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RESUMO

Cultivos celulares podem ser utilizados para isolamento viral, caracterizacdo de novas
amostras virais e producdo de imunobioldgicos. Podem ser empregados cultivos
celulares primarios, secundarios ou de linha. Estes ultimos podem ser obtidos pela
transformagdo fisica, quimica ou biologica de cultivos primarios ou secundarios. Para
verificar a interagdo entre células transformadas com o Ag T do virus simio 40 (SV40) e
os Lentivirus de Pequenos Ruminantes (SRLV), amostras brasileiras de SRLV foram
utilizadas para inoculagdo em cultivos celulares de membrana sinovial ovina
transformados pelo Ag T e comparadas a amostras inoculadas em cultivos nao
transformados. Inicialmente, as células transformadas pelo Ag T foram caracterizadas e
observou-se um aumento na cinética de crescimento e alteragdes no cariotipo,
provavelmente induzidas pela presenga do Ag T. Este foi detectado por PCR no nucleo
e no citoplasma das células transformadas e sua expressao, confirmada através de RT-
PCR. A fim de avaliar a permissividade e a possivel selecdo de populagdes virais em
células transformadas, dois isolados, um de maedi-visna dos ovinos € um de artrite-
encefalite caprina, foram inoculados em células MSO e TMSOpSV 1. Através da analise
de sequéncias dos genes gag ¢ env e LTR obtidos por PCR, procurou-se avaliar a
variabilidade viral em funcdo do tipo de célula utilizada. Analisando-se as seqiiéncias
obtidas pelo método de Maximum Likelihood, embora tenha sido observada
variabilidade viral, esta ndo estava associada ao tipo celular utilizado para inoculagdo

viral.

Palavras-chave: CAEV/MVYV, cultivo celular, celulas de linhagem, SV40.



ABSTRACT

Transformed cells obtained by the use of tumor genes may induce the selection of virus
populations during the isolation and characterization process. In order to evaluate the
interaction of small ruminant lentivirus (SRLV) and simian virus 40 (SV40) T Ag
transformed cells, two Brazilian isolates were used to inoculate the transformed ovine
synovial membrane cell (TOSM) and compared to the non transformed counterpart
(OSM). Firstly, the transformed cells were characterized and an increase in growth
kinetic and cariotype alterations were observed, probably due to SV40 T Ag. The
detection of the T Ag DNA in the nucleus and the cytoplasm of TOSM cells was done
by PCR, as well as its expression by RT-PCR. In order to evaluate the permissibility
and the hypothesis of virus population selection in the transformed cells, two isolates,
one of CAEV and one of MVV, were inoculated in the secondary cultures and in the
TOSM cells. Sequence analysis of gag and env genes and LTR by Maximum
Likelihood has demonstrated virus variability, although it was not associated to the cell

type used to propagate SRLV.

Keywords: MVV/CAEV, cell culture, cell line, SV40.
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1. INTRODUCAO

O isolamento de agentes virais em sistemas de cultivo celular ¢ amplamente
utilizado em laboratorios de pesquisa e diagndstico. Este procedimento serve, ndo so
para a identifica¢do do agente, como também para produgdo de antigenos, utilizados em
testes diagnosticos e vacinas. Os tipos de cultivo celulares mais utilizados sdo os
cultivos primarios, os secundarios e os de linhagem (ou imortalizados).

Células de diferentes origens tém sido imortalizadas através da transfec¢do de
cultivos primdrios ou secundarios com o Ag T do virus simio 40 (SV40) (Montano et
al., 1990; Teixeira et al., 1997). A transformagdo de células in vitro, através de virus
indutores de tumor, pode causar uma completa alteracdo no fenotipo celular, observada
por alteragdes na morfologia e capacidade de crescimento celular. A transformacao
pode ser parcial, isto ¢, utilizando-se um vetor de expressdo com parte do oncogene
viral.

Estas alteragcdes poderiam levar a selecdo de determinadas populagdes virais, a
partir de isolados de campo. Assim, apds inoculacdo em cultivos celulares
transformados, estes isolados tenderiam a divergir da populacdo original, o que
dificultaria uma andlise precisa das amostras originais.

Este fato adquire especial importancia quando se levam em conta virus com altas

taxas de mutacdo, como ¢ o caso dos lentivirus: os virus da imunodeficiéncia humana



(HIV), felina (FIV), bovina (BIV) e simia (SIV), da artrite-encefalite caprina (CAEV),
da anemia infecciosa eqiiina (EIAV) e Maedi-Visna dos ovinos (MVV).

O objetivo deste trabalho foi verificar a permissividade de células de membrana
sinovial ovina transformadas pelo Ag T do SV40, ao CAEV e MVV; avaliar o uso das
células transformadas através do Ag T como método para isolamento e seqiienciamento
de amostras do CAEV e MVV; e contribuir no estudo da variabilidade de agentes virais
de importancia econdmica na area animal, também indicados como modelos na area

humana.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultivos Celulares

A cultura de tecidos foi criada no inicio do século passado como um método
para estudar o comportamento das células animais, livres de variagdes do organismo.
Nestes sistemas, eram usados fragmentos de tecido sem a individualizagdo das células.
Somente apds 40 anos, iniciou-se a utilizacdo de cultivos celulares com células
dispersas (Freshney, 1994).

O sistema de cultivo de células tem sido utilizado no diagnéstico de agentes
virais, na producdo de reagentes para diagndstico, na avaliacdo da atividade de
substancias antivirais e na produ¢do de vacinas, entre outros (WHO, 1998; Storch,
2000; Korke et al., 2002). Embora muitos métodos imunoldgicos e moleculares para
uma rapida deteccdo de antigenos e genomas estejam disponiveis, na investigacdo de
novos agentes virais o isolamento viral permanecem sendo o padrdo ouro, podendo ser
realizado em cultivos celulares, embrides de galinha e ,menos freqlientemente, em
animais vivos (Murphy ef al. 1999; Ferrari ef al., 2003). Além disto, varios autores t€ém
utilizado cultivos celulares abordando aspectos como a influéncia do nimero de
passagens sobre o titulo viral; susceptibilidade de diferentes tipos de células ao processo

de imortalizag¢dao; ou mesmo o uso de cultivos celulares como método confirmatorio no



diagnostico viral (Chebloune et al., 1996; Craig et al., 1997; Lerondelle et al., 1999;
Jensen & Norrild, 2000; Mselli-Lakhal et al., 2001; Ferris et al., 2002; Walen, 2002;
Yamada et al., 2002; Zheng & Zhao, 2002; Ferrari et al., 2003).

Os principais tipos de cultivos celulares utilizados s3o: cultivos primarios,
obtidos a partir de tecidos frescos de animais mortos; cultivos secundarios ou dipldides,
que sdo gerados a partir dos cultivos primarios através da dispersdo das células deste e
redistribuicdo em novos cultivos; e os cultivos de células de linha ou imortalizadas
obtidas a partir de tecidos oncogénicos ou transformados com vetores que causem a

perda da capacidade de regulagdo do ciclo celular (Freshney, 1994; Mclntosh, 1996).

2.1.1 Cultivos Primérios e Secundarios

Os cultivos primarios sdo obtidos diretamente de tecidos animais e a dispersao
inicial das células pode ser realizada através de dissociagdo enzimatica ou simplesmente
por desprendimento celular do tecido para o frasco de cultivo (explantagdo). O termo
passagem ¢ utilizado para definir cada evento de dispersdo ao qual as células sdo
submetidas.

As células dos cultivos primarios sofrem poucas divisdes e tendem a manter
muitas das caracteristicas que possuiam no 6rgao de origem. Cultivos primarios que
ainda ndo tenham sofrido passagens tém uma grande susceptibilidade para isolamento
viral, principalmente quando o virus infecta a mesma espécie que deu origem ao cultivo
celular. Entretanto, cultivos primarios apresentam uma série de desvantagens, como:
contaminagdo com outros virus; alto custo para freqiiente manutengdo destes cultivos,
uma vez que € necessaria a constante obtengdo de tecido animal; e a impossibilidade de

padronizagdo do cultivo, principalmente pela variagdo individual de cada animal que



deu origem ao mesmo (WHO, 1998; Balin ef al., 2002; Ferris et al., 2002; Ferrari et al.,
2003).

Os cultivos secundarios sdao obtidos a partir da dispersdo dos cultivos primarios e
redistribuicdo das células em novos frascos de cultivo. Estes cultivos podem ser
utilizados por varias passagens, mas apresentam uma capacidade limitada de divisdes
celulares e, apés um determinado nimero de divisdes, as células entram em um
processo conhecido como senescéncia ou envelhecimento. Este processo, in vitro, ¢ a
perda da capacidade mitdtica apés um determinado nimero de passagens, e estd
relacionado, principalmente, a origem da célula utilizada (Hayflick e Moorehead, 1961;
Hayflick, 1965; Balin et al., 2002; Ferrari et al., 2003).

Em uma célula normal, os processos de crescimento e divisdo sdo controlados
por uma série de eventos conhecidos como ciclo celular. Este ciclo pode ser dividido, de
maneira geral, em quatro fases distintas. Fase Gl (gap ou intervalo 1) em que a
atividade celular estd praticamente em repouso aguardando sinais celulares para iniciar
o processo de divisdo. Fase S (sintese) que ¢ desencadeada na fase G1 através de uma
série de fatores e sinais mitogénicos. E nesta fase que ocorre o inicio da sintese do DNA
celular. A fase G2 (gap ou intervalo 2) fornece um intervalo extra para que ocorra o
término da sintese do DNA antes da célula entrar em mitose. E na ultima fase, que ¢ a
mitose ou fase M, ocorrem vdrias alteragdes no interior do nucleo até que este possa
sofrer o processo de divisdo nuclear, que culmina com a divisdo celular propriamente
dita. A fase M ¢ subdividida em: profase, pro-metafase, metafase, anafase, telofase e
citocinese. A mudanga da fase G1 para fase S é a mais critica durante o processo, sendo
que existem uma série de pontos de controle e mecanismos que previnem a entrada na
fase S se houver qualquer dano genético. Qualquer mudanga, em alguma das fases do

ciclo celular, pode levar a célula a sofrer alteracdes como morte celular, parada no ciclo



celular e entrada em senescéncia. Ou mesmo transformagdes, que levem a célula a
multiplicar-se descontroladamente (Alberts et al, 1997; Strauss & Constanzi-Straus;

1999).

2.1.2 Cultivos de Linha

Enquanto uma célula dipléide normal, que ndo sofreu processo de
transformagao, tem uma capacidade limitada de se dividir, tanto in vivo quanto in vitro,
uma célula que tenha sido transformada espontanea, fisica, quimica ou biologicamente
consegue escapar dos mecanismos regulatorios que limitam o crescimento € tem uma
tendéncia a se dividir indefinidamente (Gonos et al., 1998; Lubiniecki & Petricciani,
2001). Porém, estas células tornam-se indiferenciadas, isto é, perdem uma parte da
morfologia especializada e habilidade bioquimica que possuiam in vivo.
Morfologicamente podem ocorrer modificagdes no citoesqueleto, superficie celular e
matriz extracelular. Estas altera¢cdes morfoldgicas, juntamente com alteragdes na
capacidade de crescimento, estdo relacionadas entre si. Mas nem todas s3o observadas
ao mesmo tempo, em diferentes células transformadas (Mclntosh, 1996; Freshney,
1994).

Células de linhagem podem ser usadas para isolamento viral, multiplicagdo viral
para producao de antigenos usados em diagnostico, além de estudos de tumores in vitro
e producdo de proteinas recombinantes. Os cultivos imortalizados apresentam
vantagens, como a possibilidade de formagdo de um banco de células padronizado e
bem caracterizado por um periodo de tempo infinito, menor exigéncia quanto a
enriquecimento do meio de cultivo e concentragdo de soro no meio (Freshney, 1994;

Lewis Jr et al., 1999; Rhim, 2000; Korke et al., 2002).



Cultivos celulares de linha apresentam um potencial de divisdao ilimitado e
podem crescer aderidos a uma superficie ou mesmo em suspensdo. Os principais
métodos bioldgicos para obtencao de cultivos de linha s3o: a) cultivo de células obtido a
partir de um tecido tumoral, como as células HeLa (ATCC CCL-2) ; b) cultivos
oriundos de células normais que sofreram varias passagens, in vitro, até o surgimento
de uma nova populagdo que apresente uma capacidade de divisdo infinita, como as
células VERO (african green monkey kidney cells — ATCC CCL-81), BHK21 (baby
hamster kidney cells — ATCC CCL-10) e CHO (chinese hamster ovary cells — ATCC
CCL-61); c) fusdo entre células de mieloma e linfocitos B produtores de anticorpos; ou
d) transformag¢do de uma célula normal através de um virus oncogénico como o SV40
como ¢ o caso das células COS-1 (ATCC CRL-1650 ) (WHO, 1998).

A transformag¢do de células normais utilizando-se virus e/ou vetores que
induzam uma alteracdo do ciclo celular, apresenta uma freqiiéncia de transformacgao
baixa e pode ocorrer somente apds continuas passagens do cultivo celular (Shay et al.
1993; Rhim, 2000; Ferris et al., 2002).

Wright et al. (1989) classificaram a transformag@o em dois estagios: estagio de
mortalidade 1 (M1) em que fatores celulares levariam a célula ao estado de senescéncia;
e o estagio de mortalidade 2 (M2) que levaria a célula a crise, que € o periodo em que
ocorre um desequilibrio entre crescimento celular e morte celular acompanhado por um
decréscimo no numero total de células sobreviventes. Uma vez ultrapassado o estagio
M2, ocorreria o surgimento de células imortalizadas. Em uma classificacdo semelhante,
Walen (2002) propds a divisdo do processo de transformacao (T) em trés fases distintas:
a fase T1, que compreende a fase inicial do cultivo onde ocorrem as varias passagens a
partir do cultivo primario e secundario; a fase T2, em que ocorre o aparecimento das

primeiras células imortalizadas; e a fase T3 com o surgimento de células com



capacidade tumorigénica. O mesmo autor, utilizando células epiteliais transformadas
com o virus simio 40 (SV40) observou, durante a fase T1, a presenca de células
gigantes multinucleadas, com nucleo fragmentado, porém com tamanho homogéneo. Na
fase T2, as alteracdes observadas foram semelhantes as da fase T1, porém mais
exacerbadas, com nucleos maiores e fragmentados. Esta heterogeneidade entre os
nucleos, durante a fase T2 ¢ a principal caracteristica na diferenciagdo das 2 fases.
Durante o processo de obtengdo de células imortalizadas, seja por fatores fisicos,
quimicos ou através de genes virais, devem ser consideradas interagdes com genes de
regulacdo do crescimento e divisdo celular, como as proteinas pRb e p53, além da
ativacao da enzima telomerase (Rhim, 2000). Em células transformadas, freqiientemente
sdo observadas alteragdes em genes que regulam a fase G1. O progresso da fase Gl
depende, entre outros fatores, da proteina pRb. Quando pRb esta defosforilada ocorre
uma espécie de pausa na fase Gl. Ao sofrer fosforilagdo, através de uma série de
complexos quinase ciclina-dependentes (CDK), ocorre a passagem para a fase S. Em
células transformadas pode ocorrer a perda de fungdo da pRb e, desta forma, perda do
controle na transi¢do entre as fases G1 e S. Da mesma forma, a proteina repressora de
tumor p53, promove uma pausa na fase G1 para que aumente o tempo do ciclo, casa
haja necessidade de algum reparo no DNA. Assim, fatores que afetem a p53, levariam a
um descontrole do ciclo celular (Alberts et al, 1997; Strauss & Constanzi-Straus, 1999;

Ali & DeCaprio, 2001).

2.1.3 Transformacao celular pelo Virus Simio 40 (SV40)

O SV40 pertence a familia Papovaviridae ¢ subfamilia Polyomavirinae. E um

virus DNA, ndo envelopado e com simetria icosaédrica que apresenta um capsideo com



45 nandmetros. O genoma possui uma fita dupla, circular, com DNA supertorcido e
com tamanho de 5 quilobases. Embora a formacao de tumores ndo seja a agdo primaria
dos poliomavirus, eles sao classificados como pequenos virus DNA indutores de tumor
(Cole, 1996; Lednicky & Butel, 1999).

O genoma do SV40 apresenta-se funcionalmente dividido em trés regides, a
regido regulatoria (ndo codificante), a regido precoce ¢ a regido tardia. A regido
regulatoria separa as regides codificantes, e apresenta seqiliéncias promotoras, enhancers
e a origem de replicacdo (ORI). Estas seqiiéncias sdo necessarias para o inicio da
replicagdo viral, além de regularem o nivel de transcri¢do das regides precoce e tardia.
Durante a replicacdo, a dire¢do da transcri¢cdo das regides precoce ¢ tardia ¢ divergente,
e cada regido usa a fita de DNA oposta (Cole, 1996; Lednicky & Butel, 1999).

A regido precoce € a por¢ao do genoma que € expressa assim que o virus penetra
na célula alvo e mantém sua expressao durante o processo de replicagdo. Esta regido
codifica as proteinas regulatdrias virais, chamadas de antigenos T ou tumorais que no
SV40 sdo o T maior (Ag T) e o t menor (Ag t). Estas proteinas sdo geradas a partir de
um pré-mRNA comum que sofre splicing alternativo. A regido tardia do genoma ¢
expressa eficientemente somente apds o inicio da replicagdo do DNA viral e codifica as
tr€s proteinas do capsideo VP1, VP2 e VP3, também geradas por splicing alternativo
(Cole, 1996).

Este virus € originario do macaco Rhesus e foi descoberto em 1960 como um
contaminante de vacinas contra poliomielite que haviam sido preparadas em cultivos
celulares de rim de Rhesus. Estas vacinas foram distribuidas a milhdes de pessoas entre
1955 ¢ 1963 (Cole, 1996; Butel, 2000; Dimmock et al. 2001).

A infec¢do natural pelo SV40 em macacos ¢ usualmente benigna, mas pode

tornar-se patogénica em animais imunodeprimidos; podendo igualmente ocorrer



recombinacdo do SV40 com outros agentes virais, como o adenovirus (Kelly & Lewis,
1973; Butel & Lednicky, 1999). Além de macacos, o SV40 pode infectar outros
primatas, incluindo o homem, embora pouco se saiba sobre a infec¢do nestes
hospedeiros. E possivel que ocorra o mesmo padrio observado em macacos Rhesus, ou
seja, uma infec¢do inaparente (Newman et al., 1998; Lednicky & Butel., 2001).

Durante a fase inicial da infec¢do, as proteinas precoces sao produzidas e afetam
a célula hospedeira estimulando sua entrada na fase S da divisdo celular e desta forma
obtendo a produgdo de enzimas necessarias a replicagdo viral. Estas proteinas também
estimulam células que nao estio se dividindo a entrarem novamente em divisdo. Apos a
entrada na célula, ocorre uma continua expressao do Ag T, com conseqliente alteragao
no fenotipo celular e desta forma, a célula passa a ser considerada como sendo
transformada pelo virus. Uma alteracdo fenotipica, caracteristica de células
transformadas, ¢ a capacidade de proliferacio em meio semi-sélido ou em baixas
concentragdes de soro. Para que ocorra a replicagdo viral, ¢ necessario que ocorra a
produgdo de niveis adequados do Ag T que vai interagir com fatores de transcri¢ao
celulares e também com a origem de replicagdo viral (Cole, 1996).

O antigeno T maior ¢ uma potente oncoproteina com 708 aminoacidos capaz de
transformar uma grande variedade de tipos celulares e induzir a formagao de tumor em
uma variedade de modelos animais (Ali & De Caprio, 2001) (Figura 1).

O Ag T ¢é uma proteina multifuncional complexa que apresenta multiplas
atividades enzimaticas, interagindo com varias proteinas celulares e desempenhando
diversas fungdes durante a infec¢do. Esta proteina ¢ modificada de varias formas apos a
tradugdo, podendo sofrer acetilacdo, adenilagdo e fosforilagdo. Entre estas modificacdes,
a fosforilagdo parece ser a mais importante no controle das atividades e funcdes da

proteina (Cole, 1996).
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Figura 1. Representacdo esquematica da regido funcional do Ag T. Estdo representados
as regioes para ligacao da polimerase a, do DNA da origem de replicagdao, da Hsc70,
das proteinas pRB/p107/p130 e da p53. Igualmente estdo representadas as regides com
atividade DNA helicase e ATPase, a regido comum aos Ags T e t, o dominio J e o
dominio variavel. As proje¢des com as letras P representam os sitio de fosforilacdo.
Abaixo, as barras representam as regides envolvidas nos processos de transformagdo e
imortalizacdo celular (adaptado de Butel & Lednicky, 1999).

Os principais alvos do Ag T sdo as proteinas da familia retinoblastoma pRB (e
as proteinas relacionadas p107 e p130/pRB2), a proteina supressora de tumor p53, € os
co-ativadores transcricionais p300 e CBP. A proteina pRB e suas proteinas
relacionadas, p107 e p130, sdo criticas para manuten¢ao de um fino controle do ciclo
celular, controlando os processos de proliferacdo, diferenciagdo e apoptose. As
proteinas p300 e CBP interagem com varios fatores celulares como p53, mdm2 e NF-
kB.

A regido do Ag T responsavel pela transformacao celular apresenta-se dividida
em trés dominios. O primeiro dominio, que apresenta a regido bi-partida carboxi

terminal, estd localizado entre os aminoacidos 351-450 e 533-626, e se liga a proteina

708



p53. Esta regido parece estar relacionada também com a associagdo entre o Ag T e as
proteinas CBP, p300 e p400. O segundo dominio compreende o motivo LxCxE, entre os
aminoacidos 103 e 107 e se liga as proteinas pRB, p107 e p130. O terceiro € o dominio
J, na regido N-terminal entre os residuos 1-82, o qual apresenta homologia com a
familia de chaperonas DnalJ e liga-se a hsc70 (uma homologa da proteina de choque
térmico hsp70). O dominio J do Ag T ¢ idéntico ao do Ag t.

