que ingresaron a consulta en el Hospital de
Ensefianza en Medicina y Cirugia para Pequefias Especies de la FESC-UNAM vy gatos
muestreados a domicilio en la Ciudad de México y Estado de México.

e Preparaciones citologicas:

o De cada gato se realizaron preparaciones citologicas: estas se realizaron de
mucosa oral, por triplicado en portaobjetos convencionales y laminillas
electrocargadas ProbeOn Plus, Fisher Scientific, (Pittsburg, USA).

o El raspado se realizo utilizando hisopos largos (tipo ginecoldgicos) y
estériles. Se procedid a rotar suavemente y con movimientos giratorios el
hisopo sobre la mucosa oral incluyendo mejillas y gingiva.

o Se procedi6 a realizar los extendidos en los portaobjetos convencionales 'y
se fijaron tanto en seco como en humedo con alcohol al 96° para
posteriormente ser tefiidas 20, 21. Estas laminillas fueron utilizadas para el
estudio citolégico.

o Las laminillas electrocargadas se tomaron de la misma manera y una vez
realizado el frotis se fijaron con acetona.

e Muestras de sangre: la obtencion de sangre completa fue a partir de venopuncion de
la vena yugular o safena, utilizando tubos con EDTA como anticoagulante, para
realizar el ensayo de inmunocromatografia de flujo (SNAP) para la deteccion del
antigeno (p27) de FeLV.

e Obtencion de células de mucosa oral y saliva:

o A partir de raspado de la mejilla y gingiva, y colocando el hisopo
sublingualmente.

o Inmediatamente despues de la toma de muestra se almaceno la punta del
hisopo en tubos de microcentrifuga de 2 ml que contenian 0.5 ml de PBS

o Se Centrifugaron a 12,000 revoluciones por 5 minutos, obteniendo un
micropelet con células de mucosa oral extraidas del hisopo.

o Seelimind el sobrenadante y la cabeza del hisopo.

o Se realizaron 2 lavados con PBS.
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o Resuspension de las células con PBS, para la posterior extraccion de ADN
gendmico, utilizando protocolo para cultivos celulares Biobasic ® gs, g7.

Previamente se realizo el estudio de diversos preparados citoldgicos de mucosa oral de los
felinos muestreados en este estudio con la finalidad de reconocer los diversos patrones
celulares presentes en mucosas sanas y/o que cursen con alguna patologia, encontrado que la
mayoria de los pacientes positivos al antigeno viral p27 detectado mediante (SNAP),
presentaban gingivoestomatitis principalmente supurativa séptica.

Se realizaron muestreos adicionales negativos al FeLV conformado por lo menos por 20
animales. En la poblacion experimental, se evalud la relacion de la presencia del FeLV en
mucosa oral con los datos de la HIS y citopatologia oral. Para dicho efecto los preparados
citoldgicos se utilizaron para la identificacion de alteraciones del epitelio de mucosa oral y
para la deteccion de secuencias de &cido nucleico viral con tinciones de Papanicolaou e
hibridacion in situ (HIS) especifica para el FeLV.

PCR
Disefio de iniciadores

Para el disefio de los siguientes iniciadores: Fw 5°’AAGAAGTCAATTAGTGCCTTAGA 3’y
Rv 5> CGCTGTTTTAGTCTTTCTCTTA 3’ y para la sonda se utilizaron los programas de
bioinformética BioEdit y Primer 3 input (version 4.0.0) y secuencias de genomas completos
del FeLV disponibles en el GenBank con los siguientes nimeros de acceso: L25632,
LC144885 (Japon), LC144884, LC144883, AB060732, AF052723, AB672612, NC
001940.1, utilizando como base el primer Rv 5° CGCTGTTTTAGTCTTTCTCTTA 3’
utilizado por Ramirez H. et al (2016) y Autran M. (2014) 94, 106.
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L25632 FeLV

LC144885
LC144884
LC144883
AB060732
AF052723
AB672612

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan

FelLV Japan complete
FeLV USA complete
FeLV Japan complete

NC 001940.1 FeLV USA complete
NC 001940.1 FeLV USA Env

Plasmido

Env

FeLV Fw Env

FeLV Rv Env
L25632 FeLV

LC144885
LC144884
LC144883
AB060732
AF052723
AB672612

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan complete
FeLV USA complete
FeLV Japan complete

NC 001940.1 FeLV USA complete
NC 001940.1 FeLV USA Env

Plasmido

Env

FeLV Rv Env
L25632 FeLV

LC144885
LC144884
LC144883
AB060732
AF052723
AB672612

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan complete
FeLV USA complete
FeLV Japan complete

