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RESUMEN

La filogenia (del griego: phylon = tribu, raza y genea = relativo al nacimiento o génesis) es la
historia evolutiva de los taxones, es decir, los grupos de la clasificacion de los seres vivos. El
analisis filogenético es la disciplina encargada de su reconstruccion, representada en forma de un
arbol filogenético.
En biologia el analisis filogenético es la disciplina que estudia las relaciones evolutivas entre las
distintas especies, reconstruyendo la historia de su diversificacion (filogénesis) desde el origen de la
vida en la tierra hasta la actualidad. Esto proporciona el fundamento para la clasificacion de
organismos.
Los lentivirus pertenecen a la familia de los retrovirus (derivado de un mismo arbol filogenético) en
donde se encuentran los virus de la inmunodeficiencia humana, de los simios, felina y bovina,
anemia infecciosa equina, el virus de Maedi-Visna (MV) y Artritis Encefalitis Caprina (AEC), estos
ultimos dos son llamados lentivirus de pequefios rumiantes (LVPR).
La relacion entre el virus de AEC y MV es muy proxima y resulta posible la transmision entre
especies animales (ovinos y caprinos).
El termino lentivirus se refiere al curso de la enfermedad, ya que por lo general, los corderos y los
cabritos son infectados en las primeras semanas de vida y los signos clinicos y lesiones se
desarrollan afios después.
El periodo de incubacion de la enfermedad es prolongado (meses o afios) el curso clinico
evoluciona de forma crénica y progresiva, con un desenlace fatal.
Los animales infectados desarrollan cuadros clinico-patologicos similares, los cuales van desde
problemas articulares, del sistema nervioso central, y/o pulmonares, para ambas enfermedades.
La infeccidn por lentivirus ocurre en cabras y ovejas de todo el mundo, y los animales infectados
quedan como portadores de por vida. En las dos especies las enfermedades subclinicas son
comunes, Y la principal ruta de infeccion es via ingestion de leche y calostro de animales infectados
con el lentivirus.
Sin embargo, en AEC el proceso se caracteriza por la aparicion de lesiones linfoproliferativas
multiorganicas basadas principalmente en:

- Laforma articular.

- Respiratoria.

- Mamaria, que afecta a las cabras adultas.



- Leucoencefalomielitis, la mas rara y de aparicion brusca, que aparece sobre todo en cabritos
jovenes (2-4 meses de edad). Esta forma clinica nerviosa también puede afectar a los
animales adultos.

Se ha descrito una quinta forma clinica, asociada a una progresiva perdida de peso (caquexia), sin

otras alteraciones clinicas evidentes.

Algunas formas clinicas similares con el MV son:
- Pocas cabras adultas van a desarrollar la enfermedad neuroldgica similar al Visna ovino.
- Los animales jovenes que se afectan lo hacen bajo la forma nerviosa. Algunos de estos
cabritos pueden desarrollar cuadros neumdnicos, pero con escasos signos clinicos, que
ademas quedan enmascarados por cuadros nervioso.

- Laafeccion mamaria es habitual en cabras (AEC) como en ovejas (MV).

Maedi y Visna son términos procedentes de Islandia que describen la presentacion clinica de dos
sindromes aparentemente diferentes. Maedi “dificultad respiratoria” es una neumonia progresiva y
mortal de la ovejas adultas; Visna “desgaste o enflaquecimiento” es una meningoencefalitis que
produce una paralisis progresiva y la muerte.

Cabe destacar que la epidemiologia molecular de LVPR esta basada en el analisis filogenético de
las secuencias genomicas.

El anélisis filogenético de las secuencias gendmicas virales, ha probado ser de mucha utilidad en
diferentes areas y estd remplazando el tipificado antigénico por medio de anticuerpos
monoclonales.

La aplicacion del andlisis filogenético de las secuencias para AEC y MV es de gran importancia
para el analisis epidemioldgico de los LVPR, y para el estudio de diferencias potenciales en la
virulencia entre cepas circulantes y para el disefio de test de diagndstico que arrojen la deteccidn
serologica y molecular.

Originalmente, el virus de MV y el de AEC fueron considerados dos virus distintos poco
relacionados. Sin embargo, algunos estudios parecen confirmar que estos virus no son especificos

de un solo hospedador.



1.- INTRODUCCION

1.1.- Retrovirus

El nombre retro deriva de la transcriptasa reversa (polimerasa de ADN dependiente de ARN)
que se encuentra dentro de los viriones de todos los miembros de la familia retroviridae (Murphy,
1999).

La familia Retroviridae contiene dos subfamilias, la Orthoretrovirinae y la Spumaretrovirinae.
La ultima estd compuesta por un solo género, mientras que la primera incluye seis géneros (cuadro
1). Los viriones son esféricos y envueltos por una doble capa lipidica derivada de la membrana de la
célula infectada (Boris-Lawrie et al., 1993).

Son geneticamente diploides con dos copias de sentido positivo de cadenas simples de ARN
empacado dentro del virion. En ceélulas, el ARN es convertido a una doble cadena de ADN
mediante la transcripcion reversa. Esta version de ADN viral, es después integrado dentro del ADN
cromosomal de la célula hospedadora, el cual se denomina provirus, permitiendo al virus persistir y
producir progenie, tanto como la célula permanezca con viva, y provocando un mecanismo de
infeccidn cronica en el hospedero (Boris-Lawrie et al., 1993).

La integracion del ADN viral permite al provirus acceder a la maquinaria celular para la
expresion del gen viral (Asante-Appiah y Skalka., 1997).

La familia Retroviridae incluye patdgenos importantes de equinos, bovinos, felinos, roedores,
ovinos y caprinos, donde inducen signos tales como, anemias, artritis, inmunodeficiencias y

enfermedades degenerativas, y en algunos casos neoplasias (Kim et al., 2004).



2.- CLASIFICACION

Los retrovirus actualmente son clasificados dentro de 2 subfamilias y 7 géneros.

Cuadro 1
Clasificacion de la familia retroviridae (Blichen-Osmond, 2008)

Retroviridae

Orthoretrovirinae Spumaretrovirinae

Alpharetrovirus e Spumavirus

Betaretrovirus

Deltaretrovirus

Epsilonretrovirus

Gammaretrovirus

Lentivirus

Retroviridae sin clasificar

e Virus asociados al SIDA
e Retrovirus AKT8
Retrovirus de anfibios
Sarcoma virus de la vejiga del salmén atlantico

Retrovirus de aves




3.- MORFOLOGIA

La estructura bésica del genoma de los retrovirus es similar entre ellos. Estos viriones consisten
de una envoltura, una nucleocapside y un nucleoide. Los viriones son de forma esférica a
pleomorfica, su medida oscila entre los 80 a 100 nm de didmetro, y estan envueltos por una capa
hecha de proteinas virales y elementos de la membrana de la célula hospedera (una doble capa
lipidica). Presenta proyecciones de superficie, las cuales estdn densamente dispersas, estas
proyecciones son pequefios picos de glicoproteinas distintivas que cubren la superficie, estas miden
aproximadamente 8 nm de largo, el nucleoide puede ser concéntrico, o excéntrico (Blichen-
Osmond, 2008; Leroux y Mornex, 2008).