A capacidade de transformagdo do Ag T esta relacionada a inativagdo funcional
das proteinas supressoras de tumor pRB/p107/p130 e p53. O Ag T apresenta também
atividades de ATPase e DNA helicase, bem como uma atividade de ligagcdo a DNA.
Esta ligagdo ao DNA parece agir como um transativador, possivelmente aumentando a
transcri¢ao de alguns genes celulares (Sladek ef al., 2000; Ali & De Caprio, 2001).

Em um estudo sobre a agdo do Ag T na imortalizagdo de fibroblastos de embrido
de rato, Powel er al. (1999) observaram que varias atividades do antigeno T sdo
necessarias para diferentes niveis de obtencdo de células imortalizadas; que uma
atividade dependente da regido N-terminal ¢é necessdria para transformacdo de
fibroblasto de embrido de rato, mas nao é necessaria para manutencao da imortalidade;
que mutagdes pontuais dentro da regido carboxi terminal perturbam as fungdes da regido
amino terminal; e que fungdes necessarias para manter o crescimento celular podem ser
ativadas em trans através de moléculas de Ag T. Mostraram também que tanto a regido
N-terminal quanto a C-terminal do Ag T sdo necessarias para transformacdo e
manuten¢do do crescimento celular.

O antigeno t menor (Ag t) € uma proteina com somente 174 aminoécidos e
destes, 82 sdo semelhantes a por¢cdo N-terminal do Ag T maior. O antigeno t menor
sozinho ndo tem capacidade de causar transformacdo celular, mas pode potencializar a

capacidade de transformagao do T maior agindo no controle do ciclo celular (Ali & De



Caprio, 2001). Em uma tentativa de imortalizacdo de fibroblastos de embrido de rato, a
capacidade de imortalizacdo do Ag t foi similar a observada nas células do grupo
controle (Powel et al., 1999).

Estudos demonstram que o Ag t menor ¢ importante na ativagao do ciclo celular
durante o periodo inicial de transformagdo celular, aumentando a atividade de
transformagao do Ag T. Montano et a/ (1990) demonstraram que o dominio N-terminal
presente no Ag T maior € necessario para transformagdo celular e que o Ag t menor
pode suprir em frans a auséncia desta regido no Ag T.

Duas atividades bioquimicas especificas tém sido descritas para o Ag t, a
interagdo e inibicdo da PP2A e a transativagdo (ou transrrepressao) de promotores virais
e celulares. Com a inibi¢do da PP2A, varias quinases celulares tornam-se mais
fosforiladas e apresentam um aumento de atividade na presenga do Ag t (Rundell &
Parakati, 2001).

O Ag T possui atividade capaz de transativar varios promotores virais ¢ celulares
(Wildeman, 1989). Feuchter & Mager (1992) observaram a ativacdo da transcri¢do de
LTRs de retrovirus endogenos humanos pelo Ag T e esta ativacdo pode ocorrer em
trans.

A interacdo entre antigenos T e proteinas celulares, desempenham um papel
importante na habilidade do T em transformar células, sendo utilizados na
transformagao de varios tipos de cultivos celulares, incluindo os de origem humana
(Stanbridge, 1990; Butel et al., 1999). Shay et al. (1993) transformaram células
fibroblasticas e epiteliais humanas, utilizando um plasmideo que codificava para os
antigenos T e t, e analisaram a freqliéncia de imortalizagdo nas células transfectadas.
Observaram nas células de origem fibroblastica, que a frequéncia de imortalizagao

varioude 1,524,5x 10 7, e nas de origem epitelial de 1,3 a 8,0 x 10°®.



Teixeira et al. (1997) imortalizaram células de fibroblasto de embrido caprino
utilizando um plasmideo que codificava para a seqiiéncia do Ag T do SV40 e
verificaram, através de imunocitoquimica, que havia expressdo deste antigeno nas
linhagens obtidas. Células de plexo cordide murino transfectadas com um plasmideo
que expressava os antigenos T maior e t menor do SV40, foram imortalizadas e
caracterizadas por Zheng & Zhao (2002). Ferris et al. (2002) também imortalizaram
células de tiredide e rim bovinos, e rim suino, utilizando um plasmideo que apresentava
somente a seqiiéncia do Ag T. Da mesma forma, Weingartl et al. (2002), estabeleceram
uma linhagem a partir de macréfagos alveolares de suino.

Porrés et al. (1999), utilizando células de fibroblasto humano, observaram que
somente as células transfectadas com o Ag T maior e o Ag t menor conseguiram
avancgar no ciclo celular para os estagios S e G2/M, indicando que as duas proteinas
(Ags T e t) agem sinergisticamente.

Devido aos primeiros estudos realizados em roedores, acreditava-se que o DNA
viral, quando associado a tumores, estava integrado ao genoma do hospedeiro.
Entretanto, 0 DNA de poliomavirus, sob forma epissomal, tem sido detectado em varios
tipos de tumores e cultivos celulares transformados. Embora estudos feitos ndo
comparem cuidadosamente a freqiiéncia de DNA na forma epissomal versus integrada,
muitas observagdes indicam que cdpias na forma epissomal persistem em tumores e
células transformadas pelos poliomavirus (Butel & Lednicky, 1999; Huang ef al., 1999;
Lednicky & Butel, 1999).

Células de um glioblastoma humano, persistentemente infectadas com SV40,
apresentaram um fendtipo alterado e carregavam o DNA viral, ndo defectivo, na forma
epissomal (Norkin et al., 1985). Estes virus tem como alvo células ja diferenciadas que

se encontram em estado de quiescéncia. Como estas células ndo apresentam os fatores



necessarios para a replicacdo viral, os poliomavirus induzem as células a ativarem

novamente os processos de divisdo celular. (Cole, 1996; Alberts et al., 1997)

2.2 Lentivirus de Pequenos Ruminantes

Os lentivirus de pequenos ruminantes (small ruminant lentiviruses - SRLV),
CAEV e MVV, sio estreitamente relacionados biologica, fenotipica e antigenicamente.

Causam uma infec¢do persistente com longo periodo de incubagdo, produzindo
doengas cronicas de evolugdo lenta nos animais infectados (Tavares & Pereira, 1999).

Os SRLVs estao amplamente distribuidos pelo mundo. Relatos de animais
infectados pelo CAEV ja foram feitos em varios paises como: Nigéria (Belino &
Ezeifeka, 1984), Australia (Greenwood et al., 1995), Franga (Perrin & Polak, 1987),
Espanha (Gonzales et al., 1987), EUA (East et al., 1987) e México (Daltabuist Test et
al., 1999).

No Brasil, o primeiro relato de caprinos infectados foi feito por Moojen et al.
(1986) através da deteccdo de anticorpos pela técnica de agar-gel imunodifusdo.
Ravazzolo et al. (1988) detectaram anticorpos contra CAEV em caprinos de seis dos
dez municipios do Rio Grande do Sul analisados e Hotzel et al. (1993) fizeram o
primeiro isolamento de CAEV no Brasil, no Estado do Rio Grande do Sul, a partir de
um animal naturalmente infectado. A presenca de animais positivos ja foi detectada
igualmente em outros estados brasileiros como: Rio de Janeiro (Cunha & Nascimento,
1995), Pernambuco (Castro et al, 1994; Saraiva Neto et al, 1995), Minas Gerais
(Dezan, 1996), Bahia (Fitterman, 1988), Ceara (Melo & Franke, 1997) e Sao Paulo
(Garcia et al., 1992).

A presenca do virus Maedi-Visna ja foi descrita em diversos paises como:



Islandia (Sigurdardottir & Thomar, 1964), EUA (Cutlip et al., 1977), Canada
(Lamontagne et al., 1983), Inglaterra (Pritchad et al., 1984), Franca (Devillechaise,
1992) e Portugal (Fevereiro et al., 1995).

No Brasil, ovinos infectados foram relatados por Dal Pizzol et al. (1989) ¢ o
primeiro isolamento foi realizado por Moojen et al. (1996) a partir de explantes de
membrana sinovial e plexo cordide de um ovino sem sinais clinicos e negativo

sorologicamente pelo teste de agar gel imunodifusdo para MVV.

2.2.1 Classificagao ¢ Estrutura

glicoproteinas do envelope

envelope

matriz

capsideo

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura de um retrovirus.

O CAEV e MVV sio lentivirus pertencentes a familia Retroviridae. Apresentam

acido nucléico composto de duas fitas de RNA idénticas e ndo complementares, com



polaridade positiva, sdo envelopados e t€ém simetria icosaédrica (Coffin, 1996). O virion
¢ esférico e tem aproximadamente 100 nm. A parte central do virus ¢ composta pelo
complexo genoma e nucleo-proteina (NC) associados a transcriptase reversa. Esta
estrutura ¢ empacotada por uma capsideo icosaédrico envolto pelo envelope (Figura 2)
que ¢ adquirido durante o brotamento através da membrana plasmatica da célula
infectada (Pépin et al. 1998).

Os SRLVs, assim como os virus das imunodeficiéncias humana (HIV), felina
(FIV), bovina (BIV) e simia (SIV) e o virus da anemia infecciosa eqiiina (EIAV),

apresentam um genoma de aproximadamente 10 quilobases.

2.2.2 Genoma e Replicagdo

O genoma proviral dos lentivirus apresenta os genes gag (group-specific
antigen), pol (polymerase) e env (envelope) que codificam para as proteinas estruturais
e ¢ flanqueado nas extremidades 5’ e 3’ pelos LTR (Long Terminal Repeats), que sao
regides nao traduzidas e possuem toda a informagdo necessaria para transcri¢ao,
integracao e poliadenilagdo do RNA viral (Figura 3). Além dos genes que codificam as
proteinas estruturais, encontram-se presentes seqiliéncias reguladoras - tat e rev - ¢
seqiiéncias acessorias como vif, nef, vpr ¢ vpu (Tavares & Pereira, 1999). Nos SRLVs,
somente as sequéncias codificadoras das proteinas regulatérias Tat, Rev e Vif foram
identificadas

O gene gag ¢é traduzido em uma poliproteina precursora Pr55%¢ que, apods
clivagem pela protease viral dd origem as proteinas do capsideo (CA ou p28), do
nucleocapsideo (NC ou p14) e da matriz (M ou pl17). A proteina do capsideo ¢ a mais

abundante e forma o nucleo hidrofobico no virion. Esta relacionada com uma forte



resposta imune humoral durante a infec¢ao e, desta forma, ¢ uma proteina importante na
produgdo de testes diagnosticos (Joag et al, 1996; Pépin et al, 1998). A proteina do NC
aparece firmemente associada ao genoma viral. Dentro do virus, a proteina da matriz
esta localizada entre o envelope viral e o capsideo (Figura 2), sendo a responsavel pela
associagdo da proteina Pr55%*® com a membrana celular durante a replicagio.

O gene env codifica para a glicoproteina do envelope. Esta glicoproteina ¢
sintetizada como uma precursora (gpl60) que ¢ clivada em duas subunidades: a
glicoproteina de superficie (SU-gp135) e a glicoproteina transmembrana (TM-gp 44). A
parte do envelope viral correspondente a TM fica ancorada a bicamada lipidica que
compde o envelope, e a glicoproteina de superficie fica ligada a TM de forma nao
covalente. As glicoproteinas do envelope dos lentivirus possuem fungdes bioldgicas
importantes e apresentam epitopos responsaveis, tanto pela indug¢do de anticorpos
neutralizantes como também pela interacdo entre o virus e a célula alvo (Luciw, 1996;
Joag et al, 1996; Pépin et al, 1998).

O gene pol codifica para as enzimas transcriptase reversa (RT), protease (PR),
integrase (IN) e dUTPase. A transcriptase reversa, que deu origem a denominacao dos
retrovirus, apresenta-se associada ao RNA viral no virion. E uma DNA polimerase
dependente de RNA, responsavel pela transcrigio do RNA viral em DNA proviral. E
um heterodimero que apresenta igualmente atividade RNAseH. A protease cliva as
poliproteinas precursoras Gag e Gag-Pol. A integrase, da mesma forma que a RT,
apresenta varias moléculas associadas ao genoma viral. Apds a transcricdo reversa o
provirus migra até o nicleo da célula e a integrase promove a integragao da dupla fita de
DNA do provirus ao DNA da célula hospedeira. A enzima dUTPase foi identificada
somente em alguns lentivirus, entre eles o CAEV e o MVV. Esta enzima parece estar

relacionada com uma diminui¢do na freqiiéncia de mutagdes do tipo G para A (Joag et



al., 1996; Pereira & Tavares, 1999).
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Figura 3. Representacdo esquematica do genoma dos SRLV. Em destaque a regido
LTR e sitios fixadores de fatores de transcri¢do celulares e sitio de inicio da transcrigao

(+1).

Os genes auxiliares presentes nos SRLVs sdo os genes tat (transcriptional
transactivator), vif  (viral infectivity factor) e rev (regulator of virion protein
expression). O gene tat codifica para a proteina Tat que esta relacionada ao acimulo de
mRNA viral via sitios AP-1 e AP-4 presentes na regido U3 da LTR ou via fatores
celulares como c-Fos e c-Jun. Harmache ef al. (1995), estudando um CAEV com
delecdao de tat, demonstraram que este gene ndo ¢ essencial para a replicagdo viral.
Entretanto, a proteina Tat pode contribuir para a interacdo entre o virus e a célula
hospedeira, seja pelo recrutamento ou pela modulacao de fatores celulares envolvidos
no inicio da transcrigdo. O gene vif codifica para uma proteina de 29 kDa ¢ sua

atividade parece estar relacionada a fase tardia da replicacdo viral. O produto do gene



rev ¢ uma proteina de 19 kDa e sua agdo esta relacionada ao transporte do nucleo para o
citoplasma do mRNA viral que ndo sofreu splicing (Pépin et al., 1998). Estudos
demonstram que a proteina Rev ¢ essencial para uma eficiente replicagdo do virus
(Malim, et al., 1989).

O LTR dos retrovirus € proveniente da fusdo das seqiiéncias 5' e 3' terminais do
RNA viral durante a transcri¢do reversa. E dividido em trés regides funcionalmente
distintas designadas U3, R e U5. A regido promotora U3 apresenta trés dominios: o
promotor central; o enhancer ¢ o dominio modulatério. O promotor central contém
sitios de ligacdo para fatores celulares, incluindo a proteina que se liga ao TATAA box
(TBP - TATA binding protein) e a proteina SP-1. O enhancer, no HIV-1, consiste em
uma duplicacdo no sitio de ligagdo para o fator celular NFkB, este fator controla a
transcri¢ao de varios genes celulares como a cadeia leve k de imunoglobulinas, MHC de
classes I e II, interleucina 2, B-interferon e fator de necrose tumoral o (TNF-a). O
dominio modulatorio contem sitios de ligacdo para varios fatores celulares incluindo
AP-1, AP-4, USF-1, Ets-1 e LEF. A regido R, na extremidade 5', apresenta o
nucleotideo +1 onde ocorre o inicio da transcricdo viral. Na extremidade 3', entre R e
US, estd o limite final para todos os transcritos, definido pelo sinal de poliadenilagdo em
R. A regido US ¢ a primeira a ser copiada durante a transcri¢ao reversa e na extremidade
3' apresenta um dos sinais necessarios para a integracdo viral no genoma do hospedeiro
(Saltarelli et al., 1990; Andrésson et al., 1993; Sargan et al., 1995; Luciw, 1996,
Andrésdottir et al., 1998; Pereira et al., 2000).

O ciclo de replicagdo dos lentivirus ¢ divido em duas fases: uma precoce
(infeccdo) e outra tardia (expressdo). A fase precoce abrange desde o reconhecimento da
célula alvo pelo virion até a integracdo do provirus no genoma do hospedeiro. A fase

tardia inicia com a expressao regulada do provirus integrado e finaliza com a maturagao



e brotamento da particula viral (Gonda, 1994; Luciw, 1996).

Na fase precoce ocorre o reconhecimento entre o virus e os receptores € co-
receptores celulares especificos na membrana celular. Apos este reconhecimento, ocorre
a fusdo da membrana celular com o envelope viral e a liberagdo do material genético
viral no citoplasma. Inicia-se entdo a transcri¢ao reversa, a partir do RNA viral, que tem
fim com a formacgao do provirus. O provirus migra para o nucleo, juntamente com uma
série de proteinas que formam o complexo de integragdo. Uma vez no nucleo, o DNA
viral ¢ integrado covalentemente ao genoma da célula hospedeira através da atividade
catalitica da integrase.

A fase tardia inicia com a sintese dos transcritos de mRNA, que sdo
transportados, sob regulagdo da proteina Rev, para fora do nucleo a fim de sofrerem a
traducgdo. Os produtos dos genes estruturais ligam-se a membrana celular e incorporam
o RNA gendmico na particula viral. As particulas virais sdo liberadas da célula por

brotamento através da membrana celular (Gonda, 1994; Turner & Summers, 1999).

2.2.3 Infeccao e Patogenia

Os SRLVs replicam  primariamente em células da  linhagem
monocito/macréfago, portanto quaisquer secrecdes que apresentem células infectadas
sdo consideradas importantes vias de transmissao.

A via de transmissdo mais comum ¢ através da ingestao de colostro ou leite de
fémeas infectadas. A pratica de manejo de fazer um banco de colostro sem controle de
fémeas infectadas aumenta consideravelmente a possibilidade de transmissdo do virus
para o rebanho (Oliver et al., 1985; Concha-Bermejillo, 1997; Russo et al., 1997). A

transmissdo por contato também tem sido demonstrada entre animais de idades variadas,



podendo ocorrer através de contato direto, fomites, saliva, urina, fezes ou secregdes
respiratorias (Phelps & Smith, 1993). A transmissao horizontal também esta relacionada
com a producdo de animais em regime de confinamento (Concha-Bermejillo, 1997). A
presenca do virus no sémem de animais infectados foi demonstrada por Concha-
Bermejillo et al. (1996), juntamente com Brucella ovis, relacionando a disseminacdo do
virus a lesdes no aparelho genital.

A infec¢do experimental inter-espécies também foi demonstrada por Dickson &
Ellis (1989) quando ovinos foram inoculados com CAEV. Embora n3o tenham
apresentado nenhum sinal de infec¢cdo nem alteragdes patoldgicas, foi possivel recuperar
o virus através de co-cultivo de leucocitos sangiiineos com células de membrana
sinovial.

A patogenia dos SRLV estéd relacionada a longos periodos de incubacdo e os
sintomas podem aparecer somente meses ou anos apods a infeccdo. Uma vez infectados
os animais nao eliminam o virus e passam a ser disseminadores para animais sadios,
sendo portanto reservatorios do virus durante toda a vida (Pépin et al., 1998). Diferente
do virus da imunodeficiéncia humana, os lentivirus de pequenos ruminantes ndo causam
imunodeficiéncia em seus hospedeiros (Pétursson et al., 1991; Egberink & Horzinek,
1992).

O virus Maedi Visna afeta principalmente os pulmdes, causando uma pneumonia
intersticial. Os termos maedi e visna sdo de origem islandesa e significam dispnéia e
definhamento, respectivamente (Pétursson ef al., 1991). Animais com sintomatologia
respiratoria apresentam inicialmente uma respiracdo forcada, que vai tornando-se mais
intensa levando o animal a respirar com a boca aberta ap6s esforco fisico. Os animais
afetados podem ter tosse seca ¢ pouca descarga nasal. Com a evolugdo da doenga,

ocorre uma gradual perda de peso; os animais vao ficando debilitados e ndo recuperam-



se, podendo ocorrer a morte no periodo de um ano. A forma nervosa (visna) da infec¢ao
¢, geralmente uma complica¢do que se segue apds a sintomatologia respiratoria e esta
mais relacionada a animais adultos. Os sinais nervosos s3o: ataxia dos membros
posteriores e incordenagdo. Estes sinais podem durar meses e levar a paralisia do trem
posterior ou mesmo a quadriplegia. A artrite ¢ uma complicagdo menos comum em
ovinos infectados: os animais ndo conseguem andar e apresentam perda de peso
(Narayan & Cork, 1985).

Em caprinos infectados pelo CAEV, a patologia mais freqliente ¢ a
artrite/sinovite, que pode desenvolver-se lentamente durante anos. Os locais mais
afetados sdo as articulagdes, as bursas e os tenddes, mas o alvo principal do virus sdo as
articulagdes do carpo (joelhos). A doenga ¢ normalmente observada em animais com
mais de 2 anos. Os caprinos afetados apresentam perda de peso e alteragdes no pélo. A
apresentacdo da forma nervosa estd relacionada principalmente a animais jovens,
embora adultos também possam ser afetados. Normalmente a doenca nervosa ¢
observada em animais com menos de seis meses € os principais sinais sdo ataxia dos
membros posteriores com gradual paralisia, embora alguns animais possam apresentar
uma quadro agudo de quadriplegia. Outros sinais incluem tremores da cabega, andar em
circulos e dificuldade de sucgdo (Narayan & Cork, 1985; Zink et al. 1990)

Zink et al. (1990) confirmaram a relacdo entre idade e apresentacdo da doenga,
onde artrite ocorre em animais adultos e encefalomielite em jovens. Entretanto,
utilizando técnicas mais sensiveis como PCR, hibridizagdo ¢ co-cultivo com células
susceptiveis, Johnson et al. (1992) verificaram nao existir diferenga significativa quanto

a presenca do virus em ovinos adultos ou jovens.



