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RESUMO

CAEV e MVV tém sido considerados geneticamente distintos, mas antigenicamente
relacionados como patégenos de caprinos e ovinos. Além disso, foi demonstrado que estes
virus estdo constantes e facilmente transgredindo a barreira entre caprinos € ovinos, com
lentivirus CAEV infectando ovinos e lentiirus MVV infectando caprinos (Valas et al.,
2000; Karr et al., 1996; Shah et al., 2004). Assim como todos os lentivirus, o genoma de
CAEV tem uma alta taxa de mutacdo e o seu grau de heterogeneidade pode estar
relacionado com a baixa fidelidade de transcriptase reversa, que carece da atividade de
leitura da enzima exonuclease. A andlise genética de Lentivirus de Pequenos Ruminantes
(LVPRs) poderd ajudar a compreender a genética, proteinas e antigenicidade destes virus;
sua patogénese, epidemiologia, relagdes filogenéticas e, assim, a sua inclusdo nos
subgrupos de LVPRs recentemente criado (Shah et al., 2004a). Também pode ser relevante
para o desenvolvimento de testes de diagnoOsticos sensiveis a raca local. A aplicacdo da
andlise filogenética para sequencias de CAEV e MVV € de crucial importancia para a
andlise epidemioldgica de infecgdes por LVPRs e para estudar possiveis diferengas na
viruléncia entre estirpes de LVPRs circulantes. O principal objetivo deste trabalho foi
estabelecer a filogenia de LVPRs como base para futuros estudos em epidemiologia
molecular de lentivirais de pequenos ruminantes no Nordeste do Brasil em caprinos de
rebanho leiteiro, com particular interesse no acompanhamento dos efeitos dos programas de
erradicacdo em curso e futuros sobre a distribui¢do linhagens de LVPRs.

Neste estudo, 250 caprinos foram analisados utilizando a técnica de IDGA, a
soroprevaléncia deste rebanho foi de 4,4% de positivos. Seis caprinos positivos por IDGA
com ou sem altera¢do nas articulagdes foram analisados por PCR, que amplificou parte do
gene gag. Todos os animais foram positivos, apesar de trés deles ndo terem sinais clinicos
ou alteragcdo nas articulacdes. NOs seqiienciamos o gene gag de quatro lentivirus isolados
do norteste do Brasil de caprinos naturalmente infectados. Comparacdes de pareamentos
entre sequencias do gene gag de linhagens brasileiras com sequencias do GenBank
demonstraram que nossas sequencias estdo mais relacionadas com linhagens caprinas que
ovinas. Outras andlises filogenéticas do gene gag confirmaram sua classifica¢do inicial e
mostrarm que eles constituem o subtipo B1 do grupo de CAEV. A andlise das sequencias
também mostrou que os virus permaneceram geneticamente estaveis, apesar do tempo de
evolucdo estar estimado em 20 anos. Neste artigo nds também indicamos que futuros
estudos filogenéticos devem ser realizados com sequencias pol ou env, pois a regido gag,
por ser altamente preservada, retém menos sinais filogenéticos.



ABSTRACT

CAEV and MVV have been considered as genetically distinct but antigenically
related pathogens of goats and sheep. Indeed, it was demonstrated that these viruses are
constantly and easily transgressing the species barrier between goats and sheep ending with
sheep harboring CAEV-like lentiviruses and goats infected with MVV-like viruses (Valas
et al., 2000; Karr et al., 1996; Shah et al., 2004). Like all lentiviruses, CAEV genome has a
high mutation rate and the extent of its heterogeneity may be related to low fidelity of
reverse transcriptase which lacks the proof reading exonuclease activity. A genetic analysis
of these SRLV may further help to understand the genetic, proteic and antigenic make-up
of these viruses; their pathogenesis, epidemiology, phylogenetic relationships; and thus,
their allocation into the recently established SRLV groups (Shah et al., 2004a). It may also
be relevant for developing local-breed sensitive diagnostic tests. The application of
phylogenetic analysis to CAEV and MVV sequences is of pivotal importance for this type
of epidemiological analysis of SRLV infections in small ruminants and to study potential
differences in virulence between circulating SRLV strains. The principal aim of this work
was to establish a SRLV phylogeny as a basis for future studies of the molecular
epidemiology of lentiviral infections in Northeast of Brazil dairy goat herds, with particular
interest in monitoring the effects of ongoing and future eradication programs on the
distribution of SRLV strains.

In this study, one flock of 250 goat was analized using AGID, the seroprevalence in
these flocks was 4,4% of positive tested sera. Six goats positive to AGID with and without
alteration in the knee joint were analyzed using a PCR, which amplifies part of the gag
gene. All the animals were found to be positive, despite the fact that three no had clinical
signs or alteration in the knee joint. We determined the nucleotide sequences of gag gene
from 4 Brazilian lentivirus isolates from naturally infected goats. Pairwise comparisons
between the four gag gene sequence Brazil SRLV strains with the GenBank, demonstrating
our sequences were closer to the caprine rather than the ovine strains. Further phylogenetic
analysis of the proviral gag sequences confirmed the initial classification and showed that
they constituted the Sbtipo B1 of the CAEV group. The sequence analyses also showed that
the virus had remained genetically relatively stable, in spite of the time given for virus
evolution, an estimated 20 years. In this paper, we indicate that future phylogenetic studies
should rather be done on the pol or env regions than in the gag region, by be highly
preserved retains less phylogenetic signal.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Sigla Nome

ug Micrograma

uL Microlitro

ADCC Citotoxicidade celular dependente de anticorpo
Ag Antigeno

AIEV Virus da Anemia Infecciosa Eqiiina

AP Ativador de proteina

APC Artrite progressiva caprina

AR Artrite reumatéide

BIV Virus da Imunodeficiéncia Bovina

C- Controle Negativo

CA Proteina do capsideo

CAE Artrite Encefalite Caprina

CAEV Virus da Artrite Encefalite Caprina

CAEV-Co Cepa padrao de Caprinos publicada por Cork
CE Ceard

c-fos Fator celular presente nos macréfagos que participa da ativagado viral
c-jun Fator celular presente nos macréfagos que participa da ativagado viral
CO, Diéxido de carbono

CPE Efeito Citopatico

DNA Acido desoxirribonucléico

dNTP Desoxinucleotideo trifosfato

dUTPase Enzima codificada pelo gene pol

ECP Efeito citopéatico

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
env Gene que codifica as proteinas do envelope viral
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Sigla

Nome

FIV

g

8ag
Genbank
gp
GM-CSF
GSM
HC1

HIS

HIV
HMA
IAC
IDGA
IFN
IFN-y
IgG1

IL

INT

KCl
KDa

L
LABOVIR
LTNP
LTR
LvVC
LVO
LVPR
M
MI1P-1h

Virus da Imunodeficiéncia Felina
Unidade da forca centrifuga relativa
Gene viral que codifica as proteinas interna dos virus
Banco de dados genéticos
Glicoproteina

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Membrana Sinovial Caprina

Acido Cloridrico

Hibridizacao in situ

Virus da Imunodeficiéncia Humana
Ensaio de Mobilidade do Heteroduplex
Indice articular clinico

Imunodifusao em gel de Agar
Interferon

Interferon gama

Imunoglobulina G1

Interleucina

Integrase

Cloreto de Potéssio

Kilodaltons

Litro

Laboratdrio de Virologia

Long-term nonprogressor

Seqiiéncias longas repetidas

Lentivirus caprino

Lentivirus ovino

Lentivirus de pequenos ruminantes
Molar

Proteina inflamatéria do macréfago 1-beta
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Sigla Nome

mA Mili-Ampére

MA Proteina da Matriz

MCP-1 Proteina quimiotatica do mondcito-1
ME Microscopio eletronico

MEM Meio Essencial Minimo

MG** Magnésio

MgCl, Cloreto de magnésio

MHC Complexo de Histocompatibilidade
MIN Minuto

mL Mililitros

mM mili-molar

MSC Membrana sinovial caprina

MV Maedi Visna

MVV Virus Maedi-Visna

NaCl Cloreto de Sodio

NC Nucleocapsideo

NC Proteina do nucleocapsideo

ng nanograma

nm nandmetro

NUBIS Nucleo de Biotecnologia de Sobral
°C Graus Celsius

OIE Organizagao Internacional de Epizootias
OPPV Virus da pneumonia progressiva ovina
ORF Pequena regido do genoma viral

pb Pares de bases

PBLs Leucécitos do sangue periférico
PBS Solucao de tampao de fosfato
PBS-T PBS-Tween-20

PCR Reacgdo em cadeia da Polimerase



Sigla Nome

PM Peso Molecular

pol Gene que codifica as enzimas virais

PPGCV Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterindrias
PPO Pmeumonia Progressiva Ovina

Pr Precursor

RANTES Ativacgao regulada, normal T expressada e secretada
rey Gene de regulagdo viral

RFLP Restriction lenght polymorfism

RIFA Reacdo de imunofluorescéncia Indireta

RIFI Reacdo de Imunofluorescéncia indireta

RNA Acido ribonucléico

RNAm RNA mensageiro

RNAt RNA transportador

rpm Rotagdo por minuto

RT-PCR PCR utilizando a transcripase reversa

RU3 Regido unica ndo traduzida na extremidade 3’
RUS Regido tnica ndo traduzida na extremidade 5’
SFB Soro fetal bovino

SIV Virus da imunodeficiéncia simia

SNC Sistema nervoso central

SU Glicoproteina de superficie

TAE Tampao Tris-acetato e EDTA

Taq DNA Taq Polimerase

tat Gene de regulagdo viral

Th-1 Linfécitos T auxiliares do subtipo 1

Th-2 Linfécitos T auxiliares do subtipo 2

™ Glicoproteina transmembranica

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

TR Transcriptase reversa

Tris Trisma
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Sigla Nome

U Unidade

U3 upstrem 3°

UECE Universidade Estadual do Ceara

UFC Universidade Federal do Ceara

uv Ultra-violeta

vif Gene de regulagdo viral

VPPO Virus da pneumonia progressiva ovina

Zp

Zona Pelucida
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1. INTRODUCAO

O fortalecimento da ovinocultura nacional demanda crescentes investimentos e
avangos tecnoldgicos para os seus diversos segmentos, ou seja, producdo, sanidade,
processamento dos seus produtos e comercializacdo. Na tentativa de melhorar o rebanho e
introduzir animais de alta qualidade, o Brasil teve que importar esses animais. No entanto, a
importagcdo de ovinos e caprinos de alta linhagem provocou a introdugdo e disseminacdo de
Lentiviroses no rebanho nacional, pois alguns paises exportadores apresentavam uma alta
prevaléncia desses agentes, provocadores de enfermidades graves, comprometendo o

desempenho animal.

Os lentivirus de pequenos ruminantes compreendem, basicamente, dois grupos
filogenéticos, cujos protétipos sdo os virus Maedi-Visna de ovinos (MVV) e os virus da

artrite encefalite caprina (CAEV).

Os lentivirus acarretam grandes perdas econdmicas tanto nos rebanhos ovinos
quanto caprinos, afetando animais de diferentes racas, idades e sexo. Os prejuizos
econOmicos se caracterizam por morte de animais jovens, diminui¢do da producdo lactea e
perda de peso dos adultos devido a dificuldades de locomog¢do. Danos indiretos importantes
decorrem da desvalorizacdo dos rebanhos, reposicdo precoce de animais, despesas com
medidas de controle e barreiras comerciais para produtos (matrizes, reprodutores € s€men).
Porém, pouca énfase é dada ao controle de doencas infecciosas, especialmente Maedi-
Visna (MV) e Artrite Encefalite Caprina (CAE). Se por um lado a manuten¢ao de animais
infectados no rebanho representa sérios prejuizos econdmicos, o sacrificio de todos os
animais infectados €, muitas vezes, invidvel, pois grande parte do rebanho pode estar
acometida, além de representar perda de material genético. Desta forma, tem sido

implantados programas de controle visando a obten¢do de crias destes animais enfermos

antes de descarta-los (GOUVEIA et al., 1994).

Esta doenca tem se disseminado pelo pais em grande parte devido ao
desconhecimento do grau de comprometimento dos rebanhos e da dificuldade de acesso ao
diagnostico. Em levantamento soro epidemioldgico utilizando a técnica de IDGA feito por
ALMEIDA E TEIXEIRA (1999) mostrou que no rebanho cearense, 31,61% dos animais

avaliados foram positivos para o Maedi-Visna.
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As resolucdes 65/94 e 66/94 do Mercosul obrigam que os paises membros do bloco
certifiquem-se, em caso de exportacdo e importacdo de ovinos e caprinos, que o pais de
origem dos animais seja livre de MVV e CAEV por pelo menos trés anos. Estas normas
sanitdrias enfatizam a importancia econOmica de controle e erradicacdo destas

enfermidades (PINHEIRO, 2001).

Ainda ndo existe tratamento e nem vacina para esta enfermidade. Para o controle
dos lentivirus, faz-se necessdria a realizacdo periddica de testes nos rebanhos o mais

precoce possivel, além da separacdo ou descarte dos animais soropositivos.

Os lentivirus estdo amplamente distribuidos entre ovinos e caprinos no mundo.
Diferentes formas da doenca tém sido descrita entre 0s pequenos ruminantes infectados
com lentivirus. Estes sintomas incluem artrite em caprinos jovens, pneumonia, mamite e

recentemente a forma nervosa da doenga em ovinos (BENAVIDES et al., 2006).

CAEV e MVV tém sido considerados geneticamente distintos, mas antigenicamente
relacionados. Além disso, foi demonstrado que estes virus estdo constantemente transpondo
a barreira especifica entre caprinos e ovinos, com ovinos sendo infectados com lentivirus
CAEYV e caprinos com os virus MVV (VALAS et al., 2000; KARR et al., 1996; SHAH et al.,
2004b; GREGO et al., 2002.

De acordo com a nomenclatura proposta recentemente, baseada nas seqii€éncias gag
e pol, os lentivirus estdo classificados em quatro grupos eqiiidistantes, A-D (SHAH et al.,
2004a). Em relacdo as diferencas em Orgdos alvos, tropismo celular e patogenicidade,
comumente encontrado entre CAEV e MVV, ambos tém sido recentemente designados

como um simples grupo, os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR).

