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RESUMO

O Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) e Virus Maedi-visna (MVV) pertencem ao género
Lentivirus dafamilia Retroviridae. Sao considerados geneticamente distintos, mas antigenicamente
relacionados. O objetivo desde trabalho foi isolar o virus da CAE de um animal oriundo de um
rebanho do Rio Grande do Norte e positivo pelo teste de Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA)
através do co-cultivo de leucécitos infectados do sangue periféricoem Membrana Sinovial Caprina
(MSC). Dezesseis caprinos da raga Saanen, com suspeitas clinicas para CAE foi testado por IDGA
e Western Blotting. Para o isolamento viral, os leucécitos do sangue periférico foram isolados
por co-cultivo em MSC. Mondcitos/Macréfagos coletados foram inoculados em monocamadas
pré-formadas em garrafas A25. O resultado do IDGA foi positivo para um animal, confirmado
por Western Blotting. Apds 50 dias de co-cultivo, foi realizada a coloragdo da monocamada com
cristal de violeta a 0,1% para visualizacdo do ECP e realizada nested-PCR do sobrenadante do co-
cultivo, com confirmacao do efeito citopatico viral. A cepa isolada, denominada BrRN-CNPC.G1
foi considerada o primeiro isolamento do CAEV no Estado do Rio Grande do Norte. Esse estudo
permitird em breve, realizar a caracterizacdo molecular do genoma do virus isolado, através da
andlise de seus diferentes genes estruturais e comparar com outras sequencias virais isoladas para
identificar a provavel origem da infec¢do desse animal e estabelecer as possiveis divergéncias entre
cepas padroes de Lentivirus e cepas regionais circulantes.
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ABSTRACT

FIRSTISOLATION OF SMALLRUMINANT LENTIVIRUSFROM ANATURALLY INFECTED
GOAT IN A FLOCK IN THE STATE OF RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL. Caprine Arthritis
Encephalitis virus (CAEV) and Visna/maedi virus (VISNA), belong to the genus Lentivirus family
Retroviridae. The aim of the present study was to isolate the CAE virus from a positive goat when
tested by agarose gel immunodifusion (AGID) by cocultivation techniques of infected peripheral
blood leukocytes in goat synovial membrane (GSM). In this study, one flock of 16 goats, obtained
from a flock of Rio Grande do Norte, Brazil, with clinical suspicions for CAEV, was screened
using agar-gel immunodiffusion (agid) and Western blotting. The result was positive for one
animal, confirmed by Western blotting. For virus isolation, peripheral blood leukocytes (PBL)
were isolated from the blood for co-culture on goat sinovial membrane (GSM) cells. Monocytes/
macrophages collected were inoculated in a monolayer of 90% semiconfluent cells in the A25
culture bottles. After 50 days of co-culture, the monolayer was stained with crystal violet 0.1% for
viewing viral cytopathic effects (CPE) characteristic of viruses, and nested-PCR was performed
with the supernatant of co-culture for confirmation of CPE. The isolate, named BrRN-CNPC.G1,
was considered the first isolation of small ruminant lentivirus from a naturally infected goat in a
flock in Rio Grande do Norte, Brazil. This study will soon allow for the molecular characterization
of the isolated virus genome, by analysis of its different structural genes and their comparison
with other isolated viral sequences to identify the likely source of infection of that animal and
establish the possible differences between strains of lentiviruses and circulating regional strains.
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Os Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPRs)
estdo amplamente distribuidos entre caprinos e
ovinos. Diferentes formas clinicas da doenca foram
descritas em pequenos ruminantes infectados com o
virus, tais como artrite progressiva cronica, pneumo-
nia e mastite em animais adultos e, mais raramente,
leucoencefalomielite em animais de dois a quatro
anos de idade (CrawrorD; ADAMS, 1981). O Virus da
Artrite Encefalite Caprina (CAEV) e Virus Maedi-
-visna (VISNA) pertencem ao género Lentivirus da
familia Retroviridae. Sao considerados geneticamente
distintos, mas antigenicamente relacionados. De
acordo com a nova nomenclatura, os LVPRs sao
classificados em cinco grupos: A-D proposto por
SHaH et al. (2004) e o grupo E, altamente divergente,
proposto por ReNa efal. (2009). Segundo CORREL ef al.
(1992), CAEV possui tropismo por células dosistema
imune da linhagem dos mondcitos/ macréfagos, na
qual incorpora seu genoma, escapando dos meca-
nismos de defesa do hospedeiro.