2.2.4 Diagnostico e Controle

O diagnéstico dos SRLVs ¢é principalment baseado em testes sorologicos. O
mais utilizado é o agar gel imunodifusdo (AGID) (Cutlip et al., 1977). O antigeno para
diagnéstico soroldgico por AGID é composto pelas proteinas estruturais p28 e gpl35
(Dawson et al., 1996). Devido a estreita relagdo existente entre o virus da artrite
encefalite caprina e 0 Maedi Visna, o teste de AGID utilizando estes dois antigenos tem
sido utilizado rotineiramente para deteccdo de animais infectados com estes virus (Pépin

etal., 1998).

O diagnéstico soroldgico através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) também ¢
utilizado, e varios testes tem sido desenvolvidos utilizando-se tanto antigenos nativos
como recombinantes (Rosati ef al., 1995a; Knowles, 1997; Lara et al., 2002).

O teste de imunofluorescéncia apresenta-se também como um método de
diagnéstico bastante sensivel e especifico. Reischak et al. (2002) desenvolveram um
teste de imunofluorescéncia indireta (IFA) que detectou um maior nimero de animais
sorologicamente positivos quando comparado ao teste de AGID.

Johnson et al. (1992) utilizaram hibridizagdo in situ, PCR e cocultivo com
células susceptiveis, para detec¢do de MVV. Em 18 ovinos sorologicamente negativos
pelo teste de ELISA, os autores obtiveram 12 animais positivos através dos testes
utilizados.

O diagnostico dos SRLVs através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem
sido desenvolvido por varios autores, com diferentes genes alvo (Zanoni et al., 1990;
Reddy et al., 1993; Rutkoski et al., 2001). O uso da PCR tem apresentado resultados
variados quanto a capacidade de detec¢do do virus, mas pode ser utilizado com cautela,

em situagdes especificas durante programas de erradicagdo. O uso de técnicas



moleculares, portanto, ¢ influenciado diretamente por variagdes nas seqiiéncias de
nucleotideos existentes entre diferentes isolados, e até entre os mesmos isolados apos
sofrerem diferentes tipos de tratamento como cultivo celular ou origem do tecido em
que foi coletada a amostra (Olivares et al., 1997; Pasick, 1998; van't Wout et al., 1998;
von Briesen et al., 1999).

O isolamento viral em cultivo celular ¢ utilizado principalmente na obtengdo e
caracterizagdo de novas amostras ¢ apresenta-se como um método altamente sensivel
para o isolamento dos SRLV. Diversos tipos de células t€ém se mostrado sensiveis a
infecgdo pelos lentivirus, inclusive células imortalizadas através do Ag T do SV40
(Teixeira et al.,1997; Lerondelle et al., 1999; Mselli-Lakhal, et al., 2001). Todavia,
alguns autores demonstram que diferentes tipos de células podem influenciar nao
somente caracteristicas de crescimento dos lentivirus, como também sua sensibilidade a
neutralizagdo (Peden et al., 1991; Chebloune et al., 1996; Craig et al., 1997; Zhang et
al., 1997).

O controle da infeccdo pelos SRLVs baseia-se em cuidados na transmissao
horizontal, principalmente evitando-se a ingestdo de colostro e leite pelos animais recém
nascidos de rebanhos infectados. Outras medidas de controle incluem: isolamento dos
filhos de maes soropositivas apds o nascimento, testes periddicos através de AGID ou
ELISA; oferecimento de colostro inativado ou leite pasteurizado aos animais filhos de
maes positivas; abate sistematico dos animais soropositivos; separa¢ao dos animais em
rebanhos distintos para positivos e negativos; em animais de ordenha iniciar
primeiramente com o0s soronegativos ¢ depois 0s soropositivos, bem como animais
jovens antes de animais velhos; evitar o uso de sémen proveniente de machos
infectados; adquirir somente animais comprovadamente livres do virus; e evitar a

transmissdo iatrogénica (Adams et al., 1983; Narayan & Cork, 1985; Dal Pizzol et al.,



1989; Phelps & Smith, 1993; Pépin et al., 1998; Tavares & Pereira, 1999; Washburn et

al., 2001).

2.2.5 Diversidade Genomica

Para a descri¢do da complexidade genética dos virus RNA, tem sido utilizado o
conceito de quasispécies virais. De acordo com este conceito, quasispécies
compreendem um grupo de mutantes dominados por uma seqiiéncia mestre que pode
representar a média das seqiiéncias ou mesmo uma seqii€éncia consenso da populagao
existente (Domingo et al., 1996). Estas seqiiéncias mutantes constituem um reservatorio
de diferentes fendtipos com capacidade de escapar a pressdes de selecdo impostas
durante a replicagdo viral.

A variabilidade genética ¢ uma das caracteristicas importantes dos lentivirus e
esta relacionada a sua patogénese, permitindo a persisténcia do virus no hospedeiro,
tanto pelo escape da resposta imune, como pela resisténcia a tratamentos anti-retrovirais
(Pétursson et al., 1991).

Vartanian et al. (1991), estudando uma regido hipervaridvel do gene env,
demonstraram que o HIV-1 pode sofrer selecio quando inoculado em células de
linhagem MOLT-3 e U937-2. Embora os autores tenham observado o aparecimento de
poucas variantes, os cultivos utilizados demonstraram exercer sele¢do sobre o HIV. O
aparecimento destas variagdes pode ser suficiente para albergar seqliéncias capazes, por
exemplo, de escapar ao sistema imune ou fugir ao tratamento com drogas antivirais.

Neste sentido, Zhang et al. (1997) observaram que a passagem de clones do
HIV-1 em diferentes tipos de células, fazia com que as amostras adquirissem diferentes
graus de sensibilidade a neutralizacdo. von Briesen et al. (1999), utilizando amostras

clinicas de HIV, demonstraram outrossim que o uso de diferentes cultivos primarios



leva a sele¢ao de diferentes variantes do virus.

Em um experimento utilizando um isolado de HIV-1, Olivares et al. (1997),
demonstraram que o virus, apOs sofrer passagens sucessivas em células MT-4,
apresentou uma alteragdo em seu fenotipo. A amostra, que inicialmente era incapaz de
produzir sincicios nas células utilizadas, ap6s 15 passagens, passou a produzir o CPE
caracteristico.

Os SRLYV sao estreitamente relacionados, sendo que, antigenicamente, reagdes
cruzadas tém sido demonstradas quando sdo analisadas as proteinas codificadas pelos
genes gag ¢ env (Rosati ef al., 1999). Por esta razdo, antigenos derivados de proteinas
de lentivirus ovino tém sido utilizadas no desenvolvimento de testes diagnosticos para
CAEV e MVV.

Zanoni (1998), comparando diversas amostras de CAEV e MVV, encontrou uma
divergéncia de 35% em LTR, 22% em env ¢ 16% em pol e gag, demonstrando um
complexa relagdo entre diferentes SRLV. Neste trabalho, ndo foi possivel separar os
isolados ovinos e caprinos em grupos distintos.

Analisando isolados de MVYV oriundos de pulmdo e cérebro de diferentes
animais, Andrésdottir et al. (1998) encontraram divergéncias de 8% e 6% no gene env e
LTR, respectivamente.

Através de um exame parcial do gene gag, utilizando analise de polimorfismo
por tamanho de fragmento de restricdo, em cinco isolados brasileiros de CAEV
comparados com seis seqiiéncias de SRLV, Marchesin et al. (1998) conseguiram
separar estes isolados em 3 grupos conforme o perfil de bandas obtido.

Castro et al. (1999) comparando uma regido do gene pol de diferentes isolados
brasileiros de CAEV, das regides de Minas Gerais e Pernambuco, encontraram uma

diferenga significativa entre os isolados, sugerindo a existéncia de quasispécies virais.



Viérios estudos tentam agrupar diferentes isolados de SRLV, mas os resultados
parecem muito divergentes. Rosati et al. (1995a) utilizando PCR, hibridizagdo com
sonda de DNA e RFLP (restriction fragment length polymorphism) estudaram §
amostras Norte Americanas de lentivirus ovino ¢ observaram que a amostra WLC-1
apresentava semelhanga com a amostra Islandesa K1514. Por outro lado, utilizando as
mesmas técnicas, as amostras restantes mostraram-se diferentes do protétipo Islandés.

Ravazzolo et al. (2001), utilizando isolados brasileiros de SRLV, realizaram um
estudo filogenético no qual observaram a separagdo dos isolados de origem caprina do
isolado de origem ovina. Os isolados caprinos agruparam-se ao isolado padrio de
CAEV enquanto o isolado ovino agrupou-se as amostras prototipos MVV, tanto nas
seqiiéncias oriundas de gag como de env.

Pasick (1998), fazendo uma analise de diversos trabalhos que tentam caracterizar
os SRLV e separa-los em grupos de origem caprina e¢/ou ovina, concluiu que CAEV e
MVV podem ser vistos como pertencentes a um grupo heterogéneo ou mesmo como
quasispécies virais.

Considerando-se a alta variabilidade existente entre os SRLV ¢ as alteragdes
sofridas pelos cultivos celulares

apos sua transformagdo com agentes tumorais, torna-se necessario um estudo de

como estas alteragdo podem influenciar o aparecimento de populagdes virais.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivos Celulares

3.1.1 Cultivos Primarios e Secundarios

O cultivo secundario utilizado para inoculagdo viral foi gerado através da
tripsinizacdo de um cultivo primario obtido a partir de explantes de membrana sinovial
ovina (MSO), de um animal negativo para MVV aos testes de agar gel imunodifusao
(AGID) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (Rutkoski et al., 2001). Este cultivo
foi denominado MSOs (Reischak et al., 2002) e estava estocado em tubo criogénico, a -
196 °C, em uma solu¢do com 80% de soro fetal bovino (SFB, NUTRICELL) e 20% de
dimetilsulfoxido (DMSO, SIGMA), no Laboratorio de Virologia da Faculdade de
Veterinaria UFRGS.

As células MSOs, foram descongeladas na sétima passagem, depositadas em
uma garrafa de cultivo de 25 cm® (NUNC™) ¢ mantidas em estufa bacteriologica a
37°C, em Meio Minimo Essencial de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM,
SIGMA, D-1152), acrescido de 2 ou 10% de SFB para manutengdo ou crescimento,

respectivamente.



Durante o periodo de crescimento, os cultivos foram tripsinizados sempre que o

tapete celular apresentava confluéncia completa.

3.1.2 Cultivos Transformados

Foi utilizada uma linhagem celular obtida pela transformacdo de um cultivo
secundario de MSO com o plasmideo pSV1 (cedido por Gilles Quérat, U372,
Pathogénie des Infections a Lentivirus, INSERM, Marseille, France), que apresenta a
origem de replicacdo, os genes que codificam para os antigenos T maior e t menor do
Virus Simio 40 (SV40) inseridos no plasmideo pBR322. A transfeccao das células MSO
foi realizada conforme Reischak et al. (2002). A linhagem celular obtida foi
denominada TMSOpSV1 e armazenada a -196 °C em uma solugdo de 80% de SFB ¢
20% DMSO, no Laboratorio de Virologia da FAVET/UFRGS.

Os cultivos de TMSOpSV1 foram descongelados na décima quarta passagem,
depositados em uma garrafa de cultivo de 25 cm” e mantidos em estufa bacteriolégica a
37 °C em D-MEM acrescido de 2% de SFB para manutengdo ou 10% para crescimento
das células.

Durante o periodo de crescimento, os cultivos foram tripsinizados sempre que o

tapete celular apresentava confluéncia completa.

3.1.2.1 Dinamica de crescimento

Foram preparadas placas de 06 pocos, uma para cada tipo celular (MSOs e
TMSOpSV1), com uma concentragio de 1,5 x 10° cél/pogo e as células foram mantidas

em MEM com 10% de SFB. A contagem das cé¢lulas foi feita em duplicata apds 24, 48 e



72 horas de cultivo. Para cada contagem, o MEM era retirado do poco e fazia-se duas
lavagens para retirada das células mortas, a primeira com um mL de MEM e a segunda
com um mL de tripsina versene. A seguir era colocado um mL de tripsina para liberagao
das células e feita a pipetagem para individualizagdo das mesmas. Apos a
individualizagdo, foi acrescentado mais um mL de MEM com 10% de SFB para
inativagdo da tripsina, e uma aliquota da suspensdo celular foi utilizada para contagem
pelo método de exclusdo das células mortas com azul de tripan. Foram feitas 5
repeti¢des para cada tipo celular e, a partir do resultado obtido na contagem, foi feita a

média do nimero de células obtidas nos diferentes tempos.

3.1.2.2 Extracdo do mRNA

Células TMSOpSV1 foram tripsinizadas, transferidas para um tubo cénico de 50
mL e centrifugadas a 800 g por 5 min. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o tubo mantido em gelo até a adi¢do do TRIzol (GIBCO-BRL). Foi
adicionado 0,75 mL de TRIzol para 5-10 x 10° células e feita a lise celular através de
pipetagens repetidas até a homogeneizacao completa. O homogeneizado foi transferido
para um tubo de 1,5 mL, incubado por 5 min a temperatura ambiente. A seguir foi
adicionado 0,2 mL de cloroférmio e o tubo foi agitado vigorosamente durante 15 seg e
incubado por 10 min a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a 12000 g por
15 min e a fase aquosa (contendo RNA) foi recuperada e transferida para um novo tubo.
O RNA foi entdo precipitado adicionando-se 0,5 mL de élcool isopropilico e a amostra
incubada por 10 min a temperatura ambiente ¢ novamente centrifugada a 12000 g por

10 min. O sobrenadante foi desprezado e o pelete de RNA lavado com um mL de etanol



a 75% e centrifugado. O sobrenadante desprezado novamente e o pelete seco ao ar por
10 min e entdo dissolvido em 250 pL de agua livre de RNAse.

Apos a extracdo do RNA total, foi utilizado o kit PolyATract® mRNA Isolation
Systems (Promega) para isolamento de RNA mensageiro (mRNA), ¢ o protocolo
utilizado seguiu rigorosamente as recomendagdes do fabricante (Anexo 1). Para a
reacdo de transcricdo reversa foram utilizados 5 pL. da solu¢do contendo o mRNA. O
material restante foi armazenado a — 196 °C.

Todo o material utilizado na extracao de RNA era livre de RNAse.

Os mesmos procedimentos de extragdo de RNA e isolamento de mRNA foram
utilizados nas células MSO e COS-1. As célula COS-1 foram escolhidas como controle
positivo, pois foram transformadas com um mutante do SV40, sem a origem de

replicag¢do do virus, e apresentam a expressao do antigeno T.

3.1.2.3 Extra¢do de DNA nuclear e citoplasmatico

A fim de tentar estabelecer a localizagdo do DNA do plasmideo pSV1, foi
realizada a extragdo do DNA citoplasmatico e nuclear da célula TMSOpSV1.

Para extracdo do DNA citoplasmatico foi utilizada uma adaptacdo do protocolo
descrito por Single ef al. (1998). Para a lise, foi adicionado a um tubo cénico de 1,5 mL,
contendo 4 x 10° células, um mL do tampdo composto de 75 mM de NaCl, 1 mM
NaH,;PO4, 8 mM Na,HPOy, 250 mM sacarose e digitonina 35 pug/mL. As células foram
submetidas ao vortex e, apos 30 seg, foram centrifugadas a 10000 x g por 60 seg ¢
depositadas em banho de gelo. O sobrenadante, contendo o DNA citoplasmatico, foi
recuperado, transferido para um novo tubo e uma aliquota de 5 pL foi retirada para a

PCR, o restante foi armazenado a — 20 9C. O tubo contendo os restos celulares e



nucleos foi utilizado para extragdo do DNA nuclear utilizando-se DNAzol (GIBCO-

BRL). Apo6s a extracdo do DNA nuclear, uma aliquota de 5 pL foi utilizada para a PCR.

3.1.2.4 RT-PCR para Ag T

A confirmacdo da expressdo do Ag T nas células transformadas, foi realizada
através da técnica de transcricdo reversa do RNA, seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). A RT-PCR foi realizada para os trés tipos celulares
(TMSOpSV1, MSO e COS-1).

Os primers utilizados para RT-PCR do Ag T haviam sido descritos por
Bergsagel et al., (1992), e foram: primer senso Svfor3 5> TGAGGCTACTGCTGACTC
TCAACA 3’ e primer reverso SVrev 5° GCATGACTCAAAAAA CTTAGCAAT
TCTG 3.

Como controle das extracdes de DNA e mRNA foram utilizados primers para
deteccdo do produto do gene constitutivo GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase). Neste caso, foram utilizados o primer senso GAPDHfor 5 GGC
AAGTTCCATGGCACAGT 3’ e primer reverso GAPDHrt 5° GTCCCTCCAC
GATGCCAAAG 3".

Para a transcrigdo reversa, a um tubo de 0,2 mL contendo 5 uL do mRNA, foi
acrescentado 130 ng do primer reverso e 4,7 uL de agua livre de RNAse, e a mistura foi
incubada a 70 °C por 5 min e depois mantida a 4 °C. Aos mesmos tubos, foram
adicionados 4 pL de solugdo tampao contendo Tris-HCI (pH 8,3) 50 mM, KCI 75 mM,
MgCl, 3 mM, 2 uL de ditiotreitol (DTT) 10 mM, 10 mM de dNTP e 35 UI de inibidor
de ribonuclease (RNAguard — GIBCO-BRL). Aos tubos impares de cada amostra foram

adicionados 100 UI da enzima Transcriptase Reversa M-MuLV ( GIBCO —-BRL),



permanecendo os tubos pares como controle negativo para presenga de DNA. A reacao
foi realizada a 37 °C por 60 min. Apds este tempo houve a inativa¢do da RT a 70 °C por
10 min e os tubos foram mantidos a — 20 °C até a realiza¢do da PCR.

Para a realizagio da PCR para Ag T foram utilizados 2 pL da reagdo de
transcri¢ao reversa, 100 ng de cada primer, Tris HCI pH 8 10 mM, KC1 50 mM, MgCl,
2 mM, dNTPs 200 uM e 2,5 Ul de enzima Tag DNA Polimerase, em um volume final
de reacdo de 50 uL. Na PCR para GAPDH foi utilizado 2,5 mM de MgCl,, para os
demais reagentes foram mantidas as mesmas concentragoes.

As amplificagdes foram feitas em um termociclador Perkin Elmer GeneAmp
PCR System 2400 sob as seguintes condi¢des: 94 °C por 5 min para desnaturagio;
seguida de 40 ciclos de 94 °C por 45 seg, 55 °C por 45 seg e 72 °C por 45 seg;
finalizando a 72 °C por 7 min, para o gene do Ag. T.

Para o gene GAPDH as condi¢des foram: 94 °C por 5 min para desnaturagio;
seguida de 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; finalizando
a 72 °C por 7 min

Os produtos obtidos na reacdo de PCR foram depositados em gel de agarose
2,5%, submetidos a eletroforese (50V, 45 mA), corados com brometo de etidio (0,5

ug/mL) e visualizados sob luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

3.1.2.5 Analise de cromossomos em células mitoticas

A fim de verificar possiveis alteracdes cromossdmicas, cultivos celulares de
MSO e TMSOpSV1 foram submetidos a analise cariotipica.
Garrafas de cultivo celular de 75 cm® com células MSOs, (passagem 36) e

TMSOpSV1 (passagem 40) foram tripsinizadas quando o tapete celular apresentou



confluéncia acima de 80%. Apds tripsinizagao, as células foram transferidas para um
tubo conico de 50 mL e acrescentado 5 mL de MEM com 10% de SFB para inativagao
da tripsina. O tubo contendo as células foi centrifugado a 800 x g por 10 min e a seguir
o meio retirado. Foi acrescentado as células 10 mL de MEM contendo 40 pL de
colchicina (0,025%), 200 pL de brometo de etideo (0,5 pg/ml) e entdo as células foram
incubadas por 2 horas € meia a 37 °C, sendo o tubo agitado a cada 30 min. Apds a
incubagdo, o tubo foi centrifugado a 800 x g por 10 min, retirado o sobrenadante,
acrescentado 3 mL de KCl1 0,75 M aquecido, novamente incubado a 37 °C por 30 min,
acrescentado 1 mL de fixador (metanol/acido acético, 2:1, v/v) gelado e centrifugado a
800 x g por 10 min. O sobrenadante foi retirado, acrescentou-se 5 mL de fixador gelado
e o tubo com as células foi mantido a 4 °C over night. Apos este periodo, foram
realizadas 3 lavagens com 3 mL de fixador. Depois da ultima lavagem, as células foram
mantidas em fixador a 4 °C até o momento da montagem da lamina.

Laminas de microscopia eram mantidas em etanol gelado até o momento da
montagem, quando entdo eram submetidas a secagem parcial ao ar livre, deixando-se
uma fina camada de etanol. Gotas da suspensdo de células e fixador foram distribuidas
sobre cada lamina. Estas foram secas a temperatura ambiente, coradas por 5 min com
uma solu¢do de Giemsa 5% em tampao fosfato pH 8,0 e observadas ao microscopio
optico.

O teste foi realizado em duplicata e foram analisadas, para cada tipo celular, 20

células, selecionadas ao acaso, para cada repeticao.