Con una longitud de 7000-11000 nucleétidos, los viriones contienen dos copias de cadena
simple de ARN. Por medio del gen gag (antigeno especifico de grupo). El gen gag codifica tres
proteinas: la proteina de matriz (MA), la proteina mayor de cépside (CA) y la proteina de
nucleocapside (NC). Por medio del gen pol se codifican enzimas como son: la transcriptasa reversa
y la integrasa respectivamente, implicadas en la replicacion del ARN viral y su integracion dentro
del genoma hospedador. Por medio del gen env (envoltura) se codifican las proteinas de superficie y
transmembranales (Blichen-Osmond, 2008; Leroux y Mornex, 2008). En la figura 1 se muestran los

principales genes de los retrovirus.

Figura 1

Principales genes de los retrovirus

Z

gag o —

pol tat env

vif

Representacion esquematica de la organizacién de los principales retrovirus que afectan a los pequefios rumiantes (Leroux y Mornex 2008).

Las proteinas del gen gag retrovirales son sintetizadas en el citoplasma de la célula infectada,
ensamblandose, y formando particulas virales que atraviesan la membrana plasmatica. Los genes

pol y env estan separados en los lentivirus (Murphy 1999; Demirov et al., 2004).



El genoma de los LVVPR tiene genes adicionales no estructurales vif, tat y rev, que tienen que
ver con la replicacion del virus y la regulacion de la expresion genética. En los LVPR, el gen vif se
requiere esencialmente para la infectividad y mejora la replicacion en los macréfagos, codifica una
proteina conocida como factor de infectividad viral. EI gen tat (transactivador) es indispensable
para la replicacion viral tanto in vivo como in vitro, este gen procesa funciones tales como la
capacidad de bloquear el progreso del ciclo de la célula en la fase G(2). El gen rev codifica una
proteina que estd envuelta en el ARN transcriptasa y su exportacion desde el ndcleo hacia el
citoplasma, haciendo al ARNm viral disponible para la traslacion, este gen es indispensable para la
replicacion viral (Murphy, 1999; Bertoni, 2007; Leroux y Mornex, 2008).

Las LTR son secuencias de ADN flanqueando los genes provirales de los retrovirus, y estan
compuestas por tres segmentos U3-R-U5. La LTR sirve como sitios de inicié transcripcional.
ayudan a ordenar la integracion del ADN viral en el genoma de la célula. Contienen sefiales para la
iniciacion y poliadenilacion del ARN transcriptasa viral y secuencias regulatorias que modulan la
eficiencia de la transcripcion proviral (Groner y Hynes, 1982).

En la figura 2 se muestra una representacion de una particula viral.

Figura 2

Representacion de una particula retroviral
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Representacion esquematica de una particula retroviral. (Leroux y Mornex 2008).

Todos los retrovirus son inactivados por solventes lipidicos, detergentes y por calor a 56° C
por 30 minutos, pero son mas resistentes a los rayos UV y X que otros virus, esto probablemente se

deba a sus genomas diploides (Murphy, 1999).



3.1 Morfologia de LVPR

Cuadro 2

MORFOLOGIA DE LOS LVPR

Morfologia

Los viriones son envueltos con una nucleocapside, una proteina
de matriz y un nucleoide. Pueden ser esféricos ¢ pleomorficos.
Miden entre 80-100 nm de diametro. Las proyecciones de
superficie estdn densamente dispersas, pequefias, y cubren toda la
superficie en forma de “espinas”, estas tienen 8 nm de longitud.

El nucleoide es concentrico.

Propiedades fisicas y

fisicoquimicas

Son sensibles al tratamiento con calor, detergentes o
formaldehido. Su infectividad no se ve afectada por la irradiacion.

Acido nucleico

El genoma es dimerico segementado. Tiene sentido positivo. El
genoma completo es un monomero de 9200 nucleotidos de largo,
el cual estd completamente secuenciado, y tiene secuencias

redundantes terminales.

Proteinas

El genoma viral codifica proteinas estructurales y no
estructurales. Los viriones consisten de 5 proteinas estructurales o
mayores, y usualmente se encuentran 4 proteinas no estructurales.
Los virus codifican para un RNA-dependiente de DNA

polimerasa.

Lipidos

Los lipidos estdn presentes y localizados en la envoltura,
componen el 35% del peso de los viriones. La composicion de los

lipidos virales derivan de la membrana plasmatica de esta célula .

Replicacion y organizacion

del genoma

La replicacién involucra un paso de transcripcién reversa. El
genoma que tienen los virus infectantes, tienen cuatro genes
principales que codifican las proteinas del virion, en el siguiente

orden: 5°-gag-pol-env-3°.

Antigenicidad

Los determinantes antigénicos que poseen reactividad tipo
especifica se encuentran en la envoltura, especificamente en las
glicoproteinas. Los determinantes tipo antigénicos pueden estar

envueltos en anticuerpos mediando la neutralizacion.

(Biichen-Osmond, 2006 (a y b))




Trabajos recientes basados en secuencias largas de aislados de gag y pol con distribucion
mundial han demostrado que los LVPR pueden ser divididos en cuatro grupos de secuencia
principales de A a D, los cuales difieren entre un 25% y 37% en las secuencias gag y pol. Las
secuencias de los grupos A 'y B se subdividen en diferentes subtipos que difieren uno de otro entre
15% a 27%. EIl grupo A contiene por lo menos siete subtipos, de Al a A7, y el grupo B contiene
dos subtipos B1 y B2. Como se observa en el cuadro 3 (Shah et al., 2004 (b)).

Cuadro 3
Clasificacion de LVPR

Designacion A B C D
del nuevo

grupo

propuesto

Propuesta de Al A2 A3 A4 A5 A6 AT Bl B2

nuevo subtipo

0 designacion

de clado
Linaje en la | Grupol Grupo Il - - - Grupo - GrupoV | Grupo IV | Grupo
actual VI 11

nomenclatura

Comentarios y | Virus Oveja Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus

caracteristicas | parecido | procedent | aislados aislados simple aislados | simple parecido aislados aislado | simple

a MV (e de | de cabras | de cabras | aislado de aislado a de cabras | s a | aislado
talvez Norte y ovejas | y ovejas | (5560) cabrasy | (5692) CAEVco | y ovejas | partir (5668)
necesite | América de este [ de este | de una | ovejas de una | aislados | en el sur | de de una
division estudio estudio cabra en el | cabra de cabras | de cabras cabras
es para (Shah et | (Shah et | de este | sur de | presente | de todo | Francia y | en del
formar al., 2004) | al., 2004) | estudio Francia | en este | el mundo | dos Norueg | present
més de (Shah estudios ovejas a e
un solo et al, (Shah et del estudio
subtipo 2004) al., presente (Shah
2004) estudio et al,
(Shah et 2004)
al., 2004)

(Shah et al., 2004 (b))




4.- REPLICACION VIRAL

La replicacion retroviral es caracterizada por la transcripcion reversa de la cadena simple de
ARN viral en una doble cadena de ADN viral. Este ADN proviral es transcrito por el ARN
polimerasa celular para producir mads ARN viral. EI ADN proviral integrado es replicado como un
gen celular normal durante la division celular (Groner y Hynes, 1982; Leroux y Mornex, 2008).