NC 001940.1 FeLV USA complete
NC 001940.1 FeLV USA Env

Plasmido

Env

FeLV Rv Env
L25632 FeLV

LC144885
LC144884
LC144883
AB060732
AF052723
AB672612

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan

FeLV Japan complete
FeLV USA complete
FeLV Japan complete

NC 001940.1 FeLV USA complete
NC 001940.1 FeLV USA Env

Plasmido

Env

7810
ceen el
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATCCAGGCCC
ATTCAGGCCT

7850
R -

CCCTGACCTC
CCCTAACCTC
CCCTAACCTC
CCCTAACCTC
CCCTGACCTC
CCCTGACCTC
CCCTGACCTC
CCCTGACCTC
CCCTGACCTC
CCTTGACTTC

7890
|

GGGCCTAGAT
AGGCCTAGAT
AGGCCTAGAT
AGGCCTAGAT
AGGCCTAGAT
GGGCCTAGAT
AGGCCTAGAT
GGGCCTAGAT
GGGCCTAGAT
AGGCCTAGAT

7930
R

GCCGCATTAA
GCCGCCTTAA
GCCGCCTTAA
GCCGCCTTAA
GCCGCCTTAA
GCCGCATTAA
GCCGCCTTAA
GCCGCATTAA
GCCGCATTAA
GCAGCGTTAA

= TT78Z07 T 7830 _! 7840

AGAAGAGTC
AGAAGAGTC
AGAAGAGTC
TAGAAGAGTC
frcancacTC
AGAAGAGTC
AGAAGAGTC
AGAAGAGTC
AGAAGAGTC
AGAGGAGTC
AAGAAGTC

N
AATTAGTGCC
AGTTAGTGCC
AGTTAGTGCC
AGTTAGTGCC
AGTTAGTGCC
AATTAGTGCC
AATTAGTGCC
AATTAGTGCC
AATTAGTGCC
AATTAGTGCC
AATTAGTGCC

AU R
TTAGAAARGT
TTAGAAAAGT
TTAGAAAAGT
TTAGRARAGT
TTAGAARAGT
TTAGJARAGT
TTAGAAAAGT
TTAGAARAGT
TTAGAARAGT
TTAGAAAAAT
TTAG}

7860
R -

CCTTTCTGAA
CCTCTCTGAG
CCTCTCTGAG
CCTCTCTGAG
CCTCTCTGAG
CCTTTCTGAA
CCTCTCTGAG
CCTTTCTGAA
CCTTTCTGAA
CCTTTCTGAA

7900
N

ATTCTATTCT
ATTCTGTTCT
ATTCTGTTCT
ATTCTGTTCT
ATTCTGTTCT
ATTCTATTCT
ATTCTGTTCC
ATTCTATTCT
ATTCTATTCT
ATTCTGTTCC

7940
R —

AAGAAGAATG
AAGAAGAGTG
AAGAAGAGTG
AAGAAGAGTG
AAGAAGAATG
AAGAAGAATG
AAGAAGAGTG
AAGAAGAATG
AAGAAGAATG
AAGAAGAATG

7870
R -

GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC
GTAGTCTTAC

7910
N

TACAAGAGGG
TACAGGAGGG
TACAGGAGGG
TACAGGAGGG
TACAGGGGGG
TACAAGAGGG
TACAGGAAGG
TACAAGAGGG
TACAAGAGGG
TACAGGAGGT

7950
R -

TTGCTTCTAT
TTGCTTTTAT
TTGCTTTTAT
TTGCTTTTAT
TTGCTTTTAT
TTGCTTCTAT
TTGCTTTTAT
TTGCTTCTAT
TTGCTTCTAT
TTGTTTTTAT

7880
R -

AAAACAGACG
AAAATAGACG
AAAATAGACG
AAAATAGACG
AAAATAGACG
AAAACAGACG
AAAATAGACG
AAAACAGACG
AAAACAGACG
AAAACAGGCG

7920
N

AGGGCTCTGT
AGGGCTTTGT
AGGGCTTTGT
AGGGCTTTGT
AGGGCTTTGT
AGGGCTCTGT
AGGGCTTTGT
AGGGCTCTGT
AGGGCTCTGT
AGGGCTATGT

7960
R

GCGGATCACA
GCAGATCACA
GCAGATCACA
GCAGATCACA
GCAGATCACA
GCGGATCACA
GCAGATCACA
GCGGATCACA
GCGGATCACA
GCAGATCACA
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7970 7980 7990 8000 |
S IV R IO AP IOV | I IO