Entre as duas regides terminais ndo-codificantes, altamente conservadas (“long
terminal repeats” ou “LTRs”) estdo os genes que codificam as proteinas estruturais (gag),
um precursor que € posteriormente clivado em trés proteinas principais: matriz (MA),
capsideo (CA) e nucleocapsideo (NC) (PEPIN et al., 1998), e o gene (env), que codifica as

glicoproteinas de superficie (SU) e transmembranaria (TM) e enzimas virais.

O gene pol codifica as proteinas de atividade enzimdtica: transcriptase reversa,
protease, integrase e dUTPase, além de pequenos ORFs (“open reading frames”) ou fases

abertas de leitura, que codificam proteinas que regulam a expressdo génica como 0s genes
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acessorios (tat, vif), (ou Q) e (rev), codificantes de proteinas de regulacdo da expressao

viral (CLEMENTS E PAYNE 1994).

z

Os genes gag e pol sdo os mais conservados, enquanto o gene env € altamente
heterogéneo (NARAYAN E CLEMENTS, 1989). Como todos os lentivirus, o genoma do
CAEYV tem uma alta mutacio e o grau de sua heterogeneidade pode estar relacionado com a
baixa fidelidade da transcriptase reversa que carece da atividade de leitura da enzima

exonuclase 3’-5’, favorecendo essas mutacoes.

A andlise genética destes LVPR pode ajudar a entender as propriedades genéticas,
protéicas e antigénicas desses virus, sua patogénese, epidemiologia e relacionamento
filogenético e, além disso, sua localizacdo nos grupos recentemente estabelecidos (SHAH et
al., 2004a). Isto também pode ser relevante para o desenvolvimento de testes de

diagnésticos sensiveis em rebanhos locais.

A ampla distribuicdo destes virus em certas regides e as perdas econdmicas
resultantes t€ém levado a programas de erradicacdo com base na segregacdo dos virus de
caprinos € ovinos em vdrios paises (GREENWOOD et al., 1995; HOUWERS et al., 1987;
PERETZ et al.,, 1994; ROWE and EAST, 1997; SCHEER-CZECHOWSKI et al., 2000). A
aplicacdo da andlise filogenética para seqiiéncias de CAEV e MVV ¢ de imensa
importancia para este tipo de andlise epidemioldgica de infeccdes por lentivirus de
pequenos ruminantes e também para estudar as diferencas de viruléncia entre linhagens de

LVPR circulantes.
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2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - Historico

A sindrome Artrite-encefalite caprina (CAE) foi inicialmente descrita nos Estados
Unidos da América, sob a forma clinica de leucoencefalomielite em cabritos e o virus foi
isolado em 1980, por CRAWFORD e colaboradores em explants de membrana sinovial de um

caprino adulto com artrite.

Maedi-Visna (MV) ou Pneumonia Progressiva Ovina (PPO) foi uma das primeiras
doencas denominadas como infeccdo lenta (SIGURDSSON, 1954). Os dois nomes sdo de
origem islandesa: Maedi, que significa dispnéia e é caracterizada por pneumonia intersticial
progressiva, e Visna, que quer dizer ‘“desorientacdo”, caracterizada por
leucoencefalomielite (DAWSON, 1980). Inicialmente Maedi-Visna foi reconhecida como

duas entidades distintas.

O primeiro isolado de MVV foi feito por SIGURDSSON et al. (1960) a partir do Sistema
Nervoso Central (SNC) de ovinos. Quando as primeiras amostras dos virus foram isoladas
de ovinos infectados com Visna e Maedi (SIGURDARDOTTIR E THOMAR, 1964), foi
observada similaridade entre esses virus. Posteriormente estudos revelaram que tanto
Maedi quanto Visna eram doencgas causadas pelo mesmo agente, originando assim a
denominacdo Maedi-Visna ou MV. Os virus foram introduzidos através da importacdo, de
ovinos Karakul da Alemanha em 1933, para melhorar rebanhos da Islandia, mas esta raca

também introduziu a adenomatose pulmonar, paratuberculose e visna.

Os primeiros relatos da doengca com sinais clinicos semelhantes a Maedi-Visna
ocorreram na Africa do Sul em 1915 e, posteriormente, nos Estados Unidos em 1923. A
doenca foi observada, mais tarde, em outras regides do mundo, sendo a sindrome
respiratoria de maior prevaléncia. Na Holanda esta enfermidade recebeu o nome de
Zwoergerziekte (DE BOER, 1975; HOUWERS, 1985), Na Africa do Sul, recebeu o nome de
Jaagsiekte (VERWOERD et al., 1983) e nos Estados Unidos, de Pneunonia Progressiva Ovina

(PPO) e Doenga Pulmonar da Montanha (CUTLIP E LAIRD, 1976).
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2.2 - Agente Etiologico, Estrutura e Genoma dos virus

O Maedi-Visna (MV) € um virus que afeta ovinos e os virus da artrite encefalite caprina
(CAEV) afeta caprinos, pertencem a familia Retroviridae e ao género Lentivirus (PASICK,
1998). Os outros virus de interesse veterinario e humano também pertencem a este género,
como os virus da Anemia Infecciosa Eqiiina (AIEV), da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV), da Doenca de Jembrana e das imunodeficiéncias humana (HIV), bovina (BIV),
felina (FIV) e simia (SIV). Sdo complexos e ndo oncogénicos. Esses virus geralmente
limitam a infeccdo a um simples hospedeiro, levando a sérios problemas ou a morte;
multiplicam-se também em células em repouso (ndo ativadas); infectam mondcitos,
macro6fagos e/ou linfécitos, causando infec¢do persistente e multi-sistémica (AIEV, MVV e
CAEYV), associada a sindrome de imunodeficiéncia (SIV, HIV e FIV); com altas taxas de
mutacdo, com conseqiiente diversidade genotipica, fenotipica e antigénica (CLEMENTS E

PAYNE, 1994; GONDA, 1994; REISCHAK, 2000; PINHEIRO, 2001).

De acordo com a nomenclatura proposta recentemente, baseada nas seqiiéncias gag
e pol, os lentivirus estdo classificados em quatro grupos eqiiidistantes, A-D (SHAH et al.,
2004a). O grupo A pode ser subdividido em sete subtipos Al1-A7, onde o subtipo Al é
identificado pelos virus Maedi-Visna por ser genética e geograficamente heterogéneos e o
grupo B, refere-se ao tipo CAEV e compreende apenas dois subtipos distintos, B1 e B2. Os
grupos C e D sido representados por poucos isolados ou reconhecidos apenas pela seqiiéncia

pol (SHAH et al., 2004a).

Recentemente, evidéncias diretas de transmissao natural de ovinos para caprinos e
vice-versa, particularmente dos subtipos A4 e B1 dos virus tem sido relatada (SHAH et al.,
2004b; P1soNI et al., 2005). Estudos subseqiientes baseados em seqiiéncias parciais dos
genes gag, pol e env, mostraram que estes virus de ovinos e caprinos estao entremeando na
arvore filogenética independente do hospedeiro, sugerindo que as infec¢des interespécies
tém ocorrido entre os animais hospedeiros (CHEBLOUNE et al., 1996; LEROUX et al., 1997;
ZANONI, 1998; CASTRO et al., 1999; GREGO et al., 2002; ROLLAND et al., 2002; SHAH et al.,
2004a;).

Os Virus da MV e CAE, como os demais lentivirus apresentam-se como virions

envelopados, com diametro de 80 a 100 nm, nicleo cdnico e denso, contendo duas
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moléculas idénticas de RNA fita simples, ndo complementares, unidas por pontes de
hidrogénio, de polaridade positiva, com aproximadamente 9000 a 10000 pares de bases,
uma molécula de transcriptase reversa dependente de MG** e proteinas do nucleocapsideo
(GONDA et al., 1986). O envelope estd associado covalentemente com as glicoproteinas
transmembrandrias (TM) e de superficie (SU). A matriz (MA) também ¢ outra estrutura
presente na particula viral e esta estd situada entre o capsideo e o envelope (PEPIN et al.,
1998). Sao pleomorficos, esferdides e tém uma densidade buoyant de 1,14 a 1,18 g/mL
(CLEMENTS et al., 1980), apresentando uma grande quantidade de &cidos sidlicos em sua

superficie (HUSO et al., 1988).

RNA

Envelope

Transmembranica gp45

Glicoproteina de

oy superficie — gp135
Matrix
-
Integrase
Transcriptase Reversa
-

Nucleoproteina

Capsideo — p28

100 nm

AN

Figura 01 - Estrutura dos virus da artrite encefalite caprina (COFFIN, 1996). Adaptado por Pinheiro
(2001).

O genoma é composto por genes estruturais (gag, env e pol), genes de regulacio
(tat, rev e vif) e por duas regides nao traduzidas, Unicas, situadas nas extremidades 5° (RUS)

e 3’(RU3), que apresentam elementos promotores da transcricdo do RNA viral. O DNA
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proviral resultante da retrotranscricdo apresenta duas regides terminais ndo codificadoras

(LTR — long terminal repeat).

Os genes estruturais dispostos da extremidade 5’ para 3’ do genoma (Figura 2) sdo
gag, pol e env, além de pequenas ORF (open reading frames): tat, rev e vif codificadoras

para proteinas reguladoras (CLEMENT E PAYNE, 1994; GONDA, 1994).

O genoma completo da linhagem de CAEV-Co dos Estados Unidos é considerado o
protétipo de lentivirus caprino, este ja foi clonado e a seqiiéncia de DNA proviral foi
determinada (SALTARELLI, 1990). Seqiiéncias nucleotidicas completas e parciais de muitos
outros lentivirus t€m sido recentemente determinadas a partir de isolados de caprinos e
ovinos como as do Sul do Brasil, Irlanda, Estados Unidos, Sui¢a, Grécia, Franga, Espanha,
Italia, Finlandia, Polonia e Noruega (RAVAZZOLO, 2001; ROLLAND, 2002; ABELSON, 2003;
HERRMANN et al., 2004; SHAH, 2004; ANGELOPOULOU, 2005; PISONI, 2005; GERMAIN,
2006; REINA, 2006; CONTRERAS, 2006; PisonI, 2006; LAAMANEN, 2007; KuzmMAKk, 2007;
GIJERSET et al., 2007).

A transcri¢do e o genoma viral iniciam um papel crucial no ciclo de vida dos virus,
como prover o molde para a sintese de proteinas estruturais e regulatérias, resultando na
geracdo de novas copias de RNA viral. A transcricdo € regulada pela ligacdo de vdrias
proteinas celulares a seqiiéncia de DNA. Virios estudos t€ém demonstrado que AP-1 e AP-4
liga-se a sitios, que estdo localizados na regido promotora U3 da LTR, tendo um papel
central na regulacdo e transcricao viral (BARROS et al., 2004, 2005; CAMPBELL and AVERY,
1996; GABUZDA et al., 1989; GDOVIN and CLEMENTS, 1992; HESS et al., 1986; SUTTON et
al., 1997.

Depois da transcricdo reversa mediada pela transcriptase viral, o DNA resultante
(provirus) apresenta duas regides terminais ndo-codificantes, altamente conservadas (“long
terminal repeats” ou “LTRs”) (ZANONI et al., 1992). Entre estas duas regides nao-
codificantes estdo os genes que codificam as proteinas estruturais (gag), um precursor que €
posteriormente clivado em trés proteinas principais: matriz (MA), capsideo (CA) e
nucleocapsideo (NC) (PEPIN et al., 1998), e o gene (env), que codifica as glicoproteinas de
superficie (SU) e transmembrandria (TM) e enzimas virais. O gene (pol) que codifica as

proteinas de atividade enzimdtica: transcriptase reversa, protease, integrase e dUTPase,
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além de pequenos ORFs (“open reading frames”) ou fases abertas de leitura, que codificam
proteinas que regulam a expressdo génica como os genes acessorios (fat, vif), (ou Q) e
(rev), codificantes de proteinas de regulacdo da expressdo viral (CLEMENTS E PAYNE 1994)
(Figura 02). Estas proteinas nao se encontram nos virus e somente sao traduzidas durante a
replicacdo viral, na qual participam ativamente. Os genes gag e pol sdo os mais

conservados, enquanto o gene env € altamente heterogéneo (NARAYAN E CLEMENTS, 1989).

Estes genes, tnicos de lentivirus, apresentam um nucleotideo ou aminodcido
homdlogo diferenciando as vdérias lentiviroses, no entanto, suas fungdes sdao preservadas
(CLEMENTS E PAYNE, 1994). Os genes estruturais (gag e env) e enzimaticos (pol) sao

tipicos da familia Retroviridae.

As proteinas do gene gag sdo originadas de varios polipeptidios intermedidrios
derivados do precursor pr55kDa que origina inicialmente o precursor pr47kDa, de curta
duracdo e da origem as proteinas: p28, p19 e pl6. As proteinas do gene env sdo originadas
de uma glicosilacdo translacional do precursor pr90kDa que d4 origem ao precursor
pr150kDa, que origina, por um processo de clivagem, as glicoproteinas de superficie
(gp135 e/ou gp90) e a transmembranica (gp45) (CHEEVERS et al., 1988). As enzimas

z

utilizadas na replicacdo viral sdo codificadas pelo gene pol sendo que a protease

(¢}

responsavel pelas clivagens dos produtos dos genes gag e pol, a transcriptase reversa €
responsavel pela transcricdo do RNA gendmico em DNA fita dupla e a integrase coordena
a integragdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira (TAVARES E PEREIRA, 1999).
vif
LTR _ gag T «—ree—OLTR
) | pek O [l [ 1 CAEV
tat

eny

Figura. 02. Representacdo esquemdtica da estrutura do provirus de LVPRs. LTR — long terminal repeat.
Adaptado de BOUZAR et al., 2003.