No Brasil, por meio de isolamento em células
infectadas de ovinos soropositivos, que foram sub-
metidas a microscopia eletronica, foi concluido o
primeiro isolamento deste virus no pais (MoOJEN,
et al., 1986) nos Estados do Rio Grande do Sul,
Rio de Janeiro, em Minas Gerais, por ABREU et al.
(1998) em Pernambuco, TIGRE et al. (2006) na Bahia
e por Ferrosa et al. (2010) no Estado do Ceara. O
isolamento de cepas regionais contribui para um
melhor conhecimento da diversidade genética cir-
culantes desses virus e pode ainda contribuir para
melhorar o controle da doenga. O objetivo desde
trabalho foi isolar o virus da CAE de um animal
oriundo de um rebanho do Rio Grande do Norte
e positivo pelo teste de Imunodifusao em Gel de
Agarose (IDGA) através do co-cultivo de leucéci-
tos infectados do sangue periférico em Membrana
Sinovial Caprina (MSC).

Dezesseis caprinos da raga Saanen, obtido de
um rebanho do Rio Grande do Norte com suspeitas
clinicas para CAE foi testado sorologicamente para
a presenca de anticorpos contra a proteina Gag do
capsideo (p28) usando o kit IDGA produzido pela
Embrapa Caprinos e Ovinos, este sendo previamente
testado contra o controle positivo do kit Americano
(Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive
Pneumonia Antibody TestKit. Veterinary Diagnostic
Technology,Inc® - USA). O rebanho foi posterior-
mente testado para a CAE por Western Blotting,
segundo a metodologia descrita por PINHEIRO (2001).

Foram coletados 10 ml de sangue por venipun-
tura dajugular em tubo com anticoagulante (EDTA)
para obtencao dos leucécitos do sangue periférico.
Estes foram isolados por centrifugagdo a 380 g por
10 minutos. Os eritrécitos foram hemolisados com 8
ml de cloreto de amonio (0,84%), por duas vezes. O
pellet foi lavado em 10 ml de solugdo salina fosfato

PBSa380gpor5minefinalmenteressuspendidoem
1mL de PBS para uso no co-cultivo em células MSC.

Explantes das membranas sinoviais caprinas
das articulagdes intercarpais de membros anteri-
ores de cabritos livres de CAEV foram cultivados
em Meio Essencial Minimo (MEM-G), acrescido de
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), incubadas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO, (ABreu et al., 1998) em
garrafas de cultura celular A25. O meio foi trocado
até a monocamada obter 90% de confluéncia.

Monécitos/Macréfagos (200 mL) coletados foram
inoculadosem monocamadas pré-formadas em gar-
rafas A25 (capacidade 25 cm?) eincubados durante 60
minutos em estufa 37°Ca 5% de CO, acrescidos de 1
ml de meio essencial minimo (MEM) sem soro fetal
bovino (SFB) (Sigma®; BDV Free). Apo6s o periodo
de incubacdo foram adicionados 3,5 ml de MEM
com 10% de soro fetal bovino. O meio foi trocado
a cada sete dias e a passagem foi realizada a cada
21 dias, com adi¢do de 200 mL de células da MSC a
cada troca de meio ou passagem. A monocamada foi
examinada diariamente em microscépio invertido
para verificacdo de efeito citopatico viral (ECP), for-
macao de sincicios, fusdo nuclear ou vacuolizagao.
Ap6s 50 dias de co-cultivo, foi realizada a coloragao
da monocamada com cristal de violeta a 0,1% para
visualizacdo do ECP.

