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RESUMO 
 

CAEV e MVV têm sido considerados geneticamente distintos, mas antigenicamente 
relacionados como patógenos de caprinos e ovinos. Além disso, foi demonstrado que estes 
vírus estão constantes e facilmente transgredindo a barreira entre caprinos e ovinos, com 
lentivirus CAEV infectando ovinos e lentiírus MVV infectando caprinos (Valas et al., 
2000; Karr et al., 1996; Shah et al., 2004). Assim como todos os lentivírus, o genoma de 
CAEV tem uma alta taxa de mutação 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 análise genética de Lentivírus de Pequenos Ruminantes 
(LVPRs) poderá ajudar a compreender a genética, proteínas e antigenicidade destes vírus; 
sua patogênese, epidemiologia, relações filogenéticas e, assim, a sua inclusão nos 
subgrupos de LVPRs recentemente criado (Shah et al., 2004a). Também pode ser relevante 
para o desenvolvimento de testes de diagnósticos sensíveis à raça local. A aplicação da 
análise filogenética para sequencias de CAEV e MVV é de crucial importância para a 
análise epidemiológica de infecções por LVPRs e para estudar possíveis diferenças na 
virulência 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 
erradicação em curso e futuros sobre a distribuição linhagens de LVPRs. 

Neste estudo, 250 caprinos foram analisados utilizando a técnica de IDGA, a 
soroprevalência deste rebanho foi de 4,4% de positivos. Seis caprinos positivos por IDGA 
com ou sem alteração nas articulações foram analisados por PCR, que amplificou parte do 
gene gag. Todos os animais foram positivos, apesar de três deles não terem sinais clínicos 
ou alteração nas articulações. Nós seqüenciamos o gene gag de quatro lentivírus isolados 
do norteste do Brasil de caprinos naturalmente infectados. Comparações de pareamentos 
entre sequencias do gene gag de linhagens brasileiras com sequencias do GenBank 
demonstraram que nossas sequencias estão mais relacionadas com linhagens caprinas que 
ovinas. Outras análises filogenéticas do gene gag confirmaram sua classificação inicial e 
mostrarm que eles constituem o subtipo B1 do grupo de CAEV. A análise das sequencias 
também mostrou que os vírus permaneceram geneticamente estáveis, apesar do tempo de 
evolução estar estimado em 20 anos.  Neste artigo nós também indicamos que futuros 
estudos filogenéticos devem ser realizados com sequencias pol ou env, pois a região gag, 
por ser altamente preservada, retém menos sinais filogenéticos. 
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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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1. INTRODUÇÃO 

 O fortalecimento da ovinocultura nacional demanda crescentes investimentos e 

avanços tecnológicos para os seus diversos segmentos, ou seja, produção, sanidade, 

processamento dos seus produtos e comercialização. Na tentativa de melhorar o rebanho e 

introduzir animais de alta qualidade, o Brasil teve que importar esses animais. No entanto, a 

importação de ovinos e caprinos de alta linhagem provocou a introdução e disseminação de 

Lentiviroses no rebanho nacional, pois alguns países exportadores apresentavam uma alta 

prevalência desses agentes, provocadores de enfermidades graves, comprometendo o 

desempenho animal.  

Os lentivírus de pequenos ruminantes compreendem, basicamente, dois grupos 

filogenéticos, cujos protótipos são os vírus Maedi-Visna de ovinos (MVV) e os vírus da 

artrite encefalite caprina (CAEV).  

Os lentivírus acarretam grandes perdas econômicas tanto nos rebanhos ovinos 

quanto caprinos, afetando animais de diferentes raças, idades e sexo. Os prejuízos 

econômicos se caracterizam por morte de animais jovens, diminuição da produção láctea e 

perda de peso dos adultos devido a dificuldades de locomoção. Danos indiretos importantes 

decorrem da desvalorização dos rebanhos, reposição precoce de animais, despesas com 

medidas de controle e barreiras comerciais para produtos (matrizes, reprodutores e sêmen). 

Porém, pouca ênfase é dada ao controle de doenças infecciosas, especialmente Maedi-

Visna (MV) e Artrite Encefalite Caprina (CAE). Se por um lado à manutenção de animais 

infectados no rebanho representa sérios prejuízos econômicos, o sacrifício de todos os 

animais infectados é, muitas vezes, inviável, pois grande parte do rebanho pode estar 

acometida, além de representar perda de material genético. Desta forma, tem sido 

implantados programas de controle visando à obtenção de crias destes animais enfermos 

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

 Esta doença tem se disseminado pelo país em grande parte devido ao 

desconhecimento do grau de comprometimento dos rebanhos e da dificuldade de acesso ao 

diagnóstico. Em levantamento soro epidemiológico 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 resoluções 65/94 e 66/94 do Mercosul obrigam que os países membros do bloco 

certifiquem-se, em caso de exportação e importação de ovinos e caprinos, que o país de 

origem dos animais seja livre de MVV e CAEV por pelo menos três anos. Estas normas 

sanitárias enfatizam a importância econômica de controle e erradicação destas 

enfermidades (PINHEIRO, 2001). 

Ainda não existe tratamento e nem vacina para esta enfermidade. Para o controle 

dos lentivírus, faz-se necessária a realização periódica de testes nos rebanhos o mais 

precoce possível, além da separação ou descarte dos animais soropositivos.  

Os lentivírus estão amplamente distribuídos entre ovinos e caprinos no mundo. 

Diferentes formas da doença têm sido descrita entre os pequenos ruminantes infectados 

com lentivírus. Estes sintomas incluem artrite em caprinos jovens, pneumonia, mamite e 

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

CAEV e MVV têm sido considerados geneticamente distintos, mas antigenicamente 

relacionados. Além disso, foi demonstrado que estes vírus estão constantemente transpondo 

a barreira específica entre caprinos e ovinos, com ovinos sendo infectados com lentivírus 

CAEV e caprinos com os vírus 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 seqüências gag 

e pol, os lentivírus estão classificados em quatro grupos eqüidistantes, A-D (SHAH et al., 

2004a). Em relação às diferenças em órgãos alvos, tropismo celular e patogenicidade, 

comumente encontrado entre CAEV e MVV, ambos têm sido recentemente designados 

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

Entre as duas regiões terminais não-codificantes, altamente conservadas (“long 

terminal repeats” ou “LTRs”) estão os genes que codificam as proteínas estruturais (gag), 

um precursor que é posteriormente clivado em três proteínas principais: matriz (MA), 

capsídeo (CA) e nucleocapsídeo (NC) (PEPIN et al., 1998), e o gene (env), que codifica as 

glicoproteínas de superfície (SU) e transmembranária (TM) e enzimas virais.  

O gene pol codifica as proteínas de atividade enzimática: transcriptase reversa, 

protease, integrase e dUTPase, além de pequenos ORFs (“open reading frames”) ou fases 

abertas de leitura, que codificam proteínas que regulam a expressão gênica como os genes 
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acessórios (tat, vif), (ou Q) e (rev), codificantes de proteínas de regulação da expressão 

viral (CLEMENTS E PAYNE 1994).  

Os genes gag e pol são os mais conservados, enquanto o gene env é altamente 

heterogêneo (NARAYAN E CLEMENTS, 1989). Como todos os lentivírus, o genoma do 

CAEV tem uma alta mutação 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 mutações. 

A análise genética destes LVPR pode ajudar a entender as propriedades genéticas, 

protéicas e antigênicas desses vírus, sua patogênese, epidemiologia e relacionamento 

filogenético e, além disso, sua localização nos grupos recentemente estabelecidos (SHAH et 

al., 2004a). Isto também pode ser relevante para o desenvolvimento de testes de 

diagnósticos sensíveis em rebanhos locais.  

A ampla distribuição destes vírus em certas regiões e as perdas econômicas 

resultantes têm levado a programas de erradicação com base na segregação dos vírus de 

caprinos e ovinos em vários países (GREENWOOD et al., 1995; HOUWERS et al., 1987; 

PERETZ et al., 1994; ROWE and EAST, 1997; SCHEER-CZECHOWSKI et al., 2000). A 

aplicação da análise filogenética para seqüências de CAEV e MVV é de imensa 

importância para este tipo de análise epidemiológica de infecções por lentivírus de 

pequenos ruminantes e também para estudar as diferenças de virulência entre linhagens de 

LVPR circulantes. 
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 - Histórico 

A síndrome Artrite-encefalite caprina (CAE) foi inicialmente descrita nos Estados 

Unidos da América, sob a forma clínica de leucoencefalomielite em cabritos e o vírus 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 

doenças denominadas como infecção lenta (SIGURDSSON, 1954). Os dois nomes são de 

origem islandesa: Maedi, que significa dispnéia e é caracterizada por pneumonia intersticial 

progressiva, e Visna, que quer dizer “desorientação”, 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 vírus foram isoladas 

de ovinos infectados com Visna e Maedi (SIGURDARDÓTTIR E THOMAR, 1964), foi 

observada similaridade entre esses vírus. Posteriormente estudos revelaram que tanto 

Maedi quanto Visna eram doenças causadas pelo mesmo agente, originando assim a 

denominação Maedi-Visna ou MV. Os vírus foram introduzidos através da importação, de 

ovinos Karakul da Alemanha em 1933, para melhorar rebanhos da Islândia, mas esta raça 

também introduziu a adenomatose pulmonar, paratuberculose e visna.  

