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Virus da artrite encefalite caprina: isolamento e caracterizacio de parte do gene gag

[Caprine arthritis-encephalitis virus: isolation and molecular characterization of part of the gag gene]
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RESUMO

Amostras de sangue de 12 animais soropositivos pelo teste de imunodifusdo em gel de agarose e que néo
apresentavam sinais clinicos sugestivos de infec¢do pelo virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) foram
coletadas para isolamento viral. Macrofagos derivados de mondcitos foram co-cultivados com células de
membrana sinovial caprina (MSC), resultando em cinco amostras que apresentaram efeito citopatico
caracteristico do tipo persistente, semelhante ao observado para o CAEV. Uma técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) foi padronizada para amplificar parte do gene gag do genoma pro-viral,
codificante para a proteina do capsideo viral (p25). As cinco amostras foram amplificadas pela PCR e trés
delas, BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3, foram seqiienciadas diretamente dos seus
produtos de PCR. O alinhamento multiplo das seqiiéncias obtidas com outras de lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), obtidas no GenBank, e o dendrograma revelaram que as novas amostras de CAEV
sd0 unicas e distintas das demais amostras de LVPR, possuindo maior identidade de nucleotideos e
aminodacidos entre si e com as amostras de CAEV do que com a do virus maedi-visna.
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ABSTRACT

Blood samples from 12 seropositive animals by agar gel immunodifusion test (AGID) showing no evident
clinical signs of disease were taken to attempt caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) isolation.
Monocyte-derived macrophages were co-cultured with goat synovial membrane cells (GSM) resulting in
five virus isolations, which presented cytophatic effects of the persistent type, resembling those observed
for CAEV. A polymerase chain reaction (PCR) assay was designed to amplify a portion of the gag
proviral gene coding for the major core protein (p25). All of the five isolates were amplified by this PCR
and three of them named BR-UFMG/PLI, BR-UFMG/PL2 and BR-UFMG/PL3, were sequenced directly
from their PCR products. Multiple sequence analysis and a dendrogram including other sequences from
the GenBank database showed that these Brazilian isolates are unique and distinct from those of known
caprine and ovine lentiviruses, with a higher identity of nucleotide and deduced aminoacids to each other
and to CAEV than to maedi-visna virus.
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INTRODUCAO

O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) ¢
um virus protdtipo do género Lentivirus da
familia  Retroviridae. Ele causa artrite
progressiva cronica, pneumonia e mastite em
animais adultos e, mais raramente,
leucoencefalomielite em animais de dois a quatro
meses de idade (Crawford, Adams, 1981). O
CAEV provoca infecgdo persistente por se
integrar ao genoma celular, possuindo tropismo
por células do sistema imune da linhagem dos
monocitos/macrofagos (Gorrel et al., 1992).

O CAEV compartilha caracteristicas genéticas,
morfoldgicas e patologicas com outros lentivirus,

incluindo o virus maedi-visna (MVV).
Freqiientemente @~ CAEV e MVV  sdo
denominados de lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), por possuirem

caracteristicas patogénicas, epidemiologicas e
organizagdo genomica semelhantes (Banks et al.,
1983).

No inicio da década de 80, importagdes de
caprinos de ragas leiteiras exéticas, procedentes de
distintos paises da Europa (Franga, Suica, Alemanha,
Holanda, Inglaterra) e da América do Norte (Estados
Unidos e Canadd) foram feitas com o objetivo de
introduzir material genético para melhorar a
producdo de leite das ragas nativas brasileiras.
Nessas importagdes, realizadas sem a adequada
supervisdo, foi também introduzido o CAEV
(Assis, Gouveia, 1994).

Diferentes amostras de LVPR tém sido isoladas e
caracterizadas em diversos estados brasileiros
(Marchesin et al., 1998; Castro et al., 1999;
Ravazzolo et al, 2001). A caracterizacao
molecular dessas amostras ¢ importante para
evidenciar a diversidade de propriedades
bioldgicas dos virus que podem redundar em
diferengas de citopatogenicidade tanto in vivo
quanto in vitro, ¢ de manifestagcdo clinica da
doenga, além de auxiliar o desenvolvimento de
métodos de diagndstico mais sensiveis.

