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RESUMO

Nesse estudo, um rebanho caprino leiteiro comercial localizado no estado de Minas Gerais foi
testado para verificacdo da presenca de infeccdo pelo virus da Artrite-Encefalite Caprina
(CAEV), através do teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA). Amostras de sangue de
12 animais soropositivos e que ndo apresentavam sinais clinicos sugestivos de infeccdo por
CAEV foram coletadas para isolamento viral. Para isso, macrofagos derivados de mondcitos
foram co-cultivados com células de membrana sinovial caprina (MSC), resultando na obtencéao
de cinco isolados que apresentaram efeito citopatico caracteristico do tipo persistente,
semelhante ao observado para o CAEV. Uma técnica de PCR foi padronizada para amplificar
parte do gene gag do genoma pro-viral, codificante para a proteina do capsideo viral (p25).
Todos os cinco isolados foram amplificados através dessa PCR e trés destes, denominados
BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3, foram sequienciados diretamente dos seus
produtos de PCR. O alinhamento multiplo das seqliéncias obtidas com outras seqiiéncias de
Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) obtidas no GenBank e o dendograma revelaram
que esses novos isolados de CAEV sdo (nicos e distintos das demais amostras de LVPR,
possuindo maior identidade de nucleotideos e aminoacidos entre si e com as amostras de
CAEV que com as do virus Maedi-Visna (MVV).

Palavras chaves: virus da artrite-encefalite caprina, isolamento, PCR, analise filogenética.
ABSTRACT

In this study, a commercial dairy herd of the Minas Gerais state was tested for Caprine Arthritis-
Encephalitis Virus (CAEV) infection by the agar gel immunodifusion test (AGID) and blood
samples from 12 seropositive animals showing no evident clinical signs of disease were taken
to attempt virus isolations. For this purpose, macrophages-derived monocytes were co-cultured
with caprine goat synovial membrane cells (GSM) resulting in five virus isolations, which
presented cytophatic effects of the persistent type, resembling those observed for CAEV. A
PCR assay was designed to amplify a portion of the gag proviral gene coding for the major core
protein (p25). All the five isolates were amplified by this PCR and three isolates named BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3 were sequenced directly from their PCR products.
Multiple sequence analysis and the dendogram including other sequences from the GenBank
database showed that these newly Brazilian isolates are unique and distinct from those of
known caprine and ovine lentiviruses, with a higher identity of nucleotide and derived
aminoacids to each other and to CAEV than to Maedi-Visna virus (MVV).

Key words: caprine arthritis-encephalitis virus, virus isolations, PCR, phylogenetic analysis.




PREFACIO
Novos Tempos. Novas Técnicas

A partir de 1976, importacdes de caprinos de racas exaticas, procedentes de varios paises,
buscaram a introducdo de potencial genético leiteiro, tendo ocorrido também a efetiva
introducdo de agentes infecciosos no Brasil pela importacdo de caprinos sem adequados
critérios sanitarios, com conseqliente dispersdo de doencas infecciosas entre os rebanhos
nacionais, dentre elas a CAE - artrite encefalite caprina. O carater degenerativo crénico da
doenca, associado as praticas coletivas de manejo, comuns nas criagdes destinadas a
producdo de leite, proporcionou sua dispersdo pelo Pais. tornando-se fundamental o
estabelecimento de técnicas de diagnostico e de medidas de controle adequadas.

Com inicio em 1991, pesquisas vém sendo desenvolvidas no Laboratério de Virologia Animal
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG,
voltadas ao diagnostico e controle da CAE: Assis, 1994 (Tese - Mestrado - DMVP/EV-UFMG),
Figueiredo, 1995 (Tese - mestrado — DCC/EV-UFMG), Castro, 1998 (tese - doutorado -
DMVP/EV-UFMG), Coelho, 1999 (Tese - Mestrado— DCC/EV-UFMG), Andrioli, 2001 (tese -
doutorado — DMVP/EV-UFMG), Pinheiro, 2001 (tese - doutorado — DMVP/EV-UFMG), Yorinori,
2001 (Tese - Mestrado - DMVP/EV-UFMG).

As medidas de controle da CAE baseiam-se no bloqueio da transmissdo do virus da CAE
(CAEV) a partir de animais infectados, considerando as vias de infeccao, e ainda, fatores como
soroconversao tardia, laténcia viral, laténcia sorologica, replicacao restrita, manejo do rebanho
e limitacdes na disponibilidade comercial de testes mais sensiveis (testes imunoenzimaticos e
biomoleculares).

A eliminacdao do CAEV do plantel é dependente da retirada dos animais infectados, sendo
fundamental o diagnostico precoce da infeccdo, bem como o monitoramento das medidas
sanitarias adotadas. Desta forma, a associacdo de técnicas viroldgicas classicas com
modernas técnicas enzimaticas e biomoleculares apresenta-se como importante alternativa
para o diagnéstico.

Criado em 1997, o Grupo de Extensdo e Pesquisa em Ovinos e Caprinos (GEPOC-NPSA),
composto por professores, pesquisadores e técnicos da Escola de Veterinaria e ICB da UFMG,
Embrapa Caprinos, UFRPE, UECE e Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), vem
desenvolvendo pesquisas voltadas a area de sanidade de pequenos ruminantes domesticos.

A presente dissertacdo compde parte integrante do projeto “Transmissdo, Diagndstico e
Controle da CAE”", coordenado pelo GEPOC-NPSA e buscou disponibilizar técnicas
biomoleculares mais sensiveis, capazes de detectar com seguranga, a presenca do lentivirus
caprino e simultaneamente, caracterizou trés novas amostras brasileiras do CAEV.
Certamente, os achados aqui apresentados, irdo contribuir de forma significativa para o
diagnostico da CAE, bem como com a elaboracdo do Programa Nacional de Sanidade de
Caprinos e Ovinos, que esta atualmente sendo implantado em parceria entre 0 GEPOC-NPSA
e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Profs. Dra. Aurora M. G. Gouveia

Professora da Escola de Veterinaria da UFMG
Consultora Embrapa Caprinos

Coordenadora do GEPOC-NPSA
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1. INTRODUGAO

O virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV)
€ um virus protétipo do género Lentivirus da
familia Retroviridae. O virus causa artrite
progressiva cronica, pneumonia e mastite
em animais adultos e, mais raramente,
causa leucoencefalomielite em animais de 2
a 4 meses de idade (Cork et al., 1974;
Crawford et al.,, 1980; Crawford & Adams,
1981). O CAEV causa infeccdo persistente
por se integrar ao genoma celular,
possuindo tropismo por células do sistema
imune da linhagem dos monaocitos/macrofagos
(Gorrel et al., 1992).

O CAEV compartilha caracteristicas
geneéticas, morfolégicas e patologicas com
outros lentivirus. incluindo o virus Maedi-
Visna (MVV), o virus da imunodeficiéncia
bovina (BIV), o virus da imunodeficiéncia
felina (FIV), o virus da anemia infecciosa
eqliina (EIAV), o virus da imunodeficiéncia
simia (SIV) e o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (Narayan & Clements, 1989).
Fregientemente, CAEV e MVV sao
denominados de Lentivirus de Pequenos
Ruminantes  (LVPR), por  possuirem
caracteristicas patogénicas, epidemiologicas
e organizacdao gendmica semelhantes (Banks
et al., 1983).

No inicio da década de 80, importacdes de
caprinos de ragas leiteiras exoticas,
procedentes de distintos paises da Europa
(Franca, Suica, Alemanha, Holanda, Inglaterra) e
Ameérica do Norte (Estados Unidos e Canada)
buscaram a introducdo de potencial genético
leiteiro em animais puros ou de seus
cruzamentos com mesticos de racas nativas
brasileiras. O CAEV foi introduzido no Brasil
através dessas importacdes, geralmente
feitas sem supervisdo adequada (Assis &
Gouveia, 1994).

Diferentes isolados de LVPR tém sido
obtidos e caracterizados em diversos
estados brasileiros (Hotzel et al., 1993;

o

Milczewski et al., 1997; Marchesin et al.,
1998; Castro et al., 1999; Ravazzolo et al.,
2001). A caracterizacdo molecular de
isolados brasileiros de LVPR é importante
para evidenciar as propriedades biologicas
virais que possam resultar em diferencas de
citopatogenicidade tanto in vivo guanto in
vitro, em diferengas na manifestagdo clinica
da doenga & para auxiliar no desenvolvimento
de métodos diagndsticos mais sensiveis na
deteccdo das amostras presentes no Brasil.

O presente trabalho objetivou a obtencéo de
isolados brasileiros de lentivirus caprino a
partir de animais naturalmente infectados
pelo CAEV no Estado de Minas Gerais e a
caracterizacdo molecular parcial do gene
gag desses isolados.

2 LITERATURA CONSULTADA

2.1 O Virus da Artrite-Encefalite Caprina
(CAEV)

2.1.1 Classificacao

O CAEV e o MVV, representantes do grupo
dos LVPR, pertencem a familia Retroviridae,
género Lentivirus, de acordo com o Seventh
Report of the International Committee on
Taxonomy of Viruses (Virus Taxomony,
2000) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV).
Lentivirus sdo retrovirus complexos, nao
oncogénicos, que infectam mamiferos
pertencentes a diversas ordens, incluindo os
primatas (homens e diversas espécies de
macacos), carnivoros (felideos) e
artiodactilos (bovinos, pequenos ruminantes
e equinos). Os lentivirus causam doenca
persistente de evolugdo lenta e cardter
inflamatdrio, degenerativo ou imunossupressor,
muitas vezes assintomatica (Coffin et al.,
1997; Castro, 1998) (Tabela 1). Também
sdo Lentivirus o virus da Anemia Infecciosa
Eqlina (EIAV) e os virus da Imunodeficénca
Bovina, (BIV), Felina (FIV), Simia (SIV) e Humana
(HIV).




Tabela 1. Etiologia e principais patologias das infeccoes por lentivirus (adaptado de Castro, 1998).

Hospedeiro Virus® Doenca

Ungulados

Caprinos e CAEV e MVV Pneumonia intersticial difusa, encefalomielite, artrite,

Ovinos mamite e emagrecimento.

Bovinos BIV e JDV Linfadenopatia e linfocitose.
Emagrecimento, febre, anorexia, linfadenopatia e
anemia.

Equideos EIAV Pneumonia intersticial difusa, encefalite, febre,
emagrecimento e anemia.

Primatas

Macacos SIv Imunodeficiéncia, infecgdes oportunistas, sindrome
neuroldgica, pneumonia intersticial difusa e artrite.

Homem HIV Imunodeficiéncia, infeccbes oportunistas, sindrome
neuroldgica, pneumonia intersticial difusa.

Carnivoros

Felideos FIV Imunodeficiéncia, infecgdes oportunistas, sindrome

neurolégica e emagrecimento.

*CAEV — virus da Atrite-Encefalite Caprina, MVV — virus Maedi-Visna dos ovinos, BIV — virus da
Imunodeficiéncia dos Bovinos, JDV — Jembrana disease virus, EIAV — virus da Anemia Infecciosa Equina,
SIV — virus da Imunodeficiéncia Simia, HIV — virus da Imunodeficiéncia Humana, FIV — virus da

Imunodeficiéncia Felina.

O EIAV foi o primeiro lentivirus a ser
identificado (Vallé & Carré, 1904 apud
Clements & Zink, 1996). As lentiviroses so
foram caracterizadas mais tarde, em 1954,
por Sigurdsson, apos observacdes das
caracteristicas epidemioldgicas e
patologicas de uma doenca denominada
Maedi-Visna que acometia ovinos. Porém,
somente apds a descoberta do HIV,
causador da Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida (AIDS), € que os
lentivirus ganharam maior importancia,
passando a ser um dos grupos virais mais
bem estudados da atualidade (Clements &
Zink, 1996).

2.1.2 Particula Viral e Genoma

Os Lentivirus sdo virus envelopados,
esféricos, de aproximadamente 80 a 100 nm
de didmetro. A particula viral (Figura 1) é
composta por um nuacleo ou cerne onde se
encontram o0 genoma e as proteinas do
nucleocapsideo (NC), do capsideo (CA) e
da matiz (MA), além das enzimas
transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e
protease (PR), e pelo envelope composto
pelas glicoproteinas de superficie (SU) e
transmembrana (TM) (Coffin et al., 1997).

O genoma viral (Figura 2) € composto por
duas moléculas de RNA senso positivo, ndo
complementares, de  aproximadamente
10.000 pares de bases. A extremidade 5° de
cada mondémero possui uma seqgiéncia cap
e um sitio de ligagao do iniciador (PBSI)
para a sintese da fita negativa de DNA,
durante o processo de retrotranscricdo. O
iniciador € o t-RNA celular. A extremidade 3~
possui um sitio poly(A) e um sitio PPT que
serve como iniciador para.a sintese da fita
de DNA positiva. Além disso, o dimero de
RNA possui em suas extremidades 5'e 3,
respectivamente, duas regioes nao
traduzidas compostas por uma seqiiéncia
curta repetida (R) e uma regido unica 5 (U5)
ou unica 3 (U3). O RNA viral, apesar de ser
do tipo senso positivo, ndo e infeccioso
quando purificado. Através de transcricdo
reversa é formada uma molécula de DNA
dupla fita intermediario (pro-virus) que se
integra ao genoma celular, determinando
um carater de infecgdo persistente. O DNA
pro-viral difere do RNA por possuir duas
sequencias longas repetidas nas extremidades
5" e 3, que possuem toda a informacao
necessaria para o inicio e témmino da
transcricdo viral (Gonda, 1994; Coffin, 1996;
Castro, 1998).




Figura 1. Representacdo esquematica dos Lentivirus, mostrando as posicoes relativas das

diversas estruturas e proteinas (Coffin et al., 1997).

PPT

PBSI RNA VIRAL
5" CAP l {
R U5

l TRANSCRICAO REVERSA

DNA PRO-VIRAL

R U5

Figura 2: Representacdo esquematica do genoma dos Lentivirus. Acima o RNA viral e abaixo o
DNA formado apos trascricao reversa (adaptado de Coffin et al., 1997).