Uma comparacgdo das seqiiéncias de lentivirus com algumas seqii€éncias encontradas
em banco de dados revelou que ao contrario do CAEV, todos os protétipos de MVV
contém uma delecdo de seis nucleotideos na regido do gene gag resultando na delecdo de

dois residuos de aminodcidos na regido central do capsideo. Este delecdo poderia ser
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utilizada como marcador em andlises de LVPRs, especialmente quando se considerar uma

possivel transmissdo de lentivirus entre caprinos e ovinos (RAVAZZOLO, 2001).

2.3 - Tropismo, Replicacao e Infectividade Viral

Os lentivirus de pequenos ruminantes t€m tropismo para as células da linhagem
monocito-fagocitdria. Nestas células, a expressdao viral estd estreitamente associada a
diferenciacdo e maturacdo dos mondcitos em macroéfagos (GENDELMAN et al., 1986;

NARAYAN et al., 1983).

Os lentivirus infectam células da linhagem dos macréfagos, incluindo microglia,
astrocitos, e oligodendrdcitos, assim como os tipos I e II de pneumdcitos, fibroblastos e
células epideliais e endoletiais (SANNA et al., 1999; CARROZZA et al., 2003; CHI et al.,
2000).

Células epiteliais do leite de caprinos tém demonstrado susceptibilidade a infeccao
com CAEV tanto in vitro quanto in vivo (MSELLI-LAKHAL et al., 1999). Estes virus podem
ser detectados por hibridizacdo in situ e ou por métodos de imunohistoquimica em
drenagem de ndédulos linféaticos, porém a freqii€ncia de células infectadas € baixa, sugerindo
que apenas a minoria das células sdo infectadas (BLACKLAWS et al., 1995; CARROZZA et al.,
2003; GRrRoOssI et al., 2005; LECHNER et al., 1997; STORSET et al., 1997).

In vivo, infectam principalmente células do sistema mondcitos-fagocitario, sendo os
macrofagos a grande maioria das células infectadas (NARAYAN E CLEMENTS, 1989; LUJAN
et al., 1994; BRODIE et al., 1995; DE LA CONCHA-BERMEJILLO. 1997). A infec¢do das
células depende da presenca de receptores para os virus. Poucos mondcitos tem estes
receptores, entretanto estes aumentam apds sua maturacdo. (GENDELMAN et al., 1986).
Linfécitos também sdo infectados, entretanto sem multiplicagdo viral (ZINK E JOHNSON,
1994). Ainda foi detectado o RNA viral em células endoteliais, epiteliais, fibroblasticas,
varias células do sistema nervoso (plexo cordide, células microgliais, astrdcitos,
oligodentrdcitos e neurdnios) e da glandula mamadria (ZINK et al., 1990; BRODIE et al.,
1995; SANNA et al., 1999, MSELLI-LAKHAL et al., 1999; LERONDELLE et al., 1999). Os virus

também ja foram detectados na medula éssea (fibrocitos, células endotelias e adipdcitos) de
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caprinos positivos para CAEV através de imunohistoquimica, porém células

hematopoéticas foram negativas (GROSSI et al., 2005).

Nos tecidos-alvos, tais como sindvias, intersticio pulmonar, plexo cordide e ubere, a
ativacdo da replicacdo viral, juntamente com a maturacdo dos macréfagos, induzem a
formacdo das lesdes. Segundo ZINK et al. (1990), outras células podem também servir
como areas de replicacdo viral, como as células da membrana sinovial, oligodentrécitos
(PERK, 1990), as células epiteliais intestinais, células tubulares renais, e células glandulares
da paratiredide, adrenais e da tiredide. Contudo, é o tropismo do virus por células do
sistema imune, particularmente mondcitos e macréfagos, o principal fator responsavel pela
habilidade dos lentivirus em causar infec¢des cronicas, que persistem por toda a vida do

animal.

A forma nervosa da doenca em ovinos jovens doentes sugere a existéncia de
linhagens de MVV neurotrépicas e altamente neurovirulentas (BENAVIDES et al., 2006). Em
outros casos de encefalites lentivirais (O'NEIL et al., 2004) foi afirmado que a progressao
da doenca estd associada com a carga viral e resposta inicial do hospedeira a infeccdo. Isto
também ocorre na infeccdo por MVV (DAWSON, 1980; HOUWERS, 1990) quando animais
jovens infectados, sendo incapazes de uma resposta defensiva, permetiriam que os virus

alcangasse o encéfalo (BENAVIDES et al., 2006).

A deteccao de RNA viral e DNA proviral em seccdes de tecidos caprinos € ovinos
infectados, revelou que os LVPRs poderiam entrar em uma gama de tipos celulares como
células dendriticas, linfécitos, plasmdcitos, células endoteliais e fibroblastos, adipdcitos,
células microgliais e pericitos, assim como em células epiteliais dos bronquios, alvéolos,
glandulas mamarias, foliculos teréideo e plexo cordide, intestino delgado e tdbulos renais e
terceira palpebra (GEORGSSON et al., 1989; ZINK et al., 1990; STASKUS et al., 1991; RYAN
et al.,, 2000; CAPucCHIO et al., 2003; CARROZZA et al., 2003; PREZIUSO et al., 2004;

BIESCAS et al., 2005; ANGELOPOULOU et al., 2006b; BOLEA et al., 2006).

Ainda células endoteliais caprinas podem ser infectadas in vitro por transmigracao
de leucécitos infectados com CAEV (LECHAT et al., 2005). Entretanto a infec¢do produtiva
€ restrita as células da linhagem dos macréfagos (DE LA CONCHA-BERMEJILLO, 1997) e da

glandula mamaria (MSELLI-LAKHAL et al., 1999; LERONDELLE et al., 1999).
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Um estudo para determinar a carga viral em dreas selecionadas e a expressao de
RNAm de CAEV em caprinos, oito anos apds a infec¢do, demonstrou que os nddulos
linfaticos sdo um importante reservatorio viral. A glandula mamaria e células do leite sdo
os sitios preferidos para a replicac@o viral. A carga viral variou significantemente entre os
animais, demostrando a importancia da carga genética frente a infec¢ao. Foi encontrada
uma associagdo clara entre a ocorréncia de lesdes histopatoldgicas e carga viral em sitios
especificos. As andlises da expressdo de RNAm de vdrias citocinas ndo revela diferencas
significantes entre animais o que poderiam esclarecer uma considerdvel varia¢ao individual

na carga viral observada (RAVAZZOLO et al., 2006).

Recentemente, utilizando a técnica de PCR e imunohistoquimica, os virus Maedi-
visna (MVV) foram indiretamente detectados no figado e no coracdo de seis ovinos
naturalmente infectados. Além disso, estes testes revelaram antigenos no citoplasma de
hepatécitos e cardiomidcitos. Porém exames histopatolégicos mostraram niveis leve a
moderado de colangi-hepatite e miocardite linfocitica crOnica, mas ndo a presenga de
pequenos agregados linféides, as lesdes linfoproliferativas tipicas de MVV nestes 6rgaos

(BRELLOU et al., 2007).

A evidéncia de células infectadas com CAEV no tutero e no oviduto coborroram
com o achado destas células em secrecdes genitais pos-parto. Recentemente CAEV proviral
foi detectado em tecidos do trato genital: ttero, oviduto e ovérios. Células da gronulosa
(LAMARA et al., 2001) e células epiteliais do oviduto (LAMARA et al.,, 2002a) sdo

completamente susceptiveis a infeccao por CAEV in vitro.

O DNA proviral de CAEV foi detectado em células do cumulus o6foros, mas nio
em odcitos de cabras naturalmente infectadas. Um estudo mostrou que vinte e dois por
cento dos odcitos com células do cimulus intactas foram positivos para a presenca de DNA
proviral e nenhum dos odcitos em que as células do cdmulus foram removidas
mecanicamente foram positivos para o CAEV através de RT-PCR (ALI AL AHMAD et al.,
2005). Este resultado contradiz estudos feitos por FIENT et al. (2002, 2003) em que sugerem
a presenca de CAEV em células infectadas no meio de lavagem do oviduto de cabras

infectadas doadoras de embrides e uma potencial transmissao de CAEV para o embrido ou
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feto. Este estudo demonstra que odcitos livres de CAEV podem ser obtidos de cabras

infectadas.

Estudos in vitro mostraram que a zona peldcida intacta é uma forte barreira que
protege o embrido caprino na infec¢do por CAEV, mas embrides sem zona peldcida quando
incubados com CAEV e lavados extensivamente, poderiam transmitir a infeccdo para
células MSC (LAMARA et al., 2002b). Células embriondrias prematuras caprinas sao
susceptiveis a infeccdo por CAEV e a infec¢do com estes virus sdo produtivas, porém, a
Unica barreira natural que pode prevenir a infeccdo por CAEV de blastomeros caprinos € a

presenca de uma zona peldcida intacta (ZP) (ALI AL AHMAD et al., 2006).

In vitro os LVPR infectam e replicam em cultivo celulares de macréfagos
(NARAYAN et al., 1983), membrana sinovial (NARAYAN et al., 1980; QUERAT et al., 1984),
glandula mamaria (MSELLI-LAKHAL et al., 1999; LERONDELLE et al., 1999), células fetais
do plexo cordide (SIGURDSSON et al., 1960), muisculo cardiaco (LEROUX et al., 1995), baco,
timo, linfonodo escapular (NARAYAN et al., 1980), células da linhagem fibrobléstica
imortalizadas (TEIXEIRA et al., 1997) e tecido epitelial (LEE et al., 1996). E produzem efeito
citopatico, que consiste na formagao de células gigantes multinucleadas ou sincicios e lise

celular (CAREY E DALZIEL, 1983).

Ainda ndo estdo bem elucidados os receptores para a entrada de lentivirus nas
células. Provavelmente os LVPRs utilizam uma molécula comum como receptor ou um
nimero de diferentes receptores para entrar nas células e que a molécula MHC classe 11

provavelmete é o receptor para LVPRs (ZINK E JOHNSON, 1994).

Os macrofagos infectados com LVPRs recrutam linfécitos agindo como
apresentador de antigenos as células e posteriormente aos linfécitos T citotéxicos CD8"
(LEE et al., 1994). Multiplos 6rgaos, como cérebro, nédulos linfaticos, baco e medula dssea
tém sido os sitios primdrios da infeccdo e a replicacdo serve como reservatorio para os virus
infectar células precursoras (na medula dssea), assim como a localizacao de producao viral,

presenca de antigeno e a inibi¢do da resposta imune para infec¢do viral.

A replicacao viral e a resposta imune do hospedeiro ocorrem nas primeiras semanas
apos a infeccdo dos virus, embora um longo periodo para o desenvolvimento da doenga seja

necessario (NARAYAN E CLEMENTS, 1989). A disseminacdo viral para os varios 6rgaos
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envolvidos na doenga ocorrerd pelos mondcitos infectados que ndo expressam os virus
(CLEMENTS E PAYNE, 1994). A replicacio ocorre preferencialmente em algumas
populacdes de macréfagos teciduais, resultando na produgdo e excrecdo dos virus

infeccioso no leite e provavelmente secrecoes respiratorias (MARCHESIN et al., 1997).

A baixa susceptibilidade dos linfécitos T dos ovinos e caprinos a infec¢ao pelos
LVPR pode explicar, em parte, a auséncia de uma sindrome de imunodeficiéncia nestas
espécies. Os lentivirus, embora relacionados entre si, tanto a nivel genético como
antigénico, evidénciam padrdoes de replicacdo in vitro muito deferentes (FEVEREIROE
BARROS , 2004). Esta geralmente é limitada por determinados fatores, entre os quais se cita
a restricdo viral mediada por interferon, produzido por linfécitos ativados durante sua
interacdo com os macréfagos infectados. O interferon inibe a maturacdo de mondcitos, e

conseqiientemente a maturagdo viral (ZINK et al., 1987).

O ciclo de replicacio dos lentivirus comegca com a ligacdo especifica da
glicoproteina de superficie com o respectivo receptor, ocorrendo a fusdo do envelope viral
com a membrana da célula (GONDA, 1994). Esta fusdo é mediada por uma por¢dao
hidrofébica da proteina transmembranica do envelope que penetra na membrana da célula
possibilitando a fusdo (OLIVEIRA, 1994) e a penetracdo do nucleocapsideo viral no interior

da célula hospedeira.

A transcriptase reversa promove a sintese do DNA proviral, copiando o RNA viral e
originando DNA que poderd se integrar ao genoma da célula hospedeira pela acao das
integrases (INT) e LTRs virais (HAASE et al., 1974) e ser transcrito pela RNA polimerase
II. As LTRs sdo formadas na fase da sintese do DNA pelas seqiiéncias RU3 e RUS,
presentes no genoma dos virus, as quais contém o sitio de iniciacdo da transcri¢do para
RNA polimerase II. As longas repeticdes terminais (LTRs) sdo regides ndo traduzidas,
Unicas, situadas nas extremidades 5’ (RUS) e 3’ (RU3), que flanqueiam o DNA proviral e
fornecem o sinal requerido para a transcricdo, integracdo e poliadenilacdo do RNA viral
(PEPIN et al., 1998). Dados sugerem que as LTRs podem estar envolvidas na ativacdo
transcricional dos virus, podem determinar o tropismo in vitro e um importante fator na
patogénese dos virus (HOTZEL E CHEEVERS, 2002). Esses dados foram também sugeridos

por ANGELOPOULOU et al., (2006a) ao verificar que uma delecdo especifica localizada
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dentro das LTRs poderia em parte, estar associadas com baixa patogenicidade de algumas

linhagens de lentivirus.

A TR inicia a transcricdo com a presenca de um RNAt celular, que adiciona
nucleotideos na extremidade 5° e no final transcreve o RNA gendmico em DNA de fita
dupla (SONIGO et al., 1985). Poucas moléculas de DNA sdo integradas e este fato é
importante para a persisténcia da infeccdo (HAASE, 1986). O genoma viral torna-se entio
parte do DNA celular e € duplicado durante a divisao celular. Portanto, uma vez um animal
infectado pelos LVPR, estes permanecem infectados por toda a vida e os lentivirus podem
ser isolados de animais soropositivos mesmo anos apds a infeccdo original (DE LA
CONCHA-BERMEIJILLO, 1997).