El ciclo de vida tipico de los retrovirus (figura 3), es Unico y tiene mucho impacto en la
relacion virus-hospedero. Primero, el proceso de copiado de ARN a ADN por la transcripcién
reversa no es completamente exacto, estos errores son introducidos al genoma viral, lo que conlleva
a una variacion genética en los viriones subsecuentes. Segundo, el proceso de integracion lleva a la
persistencia del genoma viral en la célula hospedera (Dunham y Graham, 2008).

El potencial de los retrovirus para mutar (debido a la transcriptasa reversa) en sus
hospederos, lleva a la posibilidad, de que nuevos subtipos se presenten en el futuro. Los sitios de
mutacion estan distribuidos desigualmente; los genes gag, pol y env son conservados asi como
ciertas partes del gen env; otras partes del gen env son altamente variables (Murphy, 1999; Dunham
y Graham, 2008).

Aunque algunos de estos viriones pueden ser defectuosos debido a su mutacion, otros
podrian tener alterada su antigenicidad y por consiguiente una ventaja en su supervivencia,
permitiéndoles evadir la respuesta inmune del hospedero (Dunham y Graham, 2008).

Los pasos finales de la infeccion retroviral, comprenden, ensamblaje, gemacion y la

liberacion de las particulas virales de la célula (Kim et al., 2004).



Figura 3
Vision general del ciclo de vida de los retrovirus

00

Ciclo simplificado de la replicacion general de los retrovirus (Dunham y Graham, 2008).

El primer paso de la infeccion comienza con la particula viral (Dunham y Graham, 2008).

Los viriones se unen a receptores celulares especificos por via de las glicoproteinas de superficie
que interactian con los receptores de superficie, la proteina env viral confiere propiedades que
son esenciales para la entrada del virus y la diseminacion de particulas retrovirales, el proceso de
entrada a la célula se lleva a cabo por medio de dos pasos principales: a) fijacion a la superficie

de una célula, precediendo la entrada viral, y b) la proteina env induce la fusion de las
membranas (Dunham y Graham, 2008; Kim et., al. 2004).

El genoma viral ARN es liberado desde el nacleo viral (Dunham y Graham, 2008).

El genoma ARN es copiado por la enzima viral “transcriptasa reversa” haciendo una copia de ADN
(ADNC) (retrotransposicion). Este ADN es entonces duplicado para producir una doble cadena de
ADN, la cual luego entra en el nucleo celular, junto con 50-100 moléculas de integrasa, esto esta
contenido dentro de una larga estructura de nucleoproteinas, llamada, complejo de pre-integracion.
El proceso de integracion tal vez pueda aprovechar mas de un solo camino para acceder al ADN en
el nlcleo de la célula hospedera. Un andlisis hecho al ADN viral de células infectadas, muestran
que la preparacion para la integracién del DNA empieza en el citoplasma (Asante-Appiah y Skalka,
1997; Dunham y Graham, 2008).

El ADN viral es empalmado dentro del genoma del hospedador por la proteina viral llamada
integrasa, donde puede residir de por vida dentro de la célula del hospedador como un provirus
(Groner y Hynes, 1982; Dunham y Graham, 2008).



5.- LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES

Los lentivirus, como su nombre lo dice, el prefijo lenti (que significa lento) caracteriza a la
mayoria de las enfermedades asociadas a los lentivirus, las cuales, tienen un periodo largo y
asintomatico antes de que se presenten los signos clinicos caracteristicos. Cabe mencionar que una
proporcion de estas infecciones permanecen de forma subclinica (Campbell y Robinson, 1998).

MV y AEC son enfermedades denominadas de forma general como lentivirus de pequefios
rumiantes (LVPR) que infectan a ovejas y cabras y causan una infeccion persistente de por vida,
induciendo sindromes lentos y debilitantes en un pequefio grupo de los animales infectados
(Ravazzolo et al., 2001; Callan y Van Metre, 2004; Pisoni et al., 2007 (a)).

Sirgudsson fue el primero que describié la enfermedad de MV, el estableciendo el termino
de “infeccion lenta” basado en el largo periodo de incubacion de virus, su la lenta progresion de los
signos y la persistencia del virus (Ravazzolo et al., 2001; Callan y Van Metre, 2004; Pisoni et al.,
2007 (a)).

La primera identificacion de MV probablemente data de 1915, cuando una neumonia
progresiva intersticial fue reportada en ovejas de Sudéafrica, y luego un sindrome parecido fue
reportado en una oveja de Montana en 1923. Fue asi como MV fue el primero de los lentivirus en
ser reconocido como miembro de una categoria de enfermedades lentas (Pasick 1998, Straub 2004).

Medi-visna son términos procedentes de Islandia para describir dos enfermedades
progresivas lentas del islandico “maedi” que significa respiracion dificultosa, para hacer referencia
a la disnea que se presenta, y “visna” que significa “contraccion o deterioro”, para referirse a la
emaciacion y el proceso nervioso que se presenta; En E.U.A es conocida como adenomatosis
pulmonar ovina. MV describe la presentacion clinica de dos sindromes aparentemente diferentes
producidos por el mismo virus. Sin embargo, no fue hasta que una epidemia de MV se desarrollo en
ovejas de Islandia entre 1939 y 1952, esta enfermedad recibi6 seria atencion. (Pasick, 1998; Martin
y Aitken, 2002; Callan y Van Metre, 2004; Christodoulopoulos, 2006).

En contraste, AEC es reconocido mas recientemente como un sindrome en las cabras. Fue
primeramente descrito en el noroeste de Estados Unidos seguido de una epizootia de
leucoencefalomielitis acompafiado por una neumonia intersticial subclinica en cabras jovenes. Pero
el virus no fue aislado hasta 1980 a partir de membranas sinoviales de cabras adultas las cuales
presentaban artritis y del cerebro de cabritos los cuales presentaban encefalitis (Pasick, 1998;
Ravazzolo et al., 2001; Ali Al Ahmad et al., 2006; Bertoni, 2007).



MV y AEC son consideradas genéticamente como un solo patogeno, las cuales infectan a
cabras y a oveja; Estas enfermedades estan actualmente reconocidas como de distribucién mundial,
aunque existen paises en los cuales los LVPR nunca han sido reportados, y otros como Nueva
Zelanda y Australia, los cuales son libres de estas enfermedades (menos del 1% de los hatos
infectados con 99% de probabilidad) de acuerdo con la Oficina Internacional de Epizootias (OIE),
asi como Islandia donde el MV fue erradicado. Los LVPR, que son considerado un sindrome
multisistémico, que causan pérdidas econdémicas a la produccién de los pequefios rumiantes, se
caracterizan por producir inflamacién crénica y procesos degenerativos patoldgicos en sus 6rganos
blanco, como son: cerebro, pulmones, articulaciones, glandula mamaria y sistema nervioso (Martin,
1996; Pasick, 1998; Ravazzolo et al., 2001; Callan y Van Metre, 2004; Straub, 2004; Shah et al.,
2004 (a); Benavides et al., 2007; Pisoni et al., 2007 (a); Reina et al., 2008; Gjerset et al., 2009;
Amorena et al., 2008).