3.2 Amostras Virais

Foram utilizadas duas amostras brasileiras de SRLV, isoladas no Laboratorio de
Virologia da FAVET/UFRGS, uma de origem caprina (CAEV Br/UFRGS-2 ou C767) e
uma de origem ovina (MVV Br/UFRGS-2 ou V27). Estes isolados foram obtidos de
animais naturalmente infectados e com sinais clinicos de infec¢do por lentivirus (Hotzel
et al, 1993; Milczewski et al., 1997). As amostras virais iniciais foram descongeladas
em banho de gelo, filtradas em membrana com poro de 0,22 um e inoculadas em células
MSOso. Apos a inoculagdo, as células foram mantidas em garrafas de cultivo de 150
cm® (NUNC™) suplementadas com D-MEM contendo 2% de SFB. Apods 9 dias,
quando o tapete celular apresentou 70 a 80% de efeito citopatico (CPE), o sobrenadante
foi retirado e foram feitas aliquotas de 5 mL, com o objetivo de se obter um estoque

viral, sendo utilizadas posteriormente como in6culos. As aliquotas foram estocadas a -

70 °C.

3.3 Titulacao dos Estoques Virais

O estoque de indculos virais foi titulado em placas de 96 pogos com dilui¢des de
10" a 10 e foram usadas 6 repeticdes (pogos) para cada diluicio.

Em cada pogo foi colocado 100 pLL de uma suspensdo de células MSOs
contendo 1 x 10° células/mL de D-MEM com 4% de SFB. Apés 24 horas, essas células
foram inoculadas com 100 pL de cada diluigdo de virus e incubadas a 37 °C. As placas
foram observadas diariamente e a leitura final foi feita 10 dias apos a inoculagdo.

No décimo dia, as células foram fixadas em uma solugdo 80% (v/v) de acetona
em agua e coradas com solu¢do de Giemsa 5% para observagdo de sincicios, que € o

CPE caracteristico da presenga do virus.



Os titulos foram obtidos de acordo com o método descrito por Reed ¢ Muench
(1938) e determinados pelo célculo da dose capaz de infectar 50% das células em

cultivo (TCIDsy — Tissue Culture Infective Dose).

3.4 Inoculacao dos Isolados e Passagens

Os indculos das amostras CAEV Br/UFRGS-2 ¢ MVV Br/UFRGS-2 foram
descongelados em banho de gelo e mantidos no mesmo até o momento da inoculagao.

Garrafas de 150 cm? contendo células MSOs, e TMSOpSV1 foram utilizadas
para inoculacdo de cada uma das amostras virais, quando apresentaram 50 a 60% de
confluéncia do tapete celular. Para inoculacdo, foi retirado o meio de cultivo e a cada
garrafa foram adicionados 5 mL do inéculo contendo 10* TCIDsy/mL para CAEV e
10*%° TCIDsy/mL para MVV. As células ¢ o inéculo permaneceram 2 h a 37 °C para
adsor¢do viral. Apos este periodo, foram acrescentados 30 mL de D-MEM
suplementado com 2% de SFB.

As inoculagdes, as passagens e a manutengdo das células inoculadas com cada
uma das amostras eram feitas em dias diferentes para evitar contaminacdo entre as
amostras.

Os cultivos inoculados foram observados diariamente para verificacdo da
presenga de sincicios. As passagens foram realizadas a cada 6 dias e, sempre que
necessario, eram acrescentadas mais células aos cultivos inoculados. Apos a 7°
passagem, aguardou-se até que 70 a 80% do tapete celular apresentasse CPE e foi

realizada a extragdo do DNA total das células infectadas.



3.5 Extracao do DNA

As células foram tripsinizadas e transferidas para um tubo conico de 50 mL,
lavadas com solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS - phosphate buffered saline)
sem calcio e magnésio, pH 7,4 e centrifugadas a 800 g por 5 min. A lavagem com PBS
foi repetida mais duas vezes, o sobrenadante foi desprezado e foi iniciada a extrag¢do do
DNA com DNAzol (GIBCO-BRL).

Foi adicionado 1 mL de DNAzol ao tubo contendo as células e com o auxilio de
uma micropipeta (Gilson, P1000) foi realizada a homogeneizacdo para lise celular.
Apos a lise, o DNA foi recuperado com o auxilio de uma ponteira de micropipeta e
transferido para um tubo de 1,5 mL. A seguir, foi acrescentado 0,5 mL de etanol
absoluto e lentamente feita a homogeneizagdo por inversao. O tubo foi mantido durante
5 min a temperatura ambiente depois o DNA foi retirado com o auxilio de uma ponteira
e transferido para novo tubo onde foram realizadas 3 lavagens com 1 mL de uma
solugdo 95% (v/v) de etanol em agua, sendo que a cada lavagem o DNA era
ressuspendido por inversao do tubo e centrifugado a 8000 g por 5 min. Apos as
lavagens, o DNA foi seco a temperatura ambiente durante 30 min e depois dissolvido
em 200 pL de NaOH 8 mM. Para garantir uma completa dissolu¢do do DNA, o tubo foi
armazenado durante 48 horas a 4 °C e, apds este periodo, foi determinada a
concentragdo de DNA das amostras. As amostras foram aliquotadas com uma
concentragdo de 100 ng/uL.

Apods a extragdo do DNA dos diferentes isolados, inoculados nos diferentes

cultivos celulares, a denominagdo das amostras passou a ser a descrita conforme a

Tabela 1.



Tabela 1. Denominac¢ao dos diferentes isolados inoculados nos diferentes cultivos

celulares.
Tipo celular
Isolados MSOs TMSOpSV1
CAEV Br/UFRGS- 2 C50 CSV1
MVV Br/UFRGS -2 M50 MSV1

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas para obten¢do de fragmentos dos genes
virais gag e env e LTR. As seqiiéncias de nucleotideos dos primers utilizados estao

descritas na tabela 2.

Tabela 2. Seqiiéncia de nucleotideos dos primers utilizados na reagdo de PCR para
amplificacdo dos fragmentos de LTR, gag e env dos SRLV analisados.

Gene Orientacio Primer (seqiiéncia 5°—3°)" Posicio” Fragmento
(pb)

gag"®  senso GGRGGGAGAAGYTGGAA 961 — 978

reverso ACATGCTTGCATYTTYT 1565 — 1582 622
em®  senso GGIACIAATACWAATTGGAC 7482 — 7501

reverso GCYAYATGCTGIACCATGGCATA 8067 — 8089 608
LTRY senso AGCAAATGTAACCGCAAGT 8986 — 9005

reverso CGTTGGGCGCCAGCTGCGAG 156 — 175 294

*R=GouA; Y=T ouC; W= A ou T; I= inosina.

® Baseado na seqiiéncia CAEV Cork (n° acesso M 33677).

¢ Conforme Marchesin ef al. (1998).

4 Projetados no Institute of Veterinary Virology, Universidade de Berna, Suica.



Para cada gene foram feitas dez repeticdes da PCR, simultaneamente, cada uma
em um volume de 50 pL, o que gerou ao final da reacdo um volume de 500 uL com o
fragmento correspondente ao gene amplificado.

Cada reacdo de PCR para o gene gag e LTR , foi realizada em um volume final
de 50 uL contendo 10 mM de Tris-HCI, 50 mM de KCl,, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM
dNTP, 200 ng de cada primer, 2,5 Ul de Tag DNA polimerase (CBIOTenzimas-
UFRGS) e 500 ng do DNA. Para a PCR do gene env foram utilizados os mesmos
reagentes e mesmas concentracdes descritas para gag e LTR com exce¢do do MgCl,,
que foi utilizado na concentragdo de 2,5 mM, e dos primers, que foram utilizados 100
ng de cada primer.

As condi¢des de tempo e temperatura utilizados nas reagdes de PCR estdao
descritos na Tabela 3 e todas as reacOes foram realizadas em um termociclador Perkin-

Elmer GeneAmp PCR System 2400.

Tabela 3. Condi¢des de temperatura e tempo, usados nas reagdes de PCR, para as
diferentes seqiiéncias amplificadas.

PCR 50 uL
Temperatura/Tempo gag envy LTR
Desnaturag¢do inicial 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min
Desnaturagéo 94 °C/1 min 94 °C/45seg 94 °C/30 seg
Anelamento 30 57 °C/1 min 49°C/45seg 59 °C/30 seg
Extenséo ciclos 72 °C/1 min 72°C/1 min 72 °C/45 seg
Extensio final 72 °C/7 min 72 °C/7 min 72 °C/7 min

Conservagio 4 °C/oo 4 °Cloo 4 °C/oo




Anpos o término de cada uma das reagdes de PCR, aliquotas de 9 pL do
primeiro tubo e do décimo foram depositadas em gel de agarose 1,5%, submetidas a
eletroforese, coradas com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizadas sob luz
ultravioleta (Sambrook et al., 1989), a fim de verificar os produtos obtidos na
amplificacdo. Apds a visualizagdo dos produtos, o conteido de cada uma das 10
repeti¢des foi transferido para um tubo de 1,5 mL. Os fragmentos obtidos foram
precipitados com 2,5 volumes de etanol absoluto e 300 mM final de acetato de sodio pH
8,0, incubados durante uma hora a -20 °C e centrifugados a 10800 x g por 10 min. Os
sobrenadantes foram desprezados, ¢ os precipitados (DNA) foram lavados duas vezes
com 1 mL de uma solugdo 70% (v/v) de etanol em 4gua, ressuspendidos em 45 pL de
TE pH 8,0 (10 mM Tris CI, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8) e mantidos a —20 °C.

O DNA precipitado foi submetido a eletroforese em gel preparativo de baixo
ponto de fusdo (LMP — “low melting point”) 1,5% e a banda correspondente ao
fragmento esperado foi cortada e purificada no QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
ou Wizard ® PCR Preps DNA Purification System (PROMEGA), conforme
recomendacdo do fabricante (Anexos 2 ¢ Anexo 3, respectivamente).

Apos a purificagdo, o DNA das diferentes amostras foi solubilizado em 30 uL de

agua Milli-Q® autoclavada e estocado a —20 °C até o momento da clonagem.

3.7 Clonagem

Os fragmentos de LTR-M50 e MSV1, gag-M50 e MSV1, env-M50 e MSV1,
LTR-C50 e CSV1, gag-C50 e CSV1, env-C50 e CSV1 foram clonados no plasmideo
pCR®2.1-TOPO® (TOPO TA Cloning Kit — Invitrogen) conforme protocolo do

fabricante (Anexo 4).



Cada fragmento foi clonado em dias diferentes e foram selecionadas 24 colonias

positivas (brancas) de cada gene em cada tipo de cultivo celular para cada isolado

(Figura 4). O aparecimento de coldnias brancas indica que houve a insercdo de um

fragmento de DNA no sitio de clonagem, pois este sitio interrompe a leitura do gene

LacZo. Em plasmideos em que ndo houve a insercdo do DNA, o gene LacZa

permanece ativo e expressa [-galactosidase gerando a cor azul nas células bacterianas.
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Figura 4 Representagdo das etapas utilizadas na obtenc¢ao dos clones seqiienciados. Os
virus CAEV e MVV foram inoculados nos diferentes tipos celulares e ap6s a obtengao
do DNA e reagdo da polimerase em cadeia (PCR) os fragmentos obtidos foram
clonados. Vinte e quatro clones de cada amostra foram selecionados e submetidos ao
seqiienciamento. As seqiiéncias geradas foram denominadas de acordo com o tipo de
células utilizado e gene analisado seguidos do numero correspondente ao clone que deu

origem a amostra.




Desta forma, a partir das colonias brancas selecionadas, foram feitas as

minipreparagdes para posterior seqiienciamento.

3.8 Minipreparacio dos Plasmidios

Cada coldnia selecionada foi colocada em crescimento em tubos contendo 2 mL
de meio 2xYT (Anexo 5) e 100 pg/mL de ampicilina, e incubada overnight sob agitagao
(180 rpm/min). Apos a incubacdo, 1,5 mL da cultura foi transferido para um tubo
conico de 1,5 mL e centrifugado a 8000 x g durante 5 min. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi ressuspendido em 100 uL de uma solucdo composta de
glicose 50 mM, TrisCl 25 mM (pH 8) ¢ EDTA 10 mM (pH 8). Apés a completa
homogeneizagdo, foram acrescentados 200 pL. de uma solu¢ao composta de NaOH 0,2
N e 1% SDS. A mistura foi feita por inversao do tubo. Foram adicionados 150 pL de
uma solu¢do composta de acetato de potassio 5 M e acido acético glacial 11,5%. A
mistura foi feita por inversdo e o tubo depositado no gelo por trés a cinco minutos. Apos
este periodo, o tubo foi centrifugado a 8000 x g por 5 min e o sobrenadante transferido
para um novo tubo. A extragdo do DNA foi realizada acrescentando-se 500 pL de
fenol:cloroférmio (v/v), sendo a mistura agitada vigorosamente no vortex e centrifugada
a 8000 g por 2 min. A fase aquosa foi transferida para novo tubo e o DNA precipitado
com dois volumes de etanol absoluto a temperatura ambiente durante 2 minutos. O
DNA foi centrifugado a 8000 g por 5 min e submetido a 3 lavagens com 1 mL de etanol
70% (v/v) em agua. Apos as lavagens o DNA foi seco durante 30 min a temperatura

ambiente, dissolvido em 50 puL de TE (pH 8) e armazenado a —20 °C.



\

ApoOs a extragdo, os plasmideos foram submetidos a analise por digestdo
enzimatica, com a enzima EcoRI para verificar a presenga do inserto. Os positivos
foram seqiienciados no Mega Bace 1000 (Molecular Dynamics & Amershan Life
Science) através do método de terminagdo de cadeia (método enzimatico de Sanger).
Cada inserto, teve as duas fitas seqiienciadas e foram utilizados para o sequenciamento

os primers M 13 senso e reverso cujas seqiiéncias estavam presentes no vetor.

3.9 Analise das Seqiiéncias

As seqiiéncias obtidas foram analisadas no programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), para verificar a identidade de cada uma. Para o trabalho foram
utilizadas somente as seqiiéncias que apresentaram similaridade com seqiiéncias dos
SRLVs. As fitas senso e reverso das seqiiéncias utilizadas foram alinhadas no programa
Bioedit versao 5.0.9 (Hall, 1999) a fim de corrigir pequenos erros gerados durante o
processo de seqiienciamento. Apos as corre¢des, somente a seqiiéncia senso foi utilizada
nas demais analises.

Os alinhamento multiplos foram realizados no programa Clustal W (Thompson
et al., 1994) versdo 1.83, de acordo com o gene e tipo celular utilizados.

Os alinhamentos foram analisados utilizando-se o programa GeneDoc (Nicholas
& Nicholas, 1997) versao 2.6.002 e possiveis erros nas seqiiéncias foram comparados
aos graficos obtidos no seqiienciamento (eletroferogramas). Apos suprimidas quaisquer
davidas, quanto as seqiiéncias geradas, os primers foram retirados € um novo
alinhamento foi realizado para obten¢do das seqiiéncias consenso. Juntamente as
seqiiéncias obtidas, foram utilizadas as seguintes seqiliéncias padrdes ja descritas na

literatura (com seu respectivo n° de acesso junto ao GenBank): CAEV-Cork (n° acesso



M33677), MVV 1514 (n° acesso M10608), MVV SA (n° acesso M31646) e MVV EV1
(n° acesso S51392). Para os alinhamentos do gene gag,além das seqiiéncias padrdes ja
relacionadas, foram utilizadas seqiiéncias de MVV (n° acesso AJ305039) ¢ CAEV (n°
acesso AJ305042), ja descritas na literatura (Ravazzolo et al., 2001) e referentes a
mesma amostra € a0 mesmo fragmento utilizado neste trabalho.

Para a andlise filogenética foi utilizado o pacote de programas Phylip
(Felsenstein, 2002 — versao 3.6). As seqliéncias obtidas foram analisadas pelo programa
DNAML que utiliza o método da probabilidade maxima (Maximum Likelihood - ML).
A repetibilidade da topologia das arvores foi testada através do programa SEQBOOT
(bootstrap com 100 interagdes) e a arvore consenso foi obtida pelo programa
CONSENSE.

A edicdo das arvores foi realizada utilizando-se o programa TREEVIEW versao

1.6.6 (Page, 2001).



4. RESULTADOS

4.1 Cultivo Celular Secundario

O cultivo secundario obtido por explantagdo foi proveniente das articulagdes de
um cordeiro de abatedouro e denominado MSOs.(Figura 5a).

Apds o descongelamento, as células apresentaram crescimento uniforme e
inibi¢do por contato. A dindmica de crescimento destas células foi comparada as células
TMSOpSV1 e pode ser observada na Figura 6.

Durante o periodo de crescimento celular (10% SFB), era realizada uma
passagem por semana ¢ as células dispersas numa propor¢do de 1:2. Estes cultivos
mostraram-se permissiveis as amostras virais de SRLV utilizadas, o que pode ser
observado microscopicamente pela presenca de sincicios com um variado nimero de

nucleos.

4.2 Cultivo Celular Transformado

O cultivo transformado foi proveniente de um cordeiro de abatedouro e apds a
transfec¢do com o plasmideo pSV1 foi denominado TMSOpSV1 (Figura 5b).
Apo6s sofrerem o descongelamento, as células apresentaram um crescimento

uniforme e com menor inibi¢do por contato quando comparadas as MSOsy.



\

As células TMSOpSVI mostraram-se permissivas a replicagdo pelos SRLV.
Este fato foi observado na microscopia Optica pela presenga de sincicios (Figura 5c e

5d). Estes sincicios apresentaram um menor nimero de nucleos quando comparados ao

efeito produzido nas MSOsy.

Figura 5. Morfologia, ao microscopio optico, das células MSOsy (A) e TMSOpSV1
(B). As células TMSOpSV1 mostraram-se permissiveis a0 MVV e ao CAEV (Figura
1C e 1D respectivamente) o que pode ser observado através da presenga de CPE. Setas
brancas indicam a presenga de sincicios. (Coloracao Giemsa, 200x)



Durante o periodo de crescimento celular, as células mantidas em 10% de SFB,
sofriam passagens duas a trés vezes por semana. A cada passagem as células eram

dispersas numa propor¢ao de 1:4.

4.2.1 Dinamica de Crescimento

A fim de verificar a cinética de crescimento, as células TMSOpSV1 foram
analisadas através da contagem de células ap0s tripsinizagao.

A Figura 6 mostra as células transformadas com um crescimento
aproximadamente 3,5 vezes maior do que as células MSOsy ap6s 72 horas de cultivo.
Este comportamento ja pdde ser observado logo nas 24 horas apos a preparacio da placa
quando as células TMSOpSV1 ja apresentavam um crescimento duas vezes maior
comparado as MSOs.

O padrao de crescimento celular observado estd compativel com o padrdo
apresentado durante a manipulag¢do, quando as células TMSOpSV1 necessitavam um
intervalo de tempo menor entre as passagens, bem como uma taxa de dispersao maior
(1:4 das TMSOpSV 1 versus 1:2 das MSOsy).

Ao microscopio Optico, as células TMSOpSV1 apresentavam-se formando uma
monocamada no frasco de cultivo, semelhante as MSO. Entretanto, com uma
morfologia levemente diferenciada pois as células apresentavam um formato mais
poligonal, enquanto o cultivo secundério apresentava uma forma mais eliptica (Figuras

S5ae 5b).
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Figura 6. Curva de crescimento das células MSOso e TMSOpSV1. As células
TMSOpSV1 mostram um crescimento aproximadamente 3,5 vezes maior do que as
MSOs, apds 72h.

4.2.2 Presenca do mRNA do Antigeno T

Considerando a dindmica de crescimento apresentada pelas células TMSOpSV1,
e sabendo-se que o antigeno T do SV40 estd envolvido na perda da capacidade de
regulacdo do ciclo celular, foi realizada a extracio do mRNA total para verificar a
presenca do mRNA do Ag T. Primers especificos para uma regido do antigeno T do
SV40 foram utilizados na transcrigdo reversa e PCR, obtendo-se um fragmento de 105
pb (Figura 7).

Foi possivel observar a banda esperada nas células TMSOpSV1 e nas células

utilizadas como controle positivo, as células COS-1 (Figura 7). As célula COS-1 foram



escolhidas como controle, pois foram transformadas com um mutante do SV40 sem a

origem de replicacdo do virus, e apresentam a expressao do antigeno T.

1 2 3
1 2 3

105pb
<4—105pb

Al B.
Figura 7. Andlise dos produtos da RT-PCR para presenga do Ag T do SV40 em células
COS-1 e TMSOpSV1 versus MSOsp. Em A células COS-1 foram testadas para presenca
do Ag T (linha 1 - marcador, linha 2 - COS-1, linha 3 - controle da reagdo). Em B
células TMSOpSV1 e MSOsy igualmente testadas (linha 1 - marcador, linha 2 —
TMSOpSV1, linha 3 - MSOs). Gel de agarose 2,5% corado com brometo de etidio.

4.2.3 Localizag@o do Plasmideo pSV1

Depois de verificada a presenga do mRNA do Ag T, decidiu-se analisar a
localizagdo do plasmideo pSVI1. Para isto, foi realizada uma extragdo do DNA
citoplasmatico de acordo com Single ef al. (1998). Conforme os autores, apds a
realizacdo do protocolo descrito, o sedimentado restante apresenta debris celulares e
material nuclear. Este sedimento foi submetido a extragdo de DNA, conforme descrito
no Material e Métodos, e utilizado como material de origem nuclear.

Na reagdo de PCR para o Ag T foram utilizados os mesmo primers descritos
anteriormente e, como controle, foram utilizados primers especificos para a seqiiéncia
que codifica a proteina constitutiva GAPDH. Estes primers deram origem ao fragmento

esperado de 380 pb.



Verificou-se desta forma a presenca do fragmento esperado do Ag T tanto no
nicleo quanto no citoplasma das células TMSOpSV1 (Figura 8). Entretanto, o
fragmento originario da amplificacdio de material nuclear mostrou-se com uma
intensidade levemente maior do que o de origem citoplasmatica.