O DNA viral integrado pode permanecer latente até que fatores celulares ou virais o
ativem. A acdo dos fatores celulares dos LVPR pode ocorrer com os fatores c-jun e c-fos,
presentes nos macrofagos ativados, que se ligam as seqiiéncias ativadoras AP (1 e 4) da
LTR (HESS et al., 1989; SHIH et al., 1992; GDOVIN E CLEMENTS, 1992; NEUVEUT et al.,
1993) ou, ainda, por outro fator celular induzido pelo interferon 7, secretado em resposta a
infec¢do viral, que atua nas LTR extremidade 5’ ativando a replicacdo (TONG-STARKSEN et
al., 1996). Virios estudos t€ém demonstrado que as proteina ativadoras de transcri¢do, AP-1
e AP-4, ligam-se a sitios, que estdo localizados na regiao promotora U3 da LTR, tendo um
papel central na regulagdo e transcricao viral (BARROS et al., 2004, 2005; CAMPBELL and
AVERY, 1996; GABUZDA et al., 1989; GDOVIN and CLEMENTS, 1992; HESS et al., 1986;
SUTTON et al., 1997). Porém estudos mais recentes afirmam que as citocinas TNFa e o
fator estimulador de colonias de granuldcitos-mondcitos (GM-CSF) ativam a transcri¢ao e

que este efeito ocorre independentemente de AP-1 (MURPHY et al., 2006).

Com relagao aos fatores virais € possivel que as proteinas fat, rev e vif possam estar
envolvidas (GDOVIN E CLEMENT, 1992; CARRUTH et al., 1996). Em lentivirus a replicacdao

viral ocorre quando os mondcitos maturam para macréfagos (CLEMENTS E ZINK, 1996).
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Figura 03. Ciclo de replicacdo do Maedi-Visna virus. Pinheiro, 2001.

O DNA proviral utiliza o sistema celular de transcricdo para sintetizar RNA
gendOmico ou RNA’s mensageiros (RNAm) subgendmicos, através da acdo da enzima
celular RNA polimerase II. Uma fase inicial é caracterizada pela presenca de RNAm
responsdveis pela produgdo dos genes de regulacdo (tat e rev) e numa fase tardia, onde
ocorre intensa transcricdo com a producdo de pequenos e grandes RNAm, das proteinas
estruturais (gag e env), das enzimas virais (pol) e da proteina de regulacdo vif (VIGNE et al.,

1987; SARGAN et al., 1994).

No caso de expressado ativa dos virus, ocorre a transcricdo, com producdo de RNAm
que migra para o citoplasma da célula, onde ocorre a traducdo em proteinas reguladoras. A
traducdo dos RNAm dos lentivirus € realizada por fatores celulares e leva a fabricacdo de
polipeptidios precursores, estes sdo clivados por enzimas proteoliticas dando origem as
proteinas virais. Os RNAm codificantes para env sdo traduzidos nos polirribossomos
associados ao reticulo endoplasmatico rugoso e o produto fica encostado na membrana
celular, enquanto que os RNA completos sdo traduzidos em precursores gag (pr55kDa) ou

gag-pol (pr170kDa), nos polirribossomos livres.

No final do ciclo, apds a sintese dos componentes virais ocorre a montagem,

fendmeno controlado pelo precursor gag, com unido dos produtos dos genes estruturais,
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encapsulacdo de duas moléculas de RNA gendmico, RNAt primer, TR e incorporacdo deste
RNA gendmico as particulas virais, processamento proteolitico dos polipeptidios
precursores, brotamento das particulas virais, que adquirem componentes lipidicos da
membrana celular para composi¢do do envelope viral (CLEMENTS E PAYNE, 1994; COFFIN,
1996). Em macréfagos, o envelope € adquirido pelo brotamento de vesiculas
citoplasmaticas, rompidas com o excesso de particulas virais. Em fibroblastos, os virus
adquirem envelope através do brotamento da membrana plasmética (FIELDS et al., 1996).
Apés o brotamento existe a maturagdo viral com a a¢do de varios processos de clivagem

dos precursores (GONDA, 1994).

2.4 - Heterogeneidade Genética

Dados de um trabalho baseado em estudos filogenéticos ajudaram a revisar a
classificacdo de lentivirus ovinos e caprinos de acordo com suas espécies hospedeiras
(CASTRO et al., 1999; LEROUX et al., 1997; CHEBLOUNE et al., 1996). De acordo com a
nomenclatura proposta recentemente, baseada nas seqii€éncias gag e pol, os lentivirus estdo
classificados em quatro grupos eqiiidistantes, A-D (SHAH et al., 2004a). O grupo A pode ser
subdividido em sete subtipos A1-A7, onde o subtipo Al € identificado pelos virus Maedi-
Visna por ser genética e geograficamente heterogéneos e o grupo B, refere-se ao tipo
CAEV e compreende apenas dois subtipos distintos, B1 e B2. Os grupos C e D sédo
representados por poucos isolados ou reconhecidos apenas pela seqiiéncia pol (SHAH et al.,

2004a).

As altas taxas de mutacdo, de 0,5 a 1 genoma por ciclo de replicagdo, que sdo
acumuladas, auxiliam a rdpida evolug¢do desse grupo de virus (CASTRO, 1998) e sao
atribuidos ao fato de que esses virus de RNA em geral, especialmente os lentivirus, tém
altas taxas de erro provocadas pela RNA polimerase e pela falta de um mecanismo de
correcdo (STEINHAUER E HOLLAND, 1987). Alguns autores relataram que estas mutacoes
decorrem, geralmente, de erros nas polimerizacdes, durante o ciclo de replicacdo lentiviral,
com substituicdes de bases, deslocamento de janelas, rearranjo genético, recombinacio e

hipermutagdes (COFFIN, 1996; PRESTON E DOUGHERTY, 1996). A transcriptase reversa € a

principal responsdvel por erros e, ao contrario das polimerases celulares, apresenta baixa
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fidelidade, devido a auséncia da acdo da 3' - 5' exonuclease, necessdria as corre¢des de
erros surgidos durante a polimerizacdo. Porém algumas mutacdes podem ser causadas
durante a replicacdo do DNA proviral, por erros da DNA polimerase celular, e da RNA
polimerase celular II, quando da sintese de RNA a partir do DNA proviral (PRESTON E

DOUGHERTY, 1996).

Os LVPR apresentam significativa variabilidade antigénica e gendmica alterando as
propriedades bioldgicas do virion, assim como a persisténcia viral no hospedeiro, o
tropismo celular, a taxa de replicagao, a citopatogenicidade e o desenvolvimento da doenca

(LEROUX et al., 1996).

Essa alta variabilidade genética dos lentivirus (CLEMENTS and ZINK,1996;
LEROUX et al.,1997), exemplificada pela variacdo observada nas regides de LTR do
genoma viral, foi associada com a alta capacidade dos LVPRs serem ativados até o nivel
transcricional em muitos ambientes celulares diferentes. Isto pode favorecer a selecdo de
virus que podem replicar em células e 6rgaos particulares, portanto afetando diretamente o
tropismo celular e a patogenicidade dos virus (CLEMENTS and PAYNE, 1994;

AGNARSDOTTIR et al., 2000; ANGELOPOULOU et al., 2006a).

Estes lentivirus podem ser classificados conforme suas propriedades biolégicas ou
fenotipicas. As informagdes das seqii€éncias gendOmicas t€ém promovido alguns indicios

sobre as nuangas que relacionam o gendétipo e o fenotipo (PASICK, 1998).

Para diferenciar os virus CAEV e MVV, VALAS and GERMAIN (2006) aplicaram o
ensaio de mobilidade do heteroduplex (HMA), utilizando seqiiéncias env de isolados
franceses. Todas as seqiiéncias virais pertenciam aos dois subtipos do grupo B. O resultado
foi comparado e confirmado com estudos filogenéticos, provando ser um teste répido e

confidvel para esse tipo de diferenciacgao.

Mundialmente se conhecem apenas as seguintes seqii€éncias gendomicas completas de
LVPRs, as estirpes Islandesas em K1514 e KV1772 (ANDRESSON et al., 1993; SONIGO et
al., 1985), CAEV Cork (SALTARELLI et al., 1990), os virus Sul Africano em (SA-OMVYV)
(QUERAT et al., 1990) e britanico (EV-1) (SARGAN et al., 1991), todos eles do tipo
rapido/alto. Os LVPRs podem ser classificados como rdpido/alto ou baixo/lento de acordo

com sua replicacado in vitro. A linhagem do tipo rdpida/alta replica rapidamente, induzindo
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a lise celular e alcangando altos titulos, enquanto o tipo baixo/lento cresce lentamente e
apresenta baixos titulos (BARROS et al., 2004; LAIRMORE et al., 1987; QUERAT et al., 1984;

WOODWARD et al., 1995).

LEROUX et al (1997) sugere que as cepas K1514, SA-OMVYV e EVI1 tenham uma
origem comum, talvez a Alemanha. As seqiiéncias nucleotidica desses lentivirus

encontram-se registradas em bancos de dados internacionais (Genbank) (MARCHESIN et al.,

1997).

Em 2004, FEVEREIRO e colaboradores através de uma andlise filogenética baseada
nos alinhamentos das seqiiéncias nucleotidicas dos genes pol e env revelaram uma nova
cepa do MVV, denominada PIOLV, em Portugal. Este €, at¢ o0 momento, o tinico lentivirus
ovino com padrdo de replicacio do tipo lento/baixo cujo genoma foi totalmente

seqiienciado.

Estudos subseqiientes baseados em seqiiéncias parciais dos genes gag, pol e env,
mostraram que estes virus de ovinos e caprinos estdo entremeando na arvore filogenética
independente do hospedeiro, sugerindo que as infec¢des interespécies t€m ocorrido entre os
animais hospedeiros (CHEBLOUNE et al., 1996; LEROUX et al., 1997; ZANONI, 1998; CASTRO
et al., 1999; GREGO et al., 2002; ROLLAND et al., 2002; SHAH et al., 2004a;).

O genoma completo da linhagem de CAEV-Co dos Estados Unidos é considerado o
protétipo de lentivirus caprino, este ja foi clonado e a seqiiéncia de DNA proviral foi
determinada (SALTARELLI, 1990). Seqiiéncias nucleotidicas completas e parciais de muitos
outros lentivirus t€m sido recentemente determinadas a partir de isolados de caprinos e
ovinos como as do Brasil, Irlanda, Estados Unidos, Suica, Grécia, Franca, Espanha, Itdlia,
Finlandia, Pol6nia e Noruega (MARCHESIN, 1997; RAvAzzoLO, 2001; ROLLAND, 2002;
ABELSON, 2003; HERRMANN et al., 2004; SHAH, 2004; ANGELOPOULOU, 2005; PISONI, 2005;
GERMAIN, 2006; REINA, 2006; CONTRERAS, 2006; PISONI, 2006; LAAMANEN, 2007;
KuzMAK, 2007; GIERSET et al., 2007).

Andlises Filogenéticas utilizando as seqii€éncias gag/pol revelaram a presenga dos
subtipos de LVPRs do grupo A em diferentes paises da Europa, incluindo Franga, Itdlia,
Portugal, Espanha e Suica (BARROS et al., 2004; GREGO et al., 2002; LEROUX et al., 1997;
SHAH et al., 2004a).
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Embora a classificacao filogenética de LVPRs esteja correta quando algumas
seqiiéncias de isolados sdo avaliadas para mais de um gene (ZANONI, 1998), tais como a
caracterizacdo das seqiiéncias gag e pol, nenhuma caracterizacdo para as seqiiéncias env
estd completa. Este gene codifica glicoproteinas do envelope que iniciam um papel central
no hospedeiro, na infectividade e na progressao da doenca. Véarios estudos demonstraram
que as linhagens de lentivirus podem diferir em suas propriedades bioldgicas, incluindo
efeito citopdtico e tropismo in vitro (BARROS et al., 2004; BRUETT and CLEMENTS, 2001;

HOTZEL and CHEEVERS, 2001; LAIRMORE et al., 1987; QUERAT et al., 1984).

No Brasil, MARCHESIN (1997) estudou cinco isolados brasileiros de CAEV
analisando parte do gene gag. Os resultados evidénciaram diferencas entre os isolados
brasileiros permitindo separd-los em trés grupos distintos de acordo com o perfil da

digestdo enzimaética.

CASTRO (1998) amplificou e seqiienciou parte do gene pol e o gene fat de isolados
de CAEV dos estados de Minas Gerais e Pernambuco. A andlise filogenética das
seqiiéncias destes genes indicou que o isolado de Pernambuco foi estreitamente relacionado
ao isolado islandés MVV K1514, enquanto os isolados de Minas Gerais foram mais

relacionados ao CAEV.

REISCHAK (2000) estudando trés isolados caprinos e um isolado ovino do Rio
Grande do Sul verificou que dois destes apresentavam caracteristicas liticas nos cultivos
celulares secundarios e de linhagem, indicando diversidade quanto ao ciclo de replicacdo

viral in vitro destes isolados.

Estudos de caracterizacdo molecular e isolamento de parte do gene gag ja foram
realizados em isolados nos Estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul (MARCHESIN et al.,
1997). Em Minas Gerais cinco amostras de CAEV isolados de animais soropositivos foram
comparadas com outros lentivirus existentes no GenBank e revelaram-se dnicas e distintas
das demais amostras de LVPR com maior identidade com amostras de CAEV do que com a
de MVYV. Entretanto, no Rio Grande do Sul, cinco amostras de CAEV isolados de animais
infectados foram comparados com as seqii€ncias de seis lentivirus de pequenos ruminantes,

permitindo separar as amostras em trés grupos distintos.
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Uma comparagao das seqiiéncias de lentivirus com algumas seqii€éncias encontradas
em banco de dados, revelou que em contraste com o CAEV, todos os protétipos de MVV
contem uma dele¢do de seis nucleotideos na regido do gene gag resultando na delecdo de
dois residuos de aminodcidos na regiao central do capsideo. Este dele¢do pode ser utilizada
como marcador na andlise de LVPRs, especialmente quando se considerar uma possivel

transmissao de lentivirus entre caprinos e ovinos (RAVAZZOLO, 2001).