FeLV Rv Env TAAGAGARAG |
L25632 FeLV CCGGACTCGT CCGAGACAAT ATGGCTAAATI TAAGAGAAAG I
LC144885 FeLV Japan CCGGACTCGT CCGGGACAGT ATGGCCAAGC| TAAGAGAAAG
LC144884 FeLV Japan CCGGACTCGT CCGGGACAGT ATGGCCAAGC' TAAGAGAAAG |
LC144883 FeLV Japan CCGGACTCGT CCGGGACAGT ATGGCCAAGC] TAAGAGARAG
AB060732 FeLV Japan complete CCGGACTCGT CCGGGACAGT ATGGCCAAGT TAAGAGAAAG |
AF052723 FelV USA complete CCGGACTCGT CCGAGACAAT ATGGCTAAAT| TGAGAGAAAG
AB672612 FelV Japan complete  CCGGACTCGT CCGGGACAGT ATGGCCAAGT, TAAGAGAAAG |
NC 001940.1 FelLV USA complete CCGGACTCGT CCGAGACAAT ATGGCTARAT TGAGAGAAAG |
NC 001940.1 FelLV USA Env CCGGACTCGT CCGAGACAAT ATGGCTAAAT] TGAGAGAAAG
Plasmido Env CCGGATTAGT CCGAGATAAC ATGGCTAAAT,TAAGAGARAAG |
1= _SUTO_I 8020 8030 8040
S N [ R RN AN VRN IR IV
LeVF Rv | acTannncac ¢
L25632 FeLV IACTAAAACAG CGGCAACAAC TATTTGACTC CCAACAGGGA
LC144885 FeLV Japan ACTAAAACAG CHGBCAGCAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA
LC144884 FeLV Japan | ACTAARACAG CGGCAGCAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA
LC144883 FeLV Japan ACTAAAACAG CGGCAGCAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA
AB060732 FeLV Japan complete | ACTAAAACAG CGGCAGCAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA

AF052723 FeLV USA complete ACTAAAACAG CGGCAACAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA
AB672612 FeLV Japan complete IACTAAAACAG CGACAGCAAC TGTTTGACTC CCAGCAGGGA
NC 001940.1 FeLV USA complete I ACTAAAACAG CGGCAACAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA
NC 001940.1 FeLV USA Env ACTAAAACAG CGISCAACAAC TGTTTGACTC CCAACAGGGA
Plasmido Env I_Z—\CT_AAAACAG_ CEAATCTAGA TGC ATTC GCGA
Tabla 2: Alineamiento de secuencias de un fragmento del gen env del FelLV con las secuencias

de los iniciadores utilizados en la PCR.

Extraccion del ADN:
e Kit de extraccion comercial Qiagen
e PBS
e Cloruro de sodio 150 mM
e Fosfato de potasio 50 mM

1. El cloruro de sodio suele formar precipitados, se calenté a 56°C para disolverlo.

Se precalento el bafio de agua a 56 °C+

3. Se centrifugd a 300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente, se removio
sobrenadante. Se agregaron 200 ul de PBS, 200 ul de Buffer CL y 20 ul de
proteinasa K; se homogenizo.

4. Seincub6 a 56°C por 10 minutos hasta que las células se lisaron completamente, se

paso por el vortex ocasionalmente.

Se agregaron 200 pl de etanol (96-100%) y se mezclo.

6. Se paso la mezcla al “EZ-10 spin column” y se colocé en un tubo colector de 2 ml,
centrifug6 a 900 x g (12000 rpm) por un minuto y se descartd el contenido del tubo
colector.

7. Se agregaron 500 pl de solucion CW1 y se centrifug6 por un minuto a 900 x g
(12000 rpm) y se decanto.

8. Se agregaron 500 pl de solucion CW?2 y se centrifugd por un minuto a 900 x g
(12000 rpm) y se decantd

9. Se coloco la columna vacia en el tubo colector y se centrifug6 por 2 minutos a 900 x
g (12000 rpm) para secar la membrana. Se descarto el sobrenadante y se paso la
columna a un tubo limpio de 1.5 ml. Se incubd a temperatura ambiente por 2-3
minutos hasta que el etanol se evaporé por completo.

N

o
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10. Se agrego 50 ul de buffer CE directamente en el centro de la membrana, se incub6 a
temperatura ambiente por 2 minutos y se centrifugo por 2 minutos a 900 x g (12000
rpm) para remover el ADN.

11. Se etiqueto y almaceno a -4 °C.

El ADN que fue gendmico obtenido a partir de células de mucosa oral y de sangre periférica
de un felino FeLV antigeno positivo, provirus positivo fue utilizado como templado en la
PCR para determinar la presencia del provirus del FeLV. Se utilizaron iniciadores que
amplifican un producto de 199 pb, los cuales se utilizaron para realizar gradientes de
temperatura y curvas de concentracion de cloruro de magnesio y templado para estandarizar
las condiciones de la PCR.

Mezcla para PCR

Cada tubo contenia 25 pl de Master mix (Sigma-Aldrich), 1ul del ADN blanco (plasmido
env, proporcionado por el laboratorio de Virologia FES-Cuautitlin UNAM), 1 ul de cada
solucion de iniciadores Fw y Rv, y 22 ul de agua bidestilada.