Osobrenadante de co-cultivo coletadoacada sete
dias foi utilizado para extragdo do DNA proviral.
Uma proporgdo de 1:1 de PBS 1X foi utilizada para
centrifugar 5 ml de sobrenadante de co-cultivo a 250
gpor5minutos. Apdsacentrifugacaoafasesuperior
foi descartada e o pellet novamente lavado em PBS
nasmesmas condicdes anteriores. Emseguida o pellet
foi ressuspendido em 2 ml de tampao hiperténico,
durante 2 minutos a temperatura ambiente, para
lise do citoplasma celular, seguido de centrifugagao
a 1.100 g por 10 minutos. O pellet foi ressuspen-
dido em 2 mL de PBS e submetido a centrifugacao
a 1100 g por 10 minutos. Por fim, o sedimento foi
novamente ressuspendido em 250 mL de tampao
de PCR e homogeneizado. O material foi, entdo,
tratado com proteinase K (0,1 mg/ mL), durante 60
minutos, em banho-maria a 56°C. A proteinase K foi
inativada termicamente em dgua fervente a 100°C
por 10 minutos e acondicionadas em freezer a -20°
C até a sua utilizacdo.

Dois rounds de PCR (nested-PCR) foram reali-
zados para amplificar um fragmento de 187 pb de
DNA proviral, correspondente ao gene gagde CAEV.
Todos os primers foram desenhados baseados na
sequencia padrdo de CAEV-Cork publicadas por
SALTARELLI et al. (1990). Foram utilizados dois pares
de primers. Os oligonucleotideos externos GEX5
(5"-CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3') e
GEX3 (5"-TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3)
foram utilizados na primeira amplificacdo, cor-
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respondendo as bases 953-975 e o complemento
1249-1226, respectivamente. Os oligonucleotideos
internos GIN5 (5-GTTCCAGCAACTGCAAA-
CAGTAGCAATG-3") e GIN3 (5-ACCTTTCT-
GCTTCTTCATTTAATTTCCC- 3") foram usados
na segunda amplificagdo, correspondendo as bases
997-1024 e o complemento 1181-1154, respectiva-
mente. Para cadaround deamplificacdo, foi utilizado
um controle positivo referente ao CAEV-Cork e um
controle negativo sem amostra de DNA em paralelo
com todas as amostras. O mix de PCR constituiu de
34,6 mL de dgua sem DNA, 5 mL de tampao sem
MgCl, (Tris HCl 10 mM, KCI 50 mM,) 3,5 mL de
MgCl, (1,5 mM), 1 mL de cada dNTPs (100 mM)
(Invitrogen®), 2 mL de capa primers (20 pmol), 0,4
mL de Taq (2U) e 5 mL de amostra de DNA, tanto
para o primeiro como para o segundo round. As
amplificagdes foramrealizadas usando termociclador
da BioRad em 35 ciclos sob as seguintes condicdes:
desnaturagdo a 94° C por 5 minutos, 1 minuto a 94°
C, anelamento a 56° C por um minuto e extensdo
a 72° C por 45 segundos, com extensao final por 7
minutos 72° C no tltimo ciclo. Os produtos obtidos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1%, corado com brometo de etidio e visualizados
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em foto documentador de luz ultravioleta com den-
sidade otica de 260 nm.

Um caprinonaturalmente infectado foi detectado
doteste de IDGA e confirmado por Western Blotting.

A garrafa de cultura celular foi corada no dia
50. O co-cultivo de Mondcito/Macréfagos com
MSC apresentou formacao de poucos sincicios na
monocamada, a partir do 27° dia de co-cultivo, por
observacaoemmicroscépioinvertido. A cepaisolada,
denominada BrRN-CNPC.G1 apresentou fenotipa-
gem altamente litica, causando a destrui¢do quase
total da monocamada desde os primeiros dias até o
final do co-cultivo sendo necessério a adi¢do de mais
célulasa garrafa A25. A presenca do efeito citopatico
viral na monocamada de MSC foi observada, com
células gigantes, multinucleadas, variando de4 a 8
nucleos por célula, confirmando assim, a presenca do
virus em células do sistema monocitico fagocitario
(SMF) (Fig.1).