Os primeiros relatos da doença com sinais clínicos semelhantes à Maedi-Visna 

ocorreram na África do Sul em 1915 e, posteriormente, nos Estados Unidos em 1923.  A 

doença foi observada, mais tarde, em outras regiões do mundo, sendo a síndrome 

respiratória de maior prevalência. Na Holanda esta enfermidade recebeu o nome de 

Zwoergerziekte (DE BÔER, 1975; HOUWERS, 1985), Na África do Sul, recebeu o nome de 

Jaagsiekte (VERWOERD et al., 1983) e nos Estados Unidos, de Pneunonia Progressiva Ovina 

(PPO) e Doença Pulmonar da Montanha (CUTLIP E LAIRD, 1976). 
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2.2 - Agente Etiológico, Estrutura e Genoma dos vírus 

O Maedi-Visna (MV) é um vírus que afeta ovinos e os vírus da artrite encefalite caprina 

(CAEV) afeta caprinos, pertencem à família Retroviridae e ao gênero Lentivírus (PASICK, 

1998). Os outros vírus de interesse veterinário e humano também pertencem a este gênero, 

como os vírus da Anemia Infecciosa Eqüina (AIEV), da Artrite Encefalite Caprina 

(CAEV), da Doença de Jembrana e das imunodeficiências humana (HIV), bovina (BIV), 

felina (FIV) e símia (SIV). São complexos e não oncogênicos. Esses vírus geralmente 

limitam a infecção a um simples hospedeiro, levando a sérios problemas ou à morte; 

multiplicam-se também em células em repouso (não ativadas); infectam monócitos, 

macrófagos e/ou linfócitos, causando infecção persistente e multi-sistêmica (AIEV, MVV e 

CAEV), associada a síndrome de imunodeficiência (SIV, HIV e FIV);  com altas taxas de 

mutação, com conseqüente diversidade genotípica, fenotípica e antigênica (CLEMENTS E 

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

 De acordo com a nomenclatura proposta recentemente, baseada nas seqüências gag 

e pol, os lentivírus estão classificados em quatro grupos eqüidistantes, A-D (SHAH et al., 

2004a). O grupo A pode ser subdividido em sete subtipos A1-A7, onde o subtipo A1 é 

identificado pelos vírus Maedi-Visna por ser genética e geograficamente heterogêneos e o 

grupo B, refere-se ao tipo CAEV e compreende apenas dois subtipos distintos, B1 e B2. Os 

grupos C e D são representados por poucos isolados ou reconhecidos apenas pela seqüência 

pol (SHAH et al., 2004a).  

Recentemente, evidências diretas de transmissão natural de ovinos para caprinos e 

vice-versa, particularmente dos subtipos A4 e B1 dos vírus tem sido relatada (SHAH et al., 

2004b; PISONI et al., 2005). Estudos subseqüentes baseados em seqüências parciais dos 

genes gag, pol e env, mostraram que estes vírus de ovinos e caprinos estão entremeando na 

árvore filogenética independente do hospedeiro, sugerindo que as infecções interespécies 

têm 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 Vírus da MV e CAE, como os demais lentivírus apresentam-se como vírions 

envelopados, com diâmetro de 80 a 100 nm, núcleo cônico e denso, contendo duas 
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moléculas idênticas de RNA fita simples, não complementares, unidas por pontes de 

hidrogênio, de polaridade positiva, com aproximadamente 9000 a 10000 pares de bases, 

uma molécula de transcriptase reversa dependente de MG2+ e proteínas do nucleocapsídeo 

(GONDA et al., 1986). O envelope está associado covalentemente com as glicoproteínas 

transmembranárias (TM) e de superfície (SU). A matriz (MA) também é outra estrutura 

presente na partícula viral e esta está situada entre o capsídeo e o envelope (PEPIN et al., 

1998). São pleomórficos, esferóides e têm uma densidade buoyant de 1,14 a 1,18 g/mL 

(CLEMENTS et al., 1980), apresentando uma grande quantidade de ácidos siálicos em sua 

superfície (HUSO et al., 1988). 

 

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

(2001). 

O genoma é composto por genes estruturais (gag, env e pol), genes de regulação 

(tat, rev e vif) e por duas regiões não traduzidas, únicas, situadas nas extremidades 5’ (RU5) 

e 3’(RU3), que apresentam elementos promotores da transcrição do RNA viral. O DNA 
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proviral resultante da retrotranscrição apresenta duas regiões terminais não codificadoras 

(LTR – long terminal repeat).  

Os genes estruturais dispostos da extremidade 5’ para 3’ do genoma (Figura 2) são 

gag, pol e env, além de pequenas ORF (open reading frames): tat, rev e vif codificadoras 

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

O genoma completo da linhagem de CAEV-Co dos Estados Unidos é considerado o 

protótipo de lentivirus caprino, este já foi clonado e a seqüência de DNA proviral foi 

determinada (SALTARELLI, 1990). Seqüências nucleotídicas completas e parciais de muitos 

outros lentivírus têm sido recentemente determinadas a partir de isolados de caprinos e 

ovinos como as do Sul do Brasil, Irlanda, Estados Unidos, Suíça, Grécia, França, Espanha, 

Itália, Finlândia, Polônia 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; KUZMAK, 2007; 

GJERSET et al., 2007).  

A transcrição e o genoma viral iniciam um papel crucial no ciclo de vida dos vírus, 

como prover o molde para a síntese de proteínas estruturais e regulatórias, resultando na 

geração de novas cópias de RNA viral. A transcrição é regulada pela ligação de várias 

proteínas celulares à seqüência de DNA. Vários estudos têm demonstrado que AP-1 e AP-4 

liga-se a sítios, que estão localizados na região promotora U3 da LTR, tendo um papel 

central na regulação e transcrição 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 transcrição reversa mediada pela transcriptase viral, o DNA resultante 

(provirus) apresenta duas regiões terminais não-codificantes, altamente conservadas (“long 

terminal repeats” ou “LTRs”) (ZANONI et al., 1992). Entre estas duas regiões não-

codificantes estão os genes que codificam as proteínas estruturais (gag), um precursor que é 

posteriormente clivado em três proteínas principais: matriz (MA), capsídeo (CA) e 

nucleocapsídeo (NC) (PEPIN et al., 1998), e o gene (env), que codifica as glicoproteínas de 

superfície (SU) e transmembranária (TM) e enzimas virais. O gene (pol) que codifica as 

proteínas de atividade enzimática: transcriptase reversa, protease, integrase e dUTPase, 
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além de pequenos ORFs (“open reading frames”) ou fases abertas de leitura, que codificam 

proteínas que regulam a expressão gênica como os genes acessórios (tat, vif), (ou Q) e 

(rev), codificantes de proteínas de regulação da expressão viral (CLEMENTS E PAYNE 1994) 

(Figura 02). Estas proteínas não se encontram nos vírus e somente são traduzidas durante a 

replicação viral, na qual participam ativamente. Os genes gag e pol são os mais 

conservados, enquanto o gene env é altamente heterogêneo (NARAYAN E CLEMENTS, 1989). 

 Estes genes, únicos de lentivírus, apresentam um nucleotídeo ou aminoácido 

homólogo diferenciando as várias lentiviroses, no entanto, suas funções são preservadas 

(CLEMENTS E PAYNE, 1994). Os genes estruturais (gag e env) e enzimáticos (pol) são 

típicos da família Retroviridae.  

As proteínas do gene gag são originadas de vários polipeptídios intermediários 

derivados do precursor pr55kDa que origina inicialmente o precursor pr47kDa, de curta 

duração e dá origem às proteínas: p28, p19 e p16. As proteínas do gene env são originadas 

de uma glicosilação translacional do precursor pr90kDa que dá origem ao precursor 

pr150kDa, que origina, por um processo de clivagem, as glicoproteínas de superfície 

(gp135 e/ou gp90) e a transmembrânica (gp45) (CHEEVERS et al., 1988). As enzimas 

utilizadas na replicação viral são codificadas pelo gene pol sendo que a protease é 

responsável pelas clivagens dos produtos dos genes gag e pol, a transcriptase reversa é 

responsável pela transcrição do RNA genômico em DNA fita dupla e a integrase coordena 

a integração do DNA viral ao genoma da célula hospedeira (TAVARES E PEREIRA, 1999).  

 

 

 

 

 

Uma comparação das seqüências de lentivírus com algumas seqüências encontradas 

em banco de dados revelou que ao contrário do CAEV, todos os protótipos de MVV 

contêm uma deleção de seis nucleotídeos na região do gene gag resultando na deleção de 

dois resíduos de aminoácidos na região central do capsídeo. Este deleção poderia ser 

Figura. 02. Representação esquemática da estrutura do provírus de LVPRs. LTR – long terminal repeat. 

Adaptado de BOUZAR et al., 2003. 
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utilizada como marcador em análises de LVPRs, especialmente quando se considerar uma 

possível transmissão de lentivírus entre caprinos e ovinos (RAVAZZOLO, 2001). 

 

2.3 - Tropismo, Replicação e Infectividade Viral 

Os lentivírus de pequenos ruminantes têm tropismo para as células da linhagem 

monocito-fagocitária. Nestas células, a expressão viral está estreitamente associada à 

diferenciação e maturação dos monócitos em macrófagos (GENDELMAN et al., 1986; 

NARAYAN et al., 1983). 

Os lentivírus infectam células da linhagem dos macrófagos, incluindo microglia, 

astrócitos, e oligodendrócitos, assim como os tipos I e II de pneumócitos, fibroblastos e 

células epideliais e endoletiais (SANNA et al., 1999; CARROZZA et al., 2003; CHI et al., 

2000). 

