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Estas seqliéncias foram empregadas para
se gerar uma arvore filogenética, com vistas
a verificar o agrupamento das amostras

brasileiras entre si e com as seqléncias
compativeis depositadas no GenBank, e
estao apresentadas nas figuras 18 e 19.

5 M23CPVG
96253CPMG
991PLMG
17antjeLDPR

160 01linfosCPMG

Figura 18: Relacoes filogenéticas de seqliéncias de 694pb, de parte da regiao pol do virus
BLV, obtidas entre de DNAs extraidos de bovinos naturalmente infectados em trés regioes
brasileiras distintas: Pedro Leopoldo-MG, Coronel Pacheco-MG e Londrina-PR. Os valores dos
“nos” representam a confiabilidade, em porcentagem, dos ramos a direita, resultados de

bootstrap em 1000 replicatas.

D00647BLV GPEAUst
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M23CPMG

99 96253CPMG
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K02120BLVCGJap
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M10987BLVGAGA

01linfos CPMG

100 17antjeLDPR

Figura 19: Relacoes filogenéticas de seqliéncias com 694pb, de parte da regidao pol do virus
BLV, obtidas entre DNAs extraidos de bovinos naturalmente infectados em trés regides
brasileiras distintas: Pedro Leopoldo-MG, Coronel Pacheco-MG e Londrina-PR, e sequéncias
obtidas no GenBank. Os valores dos “nds” representam a confiabilidade, em porcentagem, dos
ramos a direita, resultados de bootstrap em 1000 replicatas.

A observacao da figura 18 mostra que as
cinco amostras de pol formam dois
agrupamentos entre si, havendo maior
afinidade entre as amostras 23MCPMG e
96253CPMG, agrupadas em um ramo, e
entre as amostras 17antjeLDPR,
01linfosCPMG e 991PLMG, agrupadas em

outro ramo. Os valores de bootstrap
observados permitem afirmar que os dois
agrupamentos sdo bem distintos entre si.

A figura 19 oferece a possibilidade do

confronto das amostras brasileiras com as
amostras disponiveis no GenBank. Pode se
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observar, novamente, a formacao de dois

agrupamentos, onde a amostra
D00647BLVGPEAust se aproximou das
amostras brasileiras 23MCPMG e

96.253CPMG, constituindo o agrupamento
Brasil — Australia. Diferente do observado na
arvore de 5'LTR, nao houve proximidade da
amostra 23MCPMG com a amostra
AF257515Arg. Por outro lado, a amostra
991PLMG, que se apresentava proxima a
amostra australiana, na analise filogenética
de 5'LTR, agora aproximou-se das amostras
japonesa K02120BLVCG e Argentina
AF257515. Em relagao a origem geografica
das amostras e a composicao dos
agrupamentos, a analise da arvore da figura
19 sugere a formacao de dois
agrupamentos, o primeiro Brasil — Australia
e 0 segundo Brasil — Argentina — América
do Norte — Bélgica. Entretanto, mais uma
vez a quantidade de sequéncias disponiveis

para a geracao da arvore € pequena,
sugerindo que, com o advento de mais
depositos de sequéncias, estas relacoes de
afinidade podem ser alteradas, gerando
novos agrupamentos.

De forma a tentar minimizar este problema,
foi gerada uma arvore filogenética das
seqiéncias de 230pb com todas as
amostras brasileiras, totalizando 10, o que
esta ilustrado na figura 20. Mais uma vez
formou-se dois agrupamentos, sendo o
primeiro composto pelas amostras 20blesje,
97blesje e rochedo, todas de Londrina — PR,
pelas amostras 991 e 922, ambas de Pedro
Leopoldo — MG e pela amostra de Coronel
Pacheco - MG, 96253. O segundo
agrupamento foi composto pelas amostras
de Londrina — PR, 195vera e 17antje, e
pelas amostras de Coronel Pacheco — MG,
O1linfossarcoma e 23M.

20blesjeLDPR
65

90

97blesjeLDPR

991PLMG

922PLMG

rochedoLDPR

96253CPVIG

195veral DPR

76

01linfosCPMG

87 17antjeLDPR

M23CPMG

Figura 20: Relacoes filogenéticas de sequUéncias com 230pb, de parte da regiao pol do virus
BLV, obtidas entre DNAs extraidos de bovinos naturalmente infectados em trés regides
brasileiras distintas: Pedro Leopoldo-MG, Coronel Pacheco-MG e Londrina-PR. Os valores dos
“nos” representam a confiabilidade, em porcentagem, dos ramos a direita, resultados de

bootstrap em 1000 replicatas.
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A figura 21 ilustra a arvore gerada com as
10 amostras brasileiras com 230pb, mais
sete seqUéncias disponiveis no GenBank

para esta regido, o que permitiu 0 acréscimo
de mais duas segliéncias do banco em
relagao a arvore da figura 19.