Os Lentivirus possuem trés genes
estruturais organizados de 5'para 3’ (gag.
pol e env) e pequenas janelas de leituras
abertas (small ORFs) entre pol e env e na
porcdao 3’ final. O gene gag codifica para
uma poliproteina precursora (Pr53-557%)
estrutural interna do virus que, durante a
montagem e maturagcao da particula viral, €
clivada pela Protease formando as trés
proteinas que compdem o cerne viral: MA
(p16), CA (p24-28) e NC (p14). O gene pol
codifica para as proteinas de atividade
enzimatica: a RT e a IN virais, além de uma
Protease. O gene env codifica para as
glicoproteinas do envelope viral: a
glicoproteina de superficie (SU) e a

transmembrana (TM). As pequenas janelas
de leituras abertas, ou genes acessorios,
codificam para proteinas regulatorias
(Narayan & Clements, 19986).

2.1.2.1 A proteina CA (p25)

As proteinas derivadas do gene gag sao
sintetizadas como uma  poliproteina
precursora (Pr53-55%*%) que esta presente
na particula viral imatura. Durante ou
imediatamente apos a liberacdo da particula
viral no meio extracelular, a Protease cliva a
Pr55% produzindo as proteinas MA (p17),
CA (p25) e NC (p14) (Saltarelli et al., 1990;
Wills & Craven, 1991). Enquanto MA
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interage com as membranas virais & com as
proteinas Env e NC interage com o RNA
viral, o dominio Gag CA estabelece
interacbes Gag-Gag que sao essenciais
para a oligomerizacdo das proteinas
precursoras e montagem das proteinas Gag
e Gag-Pol no interior da particula viral
(Mammano et al., 1994).

A clivagem proteolitica da proteina
precursora induz a condensacao do cerne e
maturacao da particula viral: MA mantém-se
associada com a face interna do envelope
viral, enquanto que CA se condensa para
formar uma concha em torno do complexo
NC/RNA (Freed, 1998).

As funcbes exercidas pelas proteinas Gag
sdao similares entre diferentes géneros de
retrovirus, entretanto com pouca
similaridade de aminoacidos na seqiéncia
primaria., exceto por uma regidao de 20
aminoacidos altamente conservada entre
diversos retrovirus denominada regido de
homologia principal (MHR), localizada na
porcdo C-terminal da proteina CA.
Diferentes mutacdes no MHR de HIV-1 e
BLV (virus da leucose bovina) bloqueiam a
montagem, maturacdo e a infectividade da
particula viral (Gamble et al., 1997,
Mammano et al., 1994, Willems et al,
1997). No MHR, quatro aminoacidos
parecem ser altamente conservados entre
diferentes retrovirus: Glutamina (Q), Acido
Glutdmico (E), Arginina (R) e Tirosina
(Y)/Fenilalanina (F) (Wills & Craven, 1991).
Dois residuos de cisteina (C180 e C204 de
acordo com a seqiéncia de CAEV-Co
publicada no banco de dados Swissprot,
numero de acesso P33458) tambem sao
altamente conservados entre diferentes
espécies de lentivirus, incluindo HIV-1, FIV
e EIAV (Birkett et al., 1997).

As sequéncias de nucleotideos do gene
Gag codificante para CA de EIAV (p26) e
HIV (p24) possuem 55% de similaridade,
enquanto que a proteina possui 30% de
identidade de aminoacidos (Birkett et al.,
1997). Os genes gag de CAEV e MVV sao
altamente conservados e possuem mais de
50% de similaridade na seqiéncia de
nucleotideos (Pyper et al., 1984, 1986). A
similaridade em relacdo aos aminoacidos

entre amostras de MVV e CAEV é de
aproximadamente 80% para a proteina Gag
(Saltarelli et al., 1990). Esse alto grau de
similaridade entre as seqliencias de
aminoacidos da proteina Gag CA de
diversos lentivirus sugere uma possivel
similaridade na estrutura tridimensional das
mesmas (Birkett et al.,, 1997). Um modelo
para a estrutura terciaria da proteina Gag
p24 de HIV-1 sugere que tanto o dominio N-
teminal quanto o C-terminal sdo constituidos
por muitas a-hélices, sendo que a por¢ao C-
terminal adota uma conformacdo globular
(Gamble et al., 1997).

A proteina CA € importante para montagem
da particula viral e sua maturacdo. Ela é
composta por dois dominios: a regido N-
terminal, relacionada a maturacdo da
particula viral e a regido C-terminal, que
contribui para as interagbes Gag-Gag
(Freed, 1998).

A proteina CA €& considerada um dos
antigenos imunodominantes nas infeccdes
por lentivirus. Caprinos infectados por
CAEV produzem uma forte resposta imune
anti-CAEVp25 nas primeiras semanas de
infeccdo e os anticorpos se mantém
detectaveis por um longo periodo (de la
Concha-Bermejillo et al., 1995). Diversos
autores demonstraram a presenca de
reacOes cruzadas entre as proteinas Gag de
CAEV e MVV. Em 1999, Rosati et al.
caracterizaram o epitopo’ imunodominante
responsavel pela reacdao cruzada entre a
proteina do capsideo de CAEV e MVV.
Esse epitopo possui uma seqiiéncia de 17
aminoacidos (LNEEAERWVRQNPPGNP).
Os aminoacidos em  negrto  sdo
conservados entre o CAEV amostra Cork
(CAEV-Co) (Saltarelli et al., 1990), o MVV
amostra K1514 (Sonigo et al., 1985) e o
MVV amostra EV1 (Sargan et al., 1991).

2.1.3 Células-Alvo e Replicacédo

Os LVPR infectam, in vivo, principalmente
as células do sistema monocito/macrofago,
se replicam a taxas baixas por um periodo
indefinido e raramente estdo presentes
como particulas virais livres nos tecidos dos
animais subclinicamente infectados
(Narayan et al., 1982). Nao ha evidéncia de




infeccdo de linfocitos e imunodeficiéncia nao
¢ uma manifestacdo tipica da doenca
causada por esses lentivirus (Leroux et al.,
1996). Em 2000, Ryan et al.. assinalaram a
importancia das células dendriticas no
estagio inicial da infeccao pelo MVV.

A replicacdo viral €& dependente da
diferenciacdo (maturacdo) celular; quanto
mais diferenciada é a célula menos restritiva
se torna a replicacio viral (Narayan et al.,
1982; Gendelman et al., 1986). Nesse
contexto, 0s monaocitos sangiliineos
funcionam como reservatorios virais, ja que
0s mesmos carreiam o DNA pro-viral e ndao
sdao notados pelo sistema imune do
hospedeiro (Gonda, 1994).

In vitro, os LVPR infectam culturas primarias
de macrofagos (Chebloune et al., 1996a e
b), células do plexo cordide ovino (Querat et
al., 1984), celulas fibroblasticas (Crawford et
al., 1980; Narayan et al., 1980), celulas
musculares lisas (Leroux et al., 1995a) e
células epiteliais do leite (Mselli-Lakhal et
al., 1999), onde se replicam induzindo a
formacao de céelulas gigantes
multinucleadas ou sincicios. Jan et al.
(2000) relataram a susceptibilidade das
células endoteliais vasculares a infeccao
pelo CAEV e Lamara et al. (2001)
demonstraram a susceptibilidade das
células da granulosa & infeccao pelo CAEV.
De acordo com Chebloune et al. (1996b), o
CAEV nao se replica produtivamente em
células de plexo coroide ovino,
diferentemente do MVV.

A replicacao viral inicia-se pela adsorcdo da
particula viral a superficie celular. A
interacido entre a glicoproteina SU e
receptores  especificos presentes na
membrana citoplasmatica resulta na fusao
do envelope viral com a membrana celular,
determinando a liberacao do
nucleocapsideo no citoplasma celular.
Pouco se sabe sobre quais sdo os
receptores para os LVPR. Dalziel et al.
(1991) e Bruet et al. (2000) sugeriram como
provaveis receptores para o MVV alguns
polipeptideos do MHC de classe |l, porém,
Lyall et al. (2000) excluiram essa molécula
como receptor para o MVV e concluiram
que estes sao protéicos e se encontram

amplamente difundidos em células de
diferentes espécies animais, inclusive em
células humanas. Em contraste, Mselli-
Lakhal et al. (2000) concluiram que a
auséncia de receptores de membrana € a
unica barreira que impede a infeccado de
células humanas pelo CAEV.

A retrotranscricdo do RNA viral em DNA
pro-viral ocorre dentro do capsideo viral, no
citoplasma celular. O sitio PBSI, presente
na extremidade 5do RNA, serve como
ligacdo do iniciador (t-RNA celular) para
inicio da sintese da fita negativa de DNA. A
fita negativa de DNA serve de molde para a
sintese da fita positiva. Durante a sintese,
as sequiléncias U5 e U3 sao duplicadas e
orientadas na mesma direcdo (U3-R-US5)
para formar as LTRs, necessarias para a
integracdo do DNA proé-viral no genoma do
hospedeiro, mediada pela IN. A integracéo
do DNA pro-viral no genoma celular € um
mecanismo fundamental para a persisténcia
dos lentivirus no hospedeiro. Durante
infeccdo, apenas uma pequena parte do
DNA pro-viral se integra no genoma celular.
Muitas duplas fitas de DNA lineares sao
encontradas livremente no nuacleo das
células infectadas (Narayan & Clements,
1996, Coffin et al., 1997).

Apos integracdo, o pro-virus se utiliza de
toda maquinaria celular para transcricao
viral em RNAs gendmicos e sub-genémicos.
A transcricao depende da maturacao celular
e pode ocorrer em diferentes o6rgdos e
tecidos, incluindo intestino delgado e rins
(Zink et al., 1990). Na infeccao por LVPR
apenas um pequeno numero de mondocitos
sao infectados e estes normalmente néo
expressam proteinas virais. enquanto que
os macrofagos teciduais diferenciados
possuem niveis muito maiores de RNA viral
e também de proteinas virais (Coffin, 1996).

Pelo menos cinco tipos de RNAs sub-
gendmicos sdo gerados nas ceélulas
infectadas. Um simples processamento
(splicing) remove 0s genes gag e pol,
produzindo um RNA sub-genémico que
serve como RNA mensageiro (RNAm) para
a sintese da proteina Env.Varios outros
processamentos produzem o0s RNAms




codificantes para as proteinas de regulacdo
da expressao génica viral (Coffin, 19986).

A replicacdo viral € acompanhada de fusao
celular e formacdo de células gigantes
multinucleadas, que consiste no principal
efeito citopatico (ECP) observado em
cultivos celulares (Narayan et al., 1980;
Klevjer-Anderson & Cheevers, 1981).

2.1.4 Variabilidade Viral Antigénica e
Gendmica

Os Retrovirus, assim como os demais virus
RNA, possuem altas taxas de mutacdo.
Essas mutacdes estdo relacionadas a erros
cometidos pela enzima trascriptase reversa
que possui baixa atividade de correcao 3’ 5
(proofreading activity), determinando a
ocorréncia de mutacdes pontuais da ordem
de aproximadamente uma substituicdo a
cada 10" bases. Além disso, o genoma dos
Retrovirus esta sujeito a altas taxas de
rearranjos  intragénicos -  delecgdes,
duplicacdes, inversbes ou uma combinacéo
desses eventos (Coffin, 1996).

Apesar de serem considerados altamente
espécie-especificos, a analise filogenética
de diversos Lentivirus indica claramente a
existéncia de uma origem comum para o0s
diversos virus do género. Em vista disso, a
possibilidade de infeccao cruzada. desses
virus entre espécies deve ser considerada.
Muitos estudos demonstraram a presenca
de virus geneticamente mais semelhantes
ao CAEV em ovinos naturalmente
infectados (Chebloune et al., 1996a; Leroux
et al., 1997) e a presenca de virus
geneticamente mais semelhantes ao MVV
em caprinos naturalmente infectados
(Marchesin et al., 1998; Castro et al., 1999;
Rolland et al., 2002). Da mesma forma,
existem fortes indicios de que 0s virus HIV
tipo 1 e tipo 2 que infectam humanos foram
resultado do cruzamento de barreira entre
espécies entre virus de macacos e o0
homem (Mselli-Lakhal et al., 2000).

Os LVPR, assim como os demais lentivirus,
possuem alta variabilidade gendmica e
antigénica, devido a alta frequéncia de
mutacoes que sdo acumuladas e favorecem
a rapida evolucdo desse grupo de virus. Os

genes gag e pol sdo considerados 0s mais
conservados, enguanto o gene env €
altamente  heterogéneo. A  digestdo
enzimatica e o sequenciamento genético
sdo tecnicas que podem ser utilizadas na
determinacdo  da variabilidade  viral
(Marchesin, 1997; Castro, 1998).

O CAEV e o MVV sdo sorologicamente
relacionados e possuem regides homologas
ao longo de todo genoma, com maxima
homologia na regido correspondente aos
genes gag e pol e parte do gene env e
grande divergéncia encontrada no gene env
codificante para a proteina de superficie
viral (Pyper et al , 1984, 1986).

Queérat et al. (1984) isolaram seis lentivirus
de ovinos franceses que apresentavam
quadro clinico de pneumonia progressiva e
classificou os isolados em dois tipos (I e Il),
de acordo com a caracteristica observada
durante infeccdo em células de plexo
coroide ovino. Os isolados do tipo |
mostraram-se altamente liticos, como ocorre
com a infeccdo pelo MVVV K1514, engquanto
que o isolado do grupo Il mostrou-se mais
persistente, se comportando da mesma
forma que o isolado americano CAEV-Co.

A heterogeneidade viral de nove isolados
norte-americanos de lentivirus ovino foi
analisada através da digestdo enzimatica de
por¢cées dos genes gag e env amplificadas
por PCR (Rosati et al., 1995a). Esse estudo
revelou que as amostras norte-americanas
de lentivirus ovino possuiam significativa
heterogeneidade com relagdo a amostra
padrdo de MVV K1514 e com outros
lentivirus  ovinos e caprinos  norte-
americanos. Os mesmaos autores
amplificaram somente lentivirus de origem
ovina, quando utilizaram iniciadores
especificos para a regido gag desenhados a
partir da seqiiéncia K1514 e amplificaram
lentivirus tanto de origem caprina quanto
ovina ao utilizarem iniciadores especificos
para a regiao env.