Amplificacion

El programa de PCR utilizado consistio en un ciclo inicial a 94 °C por 5 minutos seguido de
40 ciclos: desnaturalizacion 94 °C por 1 minuto, alineacién 60 °C por 1 minuto, extensién o
elongacion 72°C por 1 minuto. Tras el altimo ciclo del PCR se realizd una elongacion final
a 72°C por 10 minutos.

Visualizacion de los productos

Los productos de amplificacion fueron analizados en un gel de electroforesis de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio y fueron separados por electroforesis, se utilizé un marcador de
peso molecular de 100 pares de bases (pb) como referencia. La electroforesis fue realizada
en buffer TBE (Tris, Borato, EDTA) por hora y media a 90 V. Los resultados fueron
visualizados bajo un transiluminador de luz ultravioleta, para confirmar la amplificacion del
producto esperado de 199 pb.

Obteniendo resultados satisfactorios pues las bandas del gel de electroforesis marcan un
producto de 200 pares de bases, demostrando la sensibilidad del estudio, se utilizaron
diferentes concentraciones de MgCI2: 1.5 mg/ul, 1.75 mg/ul, 2 mg/ul y 2.25 mg/ul,
templado: 80 ng/ul, 50 ng/ul, 25, ng/ul, 12.5 ng/ul y 6.25 ng/ul y temperatura: 53°C, 54 °C,
55 °C y 56 °C y se demostrd su sensibilidad al poder detectar bajas concentraciones de ADN
proviral. Adicionalmente para poder corroborar si realmente eran negativos los resultados de
la HIS, se obtuvo ADN genomico de dos felinos domésticos a partir de hisopado de mucosa
oral y saliva, obteniendo concentraciones de ADN de 4 ng/ul y 12.2 ng/ul en la
cuantificacion, en el gel de agarosa, (figura 9) se pudd observar que ambos gatos fueron
positivos a FeLV.

Marcaje de la sonda

Se utilizo el kit de sintesis para sonda PCR DIG® (Roche) para generar una sonda marcada
con DIG-dUTPs. Como templado para el disefio de la sonda se utilizé plasmido que contenia

28



un fragmento del gen env, proporcionado por el laboratorio de Virologia FESC-UNAM. Se
observaron 3 bandas que segun el marcador de pares de bases estaban cercanas a los 200
pares de bases, coincidiendo con lo obtenido (199 pares de bases) en el alineamiento
realizado con BioEdit de los iniciadores con las secuencias para EnFeLV’s, Para ¢l marcaje
de la sonda con digoxigenina se puedo observar que la banda fue mayor debido a que presento
un nimero mas alto en pares de bases correspondiendo al 25% que se agregan con el marcaje
de la sonda, obteniendo un resultado satisfactorio (figura 6). Se cuantifico la sonda con una
concentracion de 392.5 ng/ul.

Mezcla para marcaje de la sonda
El marcaje se realizo6 en tubos para PCR de 0.2 ml con un volumen total de 50 pl.

Se preparo un vial con 10 ul de buffer con MgCl., 2 ul de cada solucion de iniciadores para
env Fw y Rv, 1.5 ul de mix de enzima, 2 pl de templado y 72.5 ul de agua bidestilada. Se
colocaron 45 pl de esta mezcla en dos tubos para PCR.

1. Sonda DIG: se le agrego 5 ul de Mix de sintesis para sonda PCR DIG.
2. Control no marcado: se le agrego 5 pl de solucion de dNTP stock.

Se utiliz6 el mismo programa usado para la amplificacion de PCR.

Hibridacion In Situ (HIS)

Las reacciones de HIS se realizar6n en una estacién de trabajo Microprobe Manual Staining
System, Fisher Scientific, (Pittsburg, USA) siguiendo un protocolo estandar. La hibridacién
se realizd con sondas especificas para el FeLV marcadas con digoxigenina.

Soluciones de lavado:
Solucién de citrato salino sddico (SSC) 0.5x

1 litro:

e 25ml 20x SSC

e 970 ml agua bidestilada

e 4 ml Tween 20

e 2.5 ml Brij 35 solution, 30% w/v

SSC 0.2x
1 litro:

e 10 ml20x SSC

e 985 ml agua bidestilada

e 4 ml Tween 20

e 2.5 ml Brij 35 solution, 30% w/v
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Buffers y soluciones:
Buffer 1 pH 7.5

2 litros:

24.22 g 100 mM Tris
17.53 g 150 mM NaCl
pHa7.5con HCL
Aforar a 2 litros

Buffer 2 pH 9.5

2 litros:

o 24.22 g 100 mM Tris

e 11.69 g 100 mN NaCl

e 20.33 g 50 mM MgCl.6H20
e pHa9.5conHCI

e Aforar a2 litros

1x automation buffer

2 litros: agregar 200 ml de 10x automation buffer a 1800 ml de agua bidestilada.
1x automation buffer pH 2

500 ml:

e 50 ml 10x automation buffer
e 400 ml agua bidestilada

e pHa2conHCL

e Aforara 500 ml

e Almacenara4 °C

1x Automation Buffer pH 2 + 0.25% pepsin: se prepara al momento que se usara.