NC001436htiv1
M23CPMG

rochedoLDPR

96253CPMG

D00647BLV GPEAuUst

K02120BLVCGJap

M26772BLVTAP

59

20blesjeLDPR

97blesjeLDPR

991PLMG

195veralLDPR
01linfos CPMG

58 17antjeLDPR

922PLMG

AF257515Arg

AF033818Coffin
M16017XREG1

76

M10987BLV GAGA

Figura 21: Relagdes filogenéticas de seqiiéncias com 230pb, de parte da regido pol do virus
BLV, obtidas entre DNAs extraidos de bovinos naturalmente infectados em trés regioes
brasileiras distintas: Pedro Leopoldo-MG, Coronel Pacheco-MG e Londrina-PR, e sete
seqliéncias disponiveis no GenBank. Utilizou-se a seqliéncia do HTLV-1 NC001436 (acesso
GenBank) como grupo externo. Os valores dos “nos” representam a confiabilidade, em
porcentagem, dos ramos a direita, resultados de bootstrap em 1000 replicatas.

Ao se analisar esta figura é possivel verificar
que houve uma grande homogenicidade
entre os DNAs seqlienciados neste trabalho
e destes para aqueles ja depositados no
GenBank, demonstrando que a regiao e
bastante conservada, o que é compativel

com o esperado, ja que se trata de regidao
codificadora da proteina Integrase. Todas
as seqUéncias formaram um Unico macro-
agrupamento, ocorrendo pequenas
diferencas que nao foram suficientes para a
formacao de “clusters” ou agrupamentos
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definidos. Desta forma, conclui-se que esta
regiao ndo € apropriada para estudos de
inferéncia filogenética, dada a dificuldade de
caracterizagcao de agrupamentos, ao menos
ao se utilizar uma pequena seqléncia de
230pb.

Esta conservagcao também pode ser
observada quando se alinha as seqléncias
de aminoacidos geradas a partir dos

produtos dos sequenciamentos. A figura 22
apresenta o resultado do alinhamento das
cinco amostras com 694pb, convertidas em
seqliéncias com 231 aminoacidos.
Basicamente, todas as variagoes ocorridas
nos nucleotideos desta regiao se traduziram
em apenas nove mutacoes  nos
aminoacidos, as demais permanecendo
silenciosas.
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Figura 22: Alinhamento de 231 aminodcidos de parte da regido pol do BLV das cinco seguéncias
obtidas de amostras brasileiras, mais cinco seqiiéncias disponiveis no GenBank. Alinhamento com
programa ClustalW. Apenas os nucleotideos diferentes da sequiéncia consenso estao apresentados.
Os numeros dispostos verticalmente indicam a posi¢do de cada nucleotideo na seqiéncia.

O destaque destas mutagoes esta no fato de
sete delas terem ocorrido em uma pequena
regido com 20 aminoacidos, da posi¢ao 212 a
posicdo 231 na figura 22, na porgéo terminal
do gene que codifica a Integrase. Como esta
regido também é coberta pelo consenso de
230pb (76 aminoacidos) obtido para 10

amostras brasileiras, e estas puderam ser
alinhadas com sete amostras disponiveis no
GenBank, perfazendo um universo de 17
amostras, torna-se mais visivel as alteragctes
ocorridas na figura gerada a partir deste
alinhamento (figura 23).
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Figura 23: Alinhamento de 76 aminoacidos de parte da regiao pol do BLV das 10 sequéncias
obtidas de amostras brasileiras, mais sete seqliéncias disponiveis no GenBank. Alinhamento
com programa ClustalW. Apenas os nucleotideos diferentes da seqiéncia consenso estao
apresentados. Os numeros dispostos verticalmente indicam a posicao de cada nucleotideo na

segléncia.

Este  alinhamento  destaca  algumas
alteragdbes que, por ocorrerem em um
numero expressivo de amostras, serao aqui
discutidos. A primeira, situada na posi¢ao 57
da figura 23, mostra que em oito sequéncias
ocorre 0 aminoacido Acido Aspartico (D),
enquanto que em nove ocorre a Asparagina
(N). Estes aminoacidos possuem

76

caracteristicas bioguimicas muito proximas,
sendo ambas do grupo acido, o que sugere
que seu intercambiamento nao produza
sérias mudancgas na proteina. Este tipo de
alteracao ocorreu tanto nas amostras
brasileiras quanto nas amostras disponiveis
no GenBank, sugerindo se tratar de
alteragao comum, o que tambem corrobora




sua tolerabilidade por parte das variantes
virais emergentes.

O segundo ponto de alteracdo comum a
varias seqgléncias foi a posicao 73, onde 11
amostras apresentaram o aminoacido
Prolina (P), uma amostra o aminoacido
Serina (S) e cinco amostras o aminoacido
Leucina (L). Neste caso, este tipo de
mutacao aponta uma provavel alteracao
significativa na estrutura das diferentes
proteinas geradas, pois Prolina & um
pequeno aminoacido polar que esta
relacionado com propriedades estruturais
especiais, enquanto que Leucina & um
aminoacido hidrofébico alifatico nao polar. A
ocorréncia do aminoacido Serina na
amostra 922PLMG, diferente de todas as
demais amostras, também precedido, de
forma Unica, de um coédon de parada (stop
codon) na posicdo 66, sugere que esta
amostra expresse proteina truncada e
possivelmente nao ativa.