A confirmagdo do isolamento foi feita pela
amplificagdo do DNA proviral de CAEV, através
de nested-PCR que detectou a presenga fragmento
de 187 bp do gene gag no sobrenadante de cultivo
celular em todas as 6 coletas de sobrenadante do

co-cultivo.

& W

Fig.1-Isolamento a partir de co-cultivo de monécitos/ macréfagos em MCS apresentando efeito citopatico caracteristico

do CAEV com presenca de células gigantes multinucleadas.
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A partirdeum caprino daraca Saanen, foiisolada
uma cepa de LVPR, denominada BrRB-CNPC.G1.
Através da técnica de PCR, foram confirmadas a
presenca do DNA proviral no sobrenadante do co-
-cultivo. Os achados desse isolamento viral foram
compativeis com outros relacionados a amostras
liticas de LVPR. Os Virus da Artrite Encefalite Ca-
prina (CAEV) e os Virus Maedi-visna (VISNA) tém
sido considerados como patégenos geneticamente
distintos, mas antigenicamente relacionados entre si.
Estes virus estdo constantes e facilmente transpondoa
barreira entre espécies de caprinos e ovinos (VaLaset
al.,2000; Karr et al., 1996; SaH et al., 2004). Os LVPRs
estdo classificados dentro de cinco grupos relativa-
mente equidistante, denominados de A-E (SHAH et
al., 2004; ReINA et al., 2009). A alta heterogeneidade
de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos em
lentivirus pode determinar a sua antigenicidade,
viruléncia e crescimento e podeafetar sua persisténcia
e oseumecanismo de evasdo. Apesar das diferencas
no tropismo celular, 6rgaos alvo e patogenicidade,
comumente encontradosentre CAEVe MVV,ambos
os virus foram recentemente atribuido a um tnico
grupo, os LVPRs. A introducao de novas cepas
merece ateng¢do especial, pois podem se apresentar
mais virulentas que as nativas, além do que muitos
agentes como os virus de RNA, que ndo apresentam
a fungdo de leitura e correcdo genética, podem ter
altas taxas de mutacdo, de aproximadamente um
milhdo de vezes mais que a de animais e plantas.
Consequentemente ha uma enorme diversidade de
populacdes de virus de RNA que podem se tornar
mais patogénicos e causaremnovas doengas quando
recém-introduzidos em ambientes (ANDRIOLI, 2001).
Somente um pequeno nimero de LVPRs foi isolado
no Brasil. Até agora foiconcluido oisolamento deste
virus no pais nos Estados do Rio Grande do Sul, Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Pernambuco, Bahia e no
Ceard. Oisolamento de cepasregionais contribui para
um melhor conhecimento da diversidade genética
desses virus (Ferrosa et al., 2010). O conhecimento da
variabilidade genética pode ajudar aentender melhor
os mecanismos de evolugdo molecular e heterogenei-
dade epidemiolégica da infeccao. A variabilidade
genotipica e fenotipica das cepas circulantes pode
ser ttil para melhorar as ferramentas de diagnéstico,
importantes para o controle e erradicacdo da doenga.
Futuros estudos de caracterizagdo molecular das
amostras viraisisoladas poderdoajudaradesenvolver
testes de diagnoésticos mais sensiveis. Esse trabalho
permitirdembreve, estudaracaracterizagdo molecular
dogenoma do virusisolado, através daanalise deseus
diferentes genes estruturais, tais como gag, env e pol e
comparar com outras sequencias virais isoladas para
identificara provavel origem dainfec¢do desseanimal
e estabelecer as possiveis divergéncias entre cepas
padrdes de Lentivirus e cepas regionais circulantes.

Foirealizado o primeiro isolamento do CAEV no
Estado do Rio Grande do Norte a partir de moné-
citos/macréfagos co-cultivados em monocamadas
de membrana sinovial caprina.

Este experimento foi realizado conforme os prin-
cipios éticos da experimentagdo animal estabelecidos
pelo Comité de Etica de Uso de Animais da Univer-
sidade Estadual do Vale do Acarat (n°001.02.2011).
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