As seqiiéncias de aminoacidos codificadas
pelos genes gag e pol de MVV e CAEV
possuem, respectivamente, 74,8% e 77,5%
de homologia entre si e apenas 60% de
homologia é observada entre as seqgiiéncias




de aminoacidos codificadas pelo gene env
iessas duas especies virais (Saltarelli et al..
1390).
A analise filogenetica de  diversas
sequéncias de genes gag, pol e env e de
LTR de LVPR obtidas em bancos de dados
em junho de 1997, demonstrou que as
diferentes amostras podem ser agrupadas
em pelo menos seis grupos, sem distincao
clara entre amostras de lentivirus derivadas
de caprinos e de ovinos. As divergéncias
entre CAEV e MVV foram de 16% para gag
e pol, 22% para env e 35% para LTR
(Zanoni. 1998). O mesmo autor encontrou
fote evidéncia da possibilidade de
transmissao interespécie dos LVPR.

Os LVPR se assemelham morfologica.
patogenica e geneticamente, tendo sido
relatada a ocorréncia de transmissao
experimental do MVV para o caprino e do
CAEV para o ovino (Banks et al., 1983).
N&o ha relato da ocorréncia de infecgao
cruzada natural de ambos os virus. Segundo
Pasick (1998) os LVPR, apesar de serem
considerados espécies virais distintas,
devem ser entendidos como quasispécies
virais que possuem diferentes hospedeiros e
mecanismos de patogenicidade distintos.

Marchesin et al. (1998) encontraram uma
amostra de lentivirus isolada de um caprino
no Rio Grande do Sul mais relacionada ao
MVV do que ao CAEV, quando as amostras
foram analisadas atraves do perfil de
digestdao enzimatica. Castro et al. (1999)
sequenciaram parte do gene pol de
amostras brasileiras e parte do gene tat de
amostras brasileiras e francesas e fizeram a
analise filogenética dessas amostras.
Concluiram que as amostras provenientes
do Estado de Minas Gerais eram mais
relacionadas ao CAEV e que uma amostra
de Pernambuco era mais relacionada ao
MVV. O MVV nao tem sido relacionado
como causa natural de infeccdo em
caprinos. Esses dados demonstram a
heterogeneidade das amostras brasileiras
de LVPR.

Zanoni et al. (1992) ao seqiienciarem os
fragmentos dos genes gag e pol
amplificados de seis amostras de lentivirus

caprinc e ovino de origem holandesa,
americana e suica detectaram
neterogeneidade de 38% para o gene gag e
e 28% para o gene pol. Os estudos
revelaram que as amostras de lentivirus
caprino e ovino estudadas sdo mais
relacionadas entre si e ao CAEV-Co do que
a amostra prototipo do MVV. Os mesmos
autores  ndo  encontraram  diferencas
significativas entre os lentivirus isolados de
ovinos e caprinos.

Rosati et al. (1995b) sequenciaram parte do
gene env de uma amostra italiana de CAEV
e encontraram 83% de homologia entre este
isolado e a amostra CAEV-Co e de 63 a
66% de homologia quando comparado com
trés amostras de lentivirus ovino (K1514,
EV1 e SAOMVWV).

Ja foram descritos diversos LVPR. sendo a
amostra de referéncia para o CAEV o
isolado dos Estados Unidos CAEV-Co
(Saltarelli et al., 1990) e as amostras de
referéncia para o MVV, o isolado da Islandia
0 MVV K1514 (Sonigo et al., 1985), da
Africa do Sul o SA-OMVV (Quérat et al.,
1990), e da Escocia o EV-1 (Sargan et al.,
1991). A comparacdo entre essas amostras
de diferentes regides geograficas demonstra
gque, como ocorre para 0s demais lentivirus,
os LVPR acumulam variacbes genéticas
principalmente no gene env codificante para
a proteina de superficie viral e nas
pequenas janelas de - leituras abertas
codificantes para as proteinas regulatorias.
sendo 0s genes gag e pol mais estaveis.

A analise filogenética de seqiencias do
gene pol de lentivirus ovinos franceses
isolados de diversos ovinos infectados
demonstrou que estes possuiam maior
homologia entre si e com o virus CAEV-Co

que com os virus MVV (Leroux et al.,
1995b).

De acordo com Leroux et al., os lentivirus
mostram consideravel variabilidade
gendmica e antigénica, o que pode
influenciar as propriedades bioldgicas dos
virions, como persisténcia viral no
hospedeiro, tropismo, taxa de replicacdo,
citopatogenicidade e desenvolvimento de
doenca. A analise gendmica da regido po/
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de diversos isolados de lentivirus obtidos
diretamente de macrofagos de ovinos
naturalmente infectados demonstrou a
presenca de pelo menos (rés grupos
geneticos distintos na Franca. Os mesmos
isolados se mostraram mais relacr  1dos ao
CAEV-Co que aos padroes de VV. O
mesmo estudo demonstrou que ¢ Jrau de
variacdo e heterogeneidade entre as
amostras francesas & semelhante com o
ob==rvado para as amostras de lentivirus de
primiatas (HIV tipo 1. HIV tipo 2 e SIV),
sugerindo a ocorréncia de mecanismos
evolutivos comuns (Leroux et al., 1996).

Leroux et al. (1997) analisaram as
segiléncias dos genes pol e env de 21
isolados franceses de lentivirus ovinos e
caprinos e agruparam os LVPR franceses
em quatro grupos distintos, de acordo com
analise filogenetica. Os grupos | e [ll eram
formados por isolados de origem ovina e
caprina, o grupo Il por isolados de origem
caprina e pelo padrdao CAEV-Co e o grupo
IV por isolados de referéncia de lentivirus
ovino (K1514. SAOMVYV e EV1).

Andlise da seqiiéncia do gene env de duas
amostras americanas de lentivirus
derivados de ovinos demonstrou que estas
seqliéncias eram unicas, possuiam grande
homologia entre si e possuiam maior
identidade de nucleotideos e aminoacidos
com CAEV do que com MVV (Chebloune et
al., 1996a). Trabalho semelhante foi
realizado por Karr et al. (1996), que
compararam as sequéncias obtidas a partir
do gene env de dois isolados norte-
americanos de lentivirus ovino com
sequéncias conhecidas de isolados de
lentivirus caprino e ovino a fim de
determinar a relacdo genética entre o MVV
e o CAEV. Ao utilizarem iniciadores
especificos para o genoma do MVV 1772
(Braun et al., 1987) ndo houve amplificacdo
dessas duas amostras pela PCR, enquanto
que ao utilizarem iniciadores especificos
para o CAEV-Co houve amplificacdo das
duas amostras. Verificou-se que esses dois
isolados  eram  genotipicamente  mais
semelhantes entre si (homologia de 97.5%
na regido env) e aos lentivirus caprinos
norte-americanos (CAEV-Co e CAEV83)
(homologia de 85%) do que ao MVV. Os

autores sugeriram gue pode tier havido
infeccdo de ovinos com um virus "CAEV-
like".

Valas et al. (1997) compararam as
sequéncias gag. pol e env de um isolado
francés de lentivirus caprino com amostras
padrao de CAEV e MVV e concluiram,
atraves de analise filogenética e de
mobilidade de heteroduplex, que todas as
amostras de CAEV formam um grupo
distinto que parece emergir de um grupo
muito mais diverso e antigo que e o grupo
MVV.

Valas et al. (2000) compararam, atraves de
analise filogenética. a segliéncia de
nucleotideos completa correspondente a
regido codificante para a proteina SU viral
de quatro amostras francesas (021. 032,
680 e 786) de CAEV com amostras
americanas de CAEV (CAEV-Co, 63 e
1244) e trés amostras de MVV (K1514, EV1
e SAOMVV) e concluiram que todas as
amostras de CAEV formam um grupo
claramente separado do grupo de amaostras
de MVV e que os isolados franceses
formam um subgrupo distinto do subgrupo
dos isolados americanos.

Trés amostras de lentivirus caprino isoladas
de caprinos do estado do Rio Grande do Sul
(Hotzel et al., 1993) e uma de lentivirus
ovino isolada no estado do Parana
(Milczewski et al., 1997) foram analisadas
filogeneticamente com relacdo aos genes
gag e pol. Para esses dois genes, as
amostras brasileiras de lentivirus caprino se
agruparam no grupo CAEV e a amostra
brasileira de lentivirus ovino se agrupou
com as amostras de MVV (Ravazzolo et al.,
2001).

Mais recentemente, Rolland et al. (2002)
verificaram através de analise filogenetica
que uma amostra Irlandesa de CAEV esta
mais relacionada ao MVV e concluiram que
ndao ha uma distincdo filogenética clara
entre esses dois lentivirus que, apesar de
infectarem hospedeiros diferentes. devem
ser considerados como quasispécies virais
unicas.




SWELIOTECA-ESCOLA VETERINARIA DA WFMe

2.2 Caracterizagao da CAE
2.2.1 Historico

A infeccdo de caprinos por lentivirus foi
primeiramente reconhecida por Cork et al.
em 1974, apds a ocorréncia de um surto de
leucoencefalomielite em animais de 1 a 4
meses de idade nos Estados Unidos.
Estudos epidemiolégicos e viroldgicos
revelaram que um mesmo virus estava
relacionado tanto & causa de sinovite e
artrite  cronica proliferativa em animais
adultos quanto a de leucoencefalomielite em
animais jovens, tendo o agente sido
denominado CAEV (Cork et al., 1974;
Clements et al., 1980; Crawford et al., 1980;
Narayan et al., 1980; Adams et al., 1984). A
epidemia de Artrite-Encefalite Caprina
(CAE) que ocorreu nesse periodo nao foi
causada pela introducdo de um novo virus e
sim pelas mudancas de manejo de rebanho,
principalmente a alimentacdo de filhotes
com pool de colostro, que resultaram num
aumento da disseminacio do virus entre os
animais. A partir desse periodo, a CAE ficou
caracterizada como uma doenca mundialmente
presente (Clements & Zink, 1996).

2.2.2 Ocorréncia

A CAE é uma enfermidade cronica,
multissistémica, que acomete caprinos. A
enfermidade apresenta sinais clinicos de
evolucdo lenta, incluindo artrite, pneumonia
e mastite em animais adultos e
leucoencefalite em animais jovens, entre 2 e
4 meses de idade (Cork et al, 1974,
Crawford et al., 1980). Uma vez infectados,
0S animais permanecem  portadores
permanentes do virus, e podem ou nao
desenvolver os sinais clinicos resultantes da
doenca.

A CAE tem distribuicido cosmopolita e
ocorre de forma endémica com alta
prevaléncia em paises com producéo
leiteira intensiva, tais como Canada, Franca,
Noruega e Estados Unidos (Crawford &
Adams, 1981; Adams et al., 1984 Cutlip et
al.,, 1992; Péretz et al.,, 1994). Adams et al.
(1984) demonstraram indices de reagentes
positivos ao teste de IDGA mais elevados
(65-81%) em amostras provenientes dos

Estados Unidos, Canada, Franca, Noruega
e Suica gquando comparados com os indices
(inferiores a 10%) encontrados em amostras
do Reino Unido, México, Quénia, Nova
Zelandia e Peru. Os autores testaram 3729
amostras de soro caprino provenientes de
14 paises. Crawford & Adams (1981) e East
et al. (1997) relataram que a prevaléncia da
CAE nos Estados Unidos &€ em torno de 65
a 81%. Cutlip et al. (1992) verificaram a
presenca da CAE em 28 estados
americanos, com 73% dos rebanhos
afetados.

Em paises que importam animais para
produgado de leite, a prevaléncia € minima
ou inexistente nos animais nativos e & maior
nos animais importados. Daltabuit Test et al.
(1999) relatam que no México a prevaléncia
da CAE nos animais importados variou de
17 a 35% em animais importados e que a
infeccdo era inexistente nos animais
nativos. No Brasil, a doenca foi
primeiramente constatada por Moojen et al.
(1986) no estado do Rio Grande do Sul. Os
autores detectaram quatro (6%) animais
soropositivos ao teste de IDGA em 67
caprinos testados pertencentes a uma
propriedade composta por alguns animais
importados com presenca de sinais clinicos
de artrite e encefalite. Posteriormente, a
CAE foi detectada em varios Estados da
Federacdo, como: Bahia (Fitterman, 1988;
Assis & Gouveia, 1994; Melo & Franke,
1997; Gouveia et al., 1998), Ceara (Assis &
Gouveia, 1994; Melo & Franke, 1997;
Pinheiro et al.,, 2001), Espirito Santo
(Gouveia et al., 1998), Goias (Gouveia et
al., 1998), Maranhdo (Alves & Pinheiro,
1997), Minas Gerais (Assis & Gouveia,
1994; Gouveia et al., 1998), Para (Ramos et
al., 1996), Pernambuco (Castro et al., 1994;
Saraiva Neto et al., 1994), Piaui (Pinheiro et
al., 1996), Rio de Janeiro (Assis & Gouveia,
1994: Cunha & Nascimento, 1995; Gouveia
et al.,, 1998) e Sao Paulo (Garcia et al,
1992). Cunha & Nascimento (1995)
detectaram presenca de anticorpos contra
CAEV em amostras de soro caprino
estocadas desde o inicio da década de 80.
A prevaléncia da enfermidade & maior nos
animais importados, sendo minima ou
inexistente nos animais nativos (Melo &
Franke, 1997).




2.2.3 Transmissao

Através da inflamagao da glandula mamaria,
os macrofagos infectados sao transferidos
para o colostro e o leite e fazem com que o0s
mesmos sejam a fonte mais importante de
contaminacéo por lentivirus para os filhotes
(Adams et al., 1983; McGuire et al., 1990;
Rowe et al., 1992; Rimstad et al., 1993).
Crawford & Adams (1981) demonstraram
que filhotes ndo alimentados com colostro
permaneceram soronegativos por pelo
menos dois anos, enquanto que aqueles
que foram alimentados com colostro se
tornaram soropositivos aos dois meses de
idade.