Com o passar dos anos, estudos de epidemiologia molecular t€ém mostrado que
CAEV e MVV estio relacionados, mas sdo virus geneticamente distintos e que pertencem a
dois conjuntos filogenéticos principais (ROLLAND et al., 2002; SHAH et al., 2004a; ZANONI,
1998). Os pequenos ruminantes sdo reservatorios de lentivirus com uma linha filogenética
propria e os dendogramas inferidos a partir das seqiiéncias dos genes gag, pol e env de
varios lentivirus de ovinos e caprinos, sugerem que o CAEV teve origem no MVV (VALAS
et al., 1997). A medida que um maior nimero de seqiiéncias de lentivirus forem
incorporadas ao Genbank, serd possivel avaliar se os perfis observados estdo mais

relacionados com CAEV do que com MVV.

Trabalhos baseados em estudos filogenéticos tém ajudado na classificagdo de
lentivirus caprino e ovino de acordo com seus hospedeiros. Foi demonstrado que estes virus
estdo constantes e facilmente transgredindo a barreira entre caprinos e ovinos (SHAH,
2004). Dados de andlise filogenética mostraram também que seqiiéncias de lentivirus
caprino/ovino estdo frequentemente dispersos dentro de arvores filogenéticas, indicando
assim vdarias transmissdes entre caprinos € ovinos e vice-versa e que as regides pol e env

podem ser mais informativas que a regiao gag (ROLLAND, 2002).

Além disso, os ensaios de infec¢do experimental e a andlise filogenética dos LVPR
sugerem que a transmissdao de lentivirus entre ovinos e caprinos deva ocorrer com
freqiiéncia na natureza (BANKS et al., 1983; SHAH et al., 2004b), devendo isto ser levado
em consideracdo nos estudos epidemiolégicos e nos planos de erradicagdo das infecc¢des

por LVPR.
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2.5 — Proteoma

Através do estudo protedmico dos lentivirus, os testes de diagndstico podem tornar-
se especificos para cada regido. Devido a ampla distribui¢dao destes virus em certas regides
e as perdas econdmicas resultantes, varios paises t€ém adotado programas de erradicagcao
com base na segregacdo dos virus de caprinos e ovinos (GREENWOOD et al., 1995;
HOUWERS et al., 1987; PERETZ et al., 1994; ROWE and EAST, 1997; SCHEER-CZECHOWSKI
et al., 2000).

O seqiienciamento de diferentes isolados de CAEV definiu cinco regides varidveis
(V1-V5) de SU (VALAS et al., 2000). Uma destas regides, V4, sobrepde um dominio de
neutralizacdo de MVV SU (SKRABAN et al., 1999), sugerindo que algumas variacdes nas
seqiiencias de SU em CAEV dependem do hospedeiro durante a infec¢do persistente

(HOTZEL et al., 2002).

Porém um estudo realizado por HOTZEL et al., (2002) sugere que essas regides
varidveis ndo sdo importantes na persisténcia da infeccdo in vivo, pois a maioria das
substituicdes de aminodcidos e todas as delecOes e inser¢Oes estdo presentes em duas
regides discretas designadas HV1 e HV2. A regido HV2 foi varidvel em todas as
seqiiéncias provirais da maioria dos animais. Esta regido sobrepde o dominio V4 de SU em
CAEV e foi mais bem relatado em lentivirus Maedi-visna ovino. HV1 foi localizado numa
regido de SU estritamente conservada em todos os LVPRs, exceto em CAEV-63, clonagem
feita por CRAWFORD et al. (1980), podendo sim, estas duas regides, serem importantes na

interacdo virus-hospedeiro.

Estudos na Finlandia comparando o protétipo de CAEV com MVV, observou-se
uma inserc¢do de sete aminodcidos (181-187) na linhagem K15114 de MVV na regidao C-
terminal da MA e uma delecdao de dois aminodcidos (entre 283 e 284) na regido N-terminal
do CA. Na regidao SU/TM, as diferencas entre os aminodcidos dos virus da Finlandia foram
concentradas em regides varidveis, identificadas como V4 por VALAS et al., (2000).
Somente algumas poucas substituicdes foram vistas em/ou perto da regido varidvel,
identificada como V5. A seqiiéncia RKKR, que foi hipotetizada por ser um sitio
proteolitico entre SU e TM, foi inteiramente conservada entre os virus. As mudangas de

aminodcidos foram vistas especialmente em um segmento curto (suprimidas na linhagem
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K1514) posicionadas dentro de uma regido previamente definida em MVV, como o maior
epitopo de neutralizacdo (aminodcidos 566-598 na linhagem K1514) por SKRABAN et al.
(1999).

A similaridade entre as seqii€ncias de lentivirus caprino e ovino foi maior na regiao
N-terminal que na regido C-terminal das proteinas analisadas do capsideo.
Interessantemente, a maior regido de homologia foi menos conservada que a regido N-
terminal do capsideo, demonstrando diferencas entre LVPRs de ovinos e caprinos
(RAavazzoLro, 2001). Embora o dominio C-terminal das proteinas do capsideo lentiviral
tenha sido mostrado por serem crucial para a montagem dos virus (FREED, 1998), dados
indicam que a regido N-terminal também pode ser importante para a montagem e liberagdo
dos virus (LI et al., 1997; WANG et al., 1998). O modelo baseado na estrutura de cristal da
p26 (capsideo) de lentivirus eqiiino propde que o dominio N-terminal inicia um papel

essencial na maturacdo do core (JIN et al., 1999).

Um peptideo de cinco aminodcidos LYPNL (Motif III), encontrado em todas as
estirpes de MVV isoladas na Polonia, mas ndo nas estirpes padrdo, pode ser utilizado como
um marcador para distinguir estirpes de virus (PISONI, 2006). Um segundo peptideo
KNLTPEESNKQDFMSL (Motif II), foi especificamente relacionado com a estirpe de
CAEV. Em contraste, 6/16 mudangas de aminodcidos (Q - - - - - - TS - RE - A - -) foram

especificas para todas as estirpes de MV'V.

As mudangas similares de aminoécidos foram observadas em dois isolados italianos
de ovinos, geograficamente distantes, anteriormente classificados no grupo de ovinos e
genotipicamente como CAEV (GREGO et al., 2005). Esses peptideos foram considerados
como uma das principais regides imunodominantes da matriz. Assim, ambos os peptideos
(Motif II e III), podem ser utilizados em testes de diagndstico para distinguir infeccdo com
os virus MVV e CAEV. Isto seria importante para andlise de lentivirus de ovinos e caprinos
que vivem em rebanhos mistos e aqueles em contato direto, o que pode elucidar os
acontecimentos da transmissdo cruzada destes virus apds o salto da barreira entre espécies

(Kuzmak, 2007).

Isolados da Noruega apresentaram na seqiiéncia SU, de 30 a 35 aminoécidos a

menos e altamente varidveis na parte C-terminal quando comparado com seqiiéncias SU de
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LVPRs padroes (GIERSET et al., 2006; KNOWLES et al., 1991; SALTARELLI et al., 1990;
SONIGO et al., 1985; VALAS et al., 1997, 2000).

Ainda assim, s6 um pequeno numero de LVPR foi totalmente seqiienciado o que
tem dificultado a comparacdo e caracterizacdo das regides conservadas e varidveis do
genoma deste virus. O conhecimento da diversidade genética destes virus contribuird para
uma melhor compreensdo dos mecanismos de evolucdo molecular, proporcionando o
aprofundamento nos conhecimentos sobre a heterogeneidade epidemiolédgica da infec¢do. O
pequeno numero de seqiiéncias gendmicas MVV disponiveis nas bases de dados
internacionais tem sido um obsticulo ao conhecimento mais aprofundado da epidemiologia
molecular e patogénese dos virus, bem como ao aperfeicoamento das técnicas de detec¢ao

dos virus por PCR.

A erradicac@o completa de lentivirus que infectam populacdes de caprinos e ovinos
sO serd possivel apenas quando forem obtidas informagdes sobre a variabilidade viral
dentro de regides geograficas, em rebanhos infectados e em animais individuais tornarem-

se amplamente disponivel (PISONI et al., 2005).

2.6 — Epidemiologia

Os virus Maedi-Visna, assim como outros lentivirus sdo distribuidos amplamente no

mundo, causando grandes perdas econdmicas.

No Brasil, por meio de isolamento em células infectadas de ovinos soropositivos,
que foram submetidas a microscopia eletronica, foi concluido o primeiro isolamento deste
virus no pais (MOOJEN et al., 1986) nos Estados do Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro,

Minas Gerais, e por ABREU e colaboradores no ano de 1998 em Pernambuco.

No Ceard, 31,61% dos animais avaliados foram positivos para o Maedi-Visna,
através de levantamento soro epidemioldgico utilizando a técnica de IDGA feito por

ALMEIDA E TEIXEIRA (1999).
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2.7 — Transmissao

Evidéncias diretas de transmissdo natural de ovinos para caprinos e vice-versa,
particularmente dos subtipos A4 e B1 dos virus tém sido relatadas (SHAH et al., 2004b;
PISONI et al., 2005). Até agora, os subtipos B1 e B2 assim como quatro de sete subtipos do
grupo A (Al, A3, A4 e A6) foram isolados de ambos, caprinos e ovinos, sugerindo os

subtipos sdo particularmente propenso a atravessar a barreira entre espécies (VALAS and

GERMAIN, 2006).

O fato de alguns lentivirus terem sido isolados de caprinos e ovinos indica que a
transmissdo interespécie deve ter ocorrido pelo menos uma vez em cada um dos subtipos,
embora a freqiiéncia e direcdo da transmissao permanecam desconhecidas (LEROUX et al.,

1997; RAVAZZOLO et al., 2001; ROLLAND et al., 2002; ZANONI, 1998).

A principal forma de infec¢do de rebanhos livres se da por meio da introdugao de
animais portadores oriundos de rebanhos contaminados. A transmissdo ocorre por meio de
secre¢Oes ou excregodes ricas em células do sistema monocitico-fagocitario, principalmente
macréfagos. A transmissdo horizontal ocorre pela inalacdo de liquidos respiratdrios
contendo os virus ou células infectadas e a vertical, através da ingestdo de leite e colostro

contendo macréfagos infectados (ZINK E JOHNSON, 1994).

A infeccdo via leite/colostro € a principal via de transmissao em cabritos seguido da
transmissdo horizontal através de secrecdes infectadas, (PETERHANS et al.,, 2004;

BLACKLAWS et al., 2004; HERRMANN-HOESING, 2007),

A via digestiva, geralmente ocorre no periodo neonatal, através do leite e/ou
colostro de maes infectadas (ROWE et al., 1992), onde os virus podem se encontrar tanto
livre como em células somdticas. Porém outros autores indicam que a transmissdo de
cordeiro para cordeiro pode contribuir mais para a transmissdo total de MVV que a
transmissdo de MVV de ovelha para cordeiro pela amamentacao (ALVAREZ et al., 2005,
2006).

Estudos recentes sugerem que a depuracdo de células associadas a lentivirus na
circulacdo apds a transferéncia passiva de anticorpos via colostro pode ocorrer apds 32
semanas em respostas ao provirus e a anticorpos anti-VPPO e estes permanecem nao

detectdveis até os quatro anos de idade (HERRMANN-HOESING, 2007).
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GUEDES (1999) verificou que em ovinos, em regime de criacdo intensivo, existem
evidéncias da transmissdo do MVV via secrecdo respiratéria ou aerosséis (HOUWERS E

VAN DER MOLEN, 1987).

Em relagdo a transmissao sexual, estudos mostraram que a infec¢do corrente ou
inflamacao nos testiculos induz a liberagdo do MVV no sémen. Porém, carneiros infectados
com MVV utilizados para procriacio com ovelhas ndo infectadas, e alojadas
separadamente, ndo causou soroconversdo nas mesmas, isto sugere que caprinos também

sejam suscetiveis ao CAEV por esta mesma via de transmissao (LAMARA et al., 2002a).

A evidéncia de células infectadas com CAEV no tutero e no oviduto coborroram
com o achado destas células em secrecdes genitais pos-parto. Recentemente CAEV proviral
foi detectado em tecidos do trato genital: ttero, oviduto e ovdrios. Células da gronulosa
(LAMARA et al., 2001) e células epiteliais do oviduto (LAMARA et al.,, 2002a) sdo

completamente susceptiveis a infeccao por CAEV in vitro.

Experimentos recentes usando inoculacdes de MVV intranasal e intratecal em
ovinos tém mostrado que a rota intratecal, em infec¢des experimentais, € mais eficiente que
a rota de transmissdo intranasal (TORSTEINSDOTTIR, 2003). Além das vias de infeccao
devem-se levar em conta os fatores que afetam o risco de transmissao como estresse,
imunossupressdo, dose do virus e rota de infec¢do, cepa do virus, aumento da idade, alta

densidade e aumento da duragdo de exposi¢do aos virus (BLACKLAWS et al., 2004).

2.8 — Diagnéstico Molecular
2.8.1 - Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

A detec¢dao de DNA proviral pode ser feita também através da PCR. Esta € sensivel
na deteccdo de pequenas quantidades de dcidos nucléicos virais e é utilizada para

demonstrar a presenca de DNA proviral tanto in vivo, como in vitro.

Varios trabalhos tém demonstrado, com sucesso, o uso da técnica de PCR na
deteccao do DNA proviral dos LVPR. A PCR permite por amplificacdo direta de parte do
acido nucléico viral especifica de fluidos e tecidos de um animal infectado (ZANONI et

al.,1990; REDDY et al., 1993; RIMSTAD et al., 1993; WAGTER et al., 1998). DNA proviral
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pode ser detectado em células mononucleares e granuldcitos presentes no soro de leite,
inferindo que o soro licteo pode ser infectante, difundindo, consequentemente, os virus

(Russo et al., 1997).

As variacoes de PCR ja estdo sendo aplicadas, tais como PCR quantitativa,
desenvolvida por ZHANG et al (2000), real-time PCR que foi desenvolvida e caracterizada
in vitro (GUDMUNDSSON et al., 2003) e semi-nested PCR utilizando primers degenerados,

desenvolvida por ELTAHIR et al. (2006).