Esse trabalho objetivou a caracterizacdo
molecular de parte do gene gag de amostras
brasileiras de lentivirus caprino isoladas de
animais naturalmente infectados do Estado de
Minas Gerais
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MATERIAL E METODOS

De um rebanho caprino do Estado de Minas
Gerais, foram obtidas 12 amostras de sangue
total de animais soropositivos a anticorpos anti-
CAEV pela microtécnica de imunodifusdo em
gel de agarose (IDGA; Gouveia, 1994). O sangue
foi centrifugado a 1500g por 20min em
centrifuga clinica para a retirada dos leucocitos,
segundo Castro (1998). Os leucécitos foram
ressuspensos em meio RPMI (com L-glutamina,
2g/1 de bicarbonato de sodio e 25mM de Hepes),
adicionado de 2% de solugdo de penicilina e
estreptomicina (P/S) e 10% de soro fetal bovino
(SFB), e colocados em garrafas A25 e em placas
de seis pogos. Apos 24 horas de cultivo a 37°C e
em 5% de CO,, o meio foi completamente
trocado e os leucocitos foram mantidos, por uma
semana, em estufa a 37°C para a maturacdo dos
monocitos em macrofagos (Chebloune et al.,
1996). Apods essa semana de incubag@o foram
acrescentadas células de membrana sinovial de
caprino (MSC) na concentragdo de 30.000
células/em® em meio de manutencdo celular
(MEM) com 2% de P/S, 1% de fungison (F) e
5% de SFB. As garrafas e placas foram
observadas periodicamente ao microscopio
optico para verificar a presenga de efeito
citopatico (ECP), caracteristico da infeccdo por
lentivirus caprino (formagdo de sincicios). A
cada 15 dias as monocamadas de células eram
tripsinizadas, sendo as garrafas e placas
acrescidas de células de MSC e de meio de
manutengdo celular (Castro, 1998). Ao final de
45 dias, as placas de seis pogos contendo as
amostras e os controles positivo e negativo foram
coradas com solucdo de cristal violeta a 0,1%,
para melhor visualizagijo do ECP. As
monocamadas das garrafas A25 foram
tripsinizadas ¢ o DNA foi extraido por kit de
extragio  GFX™  Genomic  Blood DNA
Purification Kit (Pharmacia), segundo instru¢des
do fabricante.

Para as reagdoes de PCR, os iniciadores foram
desenhados baseando-se na seqiiéncia publicada
de CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990), com
auxilio dos programas Blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), Oligo® e
OligoTech (Versdo 1.0)
(http://www.oligosetc.com/OLIGOTech.HTM),

¢ o objetivo de se amplificar um fragmento de
630pb da regido gag do genoma pro-viral,

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.56, n.2, p.135-142, 2004



Virus da artrite encefalite caprina...

correspondente a proteina do capsideo viral
(CA). Os iniciadores escolhidos, CAEV1 e
CAEV2, foram: CAEV1 (sense) GGA GGG
AGA AGC TGG AA; CAEV2 (antisense) CAC
ATC TCT ACA TGC TTG CA.

As reag¢des de PCR foram realizadas em volume
total de 30ul, contendo 10mM de Tris-HCI (pH
8,0), S0mM de KCl, 2,0mM de MgCl,, 200uM
de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
20pmoles de cada iniciador, 1,0 U Taq DNA
polimerase ¢ Ipg de DNA. Uma gota de 6leo
mineral foi colocada em cada tubo. Os ciclos
consistiram de um passo inicial & 94°C por Smin
€ 35 passos de desnaturagdo a 94°C por lmin,
hibridiza¢do a 60°C por 1min e extensdo a 72°C
por Imin. Apds os ciclos, as amostras foram
submetidas a 72°C por 8min. Para leitura dos
resultados foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Em
todas as reagdes foram utilizados controles
negativos (células de MSC ndo infectadas) e
controle de reagentes (H,O bidestilada,
autoclavada, livre de DNAse).