Outras rotas de infeccdo tém sido
propostas, como através do contato
prolongado entre animais infectados e nao
infectados (Adams et al., 1983) e através de
fomites (materiais cirdrgicos contaminados
com sangue de animal infectado, tatuadores
ou equipamentos de descorna) (Al-Ani &
Westweber, 1984, Rowe & East, 1997).
Pode ocorrer também a transmissido por
secregcdes e excregdes como fezes, saliva,
secregdes urogenitais e respiratérias ou no
canal obstétrico (Ali, 1987; Guedes et al.,
2001).

Rowe et al. (1992) ressaltaram a
possibilidade de transmissdo sexual do
CAEV, apos demonstrarem ter havido
soroconversdo de cabras 140 dias apds
cruzamento com bodes soropositivos. Mais
recentemente, o CAEV foi detectado, pela
técnica de PCR, em sémen de bodes
naturalmente infectados, ressaltando a
importdncia de se estabelecer o papel
epidemiolégico dessa fonte de infecgdo
(Andrioli et al.,, 1999; Travassos et al,
1999).

East et al. (1987) estudaram a prevaléncia
de animais soropositivos em rebanhos que
adotavam como medida de controle da
doenca a alimentacao dos cabritos com
colostro ou leite tratados termicamente e
demonstraram a ocorréncia de
soroconversdo tardia em alguns cabritos
com até seis meses de idade,
especialmente se estes eram mantidos
juntos com animais adultos positivos no

rebanho. Os autores ressaltaram a
importancia da transmissdo horizontal
resultante do contato direto com animais
contaminados na manutencao da doencga no
rebanho.

A possibilidade de transmissdo dos LVPR
entre espécies foi considerada possivel em
experimento conduzido por Banks et al.
(1983) onde caprinos foram inoculados com
MVV. O virus foi reisolado de trés dos seis
animais inoculados e foram detectados
anticorpos anti-CAEV em dois desses
animais. Nao ha relato da transmissao
natural entre espécies.

2.2.4 Prevencgao e Controle

O controle desta enfermidade € complexo
devido ao seu carater cronico e ao longo
periodo de incubacdo (Zink et al., 1990).
Como a principal via de transmissio é pelo
colostro e leite, o controle da enfermidade
nos rebanhos tem se baseado em separar
as crias logo ap6s o parto, evitando o
contato com a saliva da méae e ingestdo do
colostro e leite.

Levando-se em consideracao de que
qualquer animal positivo presente no
rebanho € capaz de transmitir o virus,
independentemente do seu status
sorologico, Adams et al. (1983) sugeriram
as seguintes medidas de prevencdo e
controle da CAE:

¢ Remocao imediata dos filhotes apos o
nascimento, evitando-se o contato entre
estes com as secrecdes da mae;

e Isolamento dos filhotes em local
separado das fémeas infectadas;

e Fornecimento de colostro tratado
termicamente (56°C por uma hora) ou
proveniente de cabras nao infectadas;

e Teste sorologico de todos os animais a
cada seis meses com separacido ou
remogao dos soropositivos do rebanho.

Embora a manutencdao de animais
infectados no rebanho represente sérias




perdas econdmicas ao produtor, o sacrificio
de todos os animais infectados se torna
inviavel, principalmente se grande parte do
rebanho estiver acometido, alem de
representar grande perda de material
genetico. Desta forma, tém sido implantados
programas de controle da transmissao desta
enfermidade, visando a obtencdo de crias
destes animais enfermos antes de sacrifica-
los.

2.2.5 Diagnostico Laboratorial

Os meétodos de diagnostico laboratorial das
lentiviroses de pequenos ruminantes mais
freqientemente  empregados sao 0s
sorologicos. Devido ao carater de infeccao
persistente, um resultado sorologico positivo
demonstra indiretamente a existéncia de
infeccdo. Os meétodos sorologicos mais
empregados sdo a imunodifusdo em gel de
agarose (IDGA) e o ELISA. Também podem
ser utilizadas a imunofluorescéncia direta e
o immunoblotting.

A deteccdo direta da presenca dos LVPR
pode ser feita atraves do isolamento viral,
da reacao em cadeia da polimerase (PCR),
da microscopia eletronica e hibridizagado in
situ.

2.2.5.1 Imunodifusao em Gel de Agarose
(IDGA)

A IDGA tem sido amplamente utilizada na
deteccdo de anticorpos contra LVPR
(Crawford & Adams, 1981, Adams et al.,
1984, Adams & Gorhan, 1986, Knowles et
al., 1994) e é o teste padrao para CAEV de
acordo com a OIE (2000), para o comercio
internacional de caprinos.

Os  animais infectados apresentam
anticorpos contra as glicoproteinas do
envelope viral, a gp135 e a gp40, e contra
as proteinas do cerne viral, principalmente a
proteina CA (p25). De acordo com de la
Concha-Bermejillo et al. (1995) a primeira
resposta detectada, geralmente na terceira
semana de infeccdo, € principalmente
contra a proteina do capsideo viral e, por
volta da quinta semana, sdo produzidas as
respostas contra as demais proteinas.

Johnson et al. (1983) concluiram que a
resposta de anticorpos contra gp135 € mais
comum que a resposta a p28. Adams &
Gorham (19886) testaram soros de caprinos
em teste de IDGA frente aos dois antigenos
de CAEV (gp135 e p28) e concluiram que o
antigeno gp135 detecta um maior numero
de soros positivos que o antigeno p28 e que
alguns soros somente reagiram frente ao
antigeno p28.

Knowles et al. (1994) avaliaram o teste de
IDGA para deteccdo de anticorpos anti
CAEV utilizando antigenos de origem ovina
e caprina e concluiram que o uso de
antigeno homadlogo aumenta a sensibilidade
do teste em pelo menos 35%.

Hanson et al. (1996) acompanharam a
expressao de anticorpos ao longo do tempo
em caprinos soropositivos naturalmente
infectados pelo CAEV, atraves de testes de
IDGA empregados para a deteccéo tanto da
gp135 quanto da p28 virais. Os autores
verificaram gqgue o0s animais testados
apresentavam anticorpos tanto para gp135
quanto para p28 virais e que guando 0S
animais reagiam a apenas uma das
proteinas essa era predominantemente a
gp135, geralmente nos animais mais velhos.
Além disso, ocorreu variacdo da expressao
de anticorpos ao longo do tempo, com
reacbes soropositivas e soronegativas
ocorrendo de forma intermitente em um
mesmo animal.

2.2.5.2 Isolamento Viral

O isolamento dos LVPR é demorado, caro e
requer a implantagao de cultivos celulares
especiais (Knowles, 1997; Wagter et al.,
1998). O primeiro isolamento de CAEV foi
feito por Crawford et al. (1980) a partir de
explante de tecido de membrana sinovial
caprina (MSC) de wuma cabra que
apresentava sinais clinicos de artrite.

O isolamento pode ser feito a partir de
animais vivos infectados através de co-
cultivo de monocitos/macrofagos obtidos de
sangue periférico, leite ou fluido sinovial
com celulas indicadoras (mais comumente
MSC e plexo cordide ovino), ou post mortem
através de explante de diversos tecidos




como pulmdes, membrana  sinovial,
glandulas mamarias e tecidos linfoides
(Crawford et al., 1980; Narayan et al., 1980;
Dawson, 1983).

O primeiro relato de ECP produzido pelos
LVPR foi feito por Sigurdardottir & Thomar
(1964), a partir do isolamento do virus de
pulmbes de ovinos periencentes a um
rebanho naturalmente infectado por virus
Maedi. O ECP observado € caracteristico e
consiste no aparecimento de células
gigantes multinucleadas (sincicios) e de lise
celular. O surgimento do ECP é muito
variavel em tempo e intensidade e pode ser
confirmado, por exemplo, através de
imunomarcacao das ceélulas multinucleadas
(Dawson, 1983).

O surgimento de ECP em tentativas de
isolamento de lentivirus ocorreu de forma
variavel para diferentes autores: 60 dias
apos explante de diversos tecidos (Narayan
et al., 1980), 6 meses apos o co-cultivo de
leucocitos do sangue periférico com MSC
(Daltabuit Test et al., 1999), 5 a 18 semanas
apos o co-cultivo de leucocitos do sangue
periférico com celulas de plexo cordide
ovino (Quérat et al., 1984), duas semanas
apos o cultivo de macrofagos obtidos apés
maturacdo de mondcitos do  sangue
periférico de ovinos infectados (Chebloune
et al., 1996a), de 1-3 meses apds o co-
cultivo de leucocitos do sangue periférico
com células de MSC ou uma semana apos
a implantacdo de explantes de membrana
sinovial (Castro et al., 1999).

Narayan et al. (1980) reisolaram o CAEV de
um cabrito recém-nascido seis semanas
apos a inoculagao intracerebral de 1 mL de
suspensdo cerebral de uma cabra
apresentando leucoencefalomielite, a partir
do explante de diversos tecidos, incluindo
cérebro, plexo cordide, baco, timo e
linfonodo pré-escapular. Todos os cultivas
celulares desenvolveram ECP em ate dois
meses.

Crawford et al. (1980) ndo obtiveram
sucesso na tentativa de descrever outras
células diferentes das de MSC susceptiveis
a infeccdo pelo CAEV, diferentemente do
observado por Klevejer-Anderson &

Cheevers (1981) que descreveram a
susceptibilidade de cultivos de cérebro,
plexo coroide, pulmdes e rins para a
replicacdo de CAEV, embora com menor
eficiéncia do que cultivos de MSC.

Querat et al. (1984) dividiram os LVPR em
dois grupos, de acordo com as
caracteristicas apresentadas em cultivo
celular. O primeiro grupo era composto por
virus que possuiam comportamento litico
em cultivo celular e o segundo grupo
apresentava caracteristicas de infecgao
persistente em cultivo.

Em 1993, Hotzel et al. isolaram o CAEV no
Brasil a partir do explante de tecido de MSC
de um animal que apresentava artrite e era
soropositivo para o CAEV. Os autores
relataram a presenca de ECP caracteristico
da infeccdo“por lentivirus 14 dias apds a
implantacao dos cultivos primarios e entre 8
a 90 dias apos a inoculagéo de ceélulas de
MSC e musculares fetais. O MVV foi isolado
pela primeira vez no Brasil por Milczewski et
al. (1997) a partir de um ovino com sete
anos de idade naturalmente infectado e que
apresentava sinais clinicos sugestivos de
infeccdo por lentivirus e anticorpos contra
MVV. Castro (1998) isolou amostras
brasileiras de LVPR a partir de caprinos
pertencentes a rebanhos comerciais dos
estados de Minas Gerais e Pernambuco,
através do co-cultivo de leucodcitos do
sangue periférico com celulas de MSC e a
partir de explante de tecido de MSC.

Chebloune et al. (1996b) observaram um
padrdo restritivo de replicacdo de isolados
de MVV mesmo apds a maturacao dos
monaocitos obtidos de ovinos infectados em
macrofagos. Os autores ndo observaram
nenhum ECP no cultivo de macrofagos e
ndo observaram nenhuma particula viral a
microscopia eletrénica, embora tenham
detectado, através da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), a presenca de DNA
pré-viral nessas células. Da mesma
maneira, Russo et al. (1997) ndo tiveram
sucesso na tentativa de isolamento viral a
partir de co-cultivo de células do leite de
animais naturalmente infectados com
células de MSC, embora tenha sido
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detectado o DNA proé-viral, atraves da PCR,
nessas ceélulas.

Chebloune et al. (1996a) relataram a
ocorréncia de um padrao restritivo de
replicacdo do CAEV em cultivo de células
de plexo cordide ovino (PCO). Tanto o
CAEV quanto o MVV, segundo esses
autores, replicaram produtivamente em
macrofagos e cultivos de células MSC, mas
somente o MVV produziu ECP caracteristico
em ceélulas de PCO.

O ECP caracteristico de infeccao por
lentivirus foi observado seis meses apos o
isolamento do agente a partir de co-cultivo
de leucocitos do sangue periférico com
células MSC de dois animais soropositivos
para 0 CAEV em teste de IDGA e que
apresentavam sinais clinicos da doenca
(Daltabuit Test et al., 1999). Os autores re-
isolaram o virus apos a inoculagdo do
sobrenadante de cultivo dos isolados em
duas cabras soronegativas para o CAEV.

Narayan et al. (1983) examinaram repetidas
vezes 0 sangue periférico de duas cabras
infectadas pelo CAEV e demonstraram que
uma das cabras mantinha uma taxa
constante de apenas 3% dos mondcitos
periféricos infectados por CAEV, ou seja,
apenas um em cada 2.2 X 10.5 leucdcitos
sanguineos periféricos (PBMC) estava
infectado pelo CAEV. A outra cabra
examinada mantinha uma taxa de 8% dos
monocitos periféricos infectados. Em outro
experimento, Ellis (1990) encontrou que o
nimero minimo de PBMC de cabras
infectadas pelo CAEV e clinicamente
doentes necessario_para o isolamento do
agente variou de 10° a 5 X 10', sem relagdo
entre nivel de anticorpos anti-p28 ou anti-
gp135 e taxa de infecgdo dos PBMC. O
mesmo autor verificou que a maior
proporcdo de PBMC infectado encontrada
foi de um em cada 2 X 10° e sugeriu_haver a
necessidade de pelo menos 5 X 10° PBMC
nas tentativas de isolamento viral a partir do
co-cultivo de mondcitos com celulas
indicadoras.

Andrioli (2001) isolou quatro amostras de
lentivirus caprino a partir de sémen lavado e
nao lavado obtidos de bodes naturalmente
infectados pelo CAEV, apds 63 dias da
inoculacdo do sémen (previamente tratado
com antibidticos e antifungicos e diluido em
MEM) em monocamada subconfluente de
MSC. A mesma autora nao isolou o CAEV a
partir de amostras de embrido lavado e nédo
lavado obtidas de cabras naturalmente
infectadas pelo CAEV e isolou amostras de
CAEV a partir de amostras de fluido uterino.