A amplificagdo da seqiiéncia controle - GAPDH - apresentou-se conforme o
esperado, ou seja, o fragmento obtido a partir do material nuclear apresentou uma

banda de intensidade maior do que o obtido a partir do citoplasma (Figura 8).

1 2 3 4 5

380 nb

105 pb

Figura 8. Analise dos produtos de PCR obtidos a partir do DNA nuclear e
citoplasmatico das células TMSOpSVI1. Foram observados os fragmentos
correspondentes ao Ag T (105 pb) e ao controle GAPDH (380 pb). Linha 1 - marcador,
linha 2 - antigeno T de origem nuclear, linha 3 - antigeno T de origem citoplasmatica,
linha 4 - GAPDH de origem nuclear, e linha 5 - GAPDH de origem citoplasmatica. Gel
de agarose 2,5% corado com brometo de etidio.

4.2.4 Analise de Cromossomos em Células Mitoticas

Com a finalidade de wverificar alteragdes cromossomicas nas células
transformadas TMSOpSV 1, foi realizada a analise destas células e das células de cultivo

secundario MSOso. Ambos os cultivos celulares apresentavam-se com um numero de



passagens elevado (TMSOpSV1 passagem 39, MSO passagem 36), no momento do
teste. Entretanto, foi possivel observar diferencas entre os dois tipos celulares.

As células MSOs apresentaram o nimero de cromossomos normal,, compativel
com os da espécie ovina (2n=54) (Figura 9a). Possiveis translocagdes Robertsonianas
foram observadas (Figura 9b). A transloca¢dao cromossdmica ¢ uma aberragdo estrutural
em que um segmento de um cromossomo ¢ transferido para outro local no mesmo

cromossomo ou em outro nao homologo.

Figura 9. Cromossomos metafasicos das células MSO (A) e TMSOpSV1 (B) foram
analisados. As células TMSOpSV1 apresentaram em sua maioria uma redu¢do no numero
de cromossomos e pode observar-se alteragdes cromossomicas estruturais.



Nas c¢lulas TMSOpSV1 observou-se uma variagdo no nimero de cromossomos

sendo que 31 % das células visualizadas apresentaram 47 cromossomos (Figura 10).
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Figura 10. Contagem do numero de cromossomos das células TMSOpSV1. Foram
observados 40 campos nos quais foi realizada a contagem dos cromossomos.

4.3 Reagdo da Polimerase em Cadeia para os Genes gag e env e LTR

Apbs a extragdo de DNA das células TMSOpSV1, infectadas com CAEV
(CSVI1) e MVV (MSV1), e das células MSOs, infectadas com CAEV (C50) e MVV
(M50), foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase buscando a amplificacdo de
segmentos especificos dos genes gag e env e LTR.

Foi possivel obter a amplificagdo de fragmentos com tamanhos esperados para
cada um dos segmentos: 622 pb para gag (Figura 11), 608 pb para env (Figura 11), e
259 pb para LTR (Figura 12). Para o fragmento de LTR apesar das tentativas de

otimizagdo da reagdo, manteve-se o aparecimento de bandas espurias.



622 pb
608 pb

Figura 11. Andlise dos produtos de PCR para os genes gag (linhas 4, 5, 9, 10) e env
(linhas 2, 3, 6, 7) em células TMSOpSV1 (linhas 3, 5, 7, 10) e MSO (linhas 2, 4, 6, 9).
Marcador Low Mass Leader (Gibco) (linhas 1 e 8). Gel de agarose 1,5%, corado com
brometo de etidio.

259 pb

Figura 12. Anélise do produto de PCR do LTR (linha 1 - controle da PCR, linha 2 -
LTR C50, linha 3 — Marcador BSC12). Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de
etidio.



4.4 Clonagem, Seqiienciamento e Alinhamento para Obtencio das Sequéncias
Consenso

Apds andlise por restri¢do enzimatica, os clones cujo fragmento correspondia ao
tamanho esperado, foram seqiienciados. As seqiiéncias obtidas foram analisadas no
programa BLAST. As que apresentaram tamanho adequado e similaridade com os
SRLVs, apds as devidas corregdes e cortes, sofreram um alinhamento prévio de acordo
com o gene analisado. Deste primeiro alinhamento foram obtidas as seqiiéncias
consenso utilizadas para as andlises filogenéticas. Em todos os alinhamentos foram
empregadas, comparativamente, as principais seqiiéncias padrdes para CAEV e MV'V.

Todas as seqiiéncias analisadas foram nomeadas de acordo com o isolado
utilizado (MVV ou CAEV), o tipo de célula em que foi inoculado (Secundaria ou
Transformada), o gene a que pertence e o nimero do clone da qual foi derivada (Figura
4). Assim, a seqiiéncia CTENVO02 corresponde ao isolado de CAEV, inoculado em
células transformadas (TMSOpSV1), pertencente ao gene env e correspondente ao clone
02.

Das 24 seqiiéncias, pertencentes ao gene env do isolado de CAEV, obtidas apos
o seqiienciamento, 8 foram descartadas por ndo pertencerem aos SRLVs. As 16
restantes foram alinhadas e obteve-se 12 seqiiéncias consenso. Destas, 04 sdo oriundas
de cultivos secundarios e 08 sdo de cultivos transformados.

Cada seqiiéncia foi traduzida individualmente, e a partir da seqiiéncia de
aminoacidos obtida foi realizado um novo alinhamento (Figura 13). As regides de maior

homologia entre os clones e o isolado CAEV-Cork foram assinaladas de cinza.



* 20 * 40 * 6
CTENV11 .H. I.K.T..E...... TGN T.A..K......... Q... A.TNGT--.R. 57
CTENV22 .H. I.K. T..E...... TGN T.A..K......... Q..... A.TNGT--.R. 57
CTENV1O0 .H. I.K. T..E...... TGN T.A..K.G....... Q..... A.TNGS--.R. 57
CSENV23 : H...I.K.T..E...... TGN....T.A..K......... Q..... A.TNGT--.R.. : 57
CTENV12 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —— ... 57
CSENVO05 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —— ... 57
CTENVO08 D e e e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e et ettt e e e e —— ... 57
CSENVO06 D e e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e e et ettt e e e e e —— ... 57
CTENV23 D e e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e e et ettt e e e e e —— ... 57
CSENV20 D e e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e ettt e et e e e —— ... 57
CTENVO02 D e e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e ettt e et e e e —— ... 57
CTENVO6 S O o P —— ... 0 57
CAEVCork : TMW.IYKN....E..... NTGE...... AK....oooo... N....... QRD.--.T.. : 57
MVV-EV-1 : TMWEIYKN..S.E.S....IGN....TIQ........ R..TNT....A.AASR...R.. : 59
MVV1514en : TMWNIY.N..R.N.SS...TGS....T.N.LK..... R...N....KS———=—-—- QR.. : 52
MVV-SAenv : TMW.IYKN..E.K.S....T.N....T.N........ Y...N..... A.NSKK--.R.. : 57

NYVGNLQECSGCONATLDRKDTGTLGGVDNINCSLPHKNESHKWTCAPRWDNGGNKKDS

0 * 80 * 100 * 1
CTENV11 e e e e e e e e T e et e e T e e e e e e e e e e e e e e e e et : 116
CTENV22 e e e e e e N T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et : 1106
CTENV10 e e e e T o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 116
CSENV23 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e K... : 116
CTENV12 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 116
CSENVO05 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Koo i ii i i i i : 116
CTENVO08 D e e e e e e e e e et e e e ettt e e ettt ettt e et e et e e e : 116
CSENVO06 D e e e e e e e e e et e e e ettt e e ettt ettt e et e et e e e : 116
CTENV23 L e e e e e e N T e e e e e i e e e e et e e e et e et et e e : 116
CSENV20 L e e e e e e T e e e e e e e e i e e et e et e e s e s oesaaeeeas R.e.o.ooooo. DL.K... : 1llo
CTENVO2 P R.e.o.oooooa. DL.K... : 1llo
CTENVO6 PP K... : 116
CAEVCork D e e e KK..T.I...F..... O A : 1llo
MVV-EV-1 e -.D..G....H........ GV....... I...... I.R....... EVD..QS.L : 117
MVV1514en : -....-.D..GK...K........ G..S...i.. R....R........ V...QS.M : 109
MVV-SAenv : ..... -.D..G....L........ Goveveennn Y VD..KA.R : 115

LYIAGGRQFWKRVKAQYSCESNLGELDGMMHQOMLLOKYQVIKVRAYTYGVIEMPENYE

Figura 13. continua
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Figura 13. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos do fragmento correspondente a
regido Env do CAEV, obtidas a partir dos clones analisados.

Nas c¢lulas inoculadas com Maedi-Visna, foram obtidas 24 seqiiéncias para o
gene env. Destas, 11 ndo representavam seqiiéncias compativeis com SRLV e foram
desconsideradas. Das 13 restantes, obteve-se 09 seqiiéncias consensos sendo 04
oriundas de cultivo secundario e 05 de cultivo transformado.

O alinhamento da seqiiéncia de proteinas de Env do MV'V esta representado na
Figura 14. A regido de maior homologia entre os clones e os isolados padroes de Maedi-
Visna estd grifada em cinza. A seqiiéncia MTENV15 mostrou-se mais curta do que as

demais, embora tenha sido gerada exatamente a partir dos primers utilizados para as




outras seqiiéncias. As seqiiéncias MTENV16 ¢ MSENV11, apresentaram-se distintas

das demais a partir da posi¢do 121 e 137 respectivamente.

* 20 * 40 * 6

MVVEV1 : ..WEI....SS.E....D.I .T...IQ..N..... R..TNT...... AASR...... : 59
MVVSAenv : ..WGI....SE.K....D..D..T. NLUNL L. Y...N....... NSK.—--.... : 57
MVV1514en : ..WNI.Q..SR....S.D...S.T. NLLLLoLL R...N....KS——————- Q... : 52
CAEVCork : ..WGI....S..E.A..DN..E.T..G.A.KN..... K...N.o.... P.QRDG--.T.. : 57
MTENV15 e e L I TP e . 41
MSENVO1 D e e e e e e e e e e e e e e e et e et e e R.o...... EKKG——-.... : 57
MTENV12 D e e e e e e e et e e e e T T T e e e e e e e e e e e et e ettt —_— ... 53
MTENVO1 P T T T e e i e e —— ... 53
MSENVO2 S T e e e e e e e e e e ettt -—.... ¢ 53
MSENV13 PP T T T e e e e e e —— ... 53
MTENV(04 D e e e e e e et e e ettt ettt et ettt e et e e -—.... : 57
MSENV11 PP T T T e e e e e e —— ... 53
MTENV16 D e e e e e e et e e e e e e ettt R.e.o.o.o.o.. EKKG—--.... : 57

0 * 80 * 100 * 1
MVVEV1 D e e e . -.D....... H.o..... L. oV e e e e e e e e e e A....E.D...... 117
MVVSAenv I -.D....... L...... L.......... MV..... V.K..A...... D..KA.R : 115
MVV1514en : —-....-.D...K.......... L....S..... M...R..V....A ... ... M : 109
CAEVCork D e e KK..T.I..QF....... Q....L.......... V.K..A..... I...EN.A : 116
MTENV15 Do, e e e e e e e e ettt ettt et ettt et et e : 99
MSENVO01 Do T e e e e e e e ettt et ettt et et e : 115
MTENV12 R T et e e e e e e e R 111
MTENVO1 Do, e e e e e e e e e e ettt et e et e ettt et et e e e e e : 111
MSENV02 - e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 111
MSENV13 - e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 111
MTENV(04 - e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 115
MSENV11 L. e e e e e e et e et e ettt ettt e e e : 111
MTENV16 Do, L : 115

LYTAGGRNFWGRVKAKYSCESNIGGLDGMMHQOQILLOKYQITIRVRSYTYGVVEMPQOSYL

Figura 14. continua



MVVEV1
MVVSAenv
MVV1514en
CAEVCork
MTENV15
MSENVO01
MTENV12
MTENVO1
MSENV02
MSENV13
MTENVO04
MSENV11
MTENV16

MVVEV1
MVVSAenv
MVV1514en
CAEVCork
MTENV15
MSENVO01
MTENV12
MTENVO1
MSENV02
MSENV13
MTENV04
MSENV11
MTENV16

20 * 140 * 160 *

e RRL - ARFKKE . L e e e e i e L.o....

B P I ) =
B S S o A
KTRITI.RKK.ELSHK..... V.. .MV Voo, Sevennn I..... KA...T..
......... —e+eeee...BE.H-————-R.GHSACDH.NNS.CRSRTRCCKR.A.ILYKD
. .KH.KQKK-PTNSDK. .E.H-—-———- R.GHSACYH.NNS.CRSRTRCCKR.A.ILYKD

EKNTKNKRSRLOTOTRKKRGIGLVIVLAIMAITAAAGAGLGVANAVQOSYTRTAVQSLA

180 *
..ALNLLE.T-———- : 185
..ALNL.LE.T-———- : 187

ALELLE.S-————- : 180
...A..D.LE.T-———- : 188

.~ALLFSR.CKP-————- : 168

V. V.FSR.CKP-————-- : 185

..... -..S..BE..-—-—— : 182

..... -..S..BE..-——— : 182

..... -..S..E..--—— : 182

..... -..S..E..--—— : 182

..... F..S..E..--——— : 187

GCPVSCRNCCS.EC.... : 181

GCPVSCRNCCS.EC.... : 185

NATAVQQOVVLAASVRSL

172
174
167
175
157
173
169
169
169
169
173
163
167

Figura 14. Alinhamento das 13 seqiiéncias de aminoacidos de Env do MVV, obtidas a

partir dos clones analisados.

Quanto ao gene gag, do CAEV foram obtidas 42 seqiiéncias e destas, 25 foram

compativeis com SRLV. A partir das 25 foram geradas 14 seqiiéncias consenso, sendo 7

oriundas de cultivo secundario e 7 de cultivo transformado.

(Figura 15). As seqiiéncias de aminoacidos analisadas mostraram-se mais homogéneas

Ap6s a traducdo foi gerado o alinhamento das proteinas do fragmento de Gag

quando comparadas a amostra CAEV-Cork. As seqiiéncias das amostras de MV'V,

apresentaram uma dele¢@o de dois residuos na posicao 77 e 78 (grifado em cinza).




AJ305042
CSGAG19
CTGAG1l6
CTGAG22
CSGAG17
CTGAG19
CTGAG14
CTGAG13
CTGAG11
CSGAG14
CSGAG10
CSGAGO3
CTGAG15
CSGAGO1
CSGAGO6

CAEV-Cork
MVV-SA
MVV1514
MVV-EV1

AJ305042
CSGAG19
CTGAG16
CTGAG22
CSGAG17
CTGAG19
CTGAG14
CTGAG13
CTGAG11
CSGAG14
CSGAG10
CSGAGO3
CTGAG15
CSGAGO1
CSGAGO6

CAEV-Cork
MVV-SA
MVV1514
MVV-EV1

1

AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQOM
AVDAVMFQOM
AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQOM
AVDAVMFQOM
AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQQOM
AVDAVMFQOM
AVDAVRFQOM
AVDAVMFQQOM
AVDSVMFQQL
AVDSVMFQQL
AVESVTFQQL
AVESVVFQQL
AVDSVVFQQL

51

RAQKELIQGK
SAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK
RAQKELIQGK

QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV
QTVAMQHGLV

LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWRR
LNEEAERWVR
LNEEAERWVR
LNEEAERWVR

SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY
SEDFERQLAY

NNPPPPQGGG
NNPPPPQGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQGGG
NNPPPPQGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQGGG
NNPPPPQGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPQOGGG
NNPPPPAGGG
ONPPGP. .NV
ONPPGP. .NV
QONPPGP. .NV

YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI
YATTWTSKDI

LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGTG
LTVDQIMGIG
LTVDQIMGVG
LTVDQIMGVG
LTVDQIMGVG
LTVDQIMGVG

50
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LKVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN
LEVLAMMPGN

100
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQAAAQAN
QTNQOASQAN
QTNQQASQAN
QTNQOASQAN
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Figura 15. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos, apos a tradugdo das seqiliéncias

de nucleotideos do gene gag do CAEV, obtidas a partir dos clones analisados. Uma
delecdo de dois residuos ¢ observada nos isolados de MVV (grifado cinza).

Para o gene gag de MVV, das 45 seqiliéncias obtidas inicialmente, 12

apresentaram similaridade aos SRLVs e destas foram geradas 10 seqiiéncias consenso,

sendo 03 provenientes de cultivo primario e 07 de cultivo transformado (Figura 16).

Semelhante ao realizado anteriormente, as seqiiéncias de nucleotideos do
fragmento analisado do gene gag, foram traduzidas. As seqiiéncias de aminoécidos

obtidas foram alinhadas e igualmente verificou-se a existéncia de uma delecdo de dois

residuos, em todas as amostras de MV'V.




MVV-SA L E L T e e e e e L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 59
MVV1514 L E e e P : 59
MTGAGO7 D e e e e et e et e ettt ettt e ettt et e ettt : 59
MTGAGO02 D e e i e e e e e et et ettt e ettt ettt e e et e : 59
MTGAGL10 D e e i e e e e e et e et et ettt ettt et et ettt e et : 59
MTGAGL19 D e e i e e e e e et et ettt et ettt e e e et : 59
MSGAGO9 D e e e e et e et e ettt ettt e ettt et e ettt : 59
MSGAGO7 D e e i e e e e e et et ettt et ettt et e e et : 59
MTGAGO1 D e e e e et e et e e e ettt et e e e ettt et ettt et e et : 59
MTGAG13 D e e e e e e e e e e et et et et ettt e e e et e : 59
MSGAG19 D e e e e e e e et e e ettt ettt et ettt et ettt e et : 59
MTGAG20 D e e e e Gevevevnnn O : 59
AT 305030 1 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Vo e e e e e e e : 59
MVV-EV1 D e et e it e e et ettt Lot e e e i e et ittt ettt et : 59
CAEV-Cork : ..... Mt et e e e e e e e e e Lt e e e e e e e e e e e e et e e ettt e : 59

0 * 80 * 100 * 1
MVV-SA e e e e e e e e e e |, — — S : 116
MVV1514 e e e e e e e Poimm e i e e e e e e e et e e T. ..., S : 116
MTGAGO7 - === : 116
MTGAGO02 D e e et e e eeeearaa. ] = == : 116
MTGAG10 - === : 116
MTGAG19 D e e et e e eeeearaa. ] = == : 116
MSGAGO09 - === : 116
[MSGAGO7 D e e et e e eeeearaa. ] = == : 116
MTGAGO1 - === : 116
MTGAG13 D e e et e e eeeearaa. ] = == : 116
MSGAGL19 - === : 116
MTGAG20 D e e et e e eeeearaa. ] = == : 116
AJ305039 @ L. == | : 116
MVV-EV1 e e e e e e e e e g, — — R.E............ : 116
CAEV-Cork : ......... R.N...PPA. .G. .. i it i i AA......... I...... N. : 118
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175
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175
175
175
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Figura 16. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos do fragmento de Gag do MV'V,
obtidas a partir dos clones analisados. Em cinza aparece uma dele¢do comum a todas as
amostras de maedi-visna.

Para a regido LTR foram obtidas 26 seqiiéncias para o Maedi-Visna e, de forma
semelhante a anterior, 06 foram descartadas por ndo pertencerem aos SRLVs. Das 20
seqiiéncias restantes, 11 originaram-se das células MSOs; e 09 das TMSOpSV1.

Quanto ao LTR de CAEV, 16 seqiiéncias, das 19 iniciais, mostraram-se

relacionadas aos SRLV. Destas, foram geradas 6 seqiliéncias consenso sendo 2 de

células secundarias e 4 de células transformadas.




4.5 Analise Filogenética

Apds a obtengdo das seqiiéncias consenso foi realizado o alinhamento das
mesmas buscando-se encontrar diferencas a fim de verificar a existéncia de sele¢do de
amostras ou ndo, conforme o tipo de célula utilizado. Utilizando o programa PHYLIP,
as seqiiéncias foram analisadas pelo método da probabilidade méaxima (Maximum
Likelihood - ML), gerando-se entdo as arvores filogenéticas para as diferentes

sequéncias obtidas, os diferentes virus e tipos de célula utilizados.

4.5.1 Gene env

Analisando-se a seqiiéncia de nucleotideos, correspondente ao fragmento do
gene env, das amostras de SRLVs utilizadas, observamos que ndo houve o aparecimento
de populagdes virais distintas apds a inoculagdo em células MSOsy ou TMSOpSV1. A
arvore filogenética gerada a partir dos clones de CAEV mostra que nao houve uma
selecdo entre os clones provenientes dos diferentes tipos de células. As amostras
padroes do virus Maedi-Visna mostraram-se agrupadas enquanto a amostra padrao do
CAEV (CAEV-Cork) apresentou-se mais relacionada as amostras utilizadas no presente
trabalho (Figura 17).

Com o objetivo de verificar se o padrao observado na seqiiéncia de nucleotideos,
mostrava-se semelhante as seqliéncia de aminoacidos, as seqiiéncias foram traduzidas e
alinhadas. Apds o alinhamento foi gerada uma arvore filogenética (Figura 18) com um
padrdo de concordancia semelhante ao observado com a seqiiéncia de nucleotideos.

Embora ndo tenha sido possivel agrupar as seqiiéncias de acordo com o tipo de
célula utilizado, pode-se observar a formagdo de sub-grupos, tanto na seqiiéncia de

nucleotideos quantoo na de aminoacidos.