Solucidn de hibridacion
50 ml:

e 7.5% condroitin sulfato

e b5xSSC

e 50 mM buffer de fosfatos

o 0.25% agente bloqueador

e 20 ml agua destilada

o 22.5% formamida desionizada
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Solucién de cromdgeno

1 ml Buffer 2
4.5 pl NBT
3.5 ul BCID

Verde Rapido 1%

5 g de verde rapido FCF

500 ml de agua bidestilada
Mezclar

Agregar timol como preservativo

PCR DIG:
Protocolo modificado para hibridacion in situ (HIS) en estacion de trabajo Fisher
Microprobe:

1. Rehidratacion de células en etanol al 100% por 5 minutos, etanol al 95% por 2

10.
11.
12.
13.

14.

minutos y etanol al 70% por 2 minutos. Durante la rehidratacién preparar 25 mg de
pepsina en 10 ml de Automation Buffer con un pH de 2, revolver en una platina
magnética.

Sumergir laminillas en Automation Buffer y posteriormente cargar laminillas en el
soporte, evitando la formacion de burbujas.

1X Automation Buffer por un minuto y secar en cojinete.

Agregar por capilaridad 250 pl de solucién de pepsina al 0.25%, para cada par de
laminillas, secar en cojinete.

Agregar por capilaridad 250 pl de solucién de pepsina al 0.25%, incubar a 37 °C por
10 minutos, a 105 °C por 8 minutos, secar en cojinete.

1X Automation Buffer, secar en cojinete 4x.

Agregar por capilaridad 250 pl de formamida al 100% por cada par de laminillas,
incubar a 105 °C por 5 minutos (ayuda a calentar las laminillas y la solucién de la
sonda suba mejor), secar en cojinete.

Hibridacion: por cada par de laminillas se agregd por capilaridad 1 pl de sonda
marcada con DIG y 200 pl de solucion de hibridacion, evitando la formacion de
burbujas, sobre todo en el sitio de la muestra. Incubar a 105 °C por 5 minutos, a 37°C
por 60 minutos. Secar en cojinete.

Sumergir en solucion de citratos (SSC) 0.5X, secar en cojinete 2x.

Sumergir en SSC 0.2X, secar en cojinete 2x.

Sumergir en SSC 0.2X, incubar a 37°C por 5 minutos. Secar en cojinete.

Sumergir en Buffer 1 al cual previamente se le agrego 0.3% de Triton X y 1 ml de
suero ovino (ayudando a sellar mejor antes del antidig y reduce el fondo), secar en
cojinete.

Agregar por capilaridad 250l de Buffer 1 con 0.3% de Triton X y suero ovino, 0.5
pl de Anti-dig-AP. Incubar a 37 °C por 45 minutos, secar en cojinete.

Buffer 1, secar en cojinete.
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15.

16.
17.

18.

19.
20.

21.

Remover laminillas del soporte y agitar en Automation Buffer por 2 minutos,
eliminando los remanentes de anti-dig.

Regresar laminillas al soporte, secar en cojinete evitando la formacion de burbujas.
Sumergir en Buffer 2 previamente agregar 0.4% de Tween y 0.25% de Brij (cambian
el pH y ayudan a dar color), secar en cojinete.

Agregar mediante capilaridad para cada par de laminillas 250 pl de cromdgeno en
buffer 2 (para 1 ml de buffer 2, agregar 4.5 pl de NBT y 3.5 ul de BCID), incubar a
37 °C por 45 minutos. Mezclar anti-dig con cromogeno y observar la reaccion,
ayudando a checar si los reactivos funcionan adecuadamente o si no se agrego el anti-
dig. (figura 7)

Sumergir laminillas en agua destilada (dw), secar en cojinete y remover del soporte.
Tefiir laminillas en verde rapido durante 5 minutos, rehidratar con etanol al 70% y
96% realizando pases rapidos, pues se puede remover el anti-dig.

Realizar montaje con Entellan.

Citologia:

Tinciones citoldgicas: las laminillas fijadas en seco se tifieron con una tincion tipo
Romanowsky (hemocolorante rapido®, Hycel de México SA de CV, cat.548), mientras que
las laminillas fijadas en hiumedo se tifieron con Papanicolaou 2o, 21.

Evaluacién de los hallazgos citopatolégicos y distribucion viral por HIS.

a) Evaluacion de la celularidad: el tipo, cantidad de células y poblacién bacteriana se

evaluaron bajo los criterios universalmente establecidos 2o, 21.