2.2.5.3 Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR)

A PCR consiste na amplificacao in vitro de
segmentos de DNA. A PCR é uma técnica
rapida, sensivel e especifica, podendo ser
utilizada para a deteccdo de acidos
nucléicos virais. A PCR é util para a
deteccdo das lentiviroses, pois pode
detectar o virus nos animais sem a
necessidade da verificacdo de sintomatologia
clinica ou soroconversdo (Rimstad et al.,
1993; Clavijo & Thorsen, 1996).

Brodie et al. (1993) utilizaram a PCR com
iniciadores especificos para LTR e pol para
deteccdo de DNA pro-viral em ovelhas
infectadas e concluiram que a PCR pode
ser utilizada para deteccao de infeccdo
precoce por lentivirus, mesmo antes de se
detectar a presenca de anticorpos nesses
animais.

Zanoni et al. (1990) utilizaram a PCR para
demonstrar a presenca de DNA pro-viral de
LVPR em cultivos celulares. O DNA pro-viral
foi detectado um dia apos a infeccao dos
cultivos celulares e os autores estimaram
que a PCR foi capaz de detectar uma célula
contendo o DNA pro-viral em 10° células.
Barlough et al. (1994) observaram que a
presenca de 30 a 240 células infectadas em
cada 3000 mondcitos eram suficientes para
obtencdo de resultado positivo através de
PCR-nested desenvolvida para amplificacio
de parte da regido gag do genoma pro-viral.




Zanoni et al. (1992) utilizaram a PCR para a
deteccdo de seis diferentes isolados de
CAEV e MVV, originados da Holanda,
Estados Unidos e Suica. Todos os isolados
foram  amplificados com  iniciadores
especificos para LTR da amostra K1514,
somente um isolado suico de MVV (amostra
OLV) n3o foi amplificado guando foram
utilizados iniciadores especificos para
regiao gag do MVV K1514 e apenas um
isolado de MVV e dois de CAEV foram
detectados quando foram  utilizados
iniciadores especificos para a regidao pol do
CAEV.

Reddy et al. (1993) utilizaram a PCR para
deteccdo de DNA pro-viral de CAEV a partir
de leucocitos obtidos de sangue periférico,
células do liquido sinovial e celulas do leite,
utilizando iniciadores e sondas desenhadas
a partir da seqgiiéncia publicada de CAEV-
Co (Saltarelli et al., 1990). Dos animais
soropositivos para CAEV através de teste
de IDGA, somente dois foram considerados
negativos pela PCR e trés animais
soronegativos ao teste de IDGA tiveram
resultados positivos pela PCR.

De la Concha-Bemejillo et al. (1996),
Travassos et al. (1999) e Andrioli (2000)
indicaram a presenca de DNA pro-viral de
LVPR no sémen, apos amplificacdo por
PCR.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Espécimens Clinicos

O rebanho utilizado no presente estudo,
localizado em Minas Gerais, € composto de
caprinos das racas Saanen, Toggenburg e
Parda Alpina, com presenca de alguns
animais puros de origem importada.
Nenhum animal apresentava sinais clinicos
evidentes de infeccido pelo CAEV, no’
momento do estudo.

Foram colhidas 160 amostras de sangue
atraves da venipuntura da jugular utilizando
tubos contendo vacuo (Becton Dickinson
Vacutainer Systems, 5mL). O sangue foi
centrifugado a 1500rpm por 10min para
obtencdo de soro para pesquisa de
anticorpos anti-CAEV.

Dos 160 animais testados foram escolhidos
12 animais soropositivos para o isolamento
viral. Foram colhidas amostras de sangue
total desses 12 animais (Tabela 2), através
da venipuntura da jugular utilizando tubos
contendo vacuo e anticoagulante (Becton
Dickinson Vacutainer Systems, Sodium
Heparin, 10mL).

Tabela 2. Amostras de sangue total coletadas para isolamento viral e dados dos animais.

Dados dos animais:

Amostra Sexo Idade (meses) Raca Origem®
1 F 60 Saanen PO
2 F 10 Parda Alpina -

3 F 67 Saanen -

4 M 18 Parda Alpina PO
5 F 68 Toggenburg -

6 F 78 Parda Alpina PO
7 F 3 Saanen PO
8 F 43 Toggenburg -

9 F 31 Toggenburg -

10 F 63 Saanen PO
1 F 161 Toggenburg -

12 M 95 Parda Alpina POI

- Dados néo coletados.

* POl nascido no exterior, PO nascido no Brasil, filho de pais importados.




3.2 IDGA

Para a verificacdo da presenca de
anticorpos anti-CAEV, os 160 soros obtidos
foram submetidos a microtécnica de IDGA
(Gouveia, 1994) em agarose a 0.9% em
tampao fosfato, utilizando 30uL de
soro/antigeno, com a leitura realizada 24-48
horas apdés, com luz indireta sobre fundo
escuro, sendo considerada definitiva a
ultima leitura. Os soros foram testados
frente ao antigeno comercial (Veterinary
Diagnostic, Inc., USA).

3.3 Células de Membrana Sinovial
Caprina (MSC)

As células MSC foram obtidas através do
explante de tecido de membrana sinovial
caprina de um cabrito jovem soronegativo
para LVPR em teste de IDGA, filho de cabra
também soronegativa. Os estoques celulares
criopreservados em nitrogénio liquido foram
descongelados e utilizados neste experimento
em baixas passagens (até 15, no maximo),
em Meio Essencial Minimo com sais de
Earle, L-glutamina e acrescido de 2,2g/L de
bicarbonato de sodio e 25mM de Hepes
(MEM), com 10% de soro fetal bovino
(SFB).

3.4 Preparo dos Controles Positivo e
Negativo

Os controles positivo e negativo foram
preparados a partir de monocamadas de
células de MSC inoculadas ou ndo com a
amostra de LVPR de referéncia (ATCC VR-
905 CAEV 75-G63 cloned lot LW91-10).

O controle positivo foi obtido através da
inoculagdo do virus de referéncia em uma
garrafa de 25cm~ de area (A25) com 48
horas de cultivo de MSC com concentracéo
inicial de 30.000 células por cm’. Foi
inoculado 1mL da suspensao viral, contendo
200 Unidades Formadoras de Sincicios / mL em
meio MEM com 2% de Penicilina/Estreptomicina
(P/S)1 e 1% de Anfotericina B (F)°. Apés uma
hora de adsorgdo a 37°C, foi acrescentado

! Solucdo estoque: 200 Ul de Penicilina / mL e 200 ug
ge Estreptomicina / mL
“ Solugao estoque: 2,5 ug de Anfotericina B / mL

5mL de meio MEM com 2% de P/S, 1% de
F e 5% de SFB, para manutencdo celular. A
garrafa foi observada freglientemente ao
microscopio oOptico para a verificagdo do
ECP caracteristico (formacdo de células
gigantes ou sincicios), durante 12 dias. Para
o controle negativo foi utilizado o mesmo
procedimento acima, porém o inéculo
consistiu de um mL de meio MEM com 2%
de P/S e 1% de F. sem a adicdo de virus.
(Castro, 1998).

3.5 lIsolamento Viral Através do Co-
Cultivo de Leucocitos com MSC

3.5.1 Maturagao dos Mondcitos em
Macrofagos

O sangue foi centrifugado a 2000rpm por
20min em centrifuga clinica e os leucocitos
foram retirados, com auxilio de micropipeta,
e transferidos para um tubo de centrifuga de
15mL com tampa. Foi adicionado 10mL de
solucdo de cloreto de aménio a 0,84% em
agua bidestilada estéril resfriada, para lise
dos eritrocitos. Apos agitacdo vigorosa
(vortex) os leucocitos foram sedimentados
através de centrifugagcdo a 2000rpm por
10min. O sobrenadante foi descartado e foi
acrescentado 10mL de solugdo salina
tamponada (PBS) estéril resfriada para
lavagem. Apos agitacdo vigorosa (vortex),
0s leucdcitos foram sedimentados através
de centrifugacdo a 2000rpm por 10min.
Foram feitas mais duas lavagens com
solucao de PBS. Apds as lavagens com
PBS, os leucocitos foram ressuspendidos
em meio RPMI (com L-glutamina, 2 g/ L de
bicarbonato de sodio e 25mM de Hepes)
adicionado de 2% de P/S e 10% de SFB e
colocados em garrafas A25 e em placas de
seis pogos. Apos 24 horas de cultivo a 37°C
e 5% de CO,, o meio foi completamente
trocado e os leucocitos foram mantidos por
uma semana em estufa a 37°C para
maturacdo dos mondcitos em macréfagos
(Chebloune et al., 1996a).

3.5.2 Co-Cultivo de Macréfagos com MSC

Apos uma semana de incubacdo foram
acrescentadas celulas de MSC na
concentracdao de 30.000 células/cm’® em
meio MEM com 2% de P/S, 1% de F e 5%




de SFB (meio de manutencdo celular). As
garrafas e placas foram observadas
freqientemente ao microscopio optico
guanto a presenca de ECP caracteristico de
infeccao por lentivirus caprino (presenca de
sincicios) e, a cada 15 dias, foram feitas
coletas  dos sobrenadantes e as
monocamadas de células foram
tripsinizadas, sendo as garrafas e placas
acrescidas de células de MSC e de meio de
manutencao celular (Castro, 1998). Ao final
de 45 dias, as placas de seis pocos
contendo as amostras e o0s controles
positivo e negativo foram coradas com
solucdo de cristal violeta a 0,1%, para
melhor visualizacdo do ECP. As mesmas
amostras e os controles das garrafas
tiveram seus sobrenadantes coletados e
estocados (-80°C) e foram tripsinizadas para
se realizar a extracao de DNA.

3.6 Extracao de DNA das Amostras e dos
Controles Positivo e Negativo

Para a extracdo do DNA, as monocamadas
de células foram lavadas por duas vezes
com solucdo de PBS e foram tripsinizadas,
suspensas em 10mL de solucdo de PBS e

centrifugadas a 2000xg por 10min
(Centrifuga modelo B4i, Jouan). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento
utilizado para a extra%éo de DNA através do
kit de extracdo GFX'" Genomic Blood DNA

Purification Kit (Pharmacia), segundo
instrucoes do fabricante.

3.7 PCR

3.7.1 Desenho dos Iniciadores

Os iniciadores foram desenhados

baseando-se na seqiéncia publicada de
CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990) obtida no
GenBank (numero de acesso M33677)
(http://www.ncbi.nim.nih.qov/entrez/query.fc
gi?CMD=search&DB=nucleotide), com o
auxilio dos programas Blastn
(http://www _ncbi.nim.nih.qov/blast), Oligo® e
OligoTech (Versao 1.0)
(http:/Awww.oligosetc.com/OLIGOTech.HTM),
com o objetivo de se amplificar um
fragmento de 630pb da regido gag do
genoma pro-viral, correspondente a proteina
do capsideo viral (CA) (Figura 3). Os
iniciadores escolhidos, CAEV1 e CAEV2,
estdo representados na Tabela 3.

941
1001
1061
1121
1181
1241
1301
1361
1421
1481
1541

1061

CCAATAGTAG
CAGCAACTGC
TTGGCATATT
CCTGGAAATA
TGGAGAAGGA
GGGGTAGGAC
TGCCTGCAAT
AATCCAATGC
CTAGAAGCAA
CTATCTTATA
AGAGTACAAC
GGGTTCAAAA

TGCAAGCAGC
AAACAGTAGC
ATGCTACTAC
GAGCTCAAAA
ATAATCCACC
AAACAAATCA
GGGTAATAAA
TAGTAAAGCA
TAGATGCAGA
CAAATGCATC

AAGCTAGTGT

TGCA

AGGAGGGAGA
AATGCAGCAT
CTGGACAAGT
GGAGTTAATT
ACCTCCAGCA
AGCAGCAGCA
TGCATTAAGA
AAAAACGAAT
AGTTACA

0 Q)

AGCTGGAAAG
GGCCTCGTGT
AAAGACATAC
CAAGGGAAAT
GGAGGAGGAT
CAAGCTAACA
GCAGTAAGAC
GAGCCATATG
CAGCCTATAA
CAGAAGCAAR
ATGCAAGCAT

CAGTAGATTC
CTGAGGACTT
TAGAAGTATT
TAAATGAAGA
TAACAGTGGA
TGGATCAGGC
ATATGGCGCA
AAGATTTTGC
AAGATTATCT
TGGATAGAAC
GTAGAGATGT

TGTAATGTTC
TGAAAGGCAG
GGCCATGATG
AGCAGAAAGG
TCAAATTATG
AAGGCAAATA
CAGGCCAGGG
AGCAAGACTG
AAAGCTAACA
ACTAGGACAA
GGGATCAGAA

Figura 3:Regido do genoma da amostra CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990) que codifica para a
proteina Gag do capsideo viral (CA ou p25). Os nucleotideos em negrito correspondem a

regido de hibridizacado dos iniciadores.

Tabela 3. Iniciadores escolhidos para a amplificagdo de parte do gene gag codificante para a

proteina CA do genoma pro-viral.

Iniciador Segqiiéncia de Bases

Localizagdo®

CAEV1 (sense)
CAEV?2 (antisense)

GGA GGG AGA AGC TGG AA
CAC ATCTCT ACATGC TTG CA

962-978
1591-1571

¥ CAEV-co (Saltarelli et al., 1990)

32




3.7.2. Padronizagao da Técnica e
Amplificagao

As reacGes foram realizadas em volume
total de 30uL contendo 10mM de Tris-HCI
(pH 8,0), 50mM de KCI, 2,0mM de MgCl-,
200uM de cada ANTP (dATP. dGTP, dCTP,
dTTP), 20pmoles de cada iniciador, 1,0 U
Taq DNA polimerase e 1pug de DNA. Uma
gota de dleo mineral foi colocada em cada
tubo.

Para a amplificacao, o termociclador (PTC-
100, MJ Research, Inc., USA) foi
programado para executar um passo inicial
a 94°C por 5min e 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1min, hibridizacio
(foram testadas diferentes temperaturas, 57
a 60°C) por 1min e extensdo a 72°C por
1min. Apos os ciclos, as amostras foram
submetidas a 72°C por 8min e a uma
temperatura final de 4°C por 10min.