As amostras amplificadas por PCR foram
purificadas apos eletroforese em gel de agarose
de baixo ponto de fusdo (“low melting point”) a
1%, por meio do kit de extra(;ﬁol, conforme
instrugdes do fabricante. As amostras purificadas
foram enviadas ao laboratéorio de pesquisa e
analise de fragmentos de DNAZ, para
seqiienciamento.

As seqiiéncias obtidas foram editadas com
auxilio do programa Chromas (versdo gratuita
1.45) (Technelysium Pty, Ltd)
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html)
¢ alinhadas com auxilio do programa Clustal W,
versao 1.8 DOS (Thompson et al, 1994)
(http://www.csc.fi/molbio/progs/clustalw), para
obtencdo de uma seqiiéncia com senso. As
seqiiéncias editadas foram analisadas para a
determinagdo de similaridades em relagdo a
nucleotideos e aminoacidos de amostras de
LVPR, utilizando os programas Blastn ¢ Blastx e
frente aos bancos de dados nr (GenBank +
EMBL + DDBJ + PDB sequences)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

'"WIZARD® PCR Preps — Promega
*Bioagro - Campus Universidade Federal de Vigosa
36570-000, Vigosa — MG
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As seqiiéncias com senso de nucleotideos
e as seqiéncias deduzidas de aminoacidos
foram alinhadas, usando 0s
programas Multalin (Corpet, 1998)
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin) e Clustal
W versdo 1.8 DOS (Thompson et al., 1994), com
os padrdes de CAEV (CAEV-Co) e MVV
(K1514, ZZV1050, SA-OMVV ¢ EVI1) e os
graus de homologia/divergéncia entre as
amostras foram calculados e expressos em
porcentagem.

O dendrograma foi construido com o auxilio do
programa Multalin (Corpet, 1998). As amostras
utilizadas para comparagdo e seus respectivos
nimeros de acesso ao GenBank estdo descritos
na Tab. 1.

Tabela 1. Seqiiéncia de lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR) e seu respectivo numero de
acesso ao GenBank

LVPR Amostra e origem Numero de acesso

CAEV-Co® (Estados Unidos) M33677

CA680 (Franga) AF015181

1GA (Noruega) AF322109

CAEV C18 (Brasilg) AJ305040
C767 (Brasil) AJ305041

C47 (Brasil) AJ305042
K1514 (Islandia) M10608
SA-OMVYV (Africa do Sul) M34193
MVV ZZV'1050 (Holanda) X54379
EVI (Escécia) S51392

V27 (Brasil) AJ305039

* A seqiiéncia de nucleotideos corresponde a regido do gene
gag codificante para a proteina do capsideo (CA) viral,
posigdes entre 979 e 1572.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 12 amostras colhidas para tentativa de
isolamento, cinco apresentaram ECP
caracteristico da infec¢do por LVPR e foram
nomeadas de BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2,
BR-UFMG/PL3, BR-UFMG/PLA4, BR-
UFMG/PLS5. A ocorréncia de muitos sincicios
entre trés e cinco dias apos inoculagdo das
amostras em MSC com 24 horas de cultivo foi
considerada como ECP caracteristico.

Todas as amostras positivas ao isolamento e que
foram amplificadas pela PCR resultaram em um
fragmento de aproximadamente 600pb (Fig. 1).
As sete amostras negativas para o isolamento
também o foram para a PCR.
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Figura 1. Gel de agarose 1% (p/v) corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta. Canaleta 1 (BR-UFMG/PL1),
canaleta 2 (BR-UFMG/PL2), canaleta 3 (BR-
UFMG/PL3), canaleta 4 (BR-UFMG/PL4),
canaleta 5 (BR-UFMG/PLS5), canaleta 6 (controle
positivo), canaleta 7 (controle negativo) e
canaleta 8 (marcador molecular 100 bp DNA
ladder — Gibco-BRL).

Das cinco amostras, trés foram seqiienciadas a
partir do produto obtido por PCR purificado
(BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-
UFMG/PL3). Foram obtidas pelo menos duas
seqiiéncias para cada amplificado. As seqiiéncias
editadas foram depositadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) e receberam
os seguintes numeros de acesso: AY081139 (BR-
UFMG/PL1), AY101347 (BR-UFMG/PL2) e
AY101348 (BR-UFMG/PL3).