REDDY et al. (1993) verificaram também que trés animais negativos por IDGA
foram positivos por PCR, enquanto dois animais positivos por IDGA apresentaram

resultado negativo por PCR.

Devido a alta variabilidade gendmica dos lentivirus, a escolha dos primers em genes
relativamente conservados como pol, gag e da LTR, combinado a com as condicdes de
reacdo para a maxima sensibilidade € decisiva para detec¢do de um grande espectro de

cepas de campo de ambos CAEV e MVV (ZANONI, 1998).

WAGTER e colaboradores (1998) através de PCR, utilizando um mix de seis primers
de trés cepas de lentivirus ovino e um de caprino da regido conservada do gene gag,
encontraram resultados discordantes com quantidades diferentes de amostras de sangue
(mondcitos) demonstrando que a sensibilidade do teste € limitada ao tamanho da amostra.
Verificaram que quando amostraram 1 mL de sangue de seis animais nenhum reagiu
positivamente, entretanto quando aumentaram a aliquota para 5 mL, cinco dos seis animais
foram positivos e quando utilizaram 10 mL de sangue todos os animais foram positivos. De
60 animais soropositivos pela IDGA, o PCR do sangue detectou somente 53. Observaram,
também, que a resposta sorolégica pode ser bem lenta até 18 meses apds a deteccdo pelo
PCR ou até mesmo nao soroconverter € que o PCR € mais eficiente em detectar DNA no
sangue nos estagios iniciais da doenca. A detecc¢ao de infeccdo por LVPR através de PCR é
indicativa de uma infec¢do persistente e é dependente da quantidade amplificada da

seqiiéncia alvo e da especificidade do primer.

Entretanto esta técnica poderd ser utilizada em programas de erradicagdo, quando
estiver disponivel rotineiramente, para identificar os animais nao diagnosticados por

sorologia. E recomendado que esta técnica seja empregada para esclarecer resultados
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sorolégicos indeterminados ou negativos, devido ao alto custo e aos resultados discordantes

entre testes soroldgicos e PCR (KNOWLES, 1997).

2.9 - Lentivirus como vetores para transferéncia de genes

A capacidade dos lentivirus para integrar seu genoma dentro do cromossomo de
células diferenciadas faz deles candidatos atrativos como vetores para genes terapéuticos
(BUKRINSKY et al., 1993; VIGNA and NALDINI, 2000). Lentivirus sdo retrovirus complexos
que expressam genes com um potencial para interromper a funcdo celular e eles mesmos
sdo responsaveis pela patologia (AMADO and CHEN, 1999; BUCHSCHACHER and WONG-
STAAL, 2000).

Outros vetores lentivirais tém sido desenvolvidos a partir dos virus da
imunodeficiéncia simia (SIV; NEGRE and COSSET, 2002; MANGEOT et al., 2002), virus da
imunodeficiéncia felina (FIV; POESCHLA et al., 1998; WANG et al., 1999); virus da anemia
infecciosa eqiiina (EIAV; O’ROURKE et al., 2002), dos virus Maedi visna (MVV,
BERKOWITZ et al., 2001), e dos virus da artrite encefalite caprina (CAEV, MSELLI-LAKHAL

et al., 1998; MSELLI-LAKHAL et al., 2006).

Alguns vetores lentivirais derivados dos virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1)
ttm se mostrado como marcadores genéticos ou por transferir genes terapéuticos
eficientemente in vivo para alvos tais como células do sistema nervoso central (NALDINT et
al.,, 1996a,b; BLOMER et al., 1997), retina (MYOSHI et al., 1997), figado e musculo

esquelético (PARK et al., 2000).

Vetores lentivirais tém sido eficientes na entrega de genes em células troncos
(SUTTON et al., 1998, 1999) e em células cancerigenas (PANG et al., 2001; SOLLY et al.,
2003). Para uma potencial terapia humana é preferivel evitar o uso de vetores lentivirais
devirados de um virus que cause doenca letal e severa como o da imunodeficiéncia. Entre
as varias espécies de lentivirus animais, CAEV tem o genoma relativamente simples, sendo

ideal para ser utilizado como vetor (MSELLI-LAKHAL et al., 2006).
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3. JUSTIFICATIVA

O pequeno nimero de seqiiéncias gendmicas de LVPRs disponiveis nas bases de
dados internacionais tem sido um obsticulo ao conhecimento mais aprofundado da
epidemiologia molecular e patogénese dos virus, bem como ao aperfeicoamento das
técnicas de detec¢do dos virus por PCR. Esta doenca tem se disseminado pelo pais em
grande parte devido ao desconhecimento do grau de comprometimento dos rebanhos e da
dificuldade de acesso ao diagndstico. A erradicacdo completa de lentivirus que infectam
populacdes de caprinos e ovinos so serd possivel apenas quando forem obtidas informacdes
sobre a variabilidade viral dentro de regides geogréificas, em rebanhos infectados e em

animais individuais tornarem-se amplamente disponivel (PISONI et al., 2005).

Ainda assim, sé um pequeno nimero de LVPR foi totalmente seqiienciado o que
tem dificultado a comparacdo e caracterizacdo das regides conservadas e varidveis do
genoma destes virus. O conhecimento da diversidade genética destes virus contribuird para
uma melhor compreensdo dos mecanismos de evolucdo molecular, proporcionando o

aprofundamento nos conhecimentos sobre a heterogeneidade epidemioldgica da infeccao.
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral

® Analisar filogeneticamente as amostras lentivirais isoladas de animais naturalmente

infectados no Ceara

4.2 Especificos
e [solar as cepas nativas de lentivirus de Pequenos Ruminantes no Ceara;
e Seqiiénciar o gene gag de Lentivirus de Pequenos Ruminantes;

® Analisar filogeneticamente as amostras virais isoladas.
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Abstract

CAEV and MVYV are considered to be genetically distinct but antigenically related pathogens of
goats and sheep. Indeed, it has been demonstrated that these viruses constantly and easily transgress the
species barrier between goats and sheep leading to sheep harboring CAEV-like lentiviruses and goats infected
with MV V-like viruses (Valas et al., 2000; Karr et al., 1996; Shah et al., 2004). Like all lentiviruses, CAEV
genome has a high mutation rate and the extent of its heterogeneity may be related to low fidelity of reverse
transcriptase which lacks proof reading exonuclease activity. A genetic analysis of these SRLV may further
help to understand the genetic, proteic and antigenic make-up of these viruses; their pathogenesis,
epidemiology, phylogenetic relationships; and thus, their allocation into the recently established SRLV groups
(Shah et al., 2004a). It may also be relevant for developing local-breed sensitive diagnostic tests. The
application of phylogenetic analysis to CAEV and MVV sequences is of pivotal importance for this type of
epidemiological analysis of SRLV infections in small ruminants and for tha study of potential differences in
virulence between circulating SRLV strains. The principal aim of this work was to establish a SRLV
phylogeny as a basis for future studies of the molecular epidemiology of lentiviral infections in dairy goat
herds in Northeast Brazil, with particular interest in monitoring the effects of ongoing and future eradication
programs on the distribution of SRLYV strains.

In this study, one flock of 250 goats was analized using AGID, and the level of seroprevalence
observed was 11 animals (4.,4%) of positive tested sera. Six goats positive to AGID with and without
alteration in the knee joint were analyzed using a PCR, which amplifies part of the gag gene. All the animals
were found to be positive, despite the fact that three of them did not present any clinical signs or alteration in
the knee joint. The nucleotide sequences of gag gene were determined from four Brazilian lentivirus isolates
from naturally infected goats. The four gag gene sequences Brazilian SRLV strains were compared to
GenBank strains, and the results demonstrated that these sequences were more related to the caprine rather
than the ovine strains. Further phylogenetic analysis of the proviral gag sequences confirmed the initial
classification and showed that they constituted sbtipo B1 of the CAEV group. The analyses of the sequences
also showed that the viruses were genetically stable. The ancestors of these animals may have been infected
for more 20 ago, the time estimated for the virus to evolue. The results of this study indicate that future
studies should concentrate on the pol or env regions than the gag region, as this is highly preserved and
retains less phylogenetic signals.

Keywords: Small ruminant lentiviruses; CAEV; MVV; Phylogeny; gag.
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Introduction

The phylogenetic relationships of the SRLVs were first defined with full-length
genome sequences of the MVV prototype strains by Sonigo et al. in 1985. Since then they
have also been defined by Querat et al. (1990) and Sargan et al. (1991). The relationships
with sequences of the CAEV were first defined by Saltarelli et al. in 1990. SRLV are
distributed worldwide among sheep and goats. Different clinical forms of the disease have
been described in this country among SRLV-infected small ruminants. These include
arthritis in goats, and forms which attack the pulmonary, mammary and nervous systems in
sheep (Benavides et al., 2006). CAEV and MVV are considered to be genetically distinct,
but antigenically related pathogens of goats and sheep. Indeed, it has been demonstrated
that these viruses constantly and easily transgress the species barrier between goats and
sheep leadind to sheep harboring CAEV-like lentiviruses and goats infected with MVV-like
viruses (Valas et al., 2000; Karr et al., 1996; Shah et al., 2004).

The data from recent works based on phylogenetic studies has helped to revise the
classification of ovine/ caprine lentiviruses according to host species (Castro et al., 1999;
Leroux et al., 1997; Chebloune et al., 1996). According to a recently proposed
nomenclature based on 1.8 kb gag—pol and 1.2 kb pol sequences, the SRLVs are classified
into four equidistantly related groups, A—D (Shah et al., 2004a). Group A can be further
divided into at least seven subtypes, A1-A7, where the subtype Al is identified by the
genetically and geographically heterogeneous MV'Vs; and group B refers to the CAEV type
and comprises only two distinct subtypes, B1 and B2. Groups C and D are represented by
few isolates or recognized only by pol sequence (Shah et al., 2004a). Recently, direct
evidence for natural sheep-to-goat and goat-to-sheep transmissions of particular subtypes
(A4 and BI1) of the virus has been reported (Shah et al., 2004b; Pisoni et al., 2005).
However subsequent studies based on partial regions within gag, pol and env genes have
shown, that viruses of ovine and caprine origin are interspersed in the phylogenetic tree
irrespective of the host, suggesting that interspecies infections occur between the host
animals (Leroux et al., 1997; Zanoni, 1998; Rolland et al., 2002). The high heterogeneity of
nucleotide and amino acid sequences in lentiviruses may determine their antigenicity,

virulence and growth; and may affect their persistence and escape from the immune system.
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In spite of differences in target organs, cell tropism and pathogenicity, commonly found
between the Caprine Arthritis Encephalitis virus (CAEV) and the ovine Maedi Visna virus
(MVYV), both viruses have recently been assigned to a single group, small ruminant
lentiviruses (SRLV). The genome organization of CAEV is typical of simple lentiviruses
and contains gag, pol, env, vif, rev and vpr-like genes between the two long terminal
repeats (LTR). The gag, pol and env genes are encoded for structural and enzymatic
proteins, whereas vif and rev genes are encoded for regulatory proteins, and the vpr-like
gene for accessory proteins (Villet et al., 2003). Like all lentiviruses, CAEV genome has a
high mutation rate and the extent of its heterogeneity may be related to low fidelity of
reverse transcriptase which lacks the proof reading exonuclease activity. A genetic analysis
of these SRLV may further help to understand the genetic, proteic and antigenic makeup of
these viruses; their pathogenesis, epidemiology, phylogenetic relationships; and thus, their
allocation into the recently established SRLV groups (Shah et al., 2004a). It may also be
relevant for developing local-breed sensitive diagnostic tests. The application of
phylogenetic analysis to CAEV and MVV sequences of vital importance for this type of
epidemiological analysis of SRLV infections in small ruminants and for studying potential
differences in virulence between circulating SRLV strains.

The main aim of this work was to establish a SRLV phylogeny as a basis for future
studies of the molecular epidemiology of lentiviral infections in Northeast Brazil dairy goat
herds, with particular interest in monitoring the effects of ongoing and future eradication
programs on the distribution of SRLV strains. The resulting nucleotide sequences were

aligned with those from other ovine/caprine lentivirus isolates.

2. Material and methods
2.1. Animals and AGID

Two hundred and fifty naturally infected goats of the breeds Saanen and Anglo-
nubiana were selected from a dairy flock belonging to National Goat Research Center
(CNPC), where, according to a previous serological survey, there was a known chronic
infection of goats with CAEV. Seroprevalence was determined by directed antibodies

against the major Gag capsid protein of both MVV and CAEV using the AGID for
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detection'. The flock was located in Northeast Brazil. Readings were made after 24 and 48
h of incubation. Precipitin lines of identity and lines of no-identity were evaluated

accordingly. Some animals showed clinical signs specific for CAEV.

2.2. Isolation of PBLs

Ten millilitres of blood from each animal were collected in 2mM EDTA vacutainers.
The peripheral blood leukocytes (PBLs) were isolated from the blood by centrifugation at
1500rpm for 10 min. Erythrocytes were haemolyzed three times by osmotic shock by
centrifugation at 1500rpm for 5 min with 8 ml of ammonia acetate 0,84%. Following two
washes with Iml of PBS by centrifugation under the same previous conditions, the cell

pellets were used for co-culture in goat sinovial membrane (GSM).

2.3. Co-Culture

Cells derived from synovial membrane goats (GSM) were used to propagate in
microtiter plate cells in six wells as monolayer cultures. The cells were first washed twice
in PBS plus 1ml minimum essential medium (MEM), less fetal bovine serum (FBS). The
medium was changed until there was a monolayer of semiconfluent cells (90%).
Leukocytes were isolated from each AGID positive animal presenting non-lytic effects, and
200 ul were placed in maintence medium and added to each well, together with 500 pul of
MEM less SBF. The culture plate remained in the CO, (5%) incubator for one hour. A
solution of the 1 ml of MEM with FBS (5%) was then added to the wells and left until there

were cytopathic effects (CPE) characteristic of viruses.