Estas enfermedades son principalmente transmitidas en etapas tempranas de la vida del
animal, principalmente de madre a cria, aunque cabe sefialar que existen otros medios de infeccidn.
Son enfermedades con degeneracion progresiva, que en ocasiones causan la muerte del animal,
estos procesos pueden tardar en aparecer, de varios meses hasta incluso afios (Blacklaws et al.,
2004; Al-Qudah et al., 2006).

Estos virus son transmitidos principalmente a través de calostro o leche contaminada, que es
ingerido inmediatamente por la cria después del parto, asi como por aerosoles que contengan
particulas infectantes. También se ha reportado que puede haber una transmision entre adultos por
medio de las maquinas de ordefio. Cabe destacar que los LVPR han sido detectados en el semen
sugiriendo esto una fuente potencial de transmision. En muchos casos solo la minoria de los
animales presenta signos clinicos, estos animales asintomaticos son portadores del virus de por vida
y pueden ser una fuente de infeccion para otros animales (Blacklaws et al., 2004; Callan y Van
Metre, 2004; Pisoni et al., 2007 (a); Leroux y Mornex, 2008).

Las principales células afectadas en estas enfermedades son los monocitos/macrofagos, con
la médula 6sea sirviendo como reservorio de infeccion. Aungue otros tipos de células como
fibroblastos, células epiteliales de la glandula mamaria y células endoteliales también pueden ser
infectadas. Una pequefia porcion de monocitos es infectada y la diferenciacion de monocitos a
macrofagos induce la replicacién viral. Se ha descrito que los monocitos son los responsables de
propagar el virus a diferentes 6rganos, y es asi como el virus evade la respuesta inmune (De Andres
et al., 2005; Pisoni et al., 2007 (a); Bertoni, 2007; Mselli-Lakhal et al., 2007; Gjerset et al., 2009).
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Asi los virus son diseminados en los monocitos por el torrente sanguineo. EI niamero de
monocitos infectados se incrementa al final de la gestacion, en concomitancia con la lactacion. Es
raro observar células expresando el virus activamente en torrente sanguineo y en tejidos afectados,
haciendo dificil estudiar la difusion de la infeccion y el principio de la patologia (De Andres et al.,
2005; Pisoni et al., 2007 (a); Bertoni, 2007; Mselli-Lakhal et al., 2007; Gjerset et al., 2009).

A pesar de las diversas respuestas inmunes, que incluyen la produccion de anticuerpos
neutralizantes y una respuesta inmune mediada por células, el virus no se puede eliminar del
organismo del hospedero (Martin y Aitken, 2002).

La alta prevalencia de LVPR alrededor del mundo es una preocupacion para la mayor parte
de los paises productores de pequefios rumiantes, particularmente los industrializados (Ali Al
Ahmad et al., 2006).

Por mas de 10 afios, la reconstruccion filogenética basadas en secuencias parciales de LVPR
establecieron claramente que las dos enfermedades estan estrechamente relacionadas entre si, con

evidencia de infeccion cruzada entre las dos especies. (Leroux y Mornex, 2008).
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6.- TRANSMISION

6.1.- Transmisién vertical

6.1.1.- Ingestion de leche y calostro

El virus es transmitido por el consumo de leche o calostro infectado con el virus,. El virus ha
demostrado estar presente en el calostro y la leche de animales infectados, ya que la glandula
mamaria es un 6rgano blanco reconocido para los LVPR, por esto el virus puede ser encontrado en
el tejido mamario, en células epiteliales mamarias in vivo, y es capaz de causar lesiones en el
6rgano, como la mastitis de tipo indurativa. Se ha estudiado que los niveles del virus en el tejido
mamario tal vez puedan variar segun el estado de lactacion, época de paricion, asi como la
induccion a la lactacion, pueden estar correlacionados con la expresion del virus (Adams et al.,
1983; East et al., 1993; Blacklaws et al., 2004; Callan y Van Metre, 2004; Preziuso et al., 2004;
Shah et al., 2004 (a); Daltabuit 2005; Christodoulopoulos, 2006; Herrman-Hoesing et al., 2007;
Ponti et al., 2008; Reina et al., 2008).

La induccién de mastitis por LVPR tal vez pueda favorecer la transmision del virus a
corderos en etapa de lactacion por medio del incremento de células infectadas (macrofagos) en el
calostro y leche. La alta permeabilidad del intestino del cordero las primeras 48 horas después del
nacimiento, puede facilitar la entrada del virus por medio de la ingestion del calostro, aunque el
mecanismo de entrada via intestino no esta todavia muy clara (Preziuso et al., 2004; Pisoni et al.,
2007 (a)).

En las figuras 4 y 5 se observan ileos de cordero y su permeabilidad dependiendo de la edad

del cordero.
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Figura 4

lleo de cordero de 10 y 72 horas con marcaje citoplasmético para el antigeno de
capside de MV

lleo de ovejas del0 horas (izquierda) y 72 horas (derecha); marcaje citoplasmatico café-rojizo (ver flechas) para el antigeno de capside de MV en
células epiteliales de la punta de las vellosidades y en células mononucleares de la lamina propia; las células epiteliales aparecen fuertemente

marcadas en corderos de 10 horas, y en corderos de 72 horas el marcador aparece diseminado. Método ABC con DAB, hematoxilina de Harris. Barra
a 63 micrometros (Preziuso et al., 2004).

Figura 5

lleo de cordero de 7 dias con margaje citoplasmatico para el antigeno de capside de MV

o S

Ileo de cordero de 7 dias; marcaje citoplasmatico para el antigeno de capside del MV en las células mononucleares de la lamina propia (izquierda). No
hay tefiido epitelial presente. Muchas células mononucleares en la lamina propia estan marcadas por el anti-macréfago VPM32 (derecha, ver flecha).
Método ABC con DAB, hematoxilina de Harris. Barra a 86 micrometros (izquierda) y 50 micrometros (derecha) (Preziuso et al., 2004).
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6.1.2.- Infeccion intrauterina y transplacentaria

Es la ruta mas controversial de transmision. La transmision de LVPR de madre a feto ha
sido reportada ocasionalmente. EI ambiente intrauterino puede proveer una manera de infeccidn
para el feto. Hay evidencia de la infeccion en el Gtero en diferentes trabajos en los cuales se reporta
que muchos de los animales recién nacidos aislados del contacto de la madre, alimentados con
calostro pasteurizado o substituto de leche, presentaron infeccién. En otros reportes, el virus fue
aislado de corderos obtenidos por cesarea y aun después de haber si mantenidos en aislamiento de
ocho a nueve meses, estos presentaron seroconversion. También se ha reportado el aislamiento de
virus en fetos y animales recién nacidos (Cutlip et al., 1981; Blacklaws et al., 2004; Ali Ahmad et
al., 2006; Reina et al., 2008).

Algunos trabajos mencionan que los animales pueden infectarse, al contacto con la vagina al
momento del parto (Al-Qudah et al., 2006).