Um terceiro ponto de destaque diz respeito
a amostra 23MCPMG, que apresentou uma
mutacao P—H63 (Prolina polar para
Histidina, molécula basica, aromatica nao
polar) e uma A—P67 (Alanina, hidrofobica
alifatica para Prolina), destacando esta
amostra das demais e demonstrando ser ela
atipica, conforme as analises de 5'LTR ja
haviam sugerido. Outro aspecto importante
é o perfil das variagoes ocorridas na porgao
terminal das amostras 145veralLDPR,
97blesjeLDPR e O0fllinfossarcomaCPMG,
com as substituicoes de aminoacidos
K—Q71, C—-M72, N—-E75 e D—R76,
segundo a figura 23. Estes achados podem
estar relacionados com animais em estagio
neoplasico, como é o caso da amostra
O1linfossarcoma, e justificam investigacbes
futuras desta regido em animais nesta
situacao.

5. CONCLUSOES
Conclui-se no presente trabalho:

e a PCR de p-actina bovina constitui-se
em uma ferramenta Util na prospecgao
da qualidade de DNA de origem bovina,
sendo indicada em trabalhos gue serao

desenvolvidos utilizando bancos de
amostras;

a PCR 5LTR se mostrou especifica,
atendendo a demanda dela esperada na
produgdo de  amplificados  para
seqlenciamento da regiao promotora
5'LTR do BLV;

as amostras brasileiras do virus BLV se
mostraram bastante conservadas em
suas regides 5LTR e  polN,
confirmando achados anteriores que
relatavam a mesma estabilidade em
outras regioes do genoma do BLV;

no alinhamento da regidao 5LTR
observou-se uma regido de 88pb mais
variavel, coincidente com o motivo DAS
- seqliéncia ativadora a jusante,
enguanto que uma sequéncia do tipo
motivo E Box, dentro de DAS,
permaneceu totalmente conservado.
Estes achados sugerem dque as
amostras brasileiras do BLV utilizam um
duplo sistema de regulagao negativa da
transcricdo, variabilidade em DAS e
conservacao em E box, como escape
do sistema imune;

a PCR para pol BLV se mostrou menos
sensivel que a PCR para a regido
promotora viral, apresentando também
0 fenémeno de amplificacoes
inespecificas. Entretanto, atingiu ©
proposito do experimento de produzir
DNA molde da porgao terminal do gene
pol para posterior sequenciamento;

o processo de seqlenciamento direto
de produto de PCR se mostrou pratico e
menos oneroso, entretanto o sucesso
de sequenciamento foi inferior a 30% e
parte das bandas seqlenciadas sao
perdidas no processo de edicdo e
obtencao de consenso;

as arvores filogenéticas geradas para a
regidgo 5’LTR do BLV demonstraram
uma grande homogeneidade entre as
amostras brasileiras e mesmo em
relacdo a algumas seqiéncias do

s




GenBank, apresentando baixos valores
de bootstrap

e a analise filogenética apontou a
circulacdo de amostras de diferentes
agrupamentos nos rebanhos
analisados, e o perfil de restricéo
enzimatica da regiao 5'LTR diferenciou
amostras sul-americanas das demais
amostras mundiais.
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ANEXO 1

RELACAO DAS AMOSTRAS DE DNA UTILIZADAS NA TESE “Virus da Leucose
Enzodtica Bovina: filogenia e regulacao génica de LTR e pol em amostras
brasileiras.”, DISTRIBUIDAS EM FUNCAO DO LOCAL DE ORIGEM.

PLMG LDPR CPMG CRMS OUTROS

05 Ot1-aneti | 01-linfos 03 FLK"
141 16-conta 23-M 07 MDBK""
304 17-antje 2480 115PMO4

383 19-retje 3563 117PMO4

387 19-silvia 7504 138

440 20-blesje 8824 150

485 28-pietje 9104 154

499 30-irene 96.253 155

617 33-herm 156

676 40-afile 157

678 54-vilma 160

701 74-gessy

733-6.4.1 92-touro
733-4.4.1 97-blesje

739 rochedo

747 147-antje

768 172

792 195-vera

813

842

857

871

872

896

898

917

920

922

926

961

977

982

989

991

1676

1749
36 18 08 11 02

Total de amostras de DNA: 73 extraidos de animais, dois extraidos de cultura de células.
PLMG: animais doadores localizados no municipio de Pedro Leopoldo — MG.

LDPR: animais doadores localizados no municipio de Londrina — PR.

CPMG: animais doadores localizados no municipio de Coronel Pacheco — MG

CRMS: animais doadores localizados no municipio de Corumba — MS

) DNA extraido de cultura de células de linhagem, persistentemente infectadas pelo BLV, Fetal
Lamb Kidney

) DNA extraido de cultura de células de linhagem nao infectada pelo BLV, Madin-Darby
Bovine Kidney.
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