3.7.3 Determinagao da Sensibilidade da
PCR

ApoOs padronizadas as condicfes da PCR, o
controle positivo contendo 1ug de DNA
(dosado em espectrofotometro UV160, em
comprimento de onda de 260nm) foi diluido
(em agua bidestilada estéril) em diluicoes
decimais de 10" a 10° e amplificado, com o
objetivo de se calcular a quantidade minima
de DNA detectavel pela PCR.

3.7.4 Eletroforese

Para leitura dos resultados. foi realizada
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em
tampdo TAE 1X (20,3mM de KH,POQ,,
10,4M de Tris-acetato e 10mM de EDTA, pH
8,00 corado com brometo de etidio
(0,5ng/mL, adicionado ao gel). A corrida foi
realizada em sistema de eletroforese
horizontal a 120V por 40min e foram
aplicados 10pL de produto amplificado por
canaleta e uma canaleta para o marcador
de peso molecular (100bp DNA Ladder,
Gibco BRL). As bandas foram visualizadas
através da incidéncia de luz ultravioleta
(320nm) e o gel foi fotografado com o
auxilio do equipamento Image Master ™
VDS (Pharmacia).

3.8 Segienciamento dos Fragmentos
Amplificados

As amostras foram amplificadas por PCR e
purificadas apos eletroforese em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo (‘Low
Melting Point”) 1% (p/v) em tampéo TAE 1X
corado com brometo de etidio (5pg/mL,
adicionado ao gel). A corrida foi realizada
em sistema de eletroforese horizontal a
120V por 40min, com aplicacdo de 60uL de
DNA amplificado por canaleta. O gel foi
rapidamente visualizado sob luz ultravioleta
para verificacao e excisdo das bandas de
DNA. As bandas foram purificadas atraves
do kit de extracdo WIZARD® PCR Preps
(Promega), conforme  instrugcdes  do
fabricante.

As amostras purificadas foram enviadas
para o Laboratdrio de Pesquisa e Analise de
Fragmentos de DNA (Bioagro)’, para
seqlienciamento.

As segiiéncias obtidas foram editadas com
o auxilio do programa Chromas (versao
gratuita 1.45) (Technelysium Pty Ltd)
(http://www.technelysium.com.au/chromas.h
tml) e foram alinhadas com o auxilio do
programa Clustal W versdo 1.8 DOS (Thompson et
al, 1994) (hitp/Awww.cscfimolbio/progs/dustaiw),
para obtencao de uma seqiiéncia consenso.
As seqiiéncias editadas foram analisadas
para a determinacdo de similaridades em
relacdo aos nucleotideos e aos aminoacidos
com as amostras de LVPR, utilizando-se os
programas Blastn e .Blastx, frente aos
bancos de dados nr (GenBank +
EMBL + DDBJ + PDB sequences)
(http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/blast).

3.8.1 Analise Filogenética

As seqliéncias de nucleotideos obtidas e as
seqliéncias deduzidas de aminoacidos
foram alinhadas com o auxilio dos
programas Multalin (Corpet, 1998)
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin) e
Clustal W versao 1.8 DOS (Thompson et al.,
1994) com os padroes de CAEV (CAEV-Co)
e MVV (K1514, ZZ\V1050, SA-OMVV e EV1)
e 0s graus de homologia/divergéncia entre
as amostras foram calculados e expressos
em porcentagem.

" Campus Universidade Federal de Vicosa 36570-000,
Vigosa — Minas Gerais
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O dendograma foi construido com o auxilio
do programa Multalin (Corpet, 1998), para
se determinar os agrupamentos das
segiéncias e a relacao genetica entre as

mesmas. Os

isolados

utilizados para

comparacgao e seus respectivos nameros de
acesso ao GenBank estdo descritos na

Tabela 4.

Tabela 4. Seqiiéncias de LVPR e seus respectivos nimeros de acesso ao GenBank.

LVPR Isolado e Origem Numero de Acesso Referéncia

CAEV CAEV-Co® (Estados Unidos) M33677 Saltarelli et al., 1990
CAB80 (Franca) AF015181 Valas et al., 1997
1GA (Noruega) AF322109 Gjerset et al., 2000
C18 (Brasil) AJ305040 Ravazzolo et al., 2001
C767 (Brasil) AJ305041 Ravazzolo et al., 2001
C47 (Brasil) AJ305042 Ravazzolo et al., 2001

MVV K1514 (Islandia) M10608 Sonigo et al., 1985
SA-OMVV (Africa do Sul) M34193 Querat et al., 1990
ZZ\1050 (Holanda) X54379 Zanoni et al., 1991
EV1 (Escocia) S51392 Sargan et al., 1991
V27 (Brasil) AJ305039 Ravazzolo et al., 2001

¥ A sequéncia de nucleotideos corresponde a regiao do gene gag codificante para a proteina do capsideo

(CA) viral, posigdes entre 979 e 1572.

4 RESULTADOS
4.1 IDGA

Dos 160 soros testados, 32 (20%) foram
positivos. Dos seis machos testados, quatro
foram positivos. Nao foram observados
sinais clinicos compativeis com infeccao por
CAEV em nenhum dos animais
examinados.

4.2 Isolamento Viral

Das doze amostras pesquisadas, cinco (3,
4, 6, 8 e 10, descritas na Tabela 2)

apresentaram

ECP caracteristico de

infeccdo por LVPR apds 45 dias de co-
cultivo de macréfagos com células de MSC,
sendo nomeadas BR-UFMG/PL1, BR-
UFMG/PL2, BR-UFMG/PL3, BR-UFMG/PL4,
BR-UFMG/PL5 (Figuras 4 a 7, incluidos os
controles positivo e negativo).

O ECP caracterizou-se pela presenca de
inumeros sincicios, que surgiram entre trés
a cinco dias apo6s inoculacdo dos isolados
em MSC com 24 horas de cultivo.




Figura 4. Monocamada de células de MSC em meio MEM com sais de Earle e 5% de SFB,

corada com solugdo de cristal violeta a 0,1%, apos 12 dias de cultivo (controle negativo).
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Figura 5. Monocamada de células de MSC inoculada com CAEV de referéncia e mantida em

meio MEM com sais de Earle e 5% de SFB, corada com solucdo de cristal violeta a 0,1% apds
12 dias de cultivo (controie positivo).
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Figura 6. Isolado BR-UFMG/PL1. Co-cultivo de macrofagos com células de MSC mantido em

meio MEM enriguecido com sais de Earle e corado com solucao de cristal violeta 0,1% apds 45
dias de cultivo.
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Figura 7. Isolado BR-UFMG/PL2. Co-cultivo de macréfagos com células de MSC mantido em

meio MEM enriquecido com sais de Earle e corado com solucédo de cristal violeta 0,1% apos 45
dias de cultivo.




4.3 PCR

A PCR foi padronizada com uma
temperatura de hibridizac&o dos iniciadores
de 60°C. Os reagentes e o0s ciclos de
amplificagdo foram mantidos conforme
descrito anteriormente (item 3.7.2).

Apos amplificacdo por PCR das diversas
diluicdes do controle positivo, verificou-se a

@y

A

presenca de banda de DNA do tamanho
esperado até a diluicdo de 10°, o
equivalente a 100pg de DNA.

Todas as amostras positivas ao isolamento
foram amplificadas pela PCR utilizando 0s
iniciadores CAEV1 e CAEV2, resultando em
um fragmento de aproximadamente 600pb
(Figura 8). As sete amostras negativas ao
isolamento também foram negativas a PCR.

Figura 8. Gel de agarose 1% (p/v) corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta. A PCR amplificou um fragmento de aproximadamente 600 nt do gene gag do
genoma pro-viral. Canaleta 1 (BR-UFMG/PL1), canaleta 2 (BR-UFMG/PL2), canaleta 3 (BR-
UFMG/PL3), canaleta 4 (BR-UFMG/PL4), canaleta 5 (BR-UFMG/PL5), canaleta 6 (controle
positivo), canaleta 7 (controle negativo) e canaleta 8 (peso molecular 100 bp DNA ladder -

Gibco-BRL).

4.4 Seqgiienciamento das Amostras

Todos o0s cinco isolados obtidos foram
seqiienciados, a partir do produto de PCR
purificado. Para o isolado BR-UFMG/PLA1,
foram obtidas duas seqiiéncias, uma
utilizando-se o iniciador CAEV1 e a outra
utilizando-se o iniciador CAEV2. Para os
isolados BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3
foram obtidas trés seqiiéncias de cada um,
sendo uma com o iniciador CAEV1 e duas
com o CAEV2. E para os isolados BR-
UFMG/PL4 e BR-UFMG/PLS5 so6 foi possivel
a obtencdo de apenas uma sequéncia de
cada um, portanto estes foram excluidos
das andlises posteriores. Apds serem
analisados para a determinacdo de
similaridades em relacédo aos nucleotideos e
aos aminodacidos com as amostras de LVPR
ja depositadas no GenBank, verificou-se

gue estes possuiam, em média, 91% de
homologia com a seqiiéncia CAEV-Co.

4.4.1 Analise das
Seqiiéncias

Computacional

As seqiliéncias consenso obtidas para os
isolados BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e
BR-UFMG/PL3 foram alinhadas
separadamente com o padrdo CAEV-Co
(Saltarelli et al., 1990) para retirada das
regides correspondentes aos iniciadores,
resultando em uma seqiiéncia de 593
nucleotideos codificante para a proteina do
capsideo viral (CA), correspondente aos
aminoacidos 150 a 347 em relagdo ao
padrdo CAEV-Co obtido no banco de dados
Swissprot (numero de acesso P33458),
faltando os trés aminoacidos iniciais e 0s 12
finais da proteina (Figura 9).
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>BR-UFMG/PL1
TGCCGTAGACTCTGTGATGTTCCACCAGCTGCATACAGTAGCAATGCCGCATGGCCTCGTGTCTGAGGAC
TTTGARAGGCAGTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGATATACTGGAAGTATTGGCCATGA
TGCCTGGGAATAGAGCTCAAAAAGAATTAATTCAAGGAAAAT TAAATGAAGAAGCAGAAAGGTGGAGAAG
GAATAATCCACCACCTCAAGCAGGCGGAGGATTAACAGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGACAAACAAAT
CAAGCAGCTGCACAAGCTAACATGGATCAGGCAAGACAAATATGCCTGCAATGGGTAATATCAGCCTTAA
GAGCAGTGAGACATATGTCTCATAAACCAGGGAATCCGCTGCTAGTAAAGCAAAAAACAAATGAGTCATA
TGAAGATTTTGCAGCTAGACTGCTAGAAGCAATAGATCCAGCCCCAGTAGCACATCCTATAAAAGATTAT
TTAAAGTTAACACTATCTTATACGAATGCATCATCAGATTGTCAAAAGCAAATGGGTAGAATGCTAGGAT
CGAGAGTCCATCAAGCCAGTGTGGGCCAAAAAA

>BR-UFMG/PL1
AVDSVMFHQLHTVAMPHGLVSEDFERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRR
NNPPPOAGGGLTVDQIMGVGOTNQAAAQANMDOARQICLOWVI SALRAVRHMSHKPGNPLLVKQKTNESY
EDFAARLLEATDPAPVAHPIKDYLKLTLSYTNASSDCQKOMGRMLGSRVHQASVGQK

>BR-UFMG/PL2
AGCAGTAGATTCTGTAATGTTCCAGCAACTGCARAACAGTAGCAATGCAGCATGGACTCGTGTATGAAGAC
TTTGAAAGGCTGTCGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGATATACTGGAAGTATTGGCCATGA
TGCCTGGGAATAGAGCTCAAAAAGAATTAATT CAAGGAAAATTAAATGAAGAAGCAGARAGGTGGAGAAG
GAATAATCCACCACCTCAAGCAGGCGGAGGATTAACAGTGGATCAAATTATGGGGGTAGGACAAACAAAT
CAAGCAGCTGCACAAR = TAACATGGATCAGGCAAGACAAATATGCCTGCAATGGGTAATATCAGCCTTAA
GAGCAGTGAGACATA .« [CTCATAAACCAGGGAATCCGCTGCTAGTAAAGCAAAAAACAAATGAGT CATA
TGAAGATTTTGCAGCAAGACTGCTAGAAGCAATAGATGCAGAGCCAGTAGCACATCCTATAAAAGAATAC
TTAAAGTTAACACTATCTTATACGAATGCATCATCAGATTGTCAAAAGCAAATGGATAGAATGCTGGAAT
CAAGAGTACAACAAGCTAGTGTAGAACAAAAAA

>BR-UFMG/PL2
AVDSVMFQQLQTVAMQOHGLVYEDFERLSAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRR
NNPPPQAGGGLTVDQIMGVGQOTNQAAAQANMDOARQICLOWVISALRAVRHMSHKPGNPLLVKQKTNESY
EDFAARLLEAIDAEPVAHPIKEYLKLTLSYTNASSDCQKOMDRMLESRVQQASVEQK

>BR-UFMG/PL3
AGCCGTAGATTCTGTAATGTTCCAGCAGCTGCARACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCAGAGGAL
TTTGAAAGGCTTCCAGCATATCATGCTACTACCTGGGCAAGTAAAGATATCTTAGAAGTACTGGCCATGA
TGCCTGGAAATAGAGCTCAAAAAGAGTTAATTCAAGGGARAATTAAATGAAGAAGCAGAGAGGTGGAGAAG
GAATAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGGTTAACAGTGGATCAAATTATGGGAGTAGGACAAACAAAT
CAGGCAGCGGCACAAGCAAACATGGATCAGGCAAGACAAATATGCCTACAATGGGTGATATCAGCACTAA
GAGCAGTAAGGCATATGGCTCACAAGCCAGGGAATCCAATGTTAGTARAGCAAAARAGCAAATGAGCCATA
TGAAGAATTTGCAGCAAGGCTGCTGGAAGCAATAGATGCCGAGCCAGTTAATCAGCCCATAAAAGAATAT
CTAAAACTAACGTTGTCTTATACGAATGCATCCTCAGATTGTCAGAAGCARATGGATAGAACACTAGGAC
AAAGAGTCAAACAAGCTAGTGTAGAACAAAAAR

>BR-UFMG/PL3
AVDSVMFQQLOTVAMOHGLVSEDFERLPAYHATTWASKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRR
NNPPPPAGGGLTVDQIMGVGOTNQAAAQANMDOARQICLOWVISALRAVRHMAHKPGNPMLVKQKANEPY
EEFAARLLEAIDAEPVNQPIKEYLKLTLSYTNASSDCQKQOMDRTLGORVKQASVEQK

Figura:©. Seqiiéncias de nucleotideos e seqiiéncias de aminoacidos deduzidas representadas
no formato FASTA, obtidas para cada uma das amostras.