7.- TRANSMISION HORIZONTAL

7.1.- Contacto directo entre animales

El intercambio de animales ya sea por importacion o exportacion de animales infectados, es
considerado como una importante causa de transmision horizontal de lentivirus de pequefios
rumiantes. Se considera que todas las secreciones corporales de los animales pueden ser una fuente
de infeccion. (Dukes et al., 1979; Blacklwas et al., 2004; Callan y Van Metre, 2004; Pisoni et al.,
2007; Ali Ahmad et al., 2008)

7.1.1.- Infeccidn via oral y/o respiratoria

Recientes estudios en Islandia han demostrado que el contacto directo o cercano entre
animales fue otro importante factor en la transmisién del virus. Confinar animales y encerrarlos
juntos da como resultado un incremento en los rangos de infeccidn, esto puede ser por el
intercambio o contacto con aerosoles contaminados provenientes de otros animales, aunque este
mecanismo de transmision no estd bien entendido (Blacklaws et al., 2004; Callan y Van Metre,
2004; Peterhans et al., 2004).
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Algunos trabajos proponen que la infeccion se pudiera presentar por el contacto directo
cara-cara, por gotas de aerosol contaminadas, asi como agua y comida contaminada, esto se ve
particularmente en MV, en donde los exudados juegan un rol importante (Blacklaws et al., 2004,
Callan y Van Metre, 2004; Peterhans et al., 2004).

También las condiciones de manejo, la sobrepoblacion en el corral y una mala ventilacién,
puede facilitar la exposicién al virus (Blacklaws et al., 2004; Callan y VVan Metre, 2004; Peterhans
et al., 2004; Shah et al., 2004 (a); Christodoulopoulos, 2006; Gjerset et al., 2007; Reina et al.,
2009).

Se ha descrito que la oveja se infecta después de la inoculacién del virus por via intranasal,
intratraqueal o intrapulmonar. Sin embargo, el virus raramente es aislado de la garganta o de la
saliva de la oveja infectada, sugiriendo que las secreciones del tracto respiratorio alto no son la
principal fuente de infeccion (Blacklaws et al., 2004)

8.- TRANSMISION SEXUAL

Para ser capaces de predecir la transmision sexual de los LVPR, es necesario conocer si el
virus es excretado en el semen o no (Peterson et al., 2008). Algunos autores sugieren que la
presencia del virus en semen se debe a la excrecion de las células epiteliales del epididimo (por la
presencia de una epididimitis en el animal) o leucocitos presentes en el semen. Se ha descrito en
algunos trabados, que en ovejas machos que estan infectados con LVPR y al mismo tiempo con
Brucella ovis de forma experimental, se ha detectado en estos animales el virus en el epididimo, lo
cual como consecuencia implicaria que se infectara el semen. Estudios recientes también han
demostrado que hay una expulsién intermitente de ADN proviral de LVPR en semen, que junto con
el contacto entre hembra-macho, puede ser un factor relevante de transmision. Otros estudios
muestran claramente la presencia de ARNm viral y ADN-proviral en semen de caprinos
naturalmente infectados, y en varios tejidos del tracto genital (De la Concha-Bermejillo et al., 1996;
Martin 1996; Nord et al., 1998; Blacklaws et al., 2004; Reina et al., 2008; Peterson et al., 2008; Al
Ahmad et al., 2008).

En la cabra hembra se ha detectado ampliamente ADN-proviral en los tejidos del tracto
genital como utero, oviducto, ovario y en las células del cumulus oophorus que rodea a los oocitos
(Ali Ahmad et al., 2008).
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9.- INFECCION IATROGENICA

9.1.- Mecénica

La transmision mecanica por sangre contaminada en agujas, es una ruta de infeccién teorica,

pero no hay articulos publicados sobre esto (Blacklaws et al., 2004).

9.1.1.- Transferencia mecénica durante el ordefio

Dada la evidencia de que la leche de animales infectados contiene el virus, la posibilidad de
transmision existe, y tal vez pueda ocurrir a través del contacto con equipo de ordefio contaminado.
(Blacklaws et al., 2004; Pisoni et al., 2007)

10.- TRANSMISION ENTRE ESPECIES

Algunos trabajos filogenéticos de virus de hatos mixtos revelan que los lentivirus no siguen
una segregacion filogenética, lo cual es evidencia de una transmision entre especies (Callan y Van
Metre, 2004; Germain y Valas, 2006).

Se ha estudiado la transmision bi-direccional de los LVPR, bajo condiciones naturales.
Analisis seroldgicos han revelado ovejas seropositivas en hatos mixtos, donde las ovejas son
mantenidas con cabras seropositivas. Los subtipos A3, A4, A6 y B2 de LVPR han sido aislados
tanto de ovejas como de cabras, sugiriendo una transmision entre especies. Los hatos libres de AEC
en Suiza presentan infeccion, ya que en este pais las cabras son mantenidas junto con las ovejas,
infectandose las cabras con LVPR lo que supone que la reinfeccion pudo originarse a partir de las
ovejas. MV puede ser transmitido experimentalmente a las cabras, y viceversa, las cabras pueden
infectar con AEC a las ovejas. El hecho de que algunos subtipos de LVPR han sido aislados de las
dos especies indica que la transmision entre especies ha ocurrido por lo menos una vez con cada
uno de estos subtipos, aunque la frecuencia y la direccién de la transmisidén se desconoce. Se ha
descrito que hay transmision entre especies de LVPR del subtipo A4 cuando ovejas y cabras se
mantienen juntas, también se ha descrito que una transmisién entre especie puede ser cuando
corderos son alimentados con calostro de cabras infectadas con LVPR (Karr et al., 1996; Shah et
al., 2004 (a); Pisoni et al., 2005; Denner, 2007; Pisoni et al., 2007; Gjerset et al., 2007; Gjerset et
al., 2009).
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11.- SIGNOS CLINICOS

La mayoria de los animales infectados son asintomaticos, aunque permanecen como
portadores persistentes del virus; estos animales son capaces de transmitir la infeccion. Tanto en el
caso de AEC como en el de MV hay una presentacién respiratoria, esta es la forma clinica
fundamental en MV, mientras que en el caso de AEC es mucho menos frecuente y podria definirse
como esporadica, se desarrolla basicamente en las cabras adultas y es muy rara su presentacion en
cabritos, cuando aparece, suele hacerlo de forma secundaria a una forma clinica nerviosa. El maedi
es la manifestacion clinica mas habitual: los animales afectados permanecen despiertos y alerta pero
muestran una gradual pérdida de condicion fisica. En casos més avanzados se produce una
dilatacion de los ollares, extensién del cuello y apertura de la boca como consecuencia del problema
respiratorio. Con frecuencia las infecciones bacterianas secundarias dan lugar a una
bronconeumonia y las vias respiratorias quedan obstruidas por la presencia de exudados; los
animales pueden morir dentro de los 6-8 meses siguientes debido a la infeccion (Becker y Hadar,
1990; Martin, 1996; Campbell y Robinson, 1998; Callan y Van Metre, 2004; Shah et al., 2004 (a);
Christodoulopoulos, 2006; Bertoni, 2007).