As seqiiéncias com senso das amostras BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3
foram alinhadas separadamente com o padrao
CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990), para a retirada
das regides correspondentes aos iniciadores.
Verificou-se que cada amostra resultou em uma
seqiiéncia de 593 nucleotideos, correspondente a
por¢do codificante para a proteina do capsideo
viral (CA ou p25), entre os aminoacidos 150 e
347 do padrio CAEV-Co, obtido no banco de
dados Swissprot (nlimero de acesso P33458). As
seqiiéncias apresentavam em média 91% de
homologia com a seqiiéncia CAEV-Co.

As seqiiéncias obtidas mantiveram a mesma
proporcao de bases observadas para os lentivirus,
com maior predominancia de bases A e menor de
T. A maioria das substituicdes observadas na
seqiiéncia de nucleotideos eram silenciosas, com
predomindncia de transicdes A<>G. O mesmo
tipo de predominancia de transi¢des A<>G tem
sido descrito para o HIV-1 (Fitzgibbon et al.,
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1993). Com rela¢do aos aminoacidos, a maioria
das mutagdes foi conservativa e observada na
por¢do C-terminal da proteina (aminoacido 106 a
aminoacido 197) (Fig. 2).

A porgdo C-terminal da proteina gag dos
diversos géneros de retrovirus tem sido descrita
como mais bem conservada que a porgdo N-
terminal e contém uma regido denominada de
regido de homologia principal (MHR), com
grande homologia entre os diferentes retrovirus
(Wills, Craven, 1991). A regido MHR das
amostras isoladas nesse estudo mostrou-se
menos conservada, porém as mutagdes
observadas  foram  conservativas e oS
aminodacidos Q134, E'"®8 F!'* ¢ R considerados
conservados entre os diferentes lentivirus,
também se mantiveram conservados.

As divergéncias de nucleotideos e aminoacidos
entre as seqiiéncias do CAEV e do MVV estao
representadas na Tab. 2.

As seqiiéncias de nucleotideos de BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3
apresentaram, respectivamente, 10, 8 ¢ 9% de
divergéncia com relagdo ao CAEV-Co ¢ de 21 a
26% de divergéncia com relagdo ao padrdes de
MVV (K1514, SA-OMVV, ZZV1050 ¢ EV1),
divergéncias similares as encontradas entre o
CAEV-Co (de 21 a 23%) e as amostras de MVV.
Em relagdo aos aminodcidos, as seqiiéncias BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3
apresentaram 11, 9 e 7% de divergéncia em
relagdo ao CAEV-Co, respectivamente.

A Fig. 2 mostra o alinhamento das seqiiéncias de
aminoacidos com a amostra padrio CAEV-Co e
com as amostras padrio de MVV (K1514,
Z7V1050, SA-OMVV e EVI), feito com o
auxilio do programa Multalin (Corpet, 1998).

Com relagdo as proteinas, foram observadas 20,
17 e 13 substituicdes nas amostras BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3,
respectivamente, quando cada um foi comparado
com a amostra padrio CAEV-Co (Saltarelli et
al., 1990). A maioria dessas substitui¢des foram
conservativas e¢ mais freqlientes na por¢do C-
terminal da proteina. A cisteina C'”’, considerada
altamente conservada entre as diversas amostras
de lentivirus, também se mostrou conservada nas
amostras brasileiras.
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As amostras BR-UFMG/PL1 ¢ BR-UFMG/PL2
apresentaram uma substituicio (P’°>Q) na
regifio rica em prolina e glicina (aa”” a aa*® da
Fig. 2) e uma (P"*’>S) na regido do MHR (aa"'!
a aa"’). A amostra BR-UFMG/PL3 apresentou
duas substitui¢des (T'**>A ¢ D'*SE) na regiao
do MHR. Dentro do MHR, os aminoacidos Qm,

conservados entre os diversos lentivirus,
mantiveram-se conservados.

As amostras BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢
BR-UFMG/PL3  apresentaram a  mesma
substitui¢io para o aa''* (NS), para o aa'”
(R>K), para o aa'” (A>S) e para o aa'®

EBS F*® ¢ RM  considerados bastante

(E=>Q).