As divergéncias de nucleotideos e
aminodacidos entre as seqiiéncias de CAEV
e MVV foram calculadas com o auxilio do
programa Clustal W versao 1.8 e foram
representadas na Tabela 5.

CAEV-Co e de 21 a 26% de divergéncia
com relacdo ao padroes de MVV (K1514,
SA-OMVV, ZZV1050 e EV1), similares as
divergéncias encontradas entre o CAEV-Co
(de 21 a 23%) e as amostras de MVV. Em

relacdo aos aminoacidos, as seqieéncias
BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-
UFMG/PL3 apresentaram 10, 9 e 7% de
divergéncia em relacao ao CAEV-Co.

As seqliéncias de nucleotideos de BR-
UFMG/PLA1, BR-UFMG/PL2 e BR-
UFMG/PL3 apresentaram, respectivamente,
10, 8 e 9% de divergéncia com relacao ao

Tabela 5. Porcentagem de divergéncias de nucleotideos (por¢do inferior esquerda da matriz)
e aminoacidos (porgcao superior direita da matriz) entre as seqgiéncias BR-UFMG/PL1 (PL1),
BR-UFMG/PL2 (PL2) e BR-UFMG/PL3 (PL3), a amostra CAEV-Co (Cork) e as amostras de
MVV K1514, SA-OMVV (SAOMV), ZZV1050 (ZZV) e EV1°

Distancias com:
LVPR Isolado Cork PL1 PL2 PL3 K1514 SAOMV ZZV EV1

Cork - 11 9 7 12 14 14 15
PL1 10 - 7 12 18 19 20 20

CARY  pry 8 5 . 9 16 17 17 18
PL3 9 14 12 - 16 18 16 19

K1514 22 23 22 23 - 5 6 8

uyy  SAOMV 21 23 22 23 16 - 9 9
77V 21 22 21 23 16 15 . 11

EV1 23 26 24 26 17 15 15 :

® As diferencas foram calculadas através da comparacdo dois a dois entre os isolados. As sequéncias
comparadas correspondem ao gene gag codificante para a proteina do capsideo viral (p25) — posigdes
entre 879 e 1572 da amostra CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990). O alinhamento das sequéncias foi obtido
através do programa Clustal W versao 1.8.

A Figura 10 mostra o alinhamento das (K1514, ZZV1050, SA-OMVV e EV1), feito
sequéncias de nucleotideos e de com o auxilio do programa Multalin (Corpet,
aminoacidos com a amostra padrdo CAEV- 1998).

Co e com as amostras padrao de MVV
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias dos isolados BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3
com as amostras de CAEV (CAEV-Co) e MVV (K1514, SA-OMVV, ZZV1050 e EV1). Em A o
alinhamento das sequéncias de nucleotideos, feito de acordo com a sequéncia de CAEV-Co posigdes
979 a 1572 (Saltarelli et al., 1990), com o auxilio do programa Clustal W (Thompson et al., 1994). Em B,

o alinhamento das seqUéncias de aminoacidos. .

indica homologia, - indica delecdo em relacdo ao

CAEV-Co, em cinza (aa’” a aa™) regido rica em prolina e glicina, o quadrado (aa"' a aa'™")
indica a regido do MHR, * aminoacidos mais bem conservados entre diferentes retrovirus, :
cisteina, residuo bem conservado entre diferentes lentivirus.
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Com relacdo as proteinas, foram
observadas 20. 17 e 13 substituicbes nos
isolados BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e
BR-UFMG/PL3, respectivamente, quando
cada um foi comparado com a amostra
padrao CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990). A
maioria  dessas  substituicbes  foram
conservativas e mais freqiientes na porcédo
C-terminal da proteina. A cisteina Cm
considerada altamente conservada entre
diversas amostras de lentivirus, também se

mostrou  conservada nesses isolados
brasileiros.
Os isolados BR-UFMG/PL1 e BR-

UFMG!PL2 apresentaram uma substituicao
(P %Q) na regiao rica em prolina e gllcma

(aa * a aa® da F|gura 12) e uma (P —)S)
na regido do MHR (aa 3 a3 aa’ ) O isolado
BR-UFMG/PL3 apresentou duas

substituicdes (T"°*>A e D'*>E) na regido

Os isolados BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2

e BR-UFMG/PL3 apresentaram a mesma

substltmgao para o aa (N—)S) para o
(R-%K) para o aa' ® (A>S) e para o
“(E>Q).

4.4.2 Analise Filogenética

Atravées do dendograma construido pelo
programa Multalin (Corpet, 1998) a partir do
alinhamento das seqiiéncias de
aminoacidos dos isolados BR-UFMG/PL1,
BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3 com as
amostras padrdo de CAEV (CAEV-Co) e
MVV (K1514, SAOMVYV, ZZV1050 e EV1),
verificou-se a formacao de dois grupos: um
representado por amostras de MVV e outro
por amostras de CAEV. Os isolados BR-
UFMG/PLA1, BR-UFMG/PL2 e BR-
UFMG/PL3 se agruparam claramente com a
amostra padrdo CAEV-Co, formando um

do_ MHR. Dentro do MHR, os aminoacidos subgrupo dentro do grupo de CAEV
Q¥ E™, g% R'¥ " considerados (Figuras 11 e 12).
bastante  conservados entre diversos
lentivirus, se mantiveram conservados.
BR—UFMG /PL1
3R-UFMG/PL2
BR—UFMG/PLZ
CAEV—=CO
K1Z214
EV1
SAOMVY
ZZV1050

— 10 FAM

Figura 11. Dendograma obtido para seqiiéncias de aminoacidos utilizando o programa Multalin
(Corpet, 1988). As amostras BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3 se agruparam

claramente com o padrdao CAEV-Co.




A fim de se obter uma melhor avaliacdo do et al., 1997), uma amostra norueguesa de

agrupamento dos isolados brasileiros dentro lentivirus caprino (1GA) (Gjerset et al.,
do grupo CAEV, foi construido um 2000) e um isolado brasileiro de lentivirus
dendograma incluindo outros isolados ovino (V27) (Ravazzolo et al, 2001), além
brasileiros de lentivirus caprino (C18, C47 e da amostra padrdo CAEV-Co e das
C767) (Ravazzolo et al., 2001), um isolado amostras padrao de MVV (Figura 12).

francés de lentivirus caprino (CA680) (Valas

1GA

BR—UFMG,/FL]
BR—UFMG,/PLZ
BR—UFMG/PL3
CA680
C787
c18
CAEV—-CO
V27
EV1
SAOMWY
K1514

ZZV10350
— 10 PaMm

Figura 12. Dendograma obtido com o auxilio do programa Multalin (Corpet, 1998) para
seqliencias de aminoacidos os isolados BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-UFMG/PL3 com
outros isolados brasileiros de CAEV (C18, C47, C767) (Ravazzolo et al., 2001), um isolado
francés (CA680) (Valas et al., 1997), uma amostra norueguesa de CAEV (1GA) (Gjerset et al.,
2000), um isolado brasileiro de MVV (V27) (Ravazzolo et al., 2001) e os padroes CAEV-Co e
MVV (K1514, SAOMVV, EV1, ZZV1050).

As seqiiéncias foram depositadas no acesso: AY081139 (BR-UFMG/PL1),
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) AY101347 (BR-UFMG/PL2) e AY101348
e receberam o0s seguintes numeros de (BR-UFMG/PL3).
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5 DISCUSSAO
5.1 Infecgdo no Rebanho

O teste de IDGA indicou que o rebanho
estudado se encontra infectado pelo CAEV.
Dos 160 soros testados, 32 (20%) foram
positivos. Foram encontrados animais
positivos a partir de 10 meses de idade e
dos seis machos da propriedade, quatro
(66,7%) foram positivos. O teste de IDGA foi
escolhido por ser simples, pratico e de baixo
custo e por ser rotineiramente empregado
na EV-UFMG como teste diagnostico.

A prevaléncia encontrada esta de acordo
com o0s estudos sorolégicos feitos
anteriormente no pais, onde ficou
demonstrada que a CAE esta presente em
varios estados brasileiros, principalmente
nos rebanhos constituidos por racas
exdticas e seus descendentes (Assis &
Gouveia, 1994, Cunha & Nascimento, 1995,
Fiterman, 1988) sendo minima nos
rebanhos nativos (Melo & Franke, 1997).
Porém, no diagndstico sorolégico das
lentiviroses, deve-se considerar uma seérie
de fatores que podem influenciar a
sensibilidade do teste utilizado, como o
emprego de antigeno homdlogo ou
heterélogo, o tipo de antigeno empregado
(p25-28 ou gp135), além da possibilidade da
ocorréncia de soroconversdo tardia e a
variacdo no titulo de anticorpos detectaveis
ao longo da vida do animal. Testes
repetidos sdo necessarios para verificacio
do verdadeiro status sorolégico dos animais
negativos.

O antigeno empregado nesse estudo foi
produzido a partir de cultivos celulares
infectados com amostra de lentivirus ovino
(OPPV) e contém tanto a proteina p27
quanto a glicoproteina gp135 virais
juntamente com os soros reagentes padroes
para cada uma delas. Devido a reacao
cruzada entre as proteinas de CAEV e de
MVV, o kit € recomendado para a deteccdo
tanto de caprinos quanto de ovinos
infectados (Cutlip et al., 1997; Gogolewski et
al., 1985). Entretanto, Knowles et al. (1994)
verificaram que o emprego de antigeno
homologo aumentou a sensibilidade do
teste de IDGA em pelo menos 35%. O

antigeno empregado nesse estudo foi
utilizado apenas com o soro padréo
reagente para a gpl135, pois apesar de
alguns animais reagirem apenas contra a
p27, antigenos utilizando a gp135 séo
capazes de detectar um numero maior de
animais infectados (Adams & Goham,
1986).

Algumas praticas de manejo favorecem a
manutencao e a disseminacdo do CAEV no
rebanho, como por exemplo, o aleitamento
materno, a ndo separacdo das crias ao
nascimento, o aleitamento artificial com a
administracdo de pool de colostro néo
tratado termicamente, o adensamento
populacional com contato prolongado entre
0s animais positivos, equipamentos como
tatuadores e ordenhadeira mecanica,
possivelmente a monta natural, entre outros.
No rebanho estudado, os animais sao
criados no sistema confinado, com alta
densidade de animais por baia, com
aquisicao elevada de animais de outras
propriedades. Para a retirada do leite é
utilizado sistema de ordenhadeira mecénica
e a maior parte das cobricdes sdo feitas em
sistema de monta natural. Os filhotes s&o
separados de suas maes ao nascer e
recebem pool de colostro tratado
termicamente. Sabe-se que essa pratica,
apesar de reduzir as contaminacgoes feitas
pela principal via de transmissao pelo
CAEV, nado € o suficiente para impedir a
disseminacao do virus pelo rebanho.

Nao foram encontrados sinais clinicos
compativeis com infeccdo por CAEV em
nenhum dos animais do rebanho. Situacio
semelhante foi encontrada por Castro
(1998). O autor concluiu que a auséncia de
sinais clinicos pode indicar a presenca de
amostras virais pouco indutoras de lesdes
ou o uso de praticas de manejo que
minimizaram a incidéncia de alteracbes
clinicamente detectaveis.

O teste realizado nessa propriedade foi
satisfatorio para determinar os animais
positivos para que a etapa de isolamento
viral proposta no presente estudo pudesse
ser realizada.




5.2 Isolamento Viral

O isolamento de lentivirus € bastante
trabalhoso, demorado e muitas vezes néao e
bem sucedido, devido entre outros fatores,
ao carater de replicacao restritivo in vivo ou
in vitro observado para algumas amostras
virais. Além disso, diferentes autores
assinalaram tempos variados para o0
surgimento de ECP em tentativas de
isolamento de virus através do co-cultivo de
monaocitos de sangue periférico com células
indicadoras: apos 5 a 18 semanas (Quérat
et al., 1994), apos 6 meses (Databuit Test et
al., 1999), de 1-3 meses (Castro et al,
1999), duas semanas (tempo de maturacao
de macrofagos) (Chebloune et al., 1996a) e
Ellis (1990) demonstrou haver a
necessidade de pelo menos 5 X 10° PBMC
para o isolamento de LVPR a partir do co-
cultivo de mondcitos com ceélulas de MSC.
Chebloune et al. (1996a) verificaram a
presenca de DNA pro-viral em macrofagos
derivados de  monocitos  sangiiineos
periféricos mas nao detectaram nem
particulas virais nem proteinas virais em
tentativas de isolamento viral, sugerindo que
algumas amostras virais mantém um padrao
restritivo de replicagdo mesmo apds a
maturacdo dos mondcitos em macrofagos.

Foram feitas tentativas anteriores de
isolamento viral através de protocolo de co-
cultivo de PBMC com células de MSC,
utilizando sangue dos mesmos animais. O
co-cultivo foi mantido por sete semanas
apés trés passagens com acréscimo de
células de MSC e nenhum ECP foi
observado ao microscopio 6tico. De acordo
com Chebloune et al. (1996a), Gendelman
et al. (1986) e Narayan et al. (1982),
grandes quantidades de particulas virais
sdo produzidas somente apos a maturacéo
dos mondcitos sangiiineos em macrofagos.
Baseando-se nesses autores, foi incluida
uma etapa inicial de maturacdo dos
monocitos em macrofagos no protocolo de
co-cultivo, com o objetivo de se aumentar a
sensibilidade da técnica, o que foi
observado quando foram obtidos cinco
isolamentos virais (42% das amostras
testadas) contra nenhum obtido
inicialmente. Os dados estdo condizentes
com Chebloune et al. (1996a) que obtiveram

14 (56%) isolamentos com amostras obtidas
de ovinos infectados.