MVV1514en

CTENV22

MVV-EV-1

CTENV11

MVV-SAenv

CSENV23

CAEVCork

CTENV23

CTENV12

CTENVO08

Figura 17. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir de
seqiiéncias do gene env, do CAEV inoculado em células MSOsy e TMSOpSV1. Os
valores presentes nas bifurcagdes representam o valor de bootstrap (100 interagdes). As
linhas demarcam sub-grupos.



MVV-EV-1

MVV1514en

CTENV10

CSENV23

MVV-SAenv CTENV11

CAEVCork
CTENV22

CSENV05

CTENV23

CTENVO08
CTENV06

Figura 18. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir
das seqiiéncias de aminoacidos de Env do CAEV. Os valores presentes nas
bifurcacdes representam o valor de bootstrap (100 interagdes). As linhas demarcam
sub-grupos.

Semelhante ao observado com o virus da artrite encefalite caprina, ndo foi

possivel separar populacdes distintas (Figura 19) para as seqiliéncias obtidas a partir da



inoculagdo do MVV, nos diferentes tipos de células. As seqiiéncias de MVV

mostraram-se relacionadas as amostras padroes.

MTENV15

MTENV04

MVV-EV-1

MVV-SAenv

CAEVCork
MVV1514en

A arvore gerada a partir das seqiliéncias de aminoacidos de Env do MVV (Figura

20) também apresentou semelhanca ao observado com as seqiiéncias de nucleotideos,



ou seja, ndo foi possivel separar populagdes distintas dos clones provenientes de células
MSOsy, ou TMSOpSV1 inoculados com o virus MVV. As amostras padroes, tanto do

MVYV como do CAEV formaram um grupo distinto das amostras utilizadas no trabalho.
Entre as amostras obtidas neste trabalho, pode-se observar a formagao de trés subgrupos

com altos valores de concordancia.

MSENV11

MTENV16

MVV1514en

MTENVO1
MVVSAenv

CAEVCork MVVEV1

Figura 20. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir das
seqiiéncias de aminoacidos de Env do MVV. Os valores presentes nas bifurcagdes
representam o valor de bootstrap (100 interagdes). As linhas demarcam sub-grupos.



4.5.2 Gene gag

Para a andlise do gene gag do CAEV, foi incluido no alinhamento a
seqiiéncia AJ305042. Esta seqiiéncia corresponde ao mesmo isolado (C767) e aos
mesmos fragmentos utilizados, e foi descrito por Ravazzolo ef al. (2001), antes da

geracdo das seqiiéncias que deram origem a este trabalho.

MVV-EV1

CAEV-Cork

MVV-SA

CSGAG06

MVV1514
CTGAG]15

CSGAG17

CTGAG22

CSGAGO1 CTGAG11

CTGAGTA CSGAG19

CTGAG13 CTGAG19

CSGAG14 AJ305042
CSGAG03 csGACTHCAG16

Figura 21. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir
das seqiiéncias de nucleotideos do gene gag do CAEV. Os valores presentes nas
bifurcacdes representam o valor de bootstrap (100 interagdes).

Quando as seqiiéncias provenientes do gene gag foram analisadas, observou-se
que além de ndo ocorrer a formagao de grupos distintos, conforme o tipo de célula
utilizado, as mesmas mostraram-se muito mais relacionadas, com altos valores de

bootstrap, formando um grupo homogéneo (Figura 21).



MVV1514

CAEV-Cork

MVV-SA

CSGAG06

MVV-EV1

CTGAG]4

CSGAG17

CSGAGT4 CSGAG19

CTGAG15 CSGAGO03

CTGAG11 CSGAGO1

CSGAG10 AJ305042
CTGAG22 CTGACHECAGT9

Figura 22. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a
partir das seqiliéncias de aminoacidos da seqiiéncia de Gag do CAEV. Os valores
presentes nas bifurcagdes representam o valor de bootstrap (100 interagdes).

Para a andlise da seqiliéncia de aminodcidos, a seqiiéncia de nucleotideos das
amostras utilizadas e da amostra AJ305042 foram traduzidas A arvore gerada a partir da
seqiiéncias de aminoacidos de Gag do CAEV (Figura 22), mostrou-se com topologia
semelhante a observada na Figura 21. Uma amostra (CSGAGO06) mostrou uma

concordancia de 100%, na seqiiéncia de nucleotideos, com as amostras padrdes.



MVV1514

MVV-EV1

MVV-SA

MTGAGQ1

MSGAGO07 CAEV-Cork

100

MTGAG20

MTGAG19

MTGAG02
MTGAG10

MSGAG19
MTGAG13
MSGAGO09

MTGAGO07
AJ305039

Figura 23. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir
das seqiiéncias de nucleotideos do gag do MV'V. Os valores presentes nas bifurcagdes
representam o valor de bootstrap (100 interagdes).

A arvore obtida a partir do gene gag do MVV (Figura 23), inoculado em
diferentes tipos de células, mostrou-se com topologia similar a observada no CAEV.

Desta maneira nao foi possivel distinguir seqiiéncias oriundas de células MSOsy ou



TMSOpSV1. Resultado semelhante foi observado na arvore gerada a partir da seqiiéncia

de aminoacidos do MVV (Figura 24).

MTGAG10

MVV1514

MTGAGO07

MTGAG02
CAEV-Cork

MSGAG09

MTGAGO1

MVV-SA

MTGAG20

MSGAG19 MTGAG13

Figura 24. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir
das seqiiéncias de aminoacidos de Gag do MV'V. Os valores presentes nas
bifurcagdes representam o valor de bootstrap (100 interagoes).

Assim como foi feito com CAEV, nos alinhamentos e na construgao da
arvore filogenética do MVV, foi utilizada a seqiiéncia AJ305039 ja descrita
anteriormente. Esta seqiiéncia corresponde ao mesmo isolado (V27) utilizado neste
trabalho bem como a mesma regido de gag e foi descrito por Ravazzolo, ef al. (2001).

Assim como observado no CAEV, tanto o fragmento de aminoacidos como o de
nucleotideos da seqiiéncia AJ305039, mostraram-se altamente relacionados as amostras

utilizadas neste trabalho.



4.5.3 LTR (Long Terminal Repeats)

A arvore gerada a partir dos clones das seqiiéncias de LTR do MV'V, inoculadas

em células MSOsy ou TMSOpSV1, ndo geraram grupos distintos (Figura 25). Porém,

dois clones provenientes de células de cultivo secundario (MSLTR17 ¢ MSLTR19)

mostram-se formando um subgrupo.

MTLTR10 MSLTR21
MSLTR15 MSLTRO06

MSLTR13

MTLTR23 MTLTR19
MSLTR18

MSLTRO,

MSLTR14

MTLTRO8

MTLTRO6

MTLTR11

MTLTR22

MSLTRO02

MSLTRO8

MTLTR14 MVV-SA

MVV-EV-1

/" MSLTR{9 s
: MSLTR17 .
MVV1514 CAEVCork

Figura 25. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a
partir de seqiiéncias do LTR, do MVV inoculado em células MSOsy e TMSOpSV1.
Os valores presentes nas bifurcacdes representam o valor de bootstrap (100
interagdes). Nao ha a formacao de grupos relacionados quando considerado o tipo de
célula usado (linha fechada), porem observou-se a presen¢a de um subgrupo gerado a

partir do cultivo secundario (linha pontilhada).



Na arvore gerada da seqiiéncia de LTR do CAEV (Figura 26), um dos clones
isolados (CTLTR10) apresentou uma alta homologia a amostra padraio CAEV-Cork
com uma alta repetibilidade (99%) na topologia obtida. Igualmente ao observado no
LTR do MVYV, ndo foi possivel separar as seqiiéncias conforme o tipo de célula

utilizado (Figura 25).

CTLTR17

CTLTR18

CSLTRO7

CSLTRO06

CTLTR15

86 CAEVCork

MVV1514

MVV-SA

MVV-EV1

Figura 26. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Likelihood a partir de
seqiiéncias do LTR, do CAEV inoculado em células MSOsy e TMSOpSV1. Os valores
presentes nas bifurcagdes representam o valor de bootstrap (100 interagdes). A amostra
CTLTR10 mostrou-se com uma alta similaridade a seqiiéncia CAEV-Cork.



As seqiiéncias originadas a partir do LTR do MVV, tanto de células MSOsg
como de TMSOpSV1, foram alinhadas e submetidas ao programa TFSEARCH, para
busca de regides de ligagao a fatores de transcri¢ao celulares (Figura 27).

A andlise destas seqiiéncias mostrou que nao had uma separacdo clara entre
amostras inoculadas nos diferentes tipos celulares com relagdo as regides de ligagdo a
fatores de transcrigdo celular.

Foram observadas seqiiéncias fixadoras das proteinas ativadoras AP-1, AP-4, do
fator NFKB, da seqiiéncia TATAA box e da proteina p300. Igualmente, uma regido de
fixacdo do fator GATA-1 foi observada.

Durante a analise, pode ser observada a presenca de uma seqiiéncia diferenciada
na amostra padrio MVVKI1514 (posi¢do 169 a 180 da Figura 27). Esta seqiiéncia
quando submetida ao programa TFSEARCH, nao apresentou homologia com nenhuma
seqiiéncia conhecida, presente no banco de dados do programa. Por outro lado, uma
dele¢do de 13 nucleotideos nas amostras de MVV (posicdo 265 a 277 na Figura 27)
pode ser observada em relagdo a amostra CAEV padrao.

Outro fato observado ¢ a presenca de uma seqiiéncia AP-4 entre as seqiiéncias
AP-1, mas somente nas seqiiéncias MVV-EV1, MVV-SA e CAEV Cork. Nas demais
amostras ¢ na seqliéncia MVVKI1514, na mesma posi¢do, aparece uma seqiiéncia

diferente das descritas para o fator AP-4 no banco de dados do programa TFSEARCH.



MSLTRO6
MSLTRO7
MSLTR13
MSLTR15
MSLTR21
MTLTR10
MTLTROG6
MTLTROO9
MTLTR19
MSLTR14
MSLTRO2
MVV1514
MSLTROS8
MSLTR18
MTLTR23
MTLTR22
MTLTR14
MTLTR11
MTLTROS8
MSLTR19
MSLTR17
MVV-EV-1
MVV-SA
CAEVCork

MSLTRO6
MSLTRO7
MSLTR13
MSLTR15
MSLTR21
MTLTR10
MTLTRO6
MTLTROO9
MTLTR19
MSLTR14
MSLTRO2
MVV1514
MSLTRO8
MSLTR18
MTLTR23
MTLTR22
MTLTR14
MTLTR11
MTLTRO8
MSLTR19
MSLTR17
MVV-EV-1
MVV-SA
CAEVCork
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TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGTGC
TTAAATGTGC
TTAAATGTGC
TTAAATGCGC
TTTTTTGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
TTAAATGCGC
CGCAATGCGC

TTGTAAACGC
ACAGATGTAA

AP-1

TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TGAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT
TAAGTCATGT

GT
TAAATCATGT
CAGCTGACAT

AP-4

GATA-1

AP-1

AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAC
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
AGCAGCTGAT
ATCAGCTGAT
ATCAGCTGAT
ATCAGCTGAT

GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GGTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAAGTCA
GCTTAGGTCA
GCTT{GCTCA

50
.. TTCCGC
..TTCCGC
. .TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
.. TTCCGC
..TTCCGC
..TTCTGC
. .TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
..TTCCGC
. .TTCCGC
..TTCCGC
. .TTCCAC
.CATAAC

100
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAGA
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCGCAAT
TAACCACAAT
TAACCGCAAT
TG.CTGACAC
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MVV1514
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MTLTR14
MTLTR11
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101

TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAAAC. .
TGTAGCTCTG

i A I S e i i i i i

151

GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTTG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGTGCTTGG
GAGCACTCTT
GAGTTCT.AG

TATA box

AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTTGCCTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
AGTGCCTTAT
TGCTGCCTAT
AGTTGCCTAT
AGCTGTATAT

GAGAACTC..
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC.

AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
.AGCTGC
.AGCTGC
.AGCTGC
AAA.
AAA.
AAA.
ATA.
.AGCTGC
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.
AAA.

AAA

AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC

AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCCGC

AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC
AGCTGC

AAGGAGAAGC

AP-1

R+1

150

TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGATG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
'TGCTAGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
TGCTGGCTG
'TGCTCGCTG

]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]

AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
GGGAAAAGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
AGTTAAGGCA
.GTTGAGGCA

TTGCTAGCTG
TTGCTGCTTG

GGAGAGATCA
...CACTTCA

NF«B

TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT

GAGAGCTCGA AGGAAAGAGT CTCCGGGCCT

GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAACTC. .
GAGAGAACC.

GGGAGTGGAA

GAGAGTCC. .

..... C
....GC

TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCTGGCCT
TCCCT

TCCCGGGTCT
CTCCTAGTCT

200
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG
CTCCTGCCTG

GCTTG
CTCCTGCCTG
CTCCTCTCCG
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MSLTRO6
MSLTRO7
MSLTR13
MSLTR15
MSLTR21
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MTLTRO6
MTLTRO9
MTLTR19
MSLTR14
MSLTRO2
MVV1514
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MTLTR14
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AGGAGGTACC

251
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TA.
TT.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.
TG.

GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
GCCTGGT
TG.GTCTGGT
TA.GCCTGGT
GGAGAGTGAT

p300

GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACT(
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTGE
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACT(
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTGE
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GAAAAGCTC. AATAAAGGAG T...TGGCT{
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACT(
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTGE
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGA..... AATAAAGGAG T...TAACTG
GGAGAGTT.. AATAAAGGAG T...TGGCT{
GTGGAGAC.. AATAAAGGAG T...TACTTT
GAGACCTCAA AATAAAGGAG TGATTGCCTT
TATT...... ...... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ...... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ...... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ..., ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ...... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ...... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ..., ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTT
TATT...... ...... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGGTTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ..., ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TATT...... ..., ATC GGGATTCGTC
TTTT...... ....... TTC GGGATCCGTT
TATT...... ....... ATC GGGATTCGTC
TACTGAGCGG CCGGTGTATC GGGAGTCGTC

250
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
ATATCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
AGTTCTGAGC
.TTCCTGAGC
ACAACTGCGC
ACTGCCGAGT

300
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCCG
ACTAATTCTG
CCTTAATCTG
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301

TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAACACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAAAACCG
TGCAATACCG
TGCAACACCA
TGCAATACCA

318
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGAT
GAGCGGGT
GAGCGGAT
GAGCGGCT

Figura 27. Alinhamento da seqiiéncia de nucleotideos do fragmento de LTR das
seqliencias do Maedi-Visna inoculada nas células MSOsy e TMSOpSV 1. As caixas € 0s
sombreados representam as sequéncias de fixacdo ligadoras de fatores de transcrigao
celular. O sitio de inicio da transcricdo da amostra K1514 esta assinalado (seta). Uma
seqiiéncia do MVV K1514, distinta das demais, estd sublinhada (linha simples) e uma
seqiiéncia pertencente somente a LTR isolado do CAEV-Cork estd sublinhada (linha

dupla).




Semelhante ao realizado para o LTR do maedi visna, as seqiiéncias do LTR do
CAEV, apos alinhamento, foram submetidas a analise no programa TFSEARCH
(Figura 28).

Nao foi possivel visualizar diferenca entre as amostras provenientes de cultivos
secundarios ou transformados.

Na analise das seqiiéncias do LTR, das amostras provenientes do isolado
CAEV767, foi possivel observar a presenca dos mesmos sitios fixadores de fatores de
transcri¢do ja observados para as amostras de MV'V vistas anteriormente.

Foi possivel verificar uma dele¢do de 13 nucleotideos (Figura 28, posi¢ao 272 a

284) nas amostras de MVV, quando comparadas as amostras de CAEV,.

U3
AP-1 AP AP-4 GATA-1
CSLTRO6 ..., . .TGCTGAC AGTTGTAACA GCTGACAC.T CAGCTGATGC
CSLTRO7 ..., . .TGCTGAC AGTTGTAACA GCTGACAC.T CAGCTGATGC
CTLTR17 oo . .TGCTGAC AGTTGTAACA GCTGACAC.T CAGCTGATGC
CTLTR18 . ..., . . TGCTGAC AGTTGTAACA GCTGACAC.T CAGCTGATGC
CTLTR1> ..., . . TGCTGAC AGTTGTAACA GCTGACAC.T CAGCTGATGC
CTLTR1O .. ..., LT TAACA AGCTGATGC
CAEVCork  .......... LW T TAACA AGCTGATGC
MVV1514 TTCTGCTTTT TTGCGCTGAG TCATGTAGCA GCTGATGG.T TAAGTCATAA
MVV-SA ... . .ACGCTARA TCATGTATCA GCTGATGC.T TAGGTCATAA
MVV-EVI e . .GCGCAAAG TCATGTATCA GCTGATGC.T TAAGTCATAA
TATA
CSLTRO6 TTGCTCATGC TGACATTGTA GCTTTGCA.. CTGTATATAA AAGGGAAGCT
CSLTRO7 TTGCTCATGC TGACATTGTA GCTTTGCA.. CTGTATATAA A.GGGAAGCT
CTLTR17 TTECTCATGC TGACATTGTA GCTTTGCA.. CTGTATATAA A.GGGAAGCT
CTLTR18 TTECTCATGC TGACATTGTA GCTTTGCA.. CTGTATATAA A.GGGAAGCT
CTLTR15 TTECTCATGC TGACATTGTA GCTTTGCA.. CAGTATATAA A.GGGAAGCT
CTLTR10 TTGCTCATGC TGACACTGTA GCTCTGAG.. CTGTATATAA G.GAGAAGCT
CAEVCork I TTGCTCATGC TGACACTGTA GCTCTGAG.. CTGTATATAA G.GAGAAGCT
MVV1514 CCGCAGATGT AAACAAGTTG CCTATATAAG CCGCTTGCTA GCTGGGGAAA
MVV-SA CCGCAATTGT AAACAAGTTG CCTATAAAAG CTGCTTGCTA GCTGGGAGAG
MVV-EV1 CCACAATTGT AAACATGCTG CCTATAAAAG CTGCTTGCTC GCTGGTTGAG
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CSLTROG
CSLTRO7
CTLTR17
CTLTR18
CTLTR15
CTLTR10
CAEVCork
MVV1514
MVV-SA
MVV-EV1

CSLTRO6
CSLTRO7
CTLTR17
CTLTR18
CTLTR15
CTLTR10
CAEVCork
MVV1514
MVV-SA
MVV-EV1

CSLTROG
CSLTRO7
CTLTR17
CTLTR18
CTLTR15
CTLTR10
CAEVCork
MVV1514
MVV-SA
MVV-EV1

CSLTRO6
CSLTRO7
CTLTR17
CTLTR18
CTLTR15
CTLTR10
CAEVCork
MVV1514
MVV-SA
MVV-EV1

TTGCTGCTTG
TTGCTGCTTG
TTGCTGCTTG
TTGCTGCTTG
TTGCTGCTTG
TTGCTGCTTG
T.GCTGCTTG
A .GCAGAGTG
A.TCAGAGCA
. .GCAGAGTG

CTCCGAGGAG
CTCCGAGGAG
CTCCGAGGAG
CTCCGAGGAG
CTCCGAGGAG
CTCCGAGGAG
CTCCGAGGAG
GCCTGCCTGA
GCCTGACTGT
GCTTGCACTG

P

R+1

CACTTCAGAG
CACTTCAGAG
CACTTCAGAG
CACTTCAGAG
CACTTCAGAG
CACTTCAGAG
CACTTCAGAG
CTTTGGAGAG
CTCTTGGGAG
CTTGGGAGAG

GTACCGAGAC
GTACCGAGAC
GTACCGAGAC
GTACCGAGAC
GTACCGAGAC
GTACCGAGAC
GTACCGAGAC
A....AAGCT
G....GAGA.
G....AGAGT

WUS

GCCGAGTGGA
GCCGAGTGGA
GCCGAGTGGA
GCCGAGTGGA
GCCGAGTGGA
GCCGAGTGGA
GCCGAGTGGA
TCTGAGCT.T
ACTGCGCT.A
CCTGAGCT.G

TAATCTGTGC
TAATCTGTGC
TAGTCTGTGC
TAGTCTGTGC
TAATCTGTGC
TAATCTGTGC
TAATCTGTGC
AATTCCGTGC
AATTCTGTGC
AATTCCGTGC

GAGTGATTAC
GAGTGATTAC
GAGTGATTAC
GAGTGATTAC
GAGTGATTAC
GAGTGATTAC
GAGTGATTAC
GCCTGGTTAT
GCCTGGTTAT
GTCTGGTTTT

AATACCAGAG
AATACCAGAG
AATACCAGAG
AATACCAGAG
AATACCAGAG
AATACCAGAG
AATACCAGAG
AACACCGGAG
AACACCAGAG
AATACCGGAG

TTCTA.GGAG
TTCTA.GGAG
TTCTA.GGAG
TTCTA.GGAG
TTCTA.GGAG
TTCTA.GGAG
TTCTA.GGAG
CTCGAAGGAA

CTCACAATAA
CTCACAATAA
CTCACAATAA
CTCACAATAA
CTCACAATAA
CTCAAAATAA
CTCAAAATAA
....CAATAA
....CAATAA
....TAATAA

TGAGCGGCCG

NFKB

AGTTCCTCCT
AGTTCCTCCT
AGTTCCTCCT
AGTTCCTCCT
AGTTCCTCCT
AGTCCCTCCT
AGTCCCTCCT
AGAGTCTCCG
GAAGCTCCCG
AACCCTCCCT

P-300

AGGAGTGATT
AGGAGTGATT
AGGAGTGATT
AGGAGTGATT
AGGAGTGATT
AGGAGTGATT
AGGAGTGATT
AGGAGT. ...
AGGAGT....
AGGAGT. ...