La forma nerviosa de la enfermedad, se produce tanto en AEC como en MV, sin embargo
AEC afecta principalmente a cabritos de 1 a 6 meses de edad, aunque también se ha descrito que
puede afectar a animales adultos. Se caracteriza por paresia uni o bilateral y ataxia. El visna es
menos frecuente, afecta principalmente a hatos que se encuentren muy infectados y se observa mas
en animales adultos, aunque los animales jovenes también pueden presentar la forma nerviosa. Se
caracteriza por la perdida de peso progresiva y debilidad generalizada, incoordinacion, paralisis de
los miembros posteriores (paralisis ascendente), ataxia y tetraplejia. Los signos clinicos del visha
estan relacionados con la presencia de lesiones del encéfalo o en la médula espinal. En los cabritos
(2-4 meses de edad) la forma nerviosa es producida por una leucoencefalomielitis (Martin, 1996;
Martin y Aitken, 2002; Contreras y Corrales, 2003; Callan y Van Metre, 2004; Shah et al., 2004 (a);
Bisecas et al., 2005; Bertoni 2007).

Las formas nerviosas exhiben cursos mas rapidos e incluso pueden mostrar caracter
fulminante aungue la duracion media se ha estimado que puede variar entre una semana y varios
meses 0 afios. Esta forma nerviosa raramente aparece en cabras adultas, evolucionando de forma
lenta, con incoordinacién, debilidad progresiva, adelgazamiento y finalmente paralisis y muerte
(Martin, 1996; Martin y Aitken, 2002; Contreras y Corrales, 2003; Callan y Van Metre, 2004; Shah
et al., 2004 (a); Bisecas et al., 2005; Bertoni, 2007).
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En el caso de MV ambos procesos suelen estar presentes en el animal o bien pueden ser
independientes. Inicialmente se caracteriza por un andar inseguro, sobre todo por las alteraciones en
el movimiento de las extremidades posteriores, especialmente por un arrastre unilateral de la pata
debido a la pardlisis del miembro afectado, lo que da lugar al frotamiento contra el suelo de la
pezufia. Pronto se observan tropiezos y el animal camina de rodillas, dando lugar a una paresia
posterior y una ataxia, llevando a una tetraplegia dentro de la primera a la tercera semana de la
presentacion de los primeros sintomas, esto conlleva a la muerte del animal. Otras caracteristicas
son el torneo de la cabeza y/o cabeza colgante, temblores suaves de los labios, aspecto aturdido,
separacion del resto del rebafio y deambular perdido. También se puede presentar una alteracion de
vision y ceguera, caracteristicas no reconocidas hasta hace poco tiempo. No se ve afectado el
apetito, y los animales son usualmente afebriles. A diferencia del maedi, el visna evoluciona de
forma relativamente rapida, conduciendo a la muerte o a la eutanasia al cabo de pocas semanas
(Martin, 1996; Martin y Aitken, 2002; Contreras y Corrales, 2003; Callan y Van Metre, 2004; Shah
et al., 2004 (a); Bisecas et al., 2005; Bertoni, 2007).

En las figuras 6 y 7 respectivamente se muestran las lesiones de la forma encefalica en una

oveja de Espafia (Benavides et al., 2007).

Figura 6
Encefalitis severa en un ovino infectado con MV

Severa encefalitis localizada en los pedinculos cerebelares y en &reas profundas del cerebelo. Bandas (cuffs) perivasculares, demielinizacion e

inflamacién difusa pueden ser observados en la imagen. H.E., Barra = 1mm (Benavides et al., 2007).
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Figura 7

Ovino infectado con Maedi-Visna

Cordero de cuatro meses con visna, mostrando debilidad de las extremidades posteriores y postura anormal. El animal esta inclinado contra la pared y

es incapaz de permanecer en posicion vertical (Benavides et al., 2007).

La mastitis indurativa es una manifestacion clinica importante en algunos rebafios lecheros,
también llamada “ubre dura” en las cabras y “bolsa dura” en las ovejas, es una manifestacion de
progresion lenta. Se puede detectar cuando se realiza una meticulosa palpacion de la ubre: no se
aprecian alteraciones visibles en el aspecto de la leche. No se han hecho muchos estudios para saber
cual es el impacto econdmico de esta presentacion del virus, algunos muestran que no hay
repercusiones econdémicas, mientras que otros mencionan una perdida de produccion del 15% con
pobre calidad de la leche. (Contreras y Corrales, 2003; Shah et al., 2004 (a); Bertoni, 2007).

La artritis es una manifestacion rara por el virus de MV no asi en AEC en donde es la forma
frecuentemente encontrada. Afecta articulaciones del carpo, produciendo carpitis, y la inflamacion
de las articulaciones suele ir asociada con la presencia de cojeras agudas. Se ha visto asociacion
entre la carga viral y la severidad de las lesiones en las articulaciones. La artritis asociada con la
infeccidn por el virus de MV produce engrosamiento visible y, a veces, una coloracion rojiza de la
membrana sinovial con un aumento del tamafio de la articulacion, especialmente del carpo. En
ausencia de complicaciones secundarias, el apetito, la temperatura corporal, el estado mental y los
valores hematoldgicos se mantienen normales (Becker y Hadar, 1990; Martin y Aitken, 2002;
Contreras y Corrales, 2003; Shah et al., 2004 (a); Chritodoulopoulos, 2006; Bertoni, 2007).
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En la figura 8 se muestra una cabra que presenta artritis en las articulaciones carpales y en la
figura 9 se muestra la lesion en las articulaciones carpales (Bertoni, 2007).

Figura 8
Caprino infectado con artritis encefalitis caprina

Cabra Saanen adulta que presenta artritis clinica. La flecha apunta a la articulacién carpal, las cuales presentan inflamacion y turgidez (Bertoni, 2007).

Figura 9

Articulaciones carpales con inflamacion debido a la infeccion con artritis encefalitis caprina

Severa inflamacién en las articulaciones carpales. En la derecha, se observa una importante hipertrofia de la capsula sinovial, mientras que en la

articulacion de la izquierda se observan lesiones macroscopicas en las superficie del cartilago (Bertoni, 2007).

También se ha descrito una quinta forma clinica, asociada a una progresiva perdida de peso,
sin otras alteraciones clinicas evidentes, con independencia de otras alteraciones. (Contreras y
Corrales, 2003).
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12.- DIAGNOSTICO

La enfermedad es raramente observada antes de los dos afios, excepto en cabritos, donde la
encefalitis se puede volver evidente a pocos meses de la infeccion (De Andrés, 2005).

Un diagnostico temprano es esencial para la eficiente prevencion y control de los LVPR;
este no debe estar basado en signos clinicos, ya que estos aparecen muchos afios después de la
infeccidn y no son caracteristicos de los LVPR, ademas, al tratarse de una enfermedad cronica, con
un largo periodo de incubacion, los animales que puedan ser diagnosticados clinicamente, hace
mucho que fueron infectados por el virus, y, por lo tanto llevan tiempo contagiando a otros animales
del rebafio, cabe sefialar que la cantidad de virus en la sangre y secreciones tiende a ser muy baja. El
diagndstico se hace usualmente por pruebas seroldgicas, estas pruebas incluyen inmunodifusion en
Agar Gel (AGID por sus siglas en inglés), ELISA (estas dos pruebas son test internacionalmente
sugeridos), Western blot y Radio Inmunoprecipitacion (aunque esta es raramente usada), estas
ultimas dos pruebas son Utiles como técnicas confirmatorias del diagnostico. Una desventaja de la
inmunodifusion en agar gel es la subjetividad de la interpretacion, ademas de ser inadecuada para
analizar leche (Keen et al., 1997; Callan y Van Metre, 2004; Blacklaws et al., 2004;
Christodoulopoulos, 2006; Bertoni, 2007; Reina et al., 2008).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es eficiente al detectar la infeccion por
LVPR, con la desventaja que es mas costoso que una prueba seroldgica. La prueba de PCR es util al
confirmar una prueba seroldgica positiva en una animal de alto valor (Callan y Van Metre, 2004).