Inicialmente se dividieron en dos rubros:

1.- Poblacién celular inalterada

2.- Poblacion celular alterada. En este rubro con base a la celularidad observada se
clasificé como:

- Inflamacion supurativa séptica o aséptica.

- Inflamacion piogranulomatosa.

- Inflamacién granulomatosa.

- Inflamacion eosinofilica.

- Neoplasia. Aqui se aplicardn los criterios universalmente conocidos para clasificar
la estirpe histologica, comportamiento biologico y grado de diferenciacion.

b) Distribucion viral: las laminillas serian subjetivamente evaluadas sobre una escala de
5 puntos: 1= sin alteracion/no sefial de hibridacién, 2= hasta 25%, 3= 25-50%, 4= 50-
75% y 5= 75-100%. Adicionalmente, se tomaron iméagenes digitales de 3-6 campos
representativos con el objetivo de seco fuerte (microscopio Olympus®) y se
determinaron el numero total de células positivas por area utilizando el software
Image-Pro plus.

Resultados

De los 123 gatos muestreados se realizaron inmunocromatografias especificas para el FeLV
de los cuales 15 resultaron positivos a la presencia del antigeno (ver anexo), ademas de dichos
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gatos se realizaron citologias de mucosa oral con la finalidad de estudiar la celularidad
normal (figura 5) y las diferentes alteraciones que se pudieran observar en gatos infectados
con el FeLV, los cuales presentaron en su mayoria gingivoestomatitis supurativa séptica con
0 sin hemorragia.

Se realizaron 54 reacciones de hibridacion in situ obteniendo resultados negativos, por la
pérdida parcial o total de la muestra y por ausencia de una reaccion visible en los nucleos de
células de mucosa oral (figura 8).

Para los ensayos de PCR con iniciadores disefiados a partir del iniciador Rv (Ramirez H. et
al (2016) y Autran M. (2014)) para el gen env, se observaron amplificaciones
correspondientes con el producto esperado de199 pb (figura 6). Se realizaron amplificaciones
adicionales para estandarizar la reaccion mediante gradientes de temperatura, curvas de
concentracion de templado y de cloruro de magnesio. Posteriormente se realizaron 2
amplificaciones adicionales con ADN gendémico obtenido a partir de células de mucosa oral
mediante un protocolo modificado descrito por Chavez, et al (2016) y Dean et al (2008), los
cuales presentaron una baja concentracion de ADN, sin embargo ambas muestras resultaron
positivas a env FeLV (figura 9).
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Figura 5: Citologias de mucosa oral en felinos domésticos aparentemente sanos.

A, By C: ejemplos de mucosa oral normal de felino doméstico, se
pueden observar células superficiales nucleadas y anucleadas. D:
gingivoestomatitis hemorragica supurativa séptica, E: gingivitis
supurativa séptica leve. F y G: gingivitis supurativa séptica moderada.
H: gingivoestomatitis supurativa séptica severa.
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Figura 6: Geles de agarosa mostrando los resultados obtenidos en la PCR de env del FeLV

1, 6, 11: marcadores de pares de bases (pb).

2-5: PCR para env FelLV, demostrando el correcto funcionamiento de los iniciadores
disefiados a diferentes temperaturas. Se puede observar que las bandas presentan un
tamanfio aproximado de 200 pb coincidiendo con el producto de 199 pb. 2: 53 °C, 3: 54 °Cy
4:55°C.

7-8: Marcaje de la sonda con DIG: se puede observar que la banda 8 presenta mayor
tamanfio coincidiendo con el 25% de nucleétidos agregados para el marcaje del templado.
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Figura 7: Tubo de microcentrifuga con reaccion positiva DIG-anti-DIG

Figura 8: HIS especifica para el FeLV en preparados citoldgicos de mucosa oral de felinos
domesticos

Figura A, By C: se observan células de mucosa oral a 10x, 40x y 100x
respectivamente, donde solo se observa detalle citoplasmatico debido al
contraste del verde répido, sin evidencia de sefiales de hibridacién (color
café-azul) en nucleos.
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Figura 9: Gel de electroforesis de curvas de PCR para env FeLV

1y 12: marcadores de peso molecular. Curva de templado, 2: 50 ng/ul, 3:25
ng/ul, 4: 12.5 ng/pl, 5: 6.25 ng/yl.

Curva de concentracién de Cl,Mg, 6: 1.5 pl, 7: 1.75 pl, 8: 2 ul, 9: 2.25 pl.