Células epiteliais do leite de caprinos têm demonstrado susceptibilidade à infecção 

com CAEV tanto in vitro quanto in vivo (MSELLI-LAKHAL et al., 1999). Estes vírus podem 

ser detectados por hibridização in situ e ou por métodos de imunohistoquímica em 

drenagem de nódulos linfáticos, porém a freqüência de células infectadas é baixa, sugerindo 

que apenas a minoria das células são infectadas (BLACKLAWS et al., 1995; CARROZZA et al., 

2003; GROSSI et al., 2005; LECHNER et al., 1997; STORSET et al., 1997). 

In vivo, infectam principalmente células do sistema monócitos-fagocitário, sendo os 

macrófagos a grande maioria das células infectadas (NARAYAN E CLEMENTS, 1989; LUJÁN 

et al., 1994; BRODIE et al., 1995; DE LA CONCHA-BERMEJILLO. 1997). A infecção das 

células depende da presença de receptores para os vírus. Poucos monócitos tem estes 

receptores, entretanto estes aumentam após sua maturação. (GENDELMAN et al., 1986). 

Linfócitos também são infectados, entretanto sem multiplicação viral (ZINK E JOHNSON, 

1994). Ainda foi detectado o RNA viral em células endoteliais, epiteliais, fibroblásticas, 

várias células do sistema nervoso (plexo coróide, células microgliais, astrócitos, 

oligodentrócitos e neurônios) e da glândula mamária (ZINK et al., 1990; BRODIE et al., 

1995; SANNA et al., 1999, MSELLI-LAKHAL et al., 1999; LERONDELLE et al., 1999). Os vírus 

também já foram detectados na medula óssea (fibrócitos, células endotelias e adipócitos) 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 sinóvias, interstício pulmonar, plexo coróide e úbere, a 

ativação da replicação viral, juntamente com a maturação dos macrófagos, induzem à 

formação das lesões. Segundo ZINK et al. (1990), outras células podem também servir 

como áreas de replicação viral, como as células da membrana sinovial, oligodentrócitos 

(PERK, 1990), as células epiteliais intestinais, células tubulares renais, e células glandulares 

da paratireóide, adrenais e da tireóide. Contudo, é o tropismo do vírus por células do 

sistema imune, particularmente monócitos e macrófagos, o principal fator responsável pela 

habilidade dos lentivírus em causar infecções crônicas, que persistem por toda a vida do 

animal.  

A forma nervosa da doença em ovinos jovens doentes sugere a existência de 

linhagens de MVV neurotrópicas e altamente neurovirulentas (BENAVIDES et al., 2006). Em 

outros casos de encefalites lentivirais (O´NEIL et al., 2004) foi afirmado que a progressão 

da doença está associada com a carga viral e resposta inicial do hospedeira à infecção. Isto 

também ocorre na infecção por MVV (DAWSON, 1980; HOUWERS, 1990) quando animais 

jovens infectados, sendo incapazes de uma resposta defensiva, permetiriam que os vírus 

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

A detecção de RNA viral e DNA proviral em secções de tecidos caprinos e ovinos 

infectados, revelou que os LVPRs poderiam entrar em uma gama de tipos celulares como 

células dendríticas, linfócitos, plasmócitos, células endoteliais e fibroblastos, adipócitos, 

células microgliais e pericitos, assim como em células epiteliais dos brônquios, alvéolos, 

glândulas mamárias, folículos teróideo e plexo coróide, intestino delgado e túbulos renais e 

terceira pálpebra (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 transmigração 

de leucócitos infectados com CAEV (LECHAT et al., 2005). Entretanto a infecção produtiva 

é restrita às células da linhagem dos macrófagos (DE LA CONCHA-BERMEJILLO, 1997) e da 

glândula mamária (MSELLI-LAKHAL et al., 1999; LERONDELLE et al., 1999).  
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Um estudo para determinar a carga viral em áreas selecionadas e a expressão de 

RNAm de CAEV em caprinos, oito anos após a infecção, demonstrou que os nódulos 

linfáticos são um importante reservatório viral. A glândula mamária e células do leite são 

os sítios preferidos para a replicação viral. A carga viral variou significantemente entre os 

animais, demostrando a importância da carga genética frente à infecção. Foi encontrada 

uma associação clara entre a ocorrência de lesões histopatológicas e carga viral em sítios 

específicos. As análises da expressão de RNAm de várias citocinas não revela diferenças 

significantes entre animais o que poderiam esclarecer uma considerável variação individual 

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

Recentemente, utilizando a técnica de PCR e imunohistoquímica, os vírus Maedi-

visna (MVV) foram indiretamente detectados no fígado e no coração de seis ovinos 

naturalmente infectados. Além disso, estes testes revelaram antígenos no citoplasma de 

hepatócitos e cardiomiócitos. Porém exames histopatológicos mostraram níveis leve a 

moderado de colangi-hepatite e miocardite linfocítica crônica, mas não a presença de 

pequenos agregados linfóides, as lesões linfoproliferativas típicas de MVV nestes órgãos 

(BRELLOU et al., 2007). 

A evidência de células infectadas com CAEV no útero e no oviduto coborroram 

com o achado destas células em secreções genitais pós-parto. Recentemente CAEV proviral 

foi detectado em tecidos do trato genital: útero, oviduto e ovários. Células da gronulosa 

(LAMARA et al., 2001) e células epiteliais do oviduto (LAMARA et al., 2002a) são 

completamente susceptíveis à infecção por CAEV in vitro.  

O DNA proviral de CAEV foi detectado em células do cúmulus oóforos, mas não 

em oócitos de cabras naturalmente infectadas. Um estudo mostrou que vinte e dois por 

cento dos oócitos com células do cúmulus intactas foram positivos para a presença de DNA 

proviral e nenhum dos oócitos em que as células do cúmulus foram removidas 

mecanicamente foram positivos para o CAEV através de RT-PCR (ALI AL AHMAD et al., 

2005). Este resultado contradiz estudos feitos por FIENI et al. (2002, 2003) em que sugerem 

a presença de CAEV em células infectadas no meio de lavagem do oviduto de cabras 

infectadas doadoras de embriões e uma potencial transmissão de CAEV para o embrião ou 
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feto. Este estudo demonstra que oócitos livres de CAEV podem ser obtidos de cabras 

infectadas. 

Estudos in vitro mostraram que a zona pelúcida intacta é uma forte barreira que 

protege o embrião caprino na infecção por CAEV, mas embriões sem zona pelúcida quando 

incubados com CAEV e lavados extensivamente, poderiam transmitir a infecção para 

células MSC (LAMARA et al., 2002b). Células embrionárias prematuras caprinas são 

susceptíveis à infecção por CAEV e a infecção com estes vírus são produtivas, porém, a 

única barreira natural que pode prevenir a infecção por CAEV de blastômeros caprinos é a 

presença de uma zona pelúcida intacta (ZP) (ALI AL AHMAD et al., 2006). 

In vitro os LVPR infectam e replicam em cultivo celulares de macrófagos 

(NARAYAN et al., 1983), membrana sinovial (NARAYAN et al., 1980; QUÉRAT et al., 1984), 

glândula mamária (MSELLI-LAKHAL et al., 1999; LERONDELLE et al., 1999), células fetais 

do plexo coróide (SIGURDSSON et al., 1960), músculo cardíaco (LEROUX et al., 1995), baço, 

timo, linfonodo escapular (NARAYAN et al., 1980), células da linhagem fibroblástica 

imortalizadas (TEIXEIRA et al., 1997) e tecido epitelial (LEE et al., 1996). E produzem efeito 

citopático, que consiste na formação de células gigantes multinucleadas ou sincícios e lise 

celular (CAREY E DALZIEL, 1983). 

Ainda não estão bem elucidados os receptores para a entrada de lentivírus nas 

células. Provavelmente os LVPRs utilizam uma molécula comum como receptor ou um 

número de diferentes receptores para entrar nas células e que a molécula MHC classe II 

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

Os macrófagos infectados com LVPRs recrutam linfócitos agindo como 

apresentador de antígenos às células e posteriormente aos linfócitos T citotóxicos CD8+ 

(LEE et al., 1994). Múltiplos órgãos, como cérebro, nódulos linfáticos, baço e medula óssea 

têm sido os sítios primários da infecção e a replicação serve como reservatório para os vírus 

infectar células precursoras (na medula óssea), assim como a localização de produção viral, 

presença de antígeno e a inibição da resposta imune para infecção viral. 

A replicação viral e a resposta imune do hospedeiro ocorrem nas primeiras semanas 

após a infecção dos vírus, embora um longo período para o desenvolvimento da doença seja 

necessário (NARAYAN E CLEMENTS, 1989). A disseminação viral para os vários órgãos 
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envolvidos na doença ocorrerá pelos monócitos infectados que não expressam os vírus 

(CLEMENTS E PAYNE, 1994). A replicação ocorre preferencialmente em algumas 

populações de macrófagos teciduais, resultando na produção e excreção dos vírus 

infeccioso no leite e provavelmente secreções respiratórias (MARCHESIN et al., 1997). 

A baixa susceptibilidade dos linfócitos T dos ovinos e caprinos à infecção pelos 

LVPR pode explicar, em parte, a ausência de uma síndrome de imunodeficiência nestas 

espécies. Os lentivírus, embora relacionados entre si, tanto a nível genético como 

antigênico, evidênciam padrões de replicação in vitro muito deferentes (FEVEREIROE 

BARROS , 2004). Esta geralmente é limitada por determinados fatores, entre os quais se cita 

a restrição viral mediada por interferon, produzido por linfócitos ativados durante sua 

interação com os macrófagos infectados. O interferon inibe a maturação de monócitos, e 

conseqüentemente a maturação viral (ZINK et al., 1987).  