10 20 30 40 50 60
| I I I I I

CAEV-Co AVDSVMFQQLQTVAMQHGLVSEDFERQLAYYATTWTSKDILEVLAMMPGNRAQKELIQGK
BR-UFMG/PL1 ..... Y SR - N - N
BR-UFMG/PL2 ..... Y S Y..... 70 P
BR-UFMG/PL3 ..... M. LP. . H....A. . tieteieaannn
K1514 DR -
SAOMVV B R
EVI ... 2
ZzZV1050  ..... V..... ) Ve Yoo,
70 80 90 100 110 120
| | | | | |
CAEV-Co LNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVDQIMGVGQTNQAAAQANMDQARQICLOWVINALRAVR
BR-UFMG/PLL  ............0.. D et S......
BR-UFMG/PL2  ............... Lo S S......
BR-UFMG/PL3 .o tttttet et et e e e e et e et ettt ettt S......
K1514  ........ V.Q...G.N--V.............. Q.S.. ... I...... T...S
SAOMVV ~ ........ V.Q...G.N--V.............. Q.S it T...S
EV1I ... V.Q...G.N--V.............. Q.S...... R.EL...... T......
ZZV1050  ........ V.Q...G.N--V.............. Q.S it T...S

170 180
| .
CAEV-Co PIKDYLKLTLSYTNASADCQKQ
BR-UFMG/PL1 ..S.K....L.....|...S.............PA..AH................ S.....
BR-UFMG/PL2 B S.....
BR-UFMG/PL3 Bl S.....
K1514 T...V........ T.....
SAOMVV T...V...F T.....
EV1 T.F.SDSA..... T.....
ZZV1050 T...V........ T.....
190
|
CAEV-Co MDRTLGQRVQQASVEEK
BR-UFMG/PL1 .G.M..S..H....GQ.
BR-UFMG/PL2 ...M.ES........ Q.
BR-UFMG/PL3 ......... K..... Q.
K1514  ...... T..... T....
SAOMVV VLT
EV1 LLVOUNLL L R
ZZV1050 L. IL.N..... T....

Figura 2. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos das amostras BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e
BR-UFMG/PL3 com as amostras de CAEV (CAEV-Co) e MVV (K1514, SA-OMVV, ZZV1050 ¢ EV1).
(.) indica homologia, (-) indica delegio em relagio 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 as diferentes lentivirus.
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Tabela 2. Porcentagem de divergéncia de nucleotideos (porgdo inferior esquerda da matriz) e aminoacidos
(por¢do superior direita da matriz) entre as seqiiéncias das amostras BR-UFMG/PL1 (PL1), BR-
UFMG/PL2 (PL2) e BR-UFMG/PL3 (PL3), CAEV-Co (Cork) e K1514, SA-OMVV (SAOMYV),
ZZV'1050 (ZZV) e EV1, de MVV

LVPR Amostra

Distancias com:

Cork PL1 PL2 PL3 K1514 SAOMV 77NV EV1
Cork - 11 9 7 12 14 14 15
PL1 10 - 7 12 18 19 20 20
CAEV PL2 8 5 - 9 16 17 17 18
PL3 9 14 12 - 16 18 16 19
K1514 22 23 22 23 - 5 6 8
SAOMV 21 23 22 23 16 - 9 9
MVV 77V 21 22 21 23 16 15 - 11
EVI 23 26 24 26 17 15 15 -

As diferengas foram calculadas por comparagdo duas a duas entre as amostras. As seqiiéncias comparadas correspondem ao gene
gag codificante para a proteina do capsideo viral (p25) — posi¢des entre 979 ¢ 1572 da amostra CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990). O
alinhamento das seqiiéncias foi obtido por meio do programa Clustal W versdo 1.8.

CAEV=virus da artrite-encefalite caprina; MV V= virus maedi-visna.