Los drganos blanco muestran cambios histopatoldgico, asociados con infiltraciones de
células mononucleares que producen inflamacion crénica. Aunque estos cambios no son
patognomonicos (De Andrés, 2005).

Un diagnostico diferencial que puede ser considerado para los LVPR es por ejemplo un
absceso espinal, una deficiencia de cobre, poliencefalomalacia y listeriosis (Callan y Van Metre,
2004).

12.1.- Aislamiento del virus en cultivos celulares
El virus puede ser aislado de explantes de tejido o por cocultivo infectado con fluidos o con

células permisivas, con ambos métodos el efecto citopatico caracteristico que provoca el

crecimiento virico es la formacion de sincitios (Reina et al., 2008; De Andres, 2005).
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El virus de AEC no precisa para su crecimiento en cultivos celulares en cuanto al medio de
cultivo o el tipo celular de requerimientos especiales, si bien s6lo es capaz de infectar células de
rumiantes, a diferencia del virus del Maedi Visna, es capaz de infectar in Vitro células de especies
no rumiantes (Reina et al., 2008; De Andrés, 2005).

En cualquier caso el aislamiento virico es poco préactico, caro, complejo, lento y no muy
sensible, por lo que no debe ser utilizado como prueba diagnéstica rutinaria. Su principal interés
estriba en la produccidn de antigenos para las pruebas seroldgicas (De Andrés, 2005).

13.- TRATAMIENTO

Todos los sindromes clinicos asociadas a las infecciones por LVPR, son progresivos e
irreversibles. No hay tratamiento que haya demostrado eficiencia para detener por completo la
enfermedad (Callan y Van Metre, 2004).

14.- PREVENCION

La prevencion estd basada en la identificacion de animales infectados, minimizar la
transmision entre hembras infectadas y la cria, minimizar el contacto directo entre animales
infectados y los que no lo estan, y por ultimo eliminar todos los animales infectados. Pruebas
serologicas y seleccion de animales, pueden disminuir la prevalencia en un hato. Los programas
iniciales de pruebas serologicas, deben ser repetidos por lo menos cada seis meses, para poder
erradicar la infeccion de un hato, y continuar con un examen anual para asegurar la negatividad del
hato. La erradicacion de la infeccion en un hato muy grande tal vez sea impréactica y no costeable,
ya que al tener que eliminar a todos los animales infectados, aumentan los costos para poder

reponer a los que tuvieron que ser eliminados (Callan y Van Metre, 2004).
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15.- BIOINFORMATICA

La bioinformética, biologia computacional o biocomputacién es el campo de la ciencia, donde
la biologia, las ciencias de la computacion y las tecnologias de la informacion se unen en una sola
disciplina, la cual es de andlisis cuantitativo de informacion relacionada con macromoléculas
bioldgicas con la ayuda de computadoras. Este campo interdisciplinario comprende la investigacion
y desarrollo de herramientas Utiles para llegar a entender el flujo de informacién desde los genes a
las estructuras moleculares, a su funcién biogquimica, a su conducta bioldgica y, finalmente, a su
influencia en las enfermedades y caracteristicas agronomicas. La decada de 1980 a 1990 vio el
establecimiento del GenBank y el desarrollo de rédpidos algoritmos para busquedas en bases de
datos como FASTA de William Pearson y BLAST de Stephen Altschul et al., por otra parte, el uso
masivo de internet en los afios siguientes hicieron posible el acceso inmediato, intercambio y
diseminacion de datos bioldgicos. En términos generales la bioinformética gand prominencia como
una disciplina debido al avance en los estudios sobre el genoma humano que produjeron grandes
cantidades de datos biologicos (Lee, 2003; Hernandez, 2008; Wikipedia, 2009; Rodriguez, 2009).

La explosion de informacion sobre secuencias gendmicas generaron una demanda de
herramientas computacionales eficientes para manejar y analizar los datos, el desarrollo de estas
herramientas dependié del conocimiento generado en disciplinas tan diversas como las
matematicas, la estadistica, las ciencias computacionales, las tecnologias de la informacién y la
biologia molecular, la mezcla de estas disciplinas creé un campo orientado a la informacién en la
biologia, el cual es conocido como bioinformatica (Lee, 2003; Hernandez, 2008; Rodriguez, 2009).

La bioinformatica estudia el desarrollo de métodos computacionales y técnicas estadisticas
para resolver problemas practicos y tedricos derivados del almacenamiento, extraccion,
manipulacién y distribucion de informacion relativa a macromoléculas biolégicas como el ADN,
ARN vy proteinas. (Lee, 2003; Altman, 2006; Rodriguez, 2009).

Asi, la bioinformatica puede tener un impacto profundo en diferentes campos, como la salud

humana y animal, agricultura, el ambiente, la energia y la biotenologia (Lopez 2009).
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La bioinformatica comprende tres especialidades:

e La investigacion, desarrollo de infraestructura, sistemas de informacion y comunicaciones que
requiere la biologia moderna (Redes y bases de datos para el genoma, estaciones de trabajo
para procesamiento de imagenes). Bioinformatica en sentido estricto (Hernandez, 2008).

e La computacion que se aplica al entendimiento de cuestiones bioldgicas basicas, mediante el
modelado y simulacion como sistemas de vida artificial, algoritmos genéticos, redes de
neuronas artificiales (biologia molecular computacional) (Hernandez, 2008).

e El desarrollo y utilizacion de sistemas computacionales (biochips, biosensores, computacién
basada en ADN) basados en modelos y materiales biolégicos. Los computadores basados en
ADN se estdn empleando para la secuenciacion masiva y el analisis de diversas
enfermedades, explotando su caracteristica de procesamiento paralelo implicito.
(Hernandez, 2008).

Las principales areas de investigacion en bioinformatica incluyen:

Alineamiento de secuencias

e Prediccion de genes

e Montaje del genoma

e Alineamiento estructural de proteinas
e Prediccion de estructura de proteinas
e Prediccion de la expresion génica

e Interacciones proteina-proteina

e Modelado de la evolucion

El objetivo principal de la bioinformatica es lograr entender mejor a las células, y la manera
en que funcionan a nivel molecular. De esta manera la investigacion en bioinformatica puede
generar nuevas ideas y ofrecer una perspectiva global de las funciones celulares. La bioinformatica
se ha convertido en algo esencial para la investigacion en gendmica y biologia molecular
(Rodriguez, 2009).
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El primer reto que enfrenta la bioinformatica en la actualidad es el almacenamiento tan grande
de informacién que existe, asi como proveer un facil acceso a esta informacién; ya que esta no
significa nada sin un analisis; asi el puro volumen hace imposible incluso para bidélogos entrenados
hacer una interpretacion manual. Aqui es cuando las computadoras extraen la informacion
bioldgica. La integracion de esta informacion, permitira un mejor entendimiento de los organismos

bioldgicos (Lopez, 2009).