ECP compativel com infeccdo in vitro por
lentivirus foi verificado em cinco amostras,
apos 45 dias de co-cultivo de macrofagos
com células de MSC. O ECP caracterizou-
se pelo aparecimento de inumeras células
gigantes multinucleadas (sincicios) e lise
celular moderada e surgiu de trés a cinco
dias apo6s inoculagcdo dos isolados em
celulas de MSC. O ECP foi muito similar
para as cinco amostras, exceto que a
amostra trés apresentou menos lise celular.
Em outras sete amostras ndo foram
verificados nenhum ECP caracteristico de
infeccdo por LVPR.

Narayan et al. (1980) estudaram o
comportamento in vitro de isolados de MVV
e CAEV em células de MSC e plexo cordide
ovino (PCO). Tanto o cultivo de MSC quanto
o de PCO foram susceptiveis ao MVV e
desenvolveram rapido ECP caracterizado
por degeneracdo completa das células,
enquanto 0 CAEV apresentou
caracteristicas de infeccio persistente em
células de MSC e nenhum ECP em células
de PCO. O mesmo foi observado por Quérat
et al. (1984); alguns isolados de MWV
apresentaram ciclo bastante litico em cultivo
de células de plexo cordide ovino e foram
classificados como tipo |, enguanto o
isolado de CAEV, apresentou ciclo de
infeccdo persistente, com presenca de
pouca lise celular, tendo sido classificado
como tipo Il

Marchesin (1997) observou diferengas no
comportamento in vitro de cinco isolados
brasileiros de CAEV. Todos apresentaram
formacdo de sincicios em intervalo de
tempo variavel, porem um dos isolados
apresentou ECP mais intenso, com maior
niamero de sincicios observados em menor
intervalo de tempo e alta destruicdo do
tapete celular, enquanto os demais isolados
apresentaram ECP mais discretos, com
menor lise do tapete celular. Castro (1998)
também observou diferencas entre os
isolados Dbrasileiros de LVPR; alguns
isolados de origem caprina produziram
infeccao persistente em cultivo de células
de MSC enquanto outros foram mais liticos.
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Os isolados BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2,
BR-UFMG/PL3, BR-UFMG/PL4 e BR-
UFMG/PL5 apresentaram caracteristicas
semelhantes ao CAEV, apresentando ciclo
de replicacao mais persistente in vitro. As
diferencas observadas entre 0
comportamento in vitro de diversos isolados
de LVPR indicam uma possivel variabilidade
genética entre os isolados.

5.3 PCR

O ponto critico para a padronizacdo dessa
PCR foi a temperatura de hibridizacao dos
iniciadores. Inicialmente, a PCR foi testada
com uma temperatura de 57°C para a
hibridizacao dos iniciadores e verificou-se a
presenca de uma banda fraca no tamanho
esperado (+600pb) para o controle positivo,
alem de inumeras bandas inespecificas,
apos eletroforese. A temperatura de
hibridizacao foi elevada gradativamente
para 58°C, 59°C e finalmente 60°C, quando
foi verificada uma banda forte sem
observagdo de bandas inespecificas. Em
todos os casos nao foram visualizadas
bandas de DNA no controle negativo
(células de MSC nao infectadas) ou no
controle de reagentes (H-O bidestilada
autoclavada, livre de DNAse).

Foi verificado que essa PCR foi capaz de
detectar um minimo de 100 pg de DNA.
Tendo em vista que uma célula diploide
possui aproximadamente 6.6 pg de DNA
(Clavio & Thorsen, 1996), a PCR
desenvolvida foi capaz de detectar o DNA
pro-viral presente em um minimo de 15
células infectadas in vitro.

Todas os isolados obtidos foram
amplificados pela PCR, gerando um
fragmento de aproximadamente 600pb,
demonstrando que a PCR desenvolvida
neste experimento foi satisfatéria para a
detecgao das amostras virais
isoladas.Todas as amostras consideradas
negativas ao isolamento também foram
negativas a PCR.

Em contraste, ndo houve amplificacdo de
DNA pro-viral de amostras de PBMC
obtidas dos 12 animais soropositivos ao
teste de IDGA utilizados para o isolamento

viral (dados n3o mostrados). Varios outros
pesquisadores (Brodie et al., 1992, Barlough
et al., 1994, Russo et al., 1997) também
verificaram que a PCR padronizada por eles
para deteccdo de amostras de LVPR néo
eram aplicaveis na rotina de diagnadstico.
Clavijo & Thorsen (1996) encontraram
valores semelhantes de sensibilidade da
PCR e sugeriram que esta pode ser
aumentada se ela for realizada com DNA
extraido de macrofagos, apos o cultivo
celular de PBMC com inducdo de
maturacdo. Esse procedimento além de
diminuir o “background” produzido pela
presenca de células ndo infectadas
(linfocitos) permite  um aumento da
producdo de DNA pro-viral, ja que apenas
uma pequena proporcdo dos monocitos
sangiineos é infectada.

5.4 Analise das Seqiiencias Obtidas

As analises das seqiéncias gag de BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-
UFMG/PL3 revelaram que esses novos
isolados brasileiros sao unicos e distintos do
padrao CAEV-Co e dos padrboes de MVV
(K1514, SA-OMVV, ZZV1050 e EV1). A
divergéncia média entre as seqiiéncias Gag
de CAEV e MVV foi de 16,8%, enquanto
que as divergéncias intra-grupos foram de
9% para o CAEV e 8% para o MVV. Os
dados estdo de acordo com os encontrados
por Saltarelli et al. (1990) que encontraram
grau de divergéncia entre a proteina Gag de
CAEV e MVV de 25%.

As sequéncias obtidas mantiveram a
mesma proporcdo de bases observadas
para os lentivirus, com maior predominancia
de A e menor predominancia de T. A
maioria das substituicdes observadas na
seqiiéncia de nucleotideos foram
silenciosas, com  predominancia de
transicoes A«<G. O mesmo tipo de
predominancia de transicdes A«>G tem sido
descrito para o HIV-1 (Fitzgibbon et al.,
1993). Com relacdo aos aminoacidos, a
maioria das mutacdes foram conservativas
e observadas na Qorgéo C-terminal da
proteina (aa'® a aa'®’ da Figura 10).
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A porcdo C-terminal da proteina Gag dos
diversos géneros de retrovirus tem sido
descrita como mais bem conservada que a
porcdo N-terminal, e contém uma regido
denominada regido de homologia principal
(MHR), com significativa homologia entre
diferentes retrovirus (Wills & Craven, 1991).
A regido MHR dos isolados obtidos nesse
estudo se mostrou menos conservada,
porem as mutacbes observadas foram
conservativas e os aminoacidos.Q™*, E'*?,
F'* e R' considerados conservados entre
diferentes lentivirus, tambem se mantiveram
conservados.

Segundo Freed (1998), a porcdo C-terminal
da proteina Gag CA provavelmente esta
envolvida em interacbes Gag-Gag e é
crucial para montagem viral. Entretanto,
Valas et al. (1997) e Ravazzolo et al. (2001)
também observaram nas seqiiéncias de
aminoacidos  deduzidas de  isolados
sequenciados de LVPR maior taxa de
mutacdo na porcdo C-terminal da proteina
Gag CA que na porcdo N-terminal,
sugerindo que possivelmente essa € uma
caracteristica Gnica dos LVPR.

5.4.1 Relagao Filogenética entre os
Isolados

Existem apenas duas seqiiéncias completas
de CAEV publicadas no GenBank, a
amostra considerada padrdo CAEV-Co
(Saltarelli et al., 1990) e uma amostra
norueguesa 1GA (Gjerset et al., 2000), alem
de poucas seqliencias parciais do gene gag.
Para o MVV, existem apenas trés
sequencias completas, os padroes K1514,
SA-OMVV e EV1 e algumas seqiiéncias
parciais do gene gag. Dessa fomma, o
isolamento e caracterizacdo de novas
amostras virais provenientes de regides
geograficas distintas possibilita uma melhor
verificacdo da heterogeneidade genética
entre os LVPR, importante tanto nos
estudos epidemiologicos relacionados a
transmissdo intra e interespecificas dos
virus, quanto para esclarecer a origem e a
evolucdo desse grupo viral. A maioria dos
estudos filogenéticos dos LVPR foram
baseados nos genes pol, env e gag, com
poucos estudos comparando 0s genes

regulatorios (Castro et al., 1999) e a regido
LTR (Zanoni et al., 1998).

A fim de se obter informacdes sobre a
relacao filogenética entre esses trés novos
isolados  brasileiros de CAEV com
sequéncias previamente publicadas no
GenBank de CAEV e MVV, foi construido
um dendograma a partir da seqiiéncia de
197 aa, dentre os 212 aa da proteina Gag
CA (p25). Os isolados obtidos formaram um
subgrupo no grupo CAEV, claramente
separado do grupo formando pelas
amostras de MVV. Relacido filogenética
similar, com clara distingcdo entre amostras
de LVPR originadas de caprinos e ovinos,
foi encontrada por Ravazzolo et al. (2001)
ao compararem seqiiéncias do gene gag de
amostras brasileiras de LVPR isoladas no
Rio Grande do Sul com amostras de
referéncia de CAEV e MVV. Em contraste,
Rolland et al. (2002) verificaram que uma
amostra irlandesa de CAEV se agrupava
com as amostras de MVV em um grupo
claramente separado do grupo CAEV, ao
analisarem os genes gag, pol e env.

Quando as amostras obtidas por Ravazzolo
et al. (2001) foram incluidas na construcao
do dendograma, nao houve a formacao de
um subgrupo homogénec de amostras
brasileiras. Quérat et al. (1990) e Sargan et
al. (1991) relataram que as amostras
K1514, SA-OMVV e EV1, embora tenham
sido isoladas de paises diferentes, possuem
uma origem comum (possivelmente a
Alemanha), e sempre se agrupam juntas
nas analises filogenéticas. No Brasil, foram
importados caprinos de diferentes regides
da Europa e America do Norte, o que
possibilita a ocorréncia de amostras virais
de diferentes origens, justificando a nao
formacdo de um grupo homogéneo de
amostras brasileiras.

Os LVPR, CAEV e MVV, embora sejam
genética e antigenicamente relacionados,
sao classificados como quasispécies virais
distintas. Entretanto, diferentes autores tém
demostrado que algumas amostras de
lentivirus  ovino isoladas de animais
naturalmente infectados proveniente de
diversas regides geograficas sao mais
semelhantes ao CAEV (Chebloune et al.,
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1996a, Karr et al., 1996, Leroux et al.,
1995b, Zanoni et al., 1992) e algumas
amostras de lentivirus caprino se
assemelham mais ao MVV (Castro et al.,
1999, Rolland et al., 2002), sugerindo a
possivel ocorréncia de infeccdo cruzada
entre espécies nas duas direcées. Assim, 0s
estudos filogenéticos realizados com
amostras de LVPR tém indicado que esses
virus devem ser considerados como
quasispécies virais unicas que tém a
capacidade de infectar tanto ovinos quanto
caprinos.

As caracteristicas observadas em cultivo
celular e a caracterizacdao do gene gag dos
isolados obtidos nesse estudo indicam que
0S mesmos se assemelham mais ao CAEV
que ao MVV.

5.5 Perspectivas

As isolados obtidos nesse estudo estao
estocados e poderdo ser utilizados em
estudos posteriores, como: a caracterizagéao
do ECP em diferentes sistemas in vitro e a
caracterizacéo de outras regides génicas ou
até mesmo do genoma completo dos
isolados, muito importantes para se
esclarecer a complexa diversidade entre os
diferentes LVPR.

Os kits de IDGA para diagnodstico da CAE
disponiveis no mercado sao importados e
produzidos a partir de MVV. Por outro lado,
a tecnologia do DNA recombinante permite
a producdo de grande quantidade de
antigeno altamente purificado que pode ser
produzido a partir de qualquer amostra viral,
independentemente do seu efeito em cultivo
celular. Dessa forma, os isolados obtidos
podem ser utilizados para producdo de
antigeno recombinante para utilizacdo em
testes diagnosticos mais adequados a
realidade brasileira, dispensando, no futuro,
a importacao de kits para tal finalidade.

A adaptacdo da técnica de PCR
padronizada nesse estudo para utilizacao
em fins diagndsticos, podera ser (til para
utilizacdo em propriedades que possuem
um programa de controle e erradicacdo da
CAE.
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6 CONCLUSOES

O capril estudado apresentava grande
numero de animais soropositivos para
CAE. demonstrando que a infeccao
estava presente no rebanho no
momento do estudo, apesar de nao se
ter verificado sintomatologia clinica.

Este trabalho resultou na obtencdo de
cinco novos isolados brasileiros de
LVPR, a partir de leucdcitos do sangue
periférico de animais naturalmente
infectados pelo CAEV.

A PCR padronizada para amplificacdo
de parte do gene gag do genoma pro-
viral foi utiizada com sucesso na
amplificacdo da amostra padrdo e dos
isolados em cultivo celular.

A aplicacao, nesse estudo, das técnicas
de IDGA, isolamento viral e PCR,
culminou na geracdao de trés novas
seqgliéncias parciais do gene gag de
CAEV, a partir de isolados brasileiros.
As seqiiéncias se encontram
disponiveis no GenBank.

O alinhamento das seqiiéncias obtidas
nesse estudo com outras amostras de
CAEV e MVV depositadas no GenBank,
assim como as arvores filogenéticas
construidas demonstraram que as
amostras isoladas sdo unicas, distintas
e mais relacionadas entre si € com as
amostras de CAEV que com as
amostras de MVV.

Esse trabalho possibilita a continuidade
dos estudos de caracterizacao
molecular de amostras de LVPR e de
analise filogenética.
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