2.4. DNA Preparation

The culture plate containing the viruses infected by cell culture was frozen at -80°C
and thawed at room temperature three times. The wells were washed with 5ml of PBS and
centrifuged at 1000 rpm for 1 min. The pellet was resuspended in 2 ml of hypertonic buffer
for 2 min at room temperature followed by centrifugation at 2500 rpm for 10 min. The
pellet cell was resuspended in 2 ml of PBS followed by centrifugation at 2500 rpm for 10
min. The proviral DNA was extracted from 1ml of the pellet with 250 pl PCR buffer and

' American Kit
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homogenizad. Then the cells were incubated at 56°C for 60 min with 2.5 ul of proteinase K
buffer on a waterbath. The proteinase K was digested at 95 °C for 10 min. The purified
DNA stocks were stored at -20 °C until used.
2.5. Nested PCR and quantification of DNA

Two rounds of PCR amplification (nested-PCR) were applied to detect the 187 bp
fragment of proviral DNA, corresponding to the leader gag sequence of the CAEV genome.
All primers were selected on the basis of published sequence of CAEV-Co strain, according
to the previously published data (Saltarelli et al., 1990). The primers GEXS (5’-
CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3") and GEX3 (5-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’) were used for the first amplification,
corresponding to bases 953-975 and the complement of 1249-1226, respectively. Primers
GIN5S  (5-GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3’) and  GIN3 (5-
ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC- 3’) were used for the second amplification,
corresponding to bases 997-1024 and the complement of 1181-1154, respectively. The
primers used were based on CAEV-Co gag. Amplification was performed using a BioRad
Thermal Cycler under the following thermal conditions: 5 min at 94°C, 1 min at 94°C, 1
min at 56°C, 45 s at 72°C; after the last cycle, the samples were incubated at 72°C for 7
min. The first and the second rounds of PCR were performed in 35 cycles using the same
conditions. The PCR mix consisted of 34,6 ul of water without DNA, 5 ul 10X buffer (Tris
HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM), 1 ul 100mM each dNTP (Gibco BRL), 2ul 20
pmol of each primer, 0,4 ul 2U of Taq and 5 pl of DNA for the first round and 1pl for the
second round. For each amplification, a positive control of CAEV-Co and negative control
(without DNA) were run in parallel with all specimens. After amplification, PCR products
from each sample were separated by electrophoresis on 2,5% agarose gel containing
ethidium bromide (2,5ul in 50ml) in 1X TAE buffer. The concentrations of solutions of
isolated DNAs were determined following UV spectrophotometry examination of the

optical density at 260nm. Samples were stored at -20°C until their use for DNA sequencing.

2.6. DNA sequencing and sequence analysis
The products of PCR amplification from the first round were submitted to DNA

sequencing using Mega Bace 7.0. The sequencing was performed using primers externals
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GEXS5 (5’-CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3’) and GEX3 (5°-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3).

Sequence data were basecalled using Phred version: 0.020425 (Ewing et al, 1998A
e B) and subsequently, the sequence reads were aligned and a single consensus sequence
was assembled with Phrap version 0.990329 (Phil Green, University of Washington).

All positions with ambiguous codes or alignment gaps were excluded from the
analyses. The editor program Consed version 16.0 (GORDON et al., 1998) was used to
prepare the final version of the obtained consensus sequences.

Pairwise genetic distances were calculateds by using MEGA version 4.0 (Tamura et
al., 2007) with the Tamura-Nei (NJ) substitution model. The phylogenetic tree was
determined using the neighbor joining (NJ) method (Saitou and Nei, 1987) implemented in
MEGA, the Tamura-Nei gamma distance (Tamura and Nei, 1993). The statistical
confidence of the topologies was assessed with 100 bootstrap replicates (Felsenstein, 1985).

The four Brazilian SRLV strain were compared to the strains were compared to the
Strains K1514-MVV (Sonigo et al., 1985), EV-1 MVV (Sargan et al., 1991), SA-OMVV
(Querat et al., 1990), PIOLV (Barros et al., 2004), CAEV (Saltarelli et al., 1990), BR/ MG
(Drumond E Resende, 2001) and BR/UFRGS (Ravazzolo et al.,, 2001) with GenBank
accession nos. M60609, S51392, M31646, AF479638, M33677, AF402668 and AJ305040,
respectively (Table 1).

Table 1
Lentivirus nucleotide sequences analyzed in this study

Virus strain GeneBank accession number Reference

K1514 MVV M60609 SONIGO et al., 1985
EV-1 MVV S51392 SARGAN et al., 1991
SA-OMVV M31646 QUERAT et al., 1990
P1OLV AF479638 BARROS et al., 2004
CAEV-Co M33677 SALTARELLI et al., 1990
BR/MG AF402668 DRUMOND E RESENDE, 2001.
BR/UFRGS AJ305040 RAVAZZOLO et al., 2001
BR/CNPC-G1 EU300976 This study
BR/CNPC-G2 EU300977 This study
BR/CNPC-G3 EU300978 This study

BR/CNPC-G4 EU300979 This study
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3. Results
3.1. Serology and Co-Culture

The results of the AGID test showed that 11 (4.4%) of 250 goats were AGID
positive for SLRVs. Between 14 and 21 days after infection, the characteristic CPE with
nuclei per giant cell was observed and syncytium was formed, confirming the presence of
small ruminant lentiviruses. The cell cultures were examined by light microscopy for
syncytium search. The presence of small ruminant lentiviruses in goat synovial membrane

cells was confirmed by detection of a gag fragment by nested-PCR.

3.3 Nested-PCR

DNA proviral samples of cells, derived
from synovial membrane goats (GSM) from six
naturally infected animals from Northeast Brazil
were subjected to nested-PCR using primers that
amplify a 187-nucleotide region of the gag SRLV
gene (997-1181) chosen as being representative of

PCR positive goats.

For six of the naturally infected animals, a

. . Fig.1 - Electrophoretic analysis of nested
187-nucleotide region of the gag SRLV gene PCR products (187 bp) for the detection of a

187-nucleotide region of the gag SRLV gene
(997-1181) of six animals naturally infected
analysis of nested PCR products (Fig.1). SRLVs, using total DNA extracts from
separated peripheral blood mononuclear cells

Amplification products were sequenced and (PBLs) (lanes Al-A6). Lane C+: positive

control (CAEV-Co strain), lane C-: negative
denoted as BR/CNPC'GI, BR/CNPC-GZ, control, M: 100 bp DNA marker.

BR/CNPC-G3, BR/CNPC-G4, (CNPC: Centro Nacional de Pesquisa em Caprinos; G:

(997-1181) was detected by electrophoretic

goat).

3.4 DNA sequencing and Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis revealed that the Brazilian viruses formed a cluster of
identical or highly related sequences within the genetically heterogeneous CAEV-Co
group. A phylogenetic tree (Fig.2) was obtained by NJ method with gag nucleotide
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sequences, which showed the relationship between Brazilian and other know SRLV strains.
Bootstrap values derived from 100 bootstrap replicates indicating the confidence of the
branching patter are shown above the respective branches. All analyses preferences were
standart. The analyses also showed a close relationship between the CAEV-Co (the
prototype strain) and the two Brazilian strains, CAEVBrUFRGS and the CAEVBR-MG
(Fig. 3).

2 BR/ICNPC-G2
20 { BR/CNPC-G4
(e BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G3
CEAVCG-Co
CAEVBIUFRGS
CAEVBR-MG
SA-OMVV
P1OLY

48 K1514

Fig. 2. In the phylogenetic tree a group identified by the prototype MVVs was clearly distinguished from the
CAEVs with a high bootstrap value of 100.

100

E3

100

All the four SRLV Brazilian strains showed TTG trinucleotide similar at positions
19-21 of the gag gene and different in the CAEV-Co strain, resulting in translation of a
different amino acid, isoleucine in CAEV-Co and leucine in four SRLV Brazilian strains
(Figs. 3 and 4).

Pairwise distance calculations were obtained by comparings nucleotides and amino
acids sequences among the four Brazilian SRLV strains and known SRLV strains. The

values closest to zero show the strains which are most similar (Table 2 and 3).

BR/CNPC-G2  mmmmmm e e e TTCCTATCCCCC—————— 12
BR/CNPC-G3 = mmmmmmmmmm e TTCCTA--CCCC—————— 10
BR/CNPC-Gl =~ mmmmmmmmmmm e AATCCTA--CCCC—————~ 11
BR/CNPC-G4  mmmemm e e TTCCTA-—CCCC—————— 10
CEAVCGCo ACTGGAACAAGAGGAAAAGAAGGAAGACAAAAGAGAARAAGGAAGAGAGTGTCTT —————— 939
CAEVBRMG =~ mmmmmm e

CAEVBIUFRGS ~ —mmmmmm e

EV-1MVV ACAGGAGAATAAGGAGGAAAAGGAGAARAAGGTAGAACAACTCTACCCTAATTTAGAGAR 921
SA-OMVV ACACGAAAAACAGGAGGATAAAGAAAAGAAGGTAGAACAACTCTACCCAAACTTGGAAAR 932
P10OLV TCAAGAAAAACAAGAGGAGAAAGAAAAGAAAATAGAACAATTGTATCCTAATTTAGAGAC 910

K1514MVV ACAAGAAAATAAGGAGGCCAAGGGGGAGAAGGTAGAGCAACTCTACCCCAACTTAGAGAA 902
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BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G4
CEAVCGCo
CAEVBRMG
CAEVBrUFRGS
EV-1MVV
SA-OMVV
P1OLV
K1514MVV

BR/CNPC-G2
BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G4
CEAVCGCo
CAEVBRMG
CAEVBrUFRGS
EV-1MVV
SA-OMVV
P1OLV
K1514MVV

BR/CNPC-G2
BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G4
CEAVCGCo
CAEVBRMG
CAEVBrUFRGS
EV-1MVV
SA-OMVV
P1OLV
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BR/CNPC-G2
BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G4
CEAVCGCo
CAEVBRMG
CAEVBrUFRGS
EV-1MVV
SA-OMVV
P10OLV
K1514MVV

BR/CNPC-G2
BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G4
CEAVCGCo
CAEVBRMG
CAEVBrUFRGS
EV-1MVV
SA-OMVV
P10OLV
K1514MVV

7777777777777 CATAAATTGATCCATCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT
7777777777777 CATAATTTGATCCATCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT
7777777777777 CATAATTTGATCCACCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT
————————————— CACCAATTGATCCACCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT
CCCAATAGTAGTGCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT

ACATAGAGAAGTGTACCCTATTGTAAATCTGCAAGCAGGGGGGAGAAGTTGGAAGGCGGT
ACACAGAGAAGTGTATCCTATTGTAAATTTGCAGGCTGGAGGGAGAAGTTGGAAAGCGGT
ACATAAGGAGGTCTACCCCATAGTAAATTTACAAGCAGGGGGAAGAAGTTGGAAGGCCGT
ACATAGGGAAGTTTACCCTATTGTGAATTTGCAAGCAGGAGGGAGAAGTTGGAAGGCGGT

*k Kk x

AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTICTGA
AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTICTGA
AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA
AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA
AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTICTGA
AGACTCAGTGATGTTCCAGCAACTGCAAAATGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCCGA
CGATGCTGTAATGTTCCAGCAAATGCAAACAGTAGCCATGCAGCATGGTCTTGTGTCTGA
AGATTCAGTAGTCTTCCAGCAATTGCAAACTGTGGCTATGCAGCATGGCCTTGTGTCCGA
AGAGTCAGTGACATTCCAGCAGCTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGACTTGTGTCCGA
AGAATCAGTAGTCTTCCAGCAGCTACAAACTGTAGCCATGCAGCATGGAATTGTATCTGA
AGAGTCAGTAGTCTTCCAGCAACTGCAAACAGTGGCAATGCAGCATGGACTTGTGTCCGA

* % * ok x * ok ok k ok ok kk *  kkkk * Kk kk kkkkkkkkkkk * kk kk  Kkk

GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA
GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA
GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA
GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA
GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA
GGATTTTGAAAGGCAGTTAGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGATATATTAGA
GGACTTTGAAAGGCAGTTAGCATATTGTGCTACTACCTGGACAAGTAAAGATATATTAGA
GGATTTTGAAAGACAGCTGGCATATTATGCTACTACATGGACAAGCAAGGATATATTAGA
GGATTTTGAAAGACAATTAGCATATTATGCCACTACATGGACAAGCAAAGATATATTAGA
GGACTTTGAGAGGCAGTTAGCATATTATGCCACTACTTGGACAAGTAAAGATATATTAGA
GGATTTTGAGAGGCAATTGGCATATTATGCTACTACCTGGACTAGTAAAGATATATTAGA
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AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAAGAGTTAATTCAAGGGAAATTGAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAAGAGTTAATTCAAGGAAAATTAAA
AGTATTGGCCATGATGCCTGGGAACAGAGCACAGAAAGAGCTGATTCAGGGAAAATTAAA
AGTACTAGCCATGATGCCTGGAAATAGGGCGCAAAAAGAGTTAATACAGGGGAAATTAAA
AGTACTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCACAGAAAGAATTAATACAAGGGAAATTAAA
AGTATTGGCTATGATGCCTGGGAATAGAGCACAGAAGGAATTAATACAAGGAAAATTAAA

*hkkk ok kk kkkkkkkkkkk kk kk kk kk kk kK * kk kk kk kkkkk kk

TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC
TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC
TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC
TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC
TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC
TGAGGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCAAGCAGGCGGAGGATTAAC
CGAGGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCGCCTCCACAAGGAGGGGGATTAAC

TGAAGAAGCAGAAAGATGGGTAAGGCAGAATCCGCCAGGGCCA—————— AATGTCCTCAC
TGAGGAAGCAGAAAGGTGGGTAAGGCAGAATCCCCCAGGGCCA—————— AATGTCCTTAC
TGAAGAAGCAGAGAGATGGGTGAGGCAAAACCC---AGGCCCG—————— AATGCTCTCAC
TGAAGAAGCAGAAAGGTGGGTAAGACAAAATCCACCCGGGCCG—————— AATGTCCTCAC
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59
57
58
57
984
33

981
992
970
962

119
117
118
117
1044

65

1041
1052
1030
1022

179
177
178
177
1104
153
125
1101
1112
1090
1082

239
237
238
237
1164
213
185
1161
1172
1150
1142

299
297
298
297
1224
273
245
1215
1226
1201
1196

54
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BR/CNPC-G2 AGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGAA-—————————————————————————————————— 325
BR/CNPC-G3 AGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGAAA————————————————————————————————— 324
BR/CNPC-G1 AGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGAA—————————————————————————————————— 324
BR/CNPC-G4 AGTGGATCAAATAATGGGGGTAGGAA—————————————————————————————————— 323
CEAVCGCo AGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGACAAACAAATCAAGCAGCAGCACAAGCTAACATGGA 1284
CAEVBRMG AGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGACAAACAAATCAAGCAGCGGCACAGGCTAACATGGA 333
CAEVBrUFRGS AGTGGATCAAATTATGGGGATAGGACAAACAAATCAAGCAGCAGCACAAGCTAACATGGA 305
EV-1MVV GGTGGATCAAATCATGGGAGTAGGACAAACAAATCAACAGGCATCACAGGCTAATATGGA 1275
SA-OMVV TGTGGATCAGATTATGGGAGTCGGACAAACAAATCAACAGGCATCGCAAGCTAATATGGA 1286
P1OLV AGTGGATCAAATTATGGGAGTGGGACAAACAAATCAACAAGCTTCACAGGCTAATATGGA 1261
K1514MVV GGTGGATCAAATAATGGGAGTGGGACAAACCAATCAGCAAGCATCTCAAGCCAATATGGA 1256

kKhkKkhkkkkhkk KKk KKhkKkKk* * Kok ok

Fig. 3. Alignment of nucleotide sequences from the gag region of SRLV strains. Asterisks indicate identity
among the strains.