GTGTATCGGG

TGAGCGGCCG

GTGTATCGGG

TGAGCGGCCG

GTGTATCGGG

TGAGCGGCCG

GTGTATCGGG

TGAGCGGCCG

GTGTATCGGG

TGAGCGGCCG

GTGTATCGGG

TGAGCGGCCG

GTGTATCGGG

CGGC. .
CGGCT.
CGGCT.
CGGCT.
CGGCT.
CGGCT.
CGGCT.
CGGAT.
CGGAT.
CGGGT.

....ATCGGG
....ATCGGG
....TTCGGG

AGTCTCTCCT
AGTCTCTCCT
AGTCTCTCCT
AGTCTCTCCT
AGTCTCTCCT
AGTCTCTCCT
AGTCTCTCCT
GGCCTCTCCT
GGTCTCTCCT
GGCCTCTCCT

CTGCCTTACA
CTGCCTTGCA
CTGCCTTACA
CTGCCTTACA
CTGCCTTACA
. .GCCTTACT
. .GCCTTACT
. TGGCTGATA
.TACTTTACA
.TGGCTG.TT

AGTCGTCCCT
AGTCGTCCCT
AGTCGTCCCT
AGTCGTCCCT
AGTCGTCCCT
AGTCGTCCCT
AGTCGTCCCT
ATTCGTTACT
ATTCGTCACT
ATCCGTTACT

Figura 28. Alinhamento da seqiiéncia de nucleotideos do fragmento de LTR das
seqiiencias do CAEV inoculada nas células MSOso e TMSOpSV1. As caixas e
sombreamentos representam as sequéncias de fixagdo ligadoras de fatores de transcricdo
celular. O sitio de inicio da transcri¢do esta representado (seta) baseado na seqiiéncia do
CAEV-Cork. Uma regido especifica das amostras de CAEV esta sublinhada (linha

dupla)




5. DISCUSSAO

Células da linhagem mondcito/macrofago sdo as principais células alvo dos
SRLV. Entretanto, um grande niimero de tipos celulares permite a replicagdo do CAEV
e do MVV.

No Brasil o primeiro isolamento do CAEV foi realizado através do cultivo de
um explante de membrana sinovial de um animal naturalmente infectado (Hétzel et al,
1993) e o primeiro isolamento do virus Maedi-Visna foi realizado por Moojen et al.
(1996) a partir de explantes de membrana sinovial e plexo cordide de um ovino sem
sinais clinicos.

Células de membrana sinovial foram utilizadas por Reischak et al. (2002) no
desenvolvimento de um teste de imunofluorescéncia para o diagnodstico sorologico da
infeccao por lentivirus em caprinos.

A dificuldade na obtengado de cultivos celulares primarios e secundarios para uso
permanente e a necessidade de linhagens celulares estaveis e devidamente
caracterizadas, para isolamentos e producao de testes de diagnostico e antigenos virais,
torna mister a obtengdo de novos cultivos de linhagem. Igualmente, considerando-se a
variabilidade genética dos lentivirus, faz-se necessario conhecer o comportamento viral
em novos tipos celulares.

Tanto o CAEV quanto mmmreplicam em cultivos primarios de membrana

sinovial caprina (MSC) (Johnson et al., 1992; Chebloune et al., 1996). O uso de células



de membrana sinovial de origem ovina (MSOsg), mostrou-se igualmente permissivel a
replicacdo, tanto do CAEV como do MVV.

A susceptibilidade das células MSOs;, a infecgdo pelos SRLV, pode ser
comprovada através da observagdo de CPE e da reagdo da polimerase em cadeia, onde
foi possivel amplificar seqiiéncias dos genes gag e env e LTR.

Com o objetivo de obter uma linhagem celular permissivel a infec¢do e
replicacdo dos SRLV, células de MSO foram transfectadas com um plasmideo (pSV1)
apresentando a origem de replicagdo e as seqiiéncias codificantes para o Ag T maior e t
menor do SV40. O uso do Ag T do SV40 na obtengao de células de linhagem tem sido
utilizado por varios autores (Ferris et al., 2002; Walen, 2002; Zheng & Zhao, 2002). A
transformagao de células susceptiveis a replicagdo dos SRLV ja foi igualmente realizada
por Mselli-Lakhal et al. (2001) e Teixeira et al. (1997).

Ap0s a transfecgdo, as células obtidas foram denominadas TMSOpSV1. Como o
plasmideo ndo apresentava uma seqii€ncia que promovesse a selegdo das células
transformadas, a selecdo foi baseada em caracteristicas morfologicas e de crescimento.

As células TMSOpSV1 apresentaram uma cinética de crescimento superior
quando comparadas ao cultivo secundario. Este resultado apresenta semelhanga com o
comportamento de outras células transformadas com o Ag T (Teixeira et al., 1997,
Mselli-Lakhal et al., 2001 e Zheng & Zhao, 2002). Esta alteracdo no crescimento pode
estar relacionada com a interacdo do antigeno T com proteinas responsaveis pela
regulagdo do ciclo celular como pRB, p107, p 130 e p53 (Sladek et al., 2000).

A presenca da seqiiéncia do mRNA codificante do Ag T, nas células
transformadas, foi verificada através de RT-PCR. Estes resultados sugerem que possa
estar ocorrendo a expressdo do antigeno T nas células transformadas. Embora nao

tenhamos realizado nenhum experimento para verificar a presenga da proteina, outros



autores utilizando imunohistoquimica verificaram a presenca do Ag T em células
transformadas (Mselli-Lakhal et al., 2001; Zheng & Zhao, 2002).

Trabalhos tentando verificar a presenga do Ag T no nucleo ou no citoplasma das
células infectadas ou transformadas apresentam resultados varidveis, assim como a
tentativa de verificar se o gene codificante do Ag T apresenta-se sob a forma integrada
ou epissomal apresenta resultados discordantes (da Silva Teixeira et al., 1997; Butel &
Lednicky, 1999; Mselli-Lakhal et al., 2001; Weingartl et al., 2002; Zheng & Zhao,
2002;). A presenga do plasmideo codificante do Ag T no nucleo ou citoplasma da
célula TMSOpSV1 apresentou um resultado ambiguo. Foi possivel observar a presenca
de DNA do Ag T tanto no nucleo como no citoplasma. Isto pode ser explicado pela
possibilidade do DNA estar presente tanto na forma integrada como na forma epissomal
e, no ultimo caso, estar presente na forma epissomal nos dois lugares. Outra
possibilidade ¢ que tenha ocorrido contaminag¢do entre o material de origem nuclear e
citoplasmatico, porém considerando-se o gene utilizado como controle (GAPDH), a
contaminag¢ao foi minima.

Depois da confirmac¢do da presenca do Ag T, buscou-se verificar possiveis
alteragdes genéticas nas células transformadas. Para isto, foram analisados os
cromossomos das células TMSOpSV 1. Na andlise das células mitdticas a observagdo de
translocagdes pode estar relacionada ao estado de transformagao da célula analisada
uma vez que o rearranjo estrutural mais comum encontrado em tumores ¢ a
translocagdo, principalmente em leucemias e linfomas (Sheer, 1990).

Apbs a obtencdo do cultivo transformado e da confirmagdo da susceptibilidade
destas células aos isolados de SRLV, buscamos verificar a ocorréncia de sele¢do viral

nos diferentes tipos de cultivo.



Nao foi possivel observar, filogeneticamente, uma separacdo clara entre as
amostras obtidas de cultivos secundarios e transformados. Entretando, a partir dos
clones puderam ser obtidas varias seqiiéncias distintas, para cada gene analisado,
demonstrando a presenga de diferentes populagdes virais.

A presenca de uma maior heterogeneidade nas populacdes provenientes do
cultivo transformado pdde ser observada. Por exemplo, nas 12 seqiiéncias consenso
obtidas para o gene env do CAEV, 8 foram oriundas do cultivo transformado e somente
4 do cultivo secundario. Esta observagdo repetiu-se para o env e gag do MVV e para o
LTR do CAEV. A variacdo pode estar relacionada ao comportamento do virus nas
células transformadas, ou outrossim, ao fato de que os isolados utilizados ja
apresentavam uma adaptacao ao cultivo secundario, tendo em vista terem sido isolados
e mantidos ha bastante tempo em cultivos secundarios no laboratdrio.

Outra observagdo interessante foi o aparecimento, em todos os clones de MVV,
de uma delecdo de dois residuos na seqiliéncia de aminoacidos de Gag. Este fato ja havia
sido observado por Ravazzolo et al. (2001), sendo sugerido inclusive como uma forma
de diferenciagdo entre os isolados de origem ovina e caprina. Além disso, este resultado
confirma que ndo houve contaminagdo durante a manipulacdo dos isolados CAEV e
MVV.

Observando-se as arvores filogenéticas geradas a partir das seqiiéncias do MVV
obtidas neste trabalho, verifica-se que quando comparadas as amostras padroes, estas
apresentam-se ora relacionadas com a amostra EV-1, ora com K1514, dependendo do
gene analisado. Especificamente com relagdo ao gene gag nossos resultados mostram-se
concordantes aos resultados obtidos por Ravazzolo et al. (2001). As arvores geradas a

partir das seqiiéncias do CAEV, relacionaram-se com a amostra padrao Cork.



Apesar de nao ter sido possivel a separacdo das amostras de acordo com o tipo
celular utilizado, pdde ser observado a formagdo de sub-grupos dentro das amostras,
principalmente quando analisadas as seqiiéncias provenientes do gene env. Quando
observada, por exemplo, a topografia da arvore originada das seqiiéncias de
nucleotideos de env do CAEV, pode-se verificar a formagdo de um grupo separado,
mais relacionado as amostras de MVV.

von Briesen et al. (1999), analisando um fragmento de env do HIV-1,
proveniente da inoculagdo de amostras em diferentes células de cultivo primario,
observaram o aparecimento de variantes virais em todos os tipos celulares utilizados. Os
autores observaram também a selecdo de determinados genotipos conforme o tipo de
célula utilizado.

De forma semelhante, analisando uma regido de env de um isolado de HIV-1,
Vartanian et al. (1991) observaram o aparecimento e selecdo de diferentes populagdes
de acordo com o tipo de célula utilizado.

Em ambos os trabalhos, os autores analisaram as seqiiéncias obtidas somente
através das diferengas encontradas nos alinhamentos, sem entretanto realizarem uma
abordagem filogenética.

Ja as seqiiéncias procedentes do gene gag, tanto de CAEV como MVV,
mostraram uma maior homologia, como pode ser observado pela topologia das arvores
filogenéticas. Os valores de boostrap mostram-se sempre altos com relagdo ao
agrupamento das diferentes amostras em relagdo as amostras padrdes.

Esta menor variabilidade esta relacionada, provavelmente, a baixa variabilidade
existente no gene gag. Este fato foi comprovado por Zanoni (1998) que, examinando
diferentes regides do genoma de varias amostras de SRLV, observou uma menor

divergéncia entre as amostras quando considerados os gene gag e pol (16%).



As seqiiéncias AJ305042 e AJ305039 provenientes da mesma regido € amostras
¢ obtidas anteriormente a realiza¢do deste trabalho, foram incluidas na analise como
amostras iniciais, anteriores a inoculagdo nos diferentes cultivos. Como observado, esta
amostra agrupou-se junto as demais, indicando uma baixa variabilidade entre o inicio e
o final do experimento no que se refere ao gene gag.

Semelhante ao observado nos genes gag e env, quando analisamos o fragmento
obtido a partir do LTR, nao foi possivel uma distingdo entre amostras inoculadas em
cultivo secundario ou transformado. Entretanto, as seqiiéncias originaram a formagao de
diferentes grupos. A arvore filogenética gerada a partir do LTR do MVV, mostra o
aparecimento de dois grupos e cada um apresenta amostras divergentes do grupo
principal (MTLTRO06 e MSLTR17 e 19).

Nas amostras de LTR do CAEV, a amostra CTLTR10, mostrou uma alta
homologia com a seqiiéncia do CAEV-Cork, apresentando um alto valor de bootstrap
(99%) na arvore filogenética.

Esta formagdo de grupos dentro das amostras podem estar relacionadas a
variabilidade existente no LTR dos retrovirus. Zanoni (1998) analisando seqiiéncias de
diferentes isolados de SRLV, verificou que a maior divergéncia ocorreu entre 0s
fragmentos de LTR (35%). Em seu trabalho, observou que devido a estrutura do LTR
viral, com possibilidade de rearranjos e repeticdes de seqiiéncias funcionais, o
alinhamento e¢ a quantificagdo de divergéncias ndo podem ser realizados com o
alinhamento multiplo utilizado habitualmente.

Enfim, foi realizado o alinhamento das seqiliéncias obtidas para verificar a
presenga de variagdes no promotor viral.

No alinhamento das seqiiéncias provenientes do LTR do MVV, foi possivel

observar a presenca de duas seqiiéncias fixadoras do fator AP-1, comum aos isolados de



Maedi-Visna EV-1 e K1514. Porém, nos isolados MVV EV-1, MVV-SA e¢ CAEV-
Cork, aparece entre os sitios AP-1 um sitio AP-4, que ndo ¢ visto nos clones analisados
nem na seqiiéncia MVV K1514. A auséncia deste sitio pode estar relacionada a uma
caracteristica propria destas amostras ou entdo a uma nova seqiiéncia AP-4 ainda nao
descrita no banco de dados do programa TFSEARCH. As proteinas ativadoras da
transcri¢ao (AP) representam um grupo de proteinas que sdo ativadas por uma série de
estimulos (estresse celular, danos no DNA, ligagdo de linfocitos T ou B a antigenos,
citocinas, entre outros) e estdo envolvidas em varios processos bioldgicos como
expressao génica viral e celular, proliferacao e diferenciacao celular e tumorigénese.

Essa diferenca pode ser observada quando analisados em conjunto os trabalhos
de Andrésson et al. (1993) e Sargan et al. (1995). No primeiro os autores mostram o
alinhamento da amostra padrao K1514 e de um clone neurotropico proveniente da
mesma amostra, onde ¢ possivel observar os dois sitios AP-1, mas sem referéncia ao
sitio AP-4. No segundo trabalho, os autores descrevem a seqii€ncia do LTR do isolado
MVYV EV-1 e o sitio AP-4 aparece entre os sitos AP-1.

Foram observados, igualmente, outros sitios fixadores de fatores de transcricao
celulares, tais como o sitio fixador do NFkB e da p300 e também a regido TATA box
foi localizada.

O fator NFKB ¢ ativado por uma série de agentes, entre eles citocinas como IL-
le TNF-a, lipopolissacarideos bacterianos, algumas proteinas virais como Tax do
HTLV-1 e LMP1 do EBV, alguns receptores relacionados de linfécitos T e B, radia¢do
ultra violeta, entre outros. Os genes regulados pela familia de fatores de transcri¢do
NFKB sao tao diversos como seus ativadores e incluem genes envolvidos na resposta
imune, na resposta inflamatoria, na adesao celular, no crescimento ¢ morte celulares. A

seqiiéncia TATA ¢ uma pequena seqiiéncia composta basicamente de nucleotideos T e



A e ¢ conhecida com TATA box. Esta seqiiéncia ¢ um componente encontrado em
quase todos os promotores utilizados pela polimerase II e normalmente esta localizada a
25 nucleotideos antes do sitio de inicio da transcrigdo. A p300 interage com uma
variedade de fatores celulares incluindo p53, mdm2 e uma subunidade de NFKB,
estando envolvida em maultiplas funcdes e agindo tanto no crescimento como na
transformagao celular (Alberts et al., 1997).

Igualmente, foi observada uma seqiiéncia fixadora do fator GATA-1. O fator de
transcricdo GATA-1 ¢ essencial para a sobrevivéncia das células progenitoras da
linhagem eritrdide bem como para a diferenciacdo final dos eritrécitos.

Uma observacao interessante, foi a delecdo de 13 nucleotideos no LTR das
amostras de MVV quando comparadas as amostras de CAEV. Esta delegdo, assim como
observado nas seqiiéncias geradas a partir do gene gag, pode servir como um ponto
diferencial entre os isolados caprinos e ovinos. Entretanto, mais isolados devem ser
analisados no intuito de confirmar esta observagao.

No alinhamento das seqiiéncias do LTR do CAEV, foram encontradas
seqiiéncias fixadoras de fatores de transcri¢do, semelhantes as encontradas no MVV.
Pode-se igualmente confirmar a delecdo de 13 nucleotideos nas seqiiéncias de MVV,
uma vez que tanto a amostra CAEV Cork, como as outras de origem caprina utilizadas
apresentaram essa seqiiéncia.

Embora nao tenha sido possivel separar os clones analisados neste trabalho de
acordo com o tipo de célula utilizado, fica evidente o aparecimento de diferentes

populagdes virais, bem como a complexidade envolvida na andlise de seqiiéncias dos

SRLVs.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1.

Células de membrana sinovial ovina, transformadas com um plasmideo
contendo a seqiiéncia dos antigenos T maior e t menor do SV40, sdo
permissivas a replicacao dos isolados de SRLV.

As células transformadas podem ser utilizadas para isolamento e produgdo
de particulas virais, de amostras de CAEV e MVV, para seqilienciamento e
analise de variabilidade.

O RNA mensageiro do Ag T esta presente nas células transformadas
utilizadas neste trabalho.

Embora preliminares, os resultados obtidos neste trabalho sugerem a
presenga do DNA do Ag T no ntcleo e no citoplasma das TMSOpSV 1.

As células transformadas apresentaram um padrdo de crescimento alterado,
com uma dindmica de crescimento superior as células ndo transformadas,
compativel com o observado na literatura para células transformadas pelo Ag
T.

Nao foi observada selecdo de populacdes virais, nas seqiiéncias de

nucleotideos, em func¢do do tipo de célula usada para propagacao viral.



7. Os isolados brasileiros de origem ovina e caprina, utilizados neste trabalho,
mostraram-se relacionados com as respectivas as amostras padroes

8. O fragmento utilizado do gene env apresentou uma maior variabilidade
comparado ao gag, dentro das populagdes estudadas.

9. No fragmento utilizado do LTR, uma regido de 13 nucleotideos mostrou-se
como potencial alvo para diferenciagdo dos isolados de origem ovina e

caprina.



7 PERSPECTIVAS

» Empregar diferentes técnicas, como sondas de DNA, para estudo da localizagdo do
plasmideo utilizado para transformacgao das células de membrana sinovial ovina.

» Avaliar a capacidade tumorigénica das TMSOpSV 1

» Utilizar o plasmideo empregado na transformacao de outros tipos de células (origem
epitelial, endotelial, etc).

» Verificar a expressdo do Ag T nas células transformadas.

» Avaliar as diferencas na expressao de fatores de transcri¢do de cultivos secundarios
comparados com os transformados.

» Comparar os titulos virais nos dois tipos celulares.

» Analisar novos isolados brasileiros quanto a presenca das dele¢des nos genes gag e
no LTR.

» Tentar utilizar estas delegdes para um estudo com enzimas de restri¢do, em amostras

obtidas diretamente de animais infectados.
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Abstract

Ovine synovial membrane (OSM) secondary cell culture was used to obtain a
transformed cell line by transfection with a plasmid containing the SV40 large T antigen
gene. Small ruminant lentiviruses (SRLV), caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)
and Maedi Visna virus (MVV) are currently isolated and propagated using secondary
synovial membrane cells. In comparison to secondary cells, transformed ovine synovial
membrane (TOSM) cells obtained in this work presented a higher rate of growth as well
as a more homogenous population of fibroblast-like cells. Karyotype analysis has
indicated the induction of many random chromosome changes, leading to a decrease in
the chromosome number. The presence of SV40 DNA was detected in the nucleus and
the cytoplasm of TOSM. The putative expression of large T antigen was presumed by
the detection of the corresponding mRNA. Finally, the TOSM cells showed to be
permissive to SRLV, and are proposed as a cell line to isolation and propagation of

these viruses.

Keywords: Synovial membrane; Cell line; Transformation; SV40; Small ruminant

lentiviruses



1. Introduction

The establishment of cell cultures has been the first step to virus isolation and
characterization in the early decades of the 20th century (Levine, 1996). Since then,
several types of mammary cells have been adapted to culture, as well as different media
and supplements were used. Despite the effort in obtaining permissive cells and the
great number of cell lines available commercially, some viruses are still difficult or
impossible to isolate and/or propagate by cell inoculation (Podzorski, 2002).

Small ruminant lentiviruses (SRLV), represented by Maedi Visna virus (MVV)
and caprine arthritis encephalitis virus (CAEV), are examples of viruses to which
primary or secondary cell cultures are needed to isolation and propagation (Hétzel et al.,
1993). CAEV first isolation was done by synovial membrane explant from an arthritic
goat (Crawford et al., 1980).

Primary and secondary cell cultures are sometimes difficult and laborious to
obtain and the number of passages they support are limited. Furthermore, the passages
could induce cell modifications that alters virus pattern of infection (Jensen and Norrild,
2000).

In order to overcome the limitations of primary cell culture, cell lines could be
obtained. There are different methods to the establishment of cell lines: natural genetic
mutations that arise during propagation of secondary cultures; the action of chemical
and physical agents and by transformation with a tumorigenic virus (Rhim, 2000). One
of these viruses is the simian virus 40 (SV40), largely used in cell transformation
(Teixeira et al., 1997; Butel and Lednicky, 1999; Mselli-Lakhal et al., 2001; Ferris et
al., 2002; Weingartl et al., 2002; Zheng and Zhao, 2002). The viral protein implicated in
immortalization is mainly the large T antigen, although some authors have described

cell proliferation induction by small t antigen (Sontag et al., 1993). The immortalization



by SV40 is a rare event and it seems dependent of cell origin. Shay et al.(1993) have
estimated the frequency of transformation by SV40 large T antigen was around 3 x 107
and 10~ to human fibroblast and mammary epithelial cells, respectively.