A fim de se obter informagdo sobre a relagéo
filogenética entre as trés novas amostras
brasileiras de CAEV com as seqiiéncias de
CAEV e MVV previamente publicadas no
GenBank, foi construido um dendrograma a
partir da seqiiéncia deduzida de aminoacidos da
proteina gag CA (p25), usando o alinhamento
das seqiiéncias de aminoacidos das amostras BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3
com as amostras padrdo de CAEV (CAEV-Co) ¢
MVV (K1514, SAOMVV, ZZV1050 ¢ EVI1),
além da inclusdo de outras amostras brasileiras
de lentivirus caprino (C18, C47 e C767)
(Ravazzolo et al., 2001), uma francesa (CA680)
(Valas et al, 1997), uma norueguesa (1GA)
(Gjerset et al., 2000) e uma brasileira de
lentivirus ovino (V27) (Ravazzolo et al., 2001).
As amostras obtidas neste trabalho formaram um
subgrupo do grupo CAEV, claramente separado
do grupo MVV (Fig. 3). Relagdo filogenética
similar, com clara distingdo entre as amostras de
LVPR originadas de caprinos e ovinos, foi
encontrada por Ravazzolo et al. (2001) ao
compararem seqiiéncias do gene gag de amostras
brasileiras isoladas no Rio Grande do Sul com as
amostras de referéncia de CAEV ¢ MVV. Em
contraste, Rolland et al. (2002) verificaram que
uma amostra irlandesa de CAEV agrupava-se
com as amostras de MVV e em um grupo
claramente separado do grupo CAEV, pela
analise dos genes gag, pol e env.
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Figura 3. Dendrograma obtido com auxilio do
programa Multalin (Corpet, 1998) para as
seqiiéncias de aminoacidos das amostras BR-
UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 ¢ BR-UFMG/PL3
com outras de CAEV e de padrées CAEV-Co ¢
MVV.

Nao houve formacdo de wum subgrupo
homogéneo das amostras brasileiras. Quérat et al.
(1990) e Sargan et al. (1991) relataram que as

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.56, n.2, p.135-142, 2004



Virus da artrite encefalite caprina...

amostras K1514, SA-OMVV e EVI1, embora
tenham sido isoladas de paises diferentes,
possuem origem comum (possivelmente a
Alemanha) e sempre se agrupam juntas nas
analises filogenéticas. No Brasil foram
importados caprinos de diferentes regides da
Europa e da América do Norte, o que possibilita
a ocorréncia de amostras virais de diferentes
origens, justificando a ndo formagdo de um
grupo homogéneo das amostras brasileiras.

Os LVPR, CAEV e MVV, embora sejam
genética e antigenicamente relacionados, sdo
classificados como quasispécies virais distintas.
Entretanto varios autores tém demostrado que
algumas amostras de lentivirus ovino isoladas de
animais naturalmente infectados e provenientes
de diversas regides geograficas sd3o mais
semelhantes ao CAEV (Zanoni et al., 1992;
Chebloune et al., 1996) e que algumas amostras
de lentivirus caprino assemelham-se mais ao
MVYV (Castro et al., 1999; Rolland et al., 2002),
sugerindo a possivel ocorréncia de infecgdo
cruzada entre espécies, nas duas dire¢cdes. Assim,
os 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.

Existem apenas duas seqiiéncias completas de
CAEV publicadas no GenBank, a da amostra
considerada padrio CAEV-Co (Saltarelli et al.,
1990) e de uma amostra norueguesa 1GA
(Gjerset et al., 2000), além de poucas seqiiéncias
parciais do gene gag. Para o MVV existem
apenas trés seqiiéncias completas, os padrdes
K1514, SA-OMVV e EV1 e algumas seqiiéncias
parciais do gene gag. Dessa forma, o isolamento
e a caracterizacdo de novas amostras virais
provenientes de regides geograficas distintas
possibilita uma melhor verificagdo da
heterogeneidade genética entre os LVPR,
importante tanto para os estudos epidemioldgicos
relacionados a transmissao intra e
interespecificas dos virus, quanto para esclarecer
a origem ¢ a evolucdo desse grupo viral. A
maioria dos estudos filogenéticos dos LVPR
foram baseados nos genes pol, env e gag, com
poucos estudos comparando os  genes
regulatorios (Castro et al., 1999) e a regido LTR
(Zanoni et al., 1998).
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O alinhamento das seqiiéncias obtidas neste
estudo com as 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 e com as amostras de
CAEV do que com as amostras de MVV.
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