BR/CNPC-G3 = = = ————— LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDE 36
BR/CNPC-G4 = = ——————— LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDE 36
BR/CNPC-G2 ~ = —————————m—————————————— LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDE 36
BR/CNPC-G1 ~  ——————mm—m o ————— LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDE 36
CAEVBRMG @ e QAAGGRSWKAVDSVMFQQLONVAMQOHGLVSEDE 33
CEAVCGCo MKDGLLEQEEKKEDKREKEESVEFPIVVQAAGGRSWKAVDSVMEFQQLOTVAMQHGLVSEDF 180
CAEVBrUFRGS ~  —————————— e AVDAVMFQQOMQTVAMQHGLVSEDF 24
'k'k'k:'k'k'k'k'k:'k"k'k'k*'k'k'k'k'k'k'k*
BR/CNPC-G3 ERQLAYYATTWISKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96
BR/CNPC-G4 ERQLAYYATTWISKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96
BR/CNPC-G2 ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96
BR/CNPC-G1 ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96
CAEVBRMG ERQLAYYATTWISKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPQAGGGLTVD 93
CEAVCGCo ERQLAYYATTWISKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 240
CAEVBrUFRGS ERQLAYCATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPQGGGLTVD 84

khkkhkkhhk hhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkkhkhkkhkkx*k * Kk Kk ok ok ok ok
Fig.4. Alignment of deduced amino acid sequences from the capsid protein of SRLV strains. Asterisks
indicate identity between the strains.

3.5 Nucleotide sequence accession number
All new sequences were entered in the GenBank database and are available under

check number EU300976, EU300977, EU300978, EU300979.

Discussion

Two samples failed in the sequencing. A thymine in position 84, only found in
sample BR/CNPC-G4 suggest that there may be errors and failures in the sequencing,
which could be minimized by cloning these sequences. A cocktail of high fidelity enzymes
was also used, but failed when amplified by PCR. The alternative to minimize the errors
caused by the sequencing was to sequence in duplicates, repeating many times and
changing sequencing parameters such as the time and speed of the push.

The four gag gene sequences Brazilian SRLV strains were compared to GenBank
strains, and the results demonstrated that these sequences were more related to the caprine

rather than the ovine strains. Further phylogenetic analysis of the proviral gag sequences
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confirmed the initial classification and showed that they constituted sbtipo B1 of the CAEV
group. The analyses of the sequences also showed that the viruses were genetically stable.
The ancestors of these animals may have been infected for more twenty years ago, the time
estimated for the virus to evolue. The results of this study indicate that future studies should
concentrate on the pol or env regions rather than the gag region, as this is highly preserved
and retains less phylogenetic signals.

All the four SRLV strains Brazilian showed TTG trinucleotide similar at positions
19-21 of the capsid peptide and different in CAEV-Co, resulting in translation of a
different amino acid, isoleucine in CAEV-Co and leucine in four Brazilian SRLV strains
(Figs. 3 and 4).

There was an absence of transversion, however transitions were observed. The
results indicate that more studies should be conducted in this area of the genoma in animals
of Northeast Brazil. The cloning of this region would be ideal to confirm whether this
triplet of nucleotides really exists or if it was just a sequencing error.

This region of the genoma may be used to differentiate virus strains with infected
animals from others and provide more specific diagnostic tests for local breeds, and
establish eradication programs according to the distribution of lineages of LVPR and set the
foundations for the development of reagents for the diagnosis of greater specificity and
sensitivity in local cattle.

The great similarity between the four sequences from Northeast Brazil and the
CAEV-Co may be explained by the vertical transmission of positive females over the
generations. Animals from France were subjected to two tests of AGID with intervals of
sixty days, and kept in isolation until the results of serology when know, and then be
included in the herd. The negative results may mean that the animals were already infected
prior to the tests and had not produced antibodies to detect the test used.

Contribution of false-negative results, may have occurred during of the period of
immune window, which emphasizes the need for more sensitive and specific diagnostic
tests for this stage of infection and for the establishment of more efficient control programs

and sanitation barriers.
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Tests such as RT-PCR would be ideal for the direct detection of viral RNA. This
flock remained isolated for more than 20 years, minimizing the chances of infection by
horizontal transmission.

To-date, only a small number of SRLVs has been completely sequenced, which has
hindered the comparison and characterization of conserved and variables regions of the
genome of these viruses. Knowledge of the genetic diversity of these viruses contributes to
a better understanding of the molecular mechanisms of evolution, and heterogeneity
epidemiological of infection.

This work may also contribute to a better understanding of the variability of SRLVs.
It could also be a useful tool for SRLV diagnosis, eradication purposes and epidemiological
investigations worldwide. It may also help in the development of diagnostic tests sensitive

to local breeds and an effective vaccine for small ruminants.



Table 2

Nucleotide sequence diversity between Brazilian and prototypic SRLV strains

CAEV-Co
BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G2
BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G4
CAEVBR-MG
CAEVBrUFRGS
EV1
SA-OMVV
P1OLV
K1514

CAEV-Co

O O O O O O o o o o

.004
.004
.004
.008
.056
.068
.197
.199
.204
.189

BR/CNPC

-G1

0.00

0.00
0.004
0.060
0.072

0.20
0.204
0.210
0.195

BR/CNPC

0.

0
0
0
0.
0
0
0

-G2

.000
.004
.060
072
.203
.204
.210
195

BR/CNPC

o o o o o o o

-G3

.004
.060
072
.203
.204
.210
.195

BR/CNPC

o o o o o

0.

-G4

.064
077
.203
.210
.215
189

CAEVBR-

o o o o o

MG

.085
.198
.175
.209
.206

CAEVBrUFR

GS

.218
.216
.221
.222

o o o o

EV1

0.142
0.169
0.116

SA-OMVV

0.161
0.142

P1OLV

0.133

K151
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Pairwise distance calculation were obtained by comparisons of nucleotide sequences between the four Brazilian SRLV strains and known SRLYV strains (GenBank accession numbers are shown in Table

1). Substitution Model: Maximum Composite Likelihood. Substitutions to Include: Transitions + Transversions

Table 3
Amino acid sequence diversity between Brazilian and prototypic SRLV strains

BR/CNPC-G1
BR/CNPC-G2
BR/CNPC-G3
BR/CNPC-G4
CAEV-Co
CAEVBRMG
CAEVBRS
CAC44470
CAC44469
CAC44468
AAG48628
NP_040938
AAX81905
AAR91825
P33458

©O O © ©O O O © © © © © © o o

BR/CNPC-

000

.000
.000
.000
.023

047
035

.011
.047
.095
.000

011
000

.000

O O O O O O © © © O o O o

BR/CNPC-—
G2

.000
.000
.000
.023

047
035

.011
.047
.095
.000

011
000

.000

BR/CNPC-

G3

O O O O O © © O O O o O

.000
.000
.023

047
035

.011
.047
.095
.000

011
000

.000

BR/CNPC-

G4

©O o O O O O © © o o o

.000
.023

047
035

.011
.047
.095
.000

011
000

.000

CAEV-Co

o o o o o o o ©o o o

.023

047
035

.011
.047
.095
.000

011
000

.000

CAEV

BRMG

o o o o o o o o o

071
058

.035
.071
.108
.023

035
023

.023

CAEV

.011
.058
.000
.134
.047
047
.047
.047

o o o o o o o o

CAC44470

.047
.011
L121
.035
.035
.035
.035

o o ©o o o o o

CAC44469

o o o o o o

.058
.095
.011
.023
.011
.011

CAC44468

o o o o o

.134
.047

047
047

.047

AAG48628

o o o o

.095

108
095

.095

NP_040938 AAX81905 AAA91825
0.011
0.000 0.011
0.000 0.011 0.000

P33458

Pairwise distance calculation were obtained by comparisons of amino acid sequences between the four Brazilian SRLV strains and known SRLYV strains (GenBank accession numbers are shown in Table
1). Substitution Model: Poisson correction. Substitutions to Include: all
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6. CONCLUSAO

Os alinhamentos de nossas seqiiéncias com outras ja disponiveis em bancos de
dados genéticos revelaram que nossas linhagens estdo mais relacionadas com CAEV que
MVV. A classificagdo mostrou que estas linhagens pertecem ao subtipo B1 do grupo de
CAEV.

A regido gag nao € ideal para avaliar os sinais genéticos uma vez que é uma regiao
altamente conservada.

Os animais positivos eram descendentes de outros animais infectados que vieram

para o Brasil da Franca em 1986, nossos resultados mostram a importincia da barreira

sanitdria entre paises exportadores.
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7. PERSPECTIVAS

Estabelecer programas de erradicacao de acordo com a distribuicdo das linhagens de
LVPR, além do que podera fundamentar o desenvolvimento de reagentes para diagndstico
de maior especificidade e sensibilidade do que os atualmente disponiveis no mercado em
rebanhos locais. A aplicacdo da andlise filogenética para seqiiéncias de CAEV e MVV € de
imensa importancia para este tipo de andlise epidemioldgica de infec¢des por lentivirus de
pequenos ruminantes e também para estudar as potenciais diferencas de viruléncia entre
linhagens de LVPR circulantes, ajudando a entender as propriedades genéticas, protéicas e
antigénicas desses virus, sua patogénese, epidemiologia e relacionamento filogenético e

poderdo ainda ser estudados possiveis antigenos vacinais.
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9. GLOSSARIO

AP proteina. abrev. para ativador de proteina, um dos dois fatores de transcricao; AP1,
um produto de c-jun, interage com Fos (produto de c-fos) para formar um dimero. Tem dois
dominios funcionais, um resposavel pela ligacdo ao DNA e um para ligacdo a Fos, e inclui
o ziper de leucina. AP2 interage com elementos virais e celulares estimulando a transcri¢ao

de genes selecionados.

CD4+. Sinalizacdo e co-receptor de adesdo na ativagdo de linfécitos T induzida por
antigeno restrita ao MHC Classe II (liga-se a molécula da classe II do MHC);

desenvolvimento dos timdcitos; receptor primdrio pra retrovirus HIV.

CD8+. Sinalizacdo e co-receptor de adesdo na ativagdo de linfécitos T induzida por
antigeno restrita ao MHC Classe [ (liga-se a molécula da classe I do MHC);

desenvolvimento dos timodcitos.

GM-CSF ¢ uma citocina fabricada pelas células T ativadas, macréfagos, células endoteliais
e células do estroma da medula 6ssea que atuam nos progenitores da medula dssea para
aumentar a producdo de leucdcitos inflamatérios. O GM-CSF promove a maturagdo de

células da medula dssea em células dendriticas € mondcitos.

IL-12p40. Produzida pelos fagdcitos mononucleares e células dendriticas que serve de
mediador da resposta imune inata aos microrganismos intracelulares e ¢ um indutor-chave
das resposta imunes mediadas por células a estes microrganismos. A IL-12 ativa as células
NK, promove a produgdo de IFN-y pelas células NK e células T, aumenta a atividade

citolitica das células NK e CTLs e promove o desenvolvimento das células Th1.

IL-1B. Produzida principalmente pelos fagécitos mononuclares ativados cuja fungdo

principal é mediar as respostas inflamatdrias do hospedeiro na imunidade inata.
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Motif. (em relacdo a estrutura da proteina) 1. uma regido ordenada localmente com o core
hidrofébico de uma molécula de proteina globular, formado por intera¢des tridimensionais
entre dois ou trés segmentos da estrutura secunddria (uma hélice e/ou linha b) que esta
proximo de um ou outra cadeia polipeptidica. Os tipos mais importantes sdo (o), (o),
BBPR), e (Bap). 2. ou dominio aminodcido formando parte da seqiiéncia primaria de uma
proteina, capaz de estar alinhado em certas posi¢des que sdo invaridveis ou conservadas,

que estd associada com uma fung¢ao particular.

RRE. A proteina Rev-C que € regulada pela expressao de Gag, Pol e Env ao transportar
seus mRNAs para o citoplasma. A transativagdo de Rev requer a ligacdo do polipeptideo

Rev na estrutura do RNA, chamada de Elemento de Resposta a Rev (RRE-C).

TNFa citocina. Produzida principalmente por fagdécitos mononucleares ativados que
funciona para estimular o recrutamento de neutréfilos e de mondcitos para sitios de

infeccdo e para estimular essas células a erradicarem os microrganismos.