The main goal of this work was to obtain an ovine synovial membrane
immortalized cell by transfection with a plasmid containing the SV40 large T antigen
sequence. These cells were characterized regarding their morphology, their SRLV
susceptibility, the karyotype and the presence of SV40 DNA and mRNA.

2. Materials and methods
2.1. Cell cultures

Ovine synovial membrane primary cells (OSM) were obtained by explantation
of a carpal articulation collected at a slaughterhouse. The tissue was from a negative
animal to Maedi Visna virus infection, confirmed by serology and PCR, using total
blood as DNA source. Cells were cultivated in minimum essential medium (MEM)
containing penicillin (200 U/ml) and streptomycin (200 pg/ml), supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS) (Cultilab, Sao Paulo, Brazil). After 5-10 days, the cells were
desegregated with a solution of 0.05% trypsin and incubated in 25 cm® flasks at 37°C to
obtain confluence. At the 7" passage OSM cells were frozen and maintained in liquid
nitrogen.

COS-1 cells (ATCC -RL 1650) were used as a control of SV40 expression and
maintained in MEM with antibiotics, supplemented with 5% FCS.

2.2. Transfection

OSM cells were transfected with a plasmid (pSV1) expressing both T and t
antigen of SV40 (provided by Gilles Quérat, U372-I.N.S.E.R.M., Marseille, France).
OSM cells (5 x 10°/25 cm?) were tripsinized 24 hours before transfection to obtain

around 80% of confluence. Transfections were carried out with Lipofectamine



(Invitrogen), as recommended by the manufacturer. Briefly, 2 ug of pSV1 were
incubated with 15 ul of Lipofectamine for 45 minutes at room temperature in a total
volume of 200 pul of MEM without serum. The complex, in a total volume of 2 ml, was
then incubated with the cells at 37°C during 5 hours when 10% FCS MEM was added.
Twenty four hours after transfection the medium was replaced by freshly prepared 10%
FCS MEM. After transfection, OSM cells were propagated and observed by inverted
optical microscopy visualization. Serial passages were performed to obtain a
homogenous population.
2.3. Morphology

Secondary OSM and transformed ovine synovial membrane (TOSM) cells (40"
passage) were submitted to Giemsa staining to observe morphology under microscopy
visualization.
2.4. Small ruminant lentivirus infection

In order to evaluate the susceptibility of the transformed OSM (TOSM) cells to
small ruminant lentiviruses (SRLV), 10* TCIDs and 10*%° TCIDso of CAEV and Maedi
Visna virus, respectively, were used to inoculate 10° cells in 25 cm” flasks. The
inoculated cultures were observed by microscopy to detect the characteristic cytopathic
effect (CPE) - syncytium formation or multinucleated giant cells.
2.5. Growth analysis

OSM and TOSM cells (1.5 x 10°/well) were seeded in 6 wells plates and the
growth analysis was determined by counting total viable cells at 24, 48 and 72 hours
after seeding. The cells were maintained in MEM supplemented with 10% FCS. For
each time point, counting was performed in duplicate. Five independent experiments
were carried out for both cell types and the average of total counting was plotted.

2.6. Karyotype analysis



To define the chromosome patterns during immortalization process, karyotype
analysis was performed in OSM cells at passage 36 and in TOSM cells at passage 40.
Briefly, two 75 cm? flasks of OSM cells and two of TOSM cells presenting more than
80% confluence were treated by trypsin (0.05%) and the cell suspensions submitted to
centrifugation after the addition of MEM 10% FCS to inactivate trypsin activity. The
cell pellet per flask was resuspended in 5 ml of MEM containing 5 ng of colchicin and
100 ng of ethidium bromide. Cell suspension was incubated at 37°C for 2 h. After, it
was treated with hipotonic solution KCI1 0.75 M for 30 minutes at 37°C. Fixation was
done by the addition of a solution methanol: acetic acid (2:1, v/v) and over night
incubation at 4°C. Finally, cells were washed with the fixation solution three times
before seeding them on a microscope slide (two slides/flask) previously immersed in
cold ethanol. Air dried slides were stained by Giemsa 5% in a phosphate buffer (pH 8)
and visualized by light microscopy.

Metaphase cells of 40 randomly selected cells (20 cells from each of two
replicate slides) were analyzed from each flask.

2.7. 8V40 DNA localization

DNA from cytoplasm and nucleus from TOSM cells were extracted according to
Single et al. (1998). 4 x 10° TOSM cells were submitted to lysis with one mililiter of 75
mM NaCl, 1 mM NaH,PO,, 8 mM Na,HPO,, 250 mM sucrose and digitonin 35 pg/ml
under vigorous vortexing. After centrifugation, 5 ul of supernatant were used in the
polymerase chain reaction (PCR) to detect SV40 cytoplasmic DNA. Nuclear DNA
extraction was carried out with DNAzol (GIBCO-BRL), essentially as described by the
manufacturer, using the pellet obtained after lysis and centrifugation.

PCR was performed using SV40 T Ag specific primers and the protocol

described elsewhere (Bergsagel et al., 1992).



As a control of nuclear and cytoplasmic extraction, PCR to detect the
constitutive glyceraldehyde-3-phosphate dehidrogenase (GAPDH) gene was done with
the same samples. The primers used were 5-GGCAAGTTCCATGGCACAGT-3' as
forward and 5'-GTCCCTCCACGATGCCAAAG-3" as reverse. PCR conditions consisted
of an initial denaturation of 94°C for 5 min and then 40 cycles of denaturation at 94°C
for 1 min, annealing at 58°C for 1 min and extension at 72°C for 1 min. A final
extension at 72°C for 7 min was performed at the end of the cycles.

PCR products were visualized at an UV source by ethidium bromide staining
after electrophoresis through 2.5% agarose gels.

2.8. SV40 mRNA detection

Total RNA of 5 x 10° TOSM cells was extracted with TRIzol (GIBCO-BRL), as
recomended by the manufacturer. In order to isolate messenger RNA, the PolyAtract
mRNA Systems I1I kit (Promega) was used. Total RNA equivalent to 5 x 10° TOSM
cells was submitted to isolation, following manufacturer instructions. The mRNA
obtained was recovered according to the manufacture's protocol. RNAse-free water and
plastic supplies were kept under contamination-free conditions.

Reverse transcription reaction (RT) was performed using 5 pl of mRNA
suspension and 130 ng of the specific SV40 reverse primer. This mixture was incubated
at 70°C for 5 min. After cooling at 4°C, enzyme buffer, 10 nM of each ANTP, RNAse
inhibitor (RNAguard — GIBCO-BRL) and the RT M-MuLV ( GIBCO -BRL) enzyme
were added. The reaction was carried out by incubating at 37°C for 60 min in a total
volume of 20 pl.

PCR, as well as product analysis, were performed as described above (SV40
DNA localization) with 2 ul of the RT reaction (1/10).

3. Results



3.1. Morphology and growth were different between OSM and TOSM cells

The morphology of OSM and TOSM cells are shown in Fig. 1. OSM cells (Fig.
1A) are more heterogeneous than TOSM cells (Fig. 1B), although both presented a
fibroblast-like aspect.

The growth kinetic differences have been demonstrated by counting total viable
cells (Fig. 2). The average cell number, 72 hours after seeding equal quantity of
secondary and transformed cells, was 3.8 x 10° to OSM and 1.4 x 10° to TOSM. This
result represents 3.7 folds more TOSM cells than OSM. Indeed, confluence of TOSM
cells was obtained more quickly than OSM cells, which have led to perform passages at
different intervals: one week to the secondary cells and two days to the transformed
cells.

3.2. TOSM cells were permissive to SRLV

When infected by SRLV, confirmed by PCR (data not shown), the syncytium
observed showed only slightly differences with less nuclei per giant cell in the TOSM
cells (Fig. 1C and 1D) in comparison to OSM cells.

3.3. Metaphase cell analysis

The diploid number of OSM cells is 54 and was consistent in all 80 metaphases
(Fig. 3A). The data from 80 metaphases of TOSM cultures indicate a predominance of
47 chromosomes (31 %) (Fig. 3B) with a distribution of 43-54.

3.4. SV40 DNA was detected in the nucleus and the cytoplasm of TOSM cells

In order to evaluate first, the presence of SV40 plasmid in TOSM and second, in
which compartment it was, a protocol of DNA extraction was used to obtain
cytoplasmic and nuclear DNA separately. PCR to detect T antigen nucleotide sequence

was performed and the results are shown in Fig. 4A. The fragment of 105 bp was



detected in both compartments of TOSM cells (lanes 1 and 2). In contrast, as expected,
the corresponding 380 bp of GAPDH was only detected in the nuclear DNA (lane 3).
3.5. T antigen mRNA was detected in TOSM cells

The putative expression of SV40 antigen was analyzed by RT-PCR (Fig. 4B). It
was possible to observe the corresponding fragment after cDNA amplification of TOSM
and COS-1 cells mRNA, previously submitted to reverse transcription (lanes 1 and 3,
respectively). No PCR product was detected in OSM cells (lane 2).

4. Discussion

Primary cells have a limited proliferative life span before reaching a permanent
growth arrest, known as replicative senescence (Hayflick, 1965). Immortalization of
cells by overexpresion of oncogenes, such as the SV40, is an interesting approach to
obtain relevant cell lines.

Synovial membrane cells are routinely used to isolate and propagate small
ruminant lentiviruses, CAEV and MVV. Secondary cell cultures, in general, presented a
limited lifespan and, in the case of herpes simplex virus infection, the number of
passages could influence the pattern of virus expression and morphogenesis (Jensen and
Norrild, 2000). Although permissive cell lines to SRLV were already described, they
were not from synovial membrane origin (Teixeira et al., 1997; Mselli-Lakhal et al.,
2001). This work was developed in order to obtain an ovine synovial membrane cell
line.

The TOSM cells were established by the transfection of SV40 large T antigen.
The mechanism by which this antigen induce transformation is not totally elucidated,
although the induction of mutations, the inactivation and/or increased expression of p53

were described (Sladek et al., 2000).



About metaphase cells analysis, the OSM karyotype shows an expected
chromosome number, 2n=>54, similar with diploid number described to ovine (Cribiu et
al., 2001). TOSM cells exhibited many random chromosomal changes. Analysis showed
characteristic balanced chromosomal rearrangements rather than loss of chromosomal
material. In most cell types, these immortalized cell lines present important genomic
modifications, maybe due to karyotypic changes. Functional telomerases are essential
for chromosomal integrity, and recent reports suggest an association between them and
cellular senescence (Darimont et al., 2002). However, Schiller et al. (1998)
demonstrated that original tumorigenic cells were reverted to the nontumorigenic
karyotype with in vitro increase of passages. If genomic modifications can lead to
limited life span of cell lines, more studies are necessary to better understand the
karyotype of TOSM cells.

The inactivation of p53 is probably done by association with large T antigen
(Zhu et al., 1991), which seems to be expressed in TOSM cells as detected by RT-PCR.
Besides, SV40 DNA was present in the nucleus and in the cytoplasm. If the nuclear
DNA detected corresponded to integrated DNA is not known, although the integration
was described in cell lines transformed by SV40 (Cole, 1996). Regarding the presence
of SV40 DNA in cytoplasm, we speculate the possibility of an episomal presentation.
The pSV1 plasmid used for transfection, besides containing both small t and large T
antigens, is also composed by the ORI region. The persistence of an episomal form in
TOSM cells could be attributed to this region, the viral origin of DNA replication (Cole,
1996). Moreover, mixed integrated and episomal forms were already described to others
small DNA tumor viruses, as human papillomavirus 16 (Matsukura et al., 1989; Cullen

etal., 1991).



Although only large T was analyzed by PCR and RT-PCR, the expression of
small t antigen cannot be excluded as it is present in pSV1. Porrés et al. (1999) have
demonstrated the cooperation between the two proteins in regulating cell growth.

The morphology and growth changes induced by transformation might influence
virus pattern of infection. Slightly differences in SRLV induced syncytium were
observed in TOSM cells comparing to OSM cells (data not shown). Mselli-Lakhal et al.
(2001) have obtained three epithelial cell lines from caprine milk cells and one of them,
although producing high titers of CAEV, have not shown the characteristic syncytium.
Whether this CPE pattern is related to changes in cell protein expression induced by
SV40 large T antigen is not known and it should be interesting to analyze if there is a
selection of specific virus populations in transformed cells compared to the secondary
ones.
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Figure legends
Fig. 1. Morphology of OSM (A) and TOSM (B) cells. Cytopathic effect was observed
in MVV (C) and CAEV (D) TOSM inoculated cells. White arrows indicate

multinucleated cells. (Stained by Giemsa, 200X).

Fig. 2. Growth curves of OSM (A) and TOSM (B) cells. TOSM cells showed 3.7 folds

higher cell count than OSM cells at 72 h after seeding.

Fig. 3. Metaphase chromosomes of OSM (A) and TOSM (B) cells. The OSM
metaphase contains 54 and TOSM metaphase shown contains 47 chromosomes.

(Stained by Giemsa, 1000 x).

Fig. 4. SV40 DNA and mRNA detection in TOSM cells. The presence of SV40 DNA
(A) was evaluated by PCR in two cellular compartments: the nucleus (lane 1) and the
cytoplasm (lane 2). GAPDH was used as DNA extraction control: nuclear DNA (lane3)
and cytoplasmic DNA (lane 4). RT-PCR was performed to detect SV40 mRNA (B) in
TOSM (lane 1) and OSM cells (lane 2). As a positive control, RNA extracted from
COS-1 cells were submitted RT-PCR using the same protocol (lane 3). Lane 4: PCR

negative control. m: 100 bp DNA ladder.
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ANEXO 1
Protocolo do Kit PolyATtract mRNA Systems®

A) Anelamento
1. Em um tubo de 1,5 mL coloque 0,1 a 1,0 mg de RNA total, em um volume
final de 500 microlitros de agua livre de RNAse.
2. Coloque o tubo em banho-maria a 65 °C por 10 minutos.
3. Adicione ao RNA 3 pL da sonda oligo (dt)-biotinilada e 13 pL de SSC 20x.
Misture gentilmente e incube, a temperatura ambiente até o resfriamento

completo. Isto pode levar 10 minutos ou menos.

B) Preparacao das solugdes estoque
1. Prepare 1,2 mL de SSC 0,5x misturando 30pL de SSC 20x com 1.170 mL de
agua livre de RNAse, em tubo estéril e também livre de RNAse.
2. Prepare 1,4 mL de SSC 0,1x misturando 7 pLL de SSC 20x com 1.393 mL de
agua livre de RNAse

C) Lavando as particulas de estreptavidina-paramagnéticas

1. Ressuspenda um tubo de particulas de estreptavidina-paramagnéticas (SA-
PMPs), para cada isolamento, agitando gentilmente o fundo do tubo até que as
particulas fiquem completamente dispersas, entdo capture-as colocando o tubo
na estante magnética até que as SA-PMPs fiquem presas na lateral do tubo
(aproximadamente 30 segundos).

2. Remova cuidadosamente o sobrenadante. Nao centrifugue as particulas.

3. Lave as SA-PMPs 3 vezes com o SSC 0,5x (300 pL por lavagem), a cada
lavagem capture-as usando a estante magnética e remova o sobrenadante
cuidadosamente.

4. Ressuspenda as SA-PMPs lavadas em 100 pL. de SSC 0,5x

D) Captura e lavagem dos hibridos anelados Oligo(dt)-mRNA
1. Adicione o contetido completo da reacdo de anelamento ao tubo contendo as
SA-PMPs lavadas.
2. Incube a temperatura ambiente por 10 minutos. Misture gentilmente por

inversao a cada 1-2 minutos.



3.

Capture as SA-PMPs usando a estante magnética e gentilmente remova o
sobrenadante sem mexer na SA-PMPs.

Lave as particulas quatro vezes como SSC 0,1x (300 puL por lavagem)
agitando gentilmente o fundo do tubo até que as particulas fiquem suspensas.
Apds a ultima lavagem, remova o méaximo de sobrenadante possivel sem agitar

as particulas.

E) Eluicdo do mRNA

1.

Ressuspenda (com o dedo) o pelete final das SA-PMPs em 100 pL de agua
livre de RNAse.

Capture magneticamente as SA-PMPs e transfira o mRNA eluido para um
novo tubo livre de RNAse.

Repita a eluicdo com nova ressuspen¢ao das SA-PMPs em 150 uL de dgua
livre de RNAse. Coloque o eluido no mesmo tubo anterior (volume final do
eluido 250uL).

Armazenar o mRNA a — 80 °C.



ANEXO 2

Protocolo do QIlAquick gel extraction Kit Protocol -Qiagen®

A S AR

11.

12.
13.

Retire o fragmento de DNA do gel de agarose com uma lamina limpa e afiada.
Pese o gel em um tubo transparente. Adicione 3 volumes do tampao QG para
cada volume do gel (100 mg ~ 100uL).

Incube por 10 minutos a 50 °C (ou até que o gel esteja completamente
dissolvido). Para acelerar a dissolucdo do gel submeter o tubo ao vortex a cada
2-3 minutos durante a incubacao.

Apobs a dissolucdo completa do gel observar a cor da solugdo. Deve estar
amarela semelhante a cor do tampao QG.

Adicione 1 volume do gel de isopropanol e misture.

Coloque a coluna de purificacdo em um tubo de 2 mL.

Deposite a solugdo com o DNA na coluna e centrifugue por um minuto.

Descarte o liquido do tubo e reposicione a coluna novamente.

Adicione 0,5 mL do tampao QG a coluna e centrifugue por um minuto.

.Lave a coluna acrescentando 0,75 mL do tampao PE e centrifugue por um

minuto.

Descarte o liquido do tubo, reposicione a coluna e faca um centrifugagdo
adicional de um minuto a 17.900 xg.

Coloque a coluna em um tubo limpo.

Para eluir o DNA, adicione 50 uL do tampao EB ou agua ultrapura, no centro da

membrana da coluna e centrifugue por um minuto.



ANEXO 3

Protocolo do Wizard ® PCR Preps DNA Purification System

1.
2.

Retire o fragmento de DNA do gel de agarose com uma lamina limpa e afiada.
Transfira o fragmento do gel (deve ter aprox. 300 mg) para um tubo de 1,5 mL e
incube a 70 °C até a agarose dissolver completamente.

Adicione um mL de resina e misture vigorosamente por 20 segundos, ndo utilize
vortex.

Para cada amostra prepare uma minicoluna, adaptando uma seringa a
minicoluna.

Deposite a solucdo contendo a resina € 0 DNA na seringa e pressione o émbolo
suavemente, fazendo a solucdo passar pela minicoluna.

Retire a seringa da minicoluna, remova o €mbolo, recoloque a seringa no
minicoluna. Adicione 2 mL de isopropanol 80% na seringa e pressione o émbolo
suavemente, para lavar a minicoluna.

Remova a seringa e transfira a minicoluna para um novo tubo de 1,5 mL.
Centrifugue a minicoluna por 2 minutos a 10.000 xg para secar a resina.
Transfira a minicoluna para um novo tubo. Adicione 50 uL. de dgua e aguarde
um minuto. Centrifugue a minicoluna por 20 segundos a 10.000 xg para eluir o
DNA.

Descarte a minicoluna. O DNA pode ser armazenado a 4 °C ou —20 °C.



ANEXO 4
Protocolo de clonagem com o0 TOPO TA CLONING — INVITROGEN®
Preparacio para a transformacio.

e para cada transformagao ¢ necessario uma ampola com as bactérias competentes
e duas placas seletivas (LB + ampi).

e Equilibrar o banho-maria a 42° C.

e Colocar o meio SOC a temperatura ambiente.

e Aquecer as placas seletivas a 37° C por 30 min.

e Espalhar 40 pl de X-gal (40mg/ml) em cada placa com LB ¢ incubar a 37° C até
o momento do uso.

e Descongelar no gelo uma ampola de bactérias (One Shot cells) para cada

transformacgao.
[ ]
Reagentes E. coli competente
Produto de PCR 0,5a4 ul
Solugdo salina 1l
Agua estéril qsp 5 ul
Vetor TOPO* 1 ul
Volume final 6 ul

* A solugdo do Vetor apresenta uma coloragdo vermelha para melhor visualizagao.

Reagao de transformacao

e Misturar suavemente a reagdo de ligacdo e incubar por 5 min a temperatura
ambiente (a incuba¢ao pode variar de 30 seg a 30 minutos conforme a

necessidade).

e Colocar a reagdo no gelo.

Transformacao quimica das bactérias

e Acrescentar 2 ul da reagdo de ligacdo no tubo das bactérias e misturar
suavemente (ndo pipetar).

e Incubar no gelo por 5 a 30 min.

e Colocar as bactérias a 42° C por 30 segundos, sem agitar.

e Transferir imediatamente os tubos para o gelo.

e Adicionar 250 pl de meio SOC a temperatura ambiente.



Fechar bem o tubo e por no agitador a 37° C por 1 hora (200 rpm)

Espalhar 10-50 ul de cada transformagdo em uma placa seletiva pré-aquecida e
incubar na estufa a 37° C overnight. Se o volume for muito pequeno pode
acrescentar 20 pl de meio SOC. Semear 2 placas com quantidades diferentes
para garantir que ndo haja uma sobreposicao de colonias

No dia seguinte selecionar as colonias brancas (podem ser também as azuis

claras)



ANEXO 5

Meio 2xYT

Bacto-triptona
Bacto-yeast
NaCl

H,O destilada gsp

l6 g
10g
05¢g

1000 mL
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