O ciclo de replicação dos lentivírus começa com a ligação específica da 

glicoproteína de superfície com o respectivo receptor, ocorrendo a fusão do envelope viral 

com a membrana da célula (GONDA, 1994). Esta fusão é mediada por uma porção 

hidrofóbica da proteína transmembrânica do envelope que penetra na membrana da célula 

possibilitando a fusão (OLIVEIRA, 1994) e a penetração do nucleocapsídeo viral no interior 

da célula hospedeira.  

A transcriptase reversa promove a síntese do DNA proviral, copiando o RNA viral e 

originando DNA que poderá se integrar ao genoma da célula hospedeira pela ação das 

integrases (INT) e LTRs virais (HAASE et al., 1974) e ser transcrito pela RNA polimerase 

II. As LTRs são formadas na fase da síntese do DNA pelas seqüências RU3 e RU5, 

presentes no genoma dos vírus, as quais contêm o sítio de iniciação da transcrição para 

RNA polimerase II.  As longas repetições terminais (LTRs) são regiões não traduzidas, 

únicas, situadas nas extremidades 5’ (RU5) e 3’ (RU3), que flanqueiam o DNA proviral e 

fornecem o sinal requerido para a transcrição, integração e poliadenilação do RNA viral 

(PÉPIN et al., 1998). Dados sugerem que as LTRs podem estar envolvidas na ativação 

transcricional dos vírus, podem determinar o tropismo in vitro e um importante fator na 

patogênese dos vírus (HÖTZEL E CHEEVERS, 2002). Esses dados foram também sugeridos 

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

linhagens de lentivírus. 

A TR inicia a transcrição com a presença de um RNAt celular, que adiciona 

nucleotídeos na extremidade 5’ e no final transcreve o RNA genômico em DNA de fita 

dupla (SONIGO et al., 1985).  Poucas moléculas de DNA são integradas e este fato é 

importante para a persistência da infecção (HAASE, 1986). O genoma viral torna-se então 

parte do DNA celular e é duplicado durante a divisão celular. Portanto, uma vez um animal 

infectado pelos LVPR, estes permanecem infectados por toda a vida e os lentivírus podem 

ser isolados de animais soropositivos mesmo anos após a infecção original (DE LA 

CONCHA-BERMEJILLO, 1997). 

O DNA viral integrado pode permanecer latente até que fatores celulares ou virais o 

ativem. A ação dos fatores celulares dos LVPR pode ocorrer com os fatores c-jun e c-fos, 

presentes nos macrófagos ativados, que se ligam às seqüências 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 γ, secretado em resposta a 

infecção viral, que atua nas LTR extremidade 5’ ativando a replicação (TONG-STARKSEN et 

al., 1996). Vários estudos têm demonstrado que as proteína ativadoras de transcrição, AP-1 

e AP-4, ligam-se a sítios, que estão localizados na região promotora U3 da LTR, tendo um 

papel central na regulação e transcrição 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 TNFα e o 

fator estimulador de colônias de granulócitos-monócitos (GM-CSF) ativam a transcrição e 

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

Com relação aos fatores virais é possível que as proteínas tat, rev e vif possam estar 

envolvidas (GDOVIN E CLEMENT, 1992; CARRUTH et al., 1996). Em lentivírus a replicação 

viral ocorre quando os monócitos maturam para macrófagos (CLEMENTS E ZINK, 1996). 
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Figura 03. Ciclo de replicação do Maedi-Visna vírus. Pinheiro, 2001. 

O DNA proviral utiliza o sistema celular de transcrição para sintetizar RNA 

genômico ou RNA’s mensageiros (RNAm) subgenômicos, através da ação da enzima 

celular RNA polimerase II. Uma fase inicial é caracterizada pela presença de RNAm 

responsáveis pela produção dos genes de regulação (tat e rev) e numa fase tardia, onde 

ocorre intensa transcrição com a produção de pequenos e grandes RNAm, das proteínas 

estruturais (gag e env), das enzimas virais (pol) e da proteína de regulação vif (VIGNE et al., 

1987; SARGAN et al., 1994). 

No caso de expressão ativa dos vírus, ocorre a transcrição, com produção de RNAm 

que migra para o citoplasma da célula, onde ocorre a tradução em proteínas reguladoras.  A 

tradução dos RNAm dos lentivírus é realizada  por fatores celulares e leva à fabricação de 

polipeptídios precursores, estes são clivados por enzimas proteolíticas dando origem às 

proteínas virais. Os RNAm codificantes para env são traduzidos nos polirribossomos 

associados ao retículo endoplasmático rugoso e o produto fica encostado na membrana 

celular, enquanto que os RNA completos são traduzidos em precursores gag (pr55kDa) ou 

gag-pol (pr170kDa), nos polirribossomos livres.  

No final do ciclo, após a síntese dos componentes virais ocorre a montagem, 

fenômeno controlado pelo precursor gag, com união dos produtos dos genes estruturais, 
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encapsulação de duas moléculas de RNA genômico, RNAt primer, TR e incorporação deste 

RNA genômico às partículas virais,  processamento proteolítico dos polipeptídios 

precursores, brotamento das partículas virais, que adquirem componentes lipídicos da 

membrana celular para composição do envelope viral (CLEMENTS E PAYNE, 1994; COFFIN, 

1996). Em macrófagos, o envelope é adquirido pelo brotamento de vesículas 

citoplasmáticas, rompidas com o excesso de partículas virais. Em fibroblastos, os vírus 

adquirem envelope através do brotamento da membrana plasmática (FIELDS et al., 1996). 

Após o brotamento existe a maturação viral com a ação de vários processos de clivagem 

dos precursores (GONDA, 1994). 

 

2.4 - Heterogeneidade Genética 

Dados de um trabalho baseado em estudos filogenéticos ajudaram a revisar a 

classificação de lentivírus 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 seqüências gag e pol, os lentivírus estão 

classificados em quatro grupos eqüidistantes, A-D (SHAH et al., 2004a). O grupo A pode ser 

subdividido em sete subtipos A1-A7, onde o subtipo A1 é identificado pelos vírus Maedi-

Visna por ser genética e geograficamente heterogêneos e o grupo B, refere-se ao tipo 

CAEV e compreende apenas dois subtipos distintos, B1 e B2. Os grupos C e D são 

representados por poucos isolados ou reconhecidos apenas pela seqüência pol (SHAH et al., 

2004a).  

As altas taxas de mutação, de 0,5 a 1 genoma por ciclo de replicação, que são 

acumuladas, auxiliam à rápida evolução desse grupo de vírus (CASTRO, 1998) e são 

atribuídos ao fato de que esses vírus de RNA em geral, especialmente os lentivírus, têm 

altas taxas de erro provocadas pela RNA polimerase e pela falta de um mecanismo de 

correção (STEINHAUER E HOLLAND, 1987). Alguns autores relataram que estas mutações 

decorrem, geralmente, de erros nas polimerizações, durante o ciclo de replicação lentiviral, 

com substituições de bases, deslocamento de janelas, rearranjo genético, recombinação e 

hipermutações (COFFIN, 1996; PRESTON E DOUGHERTY, 1996). A transcriptase reversa é a 

principal responsável por erros e, ao contrário das polimerases celulares, apresenta baixa 
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fidelidade, devido à ausência da ação da 3' - 5' exonuclease, necessária às correções de 

erros surgidos durante a polimerização. Porém algumas mutações podem ser causadas 

durante a replicação do DNA proviral, por erros da DNA polimerase celular, e da RNA 

polimerase celular II, quando da síntese de RNA a partir do DNA proviral (PRESTON E 

DOUGHERTY, 1996). 

Os LVPR apresentam significativa variabilidade antigênica e genômica alterando as 

propriedades biológicas do virion, assim como a persistência viral no hospedeiro, o 

tropismo celular, a taxa de replicação, a citopatogenicidade e o desenvolvimento da doença 

(LEROUX et al., 1996).  

Essa  alta variabilidade genética dos lentivírus (CLEMENTS and ZINK,1996; 

LEROUX et al.,1997), exemplificada pela variação observada nas regiões de LTR do 

genoma viral, foi associada com a alta capacidade dos LVPRs serem ativados até o nível 

transcricional em muitos ambientes celulares diferentes. Isto pode favorecer a seleção de 

vírus que podem replicar em células e órgãos particulares, portanto afetando diretamente o 

tropismo celular e a patogenicidade dos vírus (CLEMENTS and PAYNE, 1994; 

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

Estes lentivírus podem ser classificados conforme suas propriedades biológicas ou 

fenotípicas. As informações das seqüências genômicas têm promovido alguns indícios 

sobre as nuanças que relacionam o genótipo e o fenótipo (PASICK, 1998).  

Para diferenciar os vírus CAEV e MVV, VALAS and GERMAIN (2006) aplicaram o 

ensaio de mobilidade do heteroduplex (HMA), utilizando seqüências env de isolados 

franceses. Todas as seqüências virais pertenciam aos dois subtipos do grupo B. O resultado 

foi comparado e confirmado com estudos filogenéticos, provando ser um teste rápido e 

confiável para esse tipo de diferenciação. 