PCR env FelLV de mucosa oral. 10: positivo, 4 ng/ul; 11: positivo, 12.2 ng/ul

Discusion

La poblacidn de estudio en el presente trabajo const6 de 123 felinos domésticos muestreados
en el Estado de México y CDMX. Se evaluaron las caracteristicas citologicas de cada animal
mediante raspados de mucosa oral y gingiva, y adicionalmente se realizaron preparados
citologicos en laminillas electrocargadas para la realizacion de la hibridacion in situ. A pesar
de que la prevalecia de FeLV en México es elevada (76% para pruebas seroldgicas y 89%
por PCR), se observo que la mayoria de los felinos domésticos no suelen ser muestreados ya
sea para realizar inmunocromatografia (SNAP) o PCR, ademés de llevar calendarios de
vacunacion incompletos o sustituyendo el muestreo con la vacunacion, sin conocer el estado
de salud de los felinos respecto al FeLV ya que el diagnostico clinico es imposible, la
infeccion subyacente por el retrovirus es pasada por alto.

El diagndstico por inmunocromatografia detectd un porcentaje menor (12%) de animales
positivos a los trabajos previamente descritos. Segun Lutz et al (2009) la sensibilidad y
especificidad de la inmunocromatografia es comparable con la del ELISA, la cual esta basada
en la identificacion de la proteina p27, la cual es un marcador de infeccion pero no siempre
de viremia. Alrededor del 10 % de gatos muestreados que son positivos a la PCR no son
reconocidos por el ELISA pues no presentan antigenemia, esta es la principal causa por la
cual se pensé en el PCR de mucosa oral, segun Autran (2014), el PCR es la técnica mas
adecuada para el diagndstico del FeLV, ante las pruebas seroldgicas, ademas de que es la
prueba mas recomendada para aclarar resultados no concluyentes a las pruebas de antigeno
p27.
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En cuanto a la toma de muestra para la obtencién de ADN a partir de células de mucosa oral
es mucho maés sencilla en animales que presentan enfermedades asociadas al FeLV o con
una infeccion progresiva, ya que Cotter (2008) y Sttzer, B. (2010) reportan que la mayoria
de las anemias asociadas al FeLV son no regenerativas, causadas por la mielosupresion. Se
observd que en pacientes graves estas anemias disminuyen la presion venosa y por
consecuencia la dificultad para acceder a una muestra de sangre.

De acuerdo con Hartman (2012) los gatos antigeno-negativo, provirus positivos son
frecuentemente detectados, pues el provirus esta integrado al genoma del gato, estos gatos
no excretan el virus pero la reactivacion con excrecion del virus es posible, lo cual le da
importancia a tener una prueba que pueda detectar ADN proviral integrado en el genoma de
las células del gato.

El grupo de estudio fue conformado por una poblacion heterogénea con base en los resultados
del SNAP, la signologia clinica, estatus de vacunacion y los resultados de la citologia de
mucosa oral permitieron la seleccion de las muestras para la hibridacion in situ con la
finalidad de obtener resultados positivos.

La hibridacion in situ no tiene valor diagnostico para la deteccion de ADN proviral pues la
mucosa oral consta principalmente de células escamosas maduras caracterizadas por ser
grandes, planas y de aspecto redondo a ligeramente angular, presentando pequefios ndcleos
redondos con cromatina densa, algunas pueden ser anucleadas; lo que nos disminuye
considerablemente la cantidad de ADN gendmico, a pesar de que la longitud de la sonda
tiene una influencia relativamente menor, al usarse una sonda mas corta (199 pb + 25%) se
permitié una mejor penetracion por lo tanto aumento la sensibilidad, siendo de importancia
en casos donde existe un numero bajo de copias del blanco 2o, 21, 22, 23.

Como menciona Brown (1998) una de las desventajas de la HIS es la naturaleza de
hidratacion prolongada del protocolo, el uso de enzimas y detergentes en la reaccion dando
como resultado un problema de desprendimiento de las células de las laminillas, aun
utilizando laminillas electrocargadas, problema con el cual el estudio se enfrentd pues en
numerosas ocasiones tuvieron que disminuirse la cantidad de lavados en las diversas
soluciones del protocolo pues se presentaba pérdida parcial o total de la muestra.

Los sistemas de pruebas que se evaltan deben compararse con una referencia, en este estudio
el PCR fue elegido como el estandar para la verificacion de los resultados de la HIS, se
utilizaron los mismos iniciadores para la produccién de la sonda. Diversos factores pueden
afectar la eficacia de la PCR como son el disefio de iniciadores especificos, la calidad y
concentracion del ADN blanco y la etapa de la infeccion en la que se encuentre el gato
infectado. Para el disefio de iniciadores se utilizaron como base estudios previos realizados
por Autran (2014) y Ramirez, et al (2016).