Mundialmente se conhecem apenas as seguintes seqüências genômicas completas de 

LVPRs, as estirpes Islandesas em K1514 e KV1772 (ANDRÉSSON et al., 1993; SONIGO et 

al., 1985), CAEV Cork (SALTARELLI et al., 1990), os vírus Sul Africano em (SA-OMVV) 

(QUERAT et al., 1990) e britânico (EV-1) (SARGAN et al., 1991), todos eles do tipo 

rápido/alto. Os LVPRs podem ser classificados como rápido/alto ou baixo/lento de acordo 

com sua replicação in vitro. A linhagem do tipo rápida/alta replica rapidamente, induzindo 
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a lise celular e alcançando altos títulos, enquanto o tipo baixo/lento cresce lentamente e 

apresenta baixos títulos (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-OMVV e EV1 tenham uma 

origem comum, talvez a Alemanha. As seqüências nucleotídica desses lentivírus 

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

1997).  

Em 2004, FEVEREIRO e colaboradores através de uma análise filogenética baseada 

nos alinhamentos das seqüências nucleotídicas dos genes pol e env revelaram uma nova 

cepa do MVV, denominada P1OLV, em Portugal. Este é, até o momento, o único lentivírus 

ovino com padrão de replicação do tipo lento/baixo cujo genoma foi totalmente 

seqüenciado.  

Estudos subseqüentes baseados em seqüências parciais dos genes gag, pol e env, 

mostraram que estes vírus de ovinos e caprinos estão entremeando na árvore filogenética 

independente do hospedeiro, sugerindo que as infecções interespécies têm 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 

protótipo de lentivirus caprino, este já foi clonado e a seqüência de DNA proviral foi 

determinada (SALTARELLI, 1990). Seqüências nucleotídicas completas e parciais de muitos 

outros lentivírus têm sido recentemente determinadas a partir de isolados de caprinos e 

ovinos como as do Brasil, Irlanda, Estados Unidos, Suíça, Grécia, França, Espanha, Itália, 

Finlândia, Polônia 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; GJERSET et al., 2007).  

Análises Filogenéticas utilizando as seqüências gag/pol revelaram a presença dos 

subtipos de LVPRs do grupo A em diferentes países da Europa, incluindo França, Itália, 

Portugal, Espanha e Suíça (BARROS et al., 2004; GREGO et al., 2002; LEROUX et al., 1997; 

SHAH et al., 2004a). 
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Embora a classificação filogenética de LVPRs esteja correta quando algumas 

seqüências de isolados são avaliadas para mais de um gene (ZANONI, 1998), tais como a 

caracterização das seqüências gag e pol, nenhuma caracterização para as seqüências env 

está completa. Este gene codifica glicoproteínas do envelope que iniciam um papel central 

no hospedeiro, na infectividade e na progressão da doença. Vários estudos demonstraram 

que as linhagens de lentivírus podem diferir em suas propriedades biológicas, incluindo 

efeito citopático e tropismo in vitro (BARROS et al., 2004; BRUETT and CLEMENTS, 2001; 

HÖTZEL 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 evidênciaram diferenças entre os isolados 

brasileiros permitindo separá-los em três grupos distintos de acordo com o perfil da 

digestão enzimática.  

CASTRO (1998) amplificou e seqüenciou parte do gene pol e o gene tat de isolados 

de CAEV dos estados de Minas Gerais e Pernambuco. A análise filogenética das 

seqüências destes genes indicou que o isolado de Pernambuco foi estreitamente relacionado 

ao isolado islandês MVV K1514, enquanto os isolados de Minas Gerais foram mais 

relacionados ao CAEV.  

REISCHAK (2000) estudando três isolados caprinos e um isolado ovino do Rio 

Grande do Sul verificou que dois destes apresentavam características líticas nos cultivos 

celulares secundários e de linhagem, indicando diversidade quanto ao ciclo de replicação 

viral in vitro destes isolados. 

Estudos de caracterização molecular e isolamento de parte do gene gag já 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 lentivírus existentes no GenBank e revelaram-se únicas e distintas 

das demais amostras de LVPR com maior identidade com amostras de CAEV do que com a 

de MVV. Entretanto, no Rio Grande do Sul, cinco amostras de CAEV isolados de animais 

infectados foram comparados com as seqüências de seis lentivírus de pequenos ruminantes, 

permitindo separar as amostras em três grupos distintos.  
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Uma comparação das seqüências de lentivírus com algumas seqüências encontradas 

em banco de dados, revelou que em contraste com o CAEV, todos os protótipos de MVV 

contêm uma deleção de seis nucleotídeos na região do gene gag resultando na deleção de 

dois resíduos de aminoácidos na região central do capsídeo. Este deleção pode ser utilizada 

como marcador na análise de LVPRs, especialmente quando se considerar uma possível 

transmissão de lentivírus entre caprinos e ovinos (RAVAZZOLO, 2001). 

Com o passar dos anos, estudos de epidemiologia molecular têm mostrado que 

CAEV e MVV estão relacionados, mas são vírus geneticamente distintos e que pertencem a 

dois conjuntos filogenéticos principais (ROLLAND et al., 2002; SHAH et al., 2004a; ZANONI, 

1998). Os pequenos ruminantes são reservatórios de lentivírus com uma linha filogenética 

própria e os dendogramas inferidos a partir das seqüências dos genes gag, pol e env de 

vários lentivírus de ovinos e caprinos, sugerem que o CAEV teve origem no MVV (VALAS 

et al., 1997). À medida que um maior número de seqüências de lentivírus forem 

incorporadas ao Genbank, será possível avaliar se os perfis observados estão mais 

relacionados com CAEV do que com MVV. 

Trabalhos baseados em estudos filogenéticos têm ajudado na classificação de 

lentivirus caprino e ovino de acordo com seus hospedeiros. Foi demonstrado que estes vírus 

estão constantes e facilmente transgredindo a barreira entre caprinos e ovinos (SHAH, 

2004). Dados de análise filogenética mostraram também que seqüências de lentivírus 

caprino/ovino estão frequentemente dispersos dentro de árvores filogenéticas, indicando 

assim várias transmissões entre caprinos e ovinos e vice-versa e que as regiões pol e env 

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

Além disso, os ensaios de infecção experimental e a análise filogenética dos LVPR 

sugerem que a transmissão de lentivírus entre ovinos e caprinos deva ocorrer com 

freqüência na natureza (BANKS et al., 1983; SHAH et al., 2004b), devendo isto ser levado 

em consideração nos estudos epidemiológicos e nos planos de erradicação das infecções 

por LVPR.  
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2.5 – Proteoma  

Através do estudo proteômico dos lentivírus, os testes de diagnóstico podem tornar-

se específicos para cada região. Devido à ampla distribuição destes vírus em certas regiões 

e as perdas econômicas resultantes, vários países têm adotado programas de erradicação 

com base na segregação dos vírus 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 seqüenciamento de diferentes isolados de CAEV definiu cinco regiões variáveis 

(V1-V5) de SU (VALAS et al., 2000). Uma destas regiões, V4, sobrepõe um domínio de 

neutralização de MVV SU (SKRABAN et al., 1999), sugerindo que algumas variações nas 

seqüências de SU em CAEV dependem do hospedeiro durante a infecção persistente 

(HÖTZEL et al., 2002).  

Porém um estudo realizado por HÖTZEL et al., (2002) sugere que essas regiões 

variáveis não são importantes na persistência da infecção in vivo, pois a maioria das 

substituições de aminoácidos e todas as deleções e inserções estão presentes em duas 

regiões discretas designadas HV1 e HV2. A região HV2 foi variável em todas as 

seqüências provirais da maioria dos animais. Esta região sobrepõe o domínio V4 de SU em 

CAEV e foi mais bem relatado em lentivírus Maedi-visna ovino. HV1 foi localizado numa 

região de SU estritamente conservada em todos os LVPRs, exceto em CAEV-63, clonagem 

feita por CRAWFORD et al. (1980), podendo sim, estas duas regiões, serem importantes na 

interação virus-hospedeiro. 

Estudos na Finlândia comparando o protótipo de CAEV com MVV, observou-se 

uma inserção de sete aminoácidos (181–187) na linhagem K15114 de MVV na região C-

terminal da MA e uma deleção de dois aminoácidos (entre 283 e 284) na região N-terminal 

do CA. Na região SU/TM, as diferenças entre os aminoácidos dos vírus da Finlândia foram 

concentradas em regiões variáveis, identificadas como V4 por VALAS et al., (2000). 

Somente algumas poucas substituições foram vistas em/ou perto da região variável, 

identificada como V5. A seqüência RKKR, que foi hipotetizada por ser um sítio 

proteolítico entre SU e TM, foi inteiramente conservada entre os vírus. As mudanças de 

aminoácidos foram vistas especialmente em um segmento curto (suprimidas na linhagem 
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K1514) posicionadas dentro de uma região previamente definida em MVV, como o maior 

epitopo de neutralização (aminoácidos 566-598 na linhagem K1514) por SKRABAN et al. 

(1999). 

A similaridade entre as seqüências de lentivírus caprino e ovino foi maior na região 

N-terminal que na região C-terminal das proteínas analisadas do capsídeo. 

Interessantemente, a maior região de homologia foi menos conservada que a região N-

terminal do capsídeo, demonstrando diferenças entre LVPRs de ovinos e caprinos 

(RAVAZZOLO, 2001). Embora o domínio C-terminal das proteínas do capsídeo lentiviral 

tenha sido mostrado por serem crucial para a montagem dos vírus (FREED, 1998), dados 

indicam que a região N-terminal também pode ser importante para a montagem e liberação 

dos vírus (LI et al., 1997; WANG et al., 1998). O modelo baseado na estrutura de cristal da 

p26 (capsídeo) de lentivírus eqüino propõe que o domínio N-terminal inicia um papel 

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

Um peptídeo de cinco aminoácidos LYPNL (Motif III), encontrado em todas as 

estirpes de MVV isoladas na Polônia, mas não nas estirpes padrão, pode ser utilizado como 

um marcador para distinguir estirpes de vírus (PISONI, 2006). Um segundo peptídeo 

KNLTPEESNKQDFMSL (Motif II), foi especificamente relacionado com a estirpe de 

CAEV. Em contraste, 6/16 mudanças de aminoácidos (Q - - - - - - TS - RE - A - -) foram 

específicas para todas as estirpes de MVV.  

As mudanças similares de aminoácidos 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 peptídeos foram considerados 

como uma das principais regiões imunodominantes da matriz. Assim, ambos os peptídeos 

(Motif II e III), podem ser utilizados em testes de diagnóstico para distinguir infecção com 

os vírus MVV e CAEV. Isto seria importante para análise de lentivírus de ovinos e caprinos 

que vivem em rebanhos mistos e aqueles em contato direto, o que pode elucidar os 

acontecimentos da transmissão cruzada destes vírus após o salto da barreira entre espécies 

(KUZMAK, 2007).  

Isolados da Noruega apresentaram na seqüência SU, de 30 a 35 aminoácidos a 

menos e altamente variáveis na parte C-terminal quando comparado com seqüências SU de 
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LVPRs padrões (GJERSET et al., 2006; KNOWLES et al., 1991; SALTARELLI et al., 1990; 

SONIGO et al., 1985; VALAS et al., 1997, 2000).  

Ainda assim, só um pequeno número de LVPR foi totalmente seqüenciado o que 

tem dificultado a comparação e caracterização das regiões conservadas e variáveis do 

genoma deste vírus. O conhecimento da diversidade genética destes vírus contribuirá para 

uma melhor compreensão dos mecanismos de evolução molecular, proporcionando o 

aprofundamento nos conhecimentos sobre a heterogeneidade epidemiológica da infecção. O 

pequeno número de seqüências genômicas MVV disponíveis nas bases de dados 

internacionais tem sido um obstáculo ao conhecimento mais aprofundado da epidemiologia 

molecular e patogênese dos vírus, bem como ao aperfeiçoamento das técnicas de detecção 

dos vírus por PCR. 

A erradicação completa de lentivírus que infectam populações de caprinos e ovinos 

só será possível apenas quando forem obtidas informações sobre a variabilidade viral 

dentro de regiões geográficas, em rebanhos infectados e em animais individuais tornarem-

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

 

2.6 – Epidemiologia 

Os vírus Maedi-Visna, assim como outros lentivírus são distribuídos amplamente no 

mundo, causando grandes perdas econômicas. 

 No Brasil, por meio de isolamento em células infectadas de ovinos soropositivos, 

que foram submetidas à microscopia eletrônica, foi concluído o primeiro isolamento deste 

vírus no país (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 Ceará, 31,61% dos animais avaliados foram positivos para o Maedi-Visna, 

através de levantamento soro epidemiológico utilizando a técnica de IDGA feito por 

ALMEIDA E TEIXEIRA (1999). 
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2.7 – Transmissão 

Evidências diretas de transmissão natural de ovinos para caprinos e vice-versa, 

particularmente dos subtipos A4 e B1 dos vírus têm 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 (A1, A3, A4 e A6) foram isolados de ambos, caprinos e ovinos, sugerindo os 

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

GERMAIN, 2006). 

O fato de alguns lentivírus terem sido isolados de caprinos e ovinos indica que a 

transmissão interespécie deve ter ocorrido pelo menos uma vez em cada um dos subtipos, 

embora a freqüência e direção da transmissão permaneçam desconhecidas (LEROUX et al., 

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

A principal forma de infecção de rebanhos livres se dá por meio da introdução de 

animais portadores oriundos de rebanhos contaminados. A transmissão ocorre por meio de 

secreções ou excreções ricas em células do sistema monocítico-fagocitário, principalmente 

macrófagos. A transmissão horizontal ocorre pela inalação de líquidos respiratórios 

contendo os vírus ou células infectadas e a vertical, através da ingestão de leite e colostro 

contendo macrófagos infectados (ZINK E JOHNSON, 1994). 

A infecção via leite/colostro é a principal via de transmissão em cabritos seguido da 

transmissão horizontal através de secreções infectadas, (PETERHANS et al., 2004; 

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

A via digestiva, geralmente ocorre no período neonatal, através do leite e/ou 

colostro de mães infectadas (ROWE et al., 1992), onde os vírus podem se encontrar tanto 

livre como em células somáticas.  Porém outros autores indicam que a transmissão de 

cordeiro para cordeiro pode contribuir mais para a transmissão total de MVV que a 

transmissão de MVV de ovelha para cordeiro pela amamentação (ALVAREZ et al., 2005, 

2006). 

Estudos recentes sugerem que a depuração de células associadas à lentivírus na 

circulação após a transferência passiva de anticorpos via colostro pode ocorrer após 32 

semanas em respostas ao provirus e a anticorpos anti-VPPO e estes permanecem não 

detectáveis até os quatro anos de idade (HERRMANN-HOESING, 2007). 
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GUEDES (1999) verificou que em ovinos, em regime de criação intensivo, existem 

evidências da transmissão do MVV via secreção respiratória ou aerossóis (HOUWERS E 

VAN DER MOLEN, 1987). 

Em relação à transmissão sexual, estudos mostraram que a infecção corrente ou 

inflamação nos testículos induz a liberação do MVV no sêmen. Porém, carneiros infectados 

com MVV utilizados para procriação com ovelhas não infectadas, e alojadas 

separadamente, não causou soroconversão nas mesmas, isto sugere que caprinos também 

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

A evidência de células infectadas com CAEV no útero e no oviduto coborroram 

com o achado destas células em secreções genitais pós-parto. Recentemente CAEV proviral 

foi detectado em tecidos do trato genital: útero, oviduto e ovários. Células da gronulosa 

(LAMARA et al., 2001) e células epiteliais do oviduto (LAMARA et al., 2002a) são 

completamente susceptíveis à infecção por CAEV in vitro.  

Experimentos recentes usando inoculações de MVV intranasal e intratecal em 

ovinos têm mostrado que a rota intratecal, em infecções experimentais, é mais eficiente que 

a rota de transmissão intranasal (TORSTEINSDOTTIR, 2003). Além das vias de infecção 

devem-se levar em conta os fatores que afetam o risco de transmissão como estresse, 

imunossupressão, dose do vírus e rota de infecção, cepa do vírus, aumento da idade, alta 

densidade e aumento da duração de exposição aos vírus (BLACKLAWS et al., 2004). 

 

2.8 – Diagnóstico Molecular 

2.8.1 - Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) 

 A detecção de DNA proviral pode ser feita também através da PCR. Esta é sensível 

na detecção de pequenas quantidades de ácidos nucléicos virais e é utilizada para 

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

Vários trabalhos têm demonstrado, com sucesso, o uso da técnica de PCR na 

detecção do DNA proviral dos LVPR. A PCR permite por amplificação direta de parte do 

ácido nucléico viral específica 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 granulócitos presentes no soro de leite, 

inferindo que o soro lácteo pode ser infectante, difundindo, consequentemente, os vírus 

(RUSSO et al., 1997). 

As variações de PCR já estão 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 três animais negativos por IDGA 

foram positivos por PCR, enquanto dois animais positivos por IDGA apresentaram 

resultado negativo por PCR.  

Devido à alta variabilidade genômica dos lentivírus, a escolha dos primers em genes 

relativamente conservados como pol, gag e da LTR, combinado a com as condições de 

reação para a máxima sensibilidade é decisiva para detecção 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 três cepas de lentivírus ovino e um de caprino da região conservada do gene gag, 

encontraram resultados discordantes com quantidades diferentes de amostras de sangue 

(monócitos) demonstrando que a sensibilidade do teste é limitada ao tamanho da amostra.  

Verificaram que quando amostraram 1 mL de sangue de seis animais nenhum reagiu 

positivamente, entretanto quando aumentaram a alíquota 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 sorológica pode ser bem lenta até 18 meses após a detecção pelo 

PCR ou até mesmo não soroconverter e que o PCR é mais eficiente em detectar DNA no 

sangue nos estágios iniciais da doença. A detecção de infecção por LVPR através de PCR é 

indicativa de uma infecção persistente e é dependente da quantidade amplificada da 

seqüência alvo e da especificidade do primer.   

Entretanto esta técnica poderá ser utilizada em programas de erradicação, quando 

estiver disponível rotineiramente, para identificar os animais não diagnosticados por 

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

entre testes sorológicos e PCR (KNOWLES, 1997). 

 

2.9 - Lentivírus como vetores para transferência de genes 

A capacidade dos lentivírus para integrar seu genoma dentro do cromossomo de 

células diferenciadas faz deles candidatos atrativos como vetores para genes terapêuticos 

(BUKRINSKY et al., 1993; VIGNA and NALDINI, 2000). Lentivírus são retrovírus complexos 

que expressam genes com um potencial para interromper a função celular e eles mesmos 

são responsáveis pela patologia (AMADO and CHEN, 1999; BUCHSCHACHER and WONG-

STAAL, 2000). 