Segun un reporte de Richards (2001) no existe un protocolo estandarizado o validado para la
identificacion de ADN o ARN para el FeLV, en el presente trabajo se utiliz6 ADN proviral
proveniente de células de mucosa oral para realizar la estandarizacion de la PCR, donde se
realizaron curvas de concentracion de cloruro de magnesio, templado y gradientes de
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temperatura. En cuanto al cloruro de magnesio (MgCl,) es un cofactor necesario para la
actividad enzimatica de las ADN polimerasas. La concentracion éptima debe determinarse
empiricamente para cada polimerasa, segun los resultados se puede utilizar el kit de Master
mix sin adicionar mas MgCl». Para la curva de templado se puede determinar que la PCR de
mucosa oral es sensible pues se pudo detectar ADN proviral en muestras de hasta 4 ng/ul, a
pesar de la calidad y de la concentracion obtenida de ADN gendmico de mucosa oral de
felinos domésticos durante la extraccion, se observo una banda en el gel de electroforesis de
200 pb, que coincide con el tamario esperado (199 pb) del fragmento de env amplificado del
FelV.

Segun la patogenia del virus las células de las mucosas son infectadas durante la infeccion
progresiva, haciendo posible detectar animales que son positivos mediante esta técnica. Sin
embargo no se descarta la posibilidad de diagnosticar en un bajo numero las demas etapas de
la enfermedad pues en un inicio la replicacion del virus se lleva a cabo en tejido linfoide de
orofaringe y en estudios de PCR sensibles el provirus puede encontrarse en tejidos de gatos
que presentan una infeccidn abortiva, lo que significa que muy pocos o ningun gato es capaz
de eliminar por completo al FeLV de sus células.

En el caso de los gatos con infeccion regresiva también se puede detectar provirus en
muestras de sangre de animales antigeno negativo. Es complicado determinar el verdadero
estatus de infeccion, pero resultados discordantes en gatos deben considerarse una fuente
potencial de infeccion.

Conclusiones

e La HIS no fue de valor diagndstico para la deteccion del FeLV en preparados
citoldgicos de mucosa oral de felinos domésticos.

e La cantidad de ADN proviral para ser detectado mediante HIS es insuficiente, se
sugiere la utilizacién de sondas para ARN para la localizacion topolégica de la
infeccion del FeLV en preparados celulares de mucosa oral.

e No se descarta el uso de mucosa oral para el diagnostico del FeLV, pues la técnica de
PCR estandarizada puede detectar concentraciones de 4 ng/ul.
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ANEXO

N° Nombre Sexo Edad Historia clinica SNAP Citologia HIS
1. Negris Macho 1 afo Hematuria, Positivo Inflamacién | Sin
hiporexia, dolor supurativa sefial
abdominal, séptica
gingivoestomatitis
2. Napolitana | Hembra Descementocele, Positivo Sin Sin
uveitis alteraciones | seial
3. Sky Macho 1 ano Sin vacunas, Positivo Inflamacién | Sin
1 mes | depresion, supurativa sefial
anorexia, mucosas séptica
palidas, liquido
abdominal,
gingivoestomatitis
4, Tina Hembra | 2 afios | Sin vacunas Positivo Sin Sin
alteraciones | senal
5. Misifu Hembra Positivo Sin Sin
i i alteraciones | seial
6. Nieves Hembra | 5 afios | Sin vacunas, Positivo Gingivitis
gingivits, supurativa
estornudos, séptica Sin
dipilidiasis. sefial
7. Cucho Macho 3 aflos | Gingivoestomatitis, | Positivo Gingivitis Sin
tercer parpado supurativa sefial
protruido séptica
8. Churchs Macho 3 afos | Rescatado, Positivo Sin Sin
ptialismo, baja de alteraciones | seial
peso, anorexia,
mucosas palidas
9. Imori Hembra | 3 afios | Expuesto a felino Positivo Sin Sin
positivo a FelLV alteraciones | senal
10. | Gulero Macho 9 afios | Sin vacunas, Positivo Gingivitis Sin
gingivitis, supurativa sefial
hiporexia, paresia, séptica
vejiga facil
vaciamiento
11. | Mia Hembra | 4 afios | Gingivitis, tercer Positivo Gingivitis Sin
parpado protruido, supurativa sefial
vacuna rabia séptica
12. | Nieves 2 Hembra | 3 Protrusion del Positivo Inflamacién | Sin
meses | tercer parpado, sin supurativa sefial
vacunas, séptica
linfadenomegalia
retromandibular,
gingivitis, RT
positivo
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13. | Cocoa Hembra | 1 afio Sin vacunas Positivo Sin Sin
6 alteraciones | seial
meses

14. | Lyon Macho Linfadenomegalia Positivo Gingivitis Sin

- generalizada supurativa sefial
aseptica

15. | Felipe Macho Positivo Gingivitis Sin

- - supurativa sefial
septica

16. | Copito Macho 4 Dermatofitosis Positivo a Sin Sin
meses PCR (oral) | alteraciones | sefial

17. | Sin hembra | 1afo Depresidn Positivoa | Sin Sin

nombre mucosas palidas PCR (oral) | alteraciones | sefial

48



	Portada 
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones   Referencias
	Anexo 