Outros vetores lentivirais têm sido desenvolvidos a partir dos vírus da 

imunodeficiência símia (SIV; NÈGRE and COSSET, 2002; MANGEOT et al., 2002), vírus da 

imunodeficiência felina (FIV; POESCHLA et al., 1998; WANG et al., 1999); vírus da anemia 

infecciosa eqüina (EIAV; O’ROURKE et al., 2002), dos vírus Maedi visna (MVV, 

BERKOWITZ et al., 2001), e dos vírus da artrite encefalite caprina (CAEV, MSELLI-LAKHAL 

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

Alguns vetores lentivirais derivados dos vírus da imunodeficiência humana (HIV-1) 

têm se mostrado como marcadores genéticos ou por transferir genes terapêuticos 

eficientemente in vivo para alvos tais como células do sistema nervoso central (NALDINI et 

al., 1996a,b; BLÖMER et al., 1997), retina (MYOSHI et al., 1997), fígado e músculo 

esquelético (PARK et al., 2000).  

Vetores lentivirais têm sido eficientes na entrega de genes em células troncos 

(SUTTON et al., 1998, 1999) e em células cancerígenas (PANG et al., 2001; SOLLY et al., 

2003). Para uma potencial terapia humana é preferível evitar o uso de vetores lentivirais 

devirados de um vírus que cause doença letal e severa como o da imunodeficiência. Entre 

as várias espécies de lentivírus 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 número de seqüências genômicas de LVPRs disponíveis nas bases de 

dados internacionais tem sido um obstáculo ao conhecimento mais aprofundado da 

epidemiologia molecular e patogênese dos vírus, bem como ao aperfeiçoamento das 

técnicas de detecção dos vírus por PCR. Esta doença tem se disseminado pelo país em 

grande parte devido ao desconhecimento do grau de comprometimento dos rebanhos e da 

dificuldade de acesso ao diagnóstico. A erradicação completa de lentivírus que infectam 

populações de caprinos e ovinos só será possível apenas quando forem obtidas informações 

sobre a variabilidade viral dentro de regiões geográficas, em rebanhos infectados e em 

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

Ainda assim, só um pequeno número de LVPR foi totalmente seqüenciado o que 

tem dificultado a comparação e caracterização das regiões conservadas e variáveis do 

genoma destes vírus. O conhecimento da diversidade genética destes vírus contribuirá para 

uma melhor compreensão dos mecanismos de evolução molecular, proporcionando o 

aprofundamento nos conhecimentos sobre a heterogeneidade epidemiológica da infecção. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Geral 

• Analisar filogeneticamente as amostras lentivirais isoladas de animais naturalmente 

infectados no Ceará 

 

4.2 Específicos 

• Isolar as cepas nativas de lentivírus de Pequenos Ruminantes no Ceará; 

• Seqüênciar o gene gag de Lentivírus de Pequenos Ruminantes; 

•  Analisar filogeneticamente as amostras virais isoladas. 
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Abstract 
 

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 leading 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). 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 SRLV 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 A1 is identified by the 

genetically and geographically heterogeneous MVVs; 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 B1) 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 

(MVV), 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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detection1. 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 1ml 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 µl were placed in maintence medium and added to each well, together with 500 µl of 

MEM less SBF. The culture plate remained in the CO2 (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 -80ºC 

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 µl PCR buffer and 
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homogenizad. Then the cells were incubated at 56ºC for 60 min with 2.5 µl of proteinase K 

buffer on a waterbath. The proteinase K was digested at 95 ºC for 10 min. The purified 

DNA stocks were stored at -20 ºC 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 GEX5 (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 

GIN5 (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 µl of water without DNA, 5 µl 10X buffer (Tris 

HCl 10 mM, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM),  1 µl 100mM each dNTP (Gibco BRL), 2µl 20 

pmol of each primer, 0,4 µl 2U of Taq and 5 µl of DNA for the first round and 1µl 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 (2,5µl 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 -20ºC 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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GEX5 (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), P1OLV (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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Fig.1 - Electrophoretic analysis of nested 
PCR products (187 bp) for the detection of a 
187-nucleotide region of the gag SRLV gene 
(997-1181) of six animals naturally infected 
SRLVs, using total DNA extracts from 
separated peripheral blood mononuclear cells 
(PBLs) (lanes A1-A6). Lane C+: positive 
control (CAEV-Co strain), lane C-: negative 
control, M: 100 bp DNA marker. 

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 

187-nucleotide region of the gag SRLV gene 

(997-1181) was detected by electrophoretic 

analysis of nested PCR products (Fig.1). 

Amplification products were sequenced and 

denoted as BR/CNPC-G1, BR/CNPC-G2, 

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

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). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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. 

 
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       ------------------------------------------TTCCTATCCCCC------ 12 

BR/CNPC-G3       ------------------------------------------TTCCTA--CCCC------ 10 

BR/CNPC-G1       -----------------------------------------AATCCTA--CCCC------ 11 

BR/CNPC-G4       ------------------------------------------TTCCTA--CCCC------ 10 

CEAVCGCo         ACTGGAACAAGAGGAAAAGAAGGAAGACAAAAGAGAAAAGGAAGAGAGTGTCTT------ 939 

CAEVBRMG         ------------------------------------------------------------ 

CAEVBrUFRGS      ------------------------------------------------------------ 

EV-1MVV          ACAGGAGAATAAGGAGGAAAAGGAGAAAAAGGTAGAACAACTCTACCCTAATTTAGAGAA 921 

SA-OMVV          ACACGAAAAACAGGAGGATAAAGAAAAGAAGGTAGAACAACTCTACCCAAACTTGGAAAA 932 

P1OLV            TCAAGAAAAACAAGAGGAGAAAGAAAAGAAAATAGAACAATTGTATCCTAATTTAGAGAC 910 

K1514MVV         ACAAGAAAATAAGGAGGCCAAGGGGGAGAAGGTAGAGCAACTCTACCCCAACTTAGAGAA 902 
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BR/CNPC-G2       -------------CATAAATTGATCCATCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT 59 

BR/CNPC-G3       -------------CATAATTTGATCCATCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT 57 

BR/CNPC-G1       -------------CATAATTTGATCCACCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT 58 

BR/CNPC-G4       -------------CACCAATTGATCCACCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT 57 

CEAVCGCo         ------------   CCCAATAGTAGTGCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT 984 

CAEVBRMG         ---------------------------GCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTGGAAAGCAGT 33 

CAEVBrUFRGS      -------------------------------------------------------GCAGT 5 

EV-1MVV          ACATAGAGAAGTGTACCCTATTGTAAATCTGCAAGCAGGGGGGAGAAGTTGGAAGGCGGT 981 

SA-OMVV          ACACAGAGAAGTGTATCCTATTGTAAATTTGCAGGCTGGAGGGAGAAGTTGGAAAGCGGT 992 

P1OLV            ACATAAGGAGGTCTACCCCATAGTAAATTTACAAGCAGGGGGAAGAAGTTGGAAGGCCGT 970 

K1514MVV         ACATAGGGAAGTTTACCCTATTGTGAATTTGCAAGCAGGAGGGAGAAGTTGGAAGGCGGT 962 

                                                                        ** ** 

 

BR/CNPC-G2       AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA 119 

BR/CNPC-G3       AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA 117 

BR/CNPC-G1       AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA 118 

BR/CNPC-G4       AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA 117 

CEAVCGCo         AGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGA 1044 

CAEVBRMG         AGACTCAGTGATGTTCCAGCAACTGCAAAATGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCCGA 93 

CAEVBrUFRGS      CGATGCTGTAATGTTCCAGCAAATGCAAACAGTAGCCATGCAGCATGGTCTTGTGTCTGA 65 

EV-1MVV          AGATTCAGTAGTCTTCCAGCAATTGCAAACTGTGGCTATGCAGCATGGCCTTGTGTCCGA 1041 

SA-OMVV          AGAGTCAGTGACATTCCAGCAGCTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGACTTGTGTCCGA 1052 

P1OLV            AGAATCAGTAGTCTTCCAGCAGCTACAAACTGTAGCCATGCAGCATGGAATTGTATCTGA 1030 

K1514MVV         AGAGTCAGTAGTCTTCCAGCAACTGCAAACAGTGGCAATGCAGCATGGACTTGTGTCCGA 1022 

                  **  * **    ********  * ****  ** ** ***********  * ** ** ** 

 

BR/CNPC-G2       GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA 179 

BR/CNPC-G3       GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA 177 

BR/CNPC-G1       GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA 178 

BR/CNPC-G4       GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA 177 

CEAVCGCo         GGACTTTGAAAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGA 1104 

CAEVBRMG         GGATTTTGAAAGGCAGTTAGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGATATATTAGA 153 

CAEVBrUFRGS      GGACTTTGAAAGGCAGTTAGCATATTGTGCTACTACCTGGACAAGTAAAGATATATTAGA 125 

EV-1MVV          GGATTTTGAAAGACAGCTGGCATATTATGCTACTACATGGACAAGCAAGGATATATTAGA 1101 

SA-OMVV          GGATTTTGAAAGACAATTAGCATATTATGCCACTACATGGACAAGCAAAGATATATTAGA 1112 

P1OLV            GGACTTTGAGAGGCAGTTAGCATATTATGCCACTACTTGGACAAGTAAAGATATATTAGA 1090 

K1514MVV         GGATTTTGAGAGGCAATTGGCATATTATGCTACTACCTGGACTAGTAAAGATATATTAGA 1082 

                 *** ***** ** **  * ******* *** ***** ***** ** ** ** *** **** 

 

BR/CNPC-G2       AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA 239 

BR/CNPC-G3       AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA 237 

BR/CNPC-G1       AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA 238 

BR/CNPC-G4       AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA 237 

CEAVCGCo         AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAGGAGTTAATTCAAGGGAAATTAAA 1164 

CAEVBRMG         AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAAGAGTTAATTCAAGGGAAATTGAA 213 

CAEVBrUFRGS      AGTATTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAAGAGTTAATTCAAGGAAAATTAAA 185 

EV-1MVV          AGTATTGGCCATGATGCCTGGGAACAGAGCACAGAAAGAGCTGATTCAGGGAAAATTAAA 1161 

SA-OMVV          AGTACTAGCCATGATGCCTGGAAATAGGGCGCAAAAAGAGTTAATACAGGGGAAATTAAA 1172 

P1OLV            AGTACTGGCCATGATGCCTGGAAATAGAGCACAGAAAGAATTAATACAAGGGAAATTAAA 1150 

K1514MVV         AGTATTGGCTATGATGCCTGGGAATAGAGCACAGAAGGAATTAATACAAGGAAAATTAAA 1142 

                 **** * ** *********** ** ** ** ** ** **  * ** ** ** ***** ** 

 

BR/CNPC-G2       TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC 299 

BR/CNPC-G3       TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC 297 

BR/CNPC-G1       TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC 298 

BR/CNPC-G4       TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC 297 

CEAVCGCo         TGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAAC 1224 

CAEVBRMG         TGAGGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCACCTCAAGCAGGCGGAGGATTAAC 273 

CAEVBrUFRGS      CGAGGAAGCAGAAAGGTGGAGAAGGAATAATCCACCGCCTCCACAAGGAGGGGGATTAAC 245 

EV-1MVV          TGAAGAAGCAGAAAGATGGGTAAGGCAGAATCCGCCAGGGCCA------AATGTCCTCAC 1215 

SA-OMVV          TGAGGAAGCAGAAAGGTGGGTAAGGCAGAATCCCCCAGGGCCA------AATGTCCTTAC 1226 

P1OLV            TGAAGAAGCAGAGAGATGGGTGAGGCAAAACCC---AGGCCCG------AATGCTCTCAC 1201 

K1514MVV         TGAAGAAGCAGAAAGGTGGGTAAGACAAAATCCACCCGGGCCG------AATGTCCTCAC 1196 

                  ** ******** ** ***   **  * ** **       *           *   * ** 
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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 

                  ******** ** *****  * ***                                    

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

BR/CNPC-G3       ------------------------LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDF 36 

BR/CNPC-G4       ------------------------LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDF 36 

BR/CNPC-G2       ------------------------LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDF 36 

BR/CNPC-G1       ------------------------LIHQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDF 36 

CAEVBRMG         ---------------------------QAAGGRSWKAVDSVMFQQLQNVAMQHGLVSEDF 33 

CEAVCGCo         MKDGLLEQEEKKEDKREKEESVFPIVVQAAGGRSWKAVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDF 180 

CAEVBrUFRGS      ------------------------------------AVDAVMFQQMQTVAMQHGLVSEDF 24 

                                                     ***:*****:*.************ 

 

BR/CNPC-G3       ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96 

BR/CNPC-G4       ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96 

BR/CNPC-G2       ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96 

BR/CNPC-G1       ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 96 

CAEVBRMG         ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPQAGGGLTVD 93 

CEAVCGCo         ERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVD 240 

CAEVBrUFRGS      ERQLAYCATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPQGGGLTVD 84 

                 ****** ********************************************  ******* 

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. 



 
 

58

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 

CAEVBrUFR

GS 

EV1 SA-OMVV P1OLV K151

4 

CAEV-Co -           

BR/CNPC-G1 0.004           

BR/CNPC-G2 0.004 0.00          

BR/CNPC-G3 0.004 0.00 0.000         

BR/CNPC-G4 0.008 0.004 0.004 0.004        

CAEVBR-MG 0.056 0.060 0.060 0.060 0.064       

CAEVBrUFRGS 0.068 0.072 0.072 0.072 0.077 0.085      

EV1 0.197 0.20 0.203 0.203 0.203 0.198 0.218     

SA-OMVV 0.199 0.204 0.204 0.204 0.210 0.175 0.216 0.142    

P1OLV 0.204 0.210 0.210 0.210 0.215 0.209 0.221 0.169 0.161   

K1514 0.189 0.195 0.195 0.195 0.189 0.206 0.222 0.116 0.142 0.133 - 

Pairwise distance calculation were obtained by comparisons of nucleotide sequences between the four Brazilian SRLV strains and known SRLV 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 CAEV 

BRMG 

CAEV 

BRS 

CAC44470 CAC44469 CAC44468 AAG48628 NP_040938 AAX81905 AAA91825 P33458 

BR/CNPC-G1 -               

BR/CNPC-G2 0.000               

BR/CNPC-G3 0.000 0.000              

BR/CNPC-G4 0.000 0.000 0.000             

CAEV-Co 0.000 0.000 0.000 0.000            

CAEVBRMG 0.023 0.023 0.023 0.023 0.023           

CAEVBRS 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.071          

CAC44470 0.035 0.035 0.035 0.035 0.035 0.058 0.011         

CAC44469 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.035 0.058 0.047        

CAC44468 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.071 0.000 0.011 0.058       

AAG48628 0.095 0.095 0.095 0.095 0.095 0.108 0.134 0.121 0.095 0.134      

NP_040938 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.047 0.035 0.011 0.047 0.095     

AAX81905 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.035 0.047 0.035 0.023 0.047 0.108 0.011    

AAA91825 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.047 0.035 0.011 0.047 0.095 0.000 0.011   

P33458 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.047 0.035 0.011 0.047 0.095 0.000 0.011 0.000 

 

- 

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

 

Os alinhamentos de nossas seqüências com outras já disponíveis em bancos de 

dados genéticos revelaram que nossas linhagens estão mais relacionadas com CAEV que 

MVV. A classificação mostrou que estas linhagens pertecem ao subtipo B1 do grupo de 

CAEV. 

A região gag não é ideal para avaliar os sinais genéticos uma vez que é uma região 

altamente conservada. 

Os animais positivos eram descendentes de outros animais infectados que vieram 

para o Brasil da França em 1986, nossos resultados mostram a importância da barreira 

sanitária entre países exportadores. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Estabelecer programas de erradicação de acordo com a distribuição das linhagens de 

LVPR, além do que poderá fundamentar o desenvolvimento de reagentes para diagnóstico 

de maior especificidade e sensibilidade do que os atualmente disponíveis no mercado em 

rebanhos locais. A aplicação da análise filogenética para seqüências de CAEV e MVV é de 

imensa importância para este tipo de análise epidemiológica de infecções por lentivírus de 

pequenos ruminantes e também para estudar as potenciais diferenças de virulência entre 

linhagens de LVPR circulantes, ajudando a entender as propriedades genéticas, protéicas e 

antigênicas desses vírus, sua patogênese, epidemiologia e relacionamento filogenético e 

poderão ainda ser estudados possíveis antígenos vacinais. 
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9. GLOSSÁRIO 

 

AP proteína. abrev. para ativador de proteína, um dos dois fatores de transcrição; AP1, 

um produto de c-jun, interage com Fos (produto de c-fos) para formar um dímero. Tem dois 

domínios funcionais, um resposável pela ligação ao DNA e um para ligação à Fos, e inclui 

o zíper de leucina. AP2 interage com elementos virais e celulares estimulando a transcrição 

de genes selecionados. 

 

CD4+. Sinalização e co-receptor de adesão na ativação de linfócitos T induzida por 

antígeno restrita ao MHC Classe II (liga-se a molécula da classe II do MHC); 

desenvolvimento dos timócitos; receptor primário pra retrovírus HIV. 

 

CD8+. Sinalização e co-receptor de adesão na ativação de linfócitos T induzida por 

antígeno restrita ao MHC Classe I (liga-se a molécula da classe I do MHC); 

desenvolvimento dos timócitos. 

 

GM-CSF é uma citocina fabricada pelas células T ativadas, macrófagos, células endoteliais 

e células do estroma da medula óssea que atuam nos progenitores da medula óssea para 

aumentar a produção de leucócitos inflamatórios. O GM-CSF promove a maturação de 

células da medula óssea em células dendríticas e monócitos. 

 

IL-12p40. Produzida pelos fagócitos mononucleares e células dendríticas que serve de 

mediador da resposta imune inata aos microrganismos intracelulares e é um indutor-chave 

das resposta imunes mediadas por células a estes microrganismos. A IL-12 ativa as células 

NK, promove a produção de IFN-γ pelas células NK e células T, aumenta a atividade 

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

 

IL-1β. Produzida principalmente pelos fagócitos mononuclares ativados cuja função 

principal é mediar as respostas inflamatórias do hospedeiro na imunidade inata. 
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Motif. (em relação à estrutura da proteína) 1. uma região ordenada localmente com o core 

hidrofóbico de uma molécula de proteína globular, formado por interações tridimensionais 

entre dois ou três segmentos da estrutura secundária (uma hélice e/ou linha b) que está 

próximo de um ou outra cadeia polipeptídica. Os tipos mais importantes são (αα), (αβ), 

βββ), e (βαβ). 2. ou domínio aminoácido formando parte da seqüência primária de uma 

proteína, capaz de estar alinhado em certas posições que são invariáveis ou conservadas, 

que está associada com uma função particular. 

 

RRE. A proteína Rev-C que é regulada pela expressão de Gag, Pol e Env ao transportar 

seus mRNAs para o citoplasma. A transativação de Rev requer a ligação do polipeptídeo 

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

 

TNFα citocina. Produzida principalmente por fagócitos mononucleares ativados que 

funciona para estimular o recrutamento de neutrófilos e de monócitos para sítios de 

infecção e para estimular essas células a erradicarem os microrganismos. 