15.1.- Conceptos y técnicas principales

Para entender a la bioinformatica es necesario conocer algunos términos basicos. Por ejemplo:
genoma es el conjunto de genes que caracterizan a una especie. Los genes agrupados en
cromosomas estan constituidos de ADN, una molécula que estd compuesta por bases o nucledtidos.
Hay cuatro tipos de bases para el ADN: adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C). El
genoma tiene las instrucciones generales, y quienes realizan el trabajo de verdad son las proteinas.
El conjunto de todas las proteinas que intervienen en los procesos biologicos de una especie es lo
que se conoce como proteoma, y el objeto que se plantea ahora es llegar a determinar la
composicion, estructura y funciones de todas y cada una de ellas (Hernandez, 2008).

El principal proceso que realiza la bioinformatica es el analisis de secuencias, el cuél consiste en
“tratar de encontrar algo” relativo a una secuencia de un aminoacido o un nucleétido empleando

técnicas de biologia in silico (Hernandez, 2008).

Este algo puede ser:
e Aprender lo que hace una secuencia de ADN

e Confirmar que la clonacion de un gen ha sido exitosa

e Saber si algun ser vivo tiene una proteina similar a los humanos
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Figura 10
Vision general de la bioinformética
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Bioinformatica: Estructuras biol6gicas, datos, procesamientos y aplicaciones (Hernandez, 2008)

El analisis puede consistir de tareas como:

e Extraer secuencias de un gen

e Buscar una secuencia en un gen o proteina
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Las tecnologias de la informacién y las comunicaciones ayudan a recolectar, organizar y distribuir
informacion, para emplearse en su analisis y aplicaciones (Hernandez, 2008). Basicamente, los

sistemas informaticos se emplean en este campo para:

e Adquisicion de datos

e Software para visualizacion

e Programas para el control de reactivos, geles y otros materiales
e Generacion y ensamblaje de secuencias

e Andlisis de datos

e Programas de analisis de secuencias

e Prediccion de estructura de proteinas

e Paquetes de integracion y ensamblaje de mapas genéticos

e Software para clasificacion y comparacion

e Técnicas de inteligencia artificial

e Gestion de datos

e Base de datos locales o accesibles mediante redes de comunicaciones
e Distribucion de datos

e Redes de comunicaciones

15.2.- Sistemas bioinformaticos

Las computadoras se usan de varias formas en la biologia moderna:

e Recolectan y procesan sefiales detectadas por equipos de laboratorio (por ejemplo
secuenciadores de ADN, espectografos).

e Supervisan y administran experimentos en laboratorios industriales.

e Almacenan datos en bases de datos publicos y proveen acceso a dichas bases por medio de
buscadores u otros mecanismos.

e Extraen patrones y reglas de grandes colecciones de datos y usan los patrones observados para
caracterizar y predecir caracteristicas en nuevas muestras de datos.

e Anotacion: uso de métodos de computo automatizados para asignar significado a los datos y

crear ligas de informacidn entre colecciones de datos diferentes.
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e Simulacion: La informacién conocida sobre un sistema, que junto con modelos matematicos o

fisicoquimicos, se usa para simular propiedades del sistema.

Existen 3 recursos fundamentales que se requieres para la investigacion bioinformatica:
almacenamiento de datos, recursos de computo y ancho de banda. La administracion del volumen
de datos requiere de una infraestructura significativa de hardware y software (Hernandez, 2008).

En la figura 11 se muestra un esquema con la aproximacién de una arquitectura genérica de

un sistema bioinformético, donde los principales componentes son:

e Los sistemas de origen, que son los repositorios de informacion que se crean a partir de la
investigacion en laboratorios e institutos; estos recursos pueden ser publicos (GenBank,
ProDom, TIGR, RegulonDB, AceDB) o privados (Celera).

e Los sistemas de procesamiento de datos, entre los que destacan los datawarehouse (DW),
encargados de concentrar y modelar la informacion para luego crear datamarts (DM) de
contexto especifico. Ya que se tiene la informacion en una presentacion mas adecuada
puede procederse a explotarla por medio de diferentes herramientas por ejemplo
OLAP/mineria de datos.

e Los sistemas de explotacion (cliente), que pueden ser navegadores de Internet o de clientes

propietarios que se comunican con un servidor para procesar informacion especifica.

Figura 11
Aproximacion de una arquitectura genérica de un sistema bioinformatica
Laboratorios
Centros de investigacion Sistemas
fuente
Fuentes Fuentes
privadas piiblicas

- - ‘ Procesamiento
de datos

Aproximacidn de la arquitectura de los sistemas bioinforméticos representado en un esquema general (Hernandez 2008).
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En el caso de los sistemas de explotacion, muchas tareas comunes en el trabajo con secuencias
de ADN vy proteinas, por ejemplo lectura, alineamiento, manejo de bases, de datos, etc., son
realizadas por medio de programas comerciales, por ejemplo BLAST, FASTA, GCG (Hernandez,
2008)

Adicionalmente existen proyectos mas orientados a desarrolladores donde se proveen
frameworks para el desarrollo de aplicaciones bioinformaticas (por ejemplo: BioJava, BioLisp,
BioPerl, BioCORBA, bioXML, BSML) (Hernandez, 2008).

16.- FILOGENETICA

Durante las pasadas décadas, el analisis filogenético se ha convertido en una importante
herramienta de la biologia para comparar informacion acerca de genes, individuos, poblaciones, y
especies. El anélisis filogenético es usado para estimar la relacién histdrica entre los genes o
especies, y describir estas relaciones en la forma de un diagrama ramificado, mejor conocido como
arbol filogenético (Hillis, 1997; Acthman, 2001; Hall y Barlow, 2006).

La necesidad de un andlisis filogenético se desprende del hecho de que lo objetos de estudio,
usualmente Ilamado taxones, ya sean genes, especies, o algin otro nivel de organizacion no son
estadisticamente independientes, sino que estan conectados a través de relaciones histéricas (Hillis,
1997; Achtman, 2001; Hall y Barlow, 2006; Cates, 2006).

El anélisis filogenético tiene muchas aplicaciones, como reconstruir la secuencia de genes
ancestrales a través de genes existentes y derivados; estudiar el origen y epidemiologia de las
enfermedades; inferir la evolucion de rasgos ecoldgicos y de comportamiento a través del tiempo;
estimar las relaciones biogeogréficas historicas; priorizar la conservacion de especies en peligro de
extincion; y reconstruir la relaciones historicas a través de toda la vida (Hillis, 1997; Achtman,
2001, Cates, 2006; Hall y Barlow, 2006).

Los estudios de epidemiologia molecular de los organismos causantes de enfermedad como
los virus, se hizo posible, aunque muchos virus evolucionan rapidamente, y muchas veces tienen
miles de substituciones de sitios nucledtidos por afio, puede ser por esto, que estos estudios tal vez
solo involucren deducciones de solo algunos afios antes (Morrison, 1996; Hillis, 1997; Achtman,
2001; Hall y Barlow, 2006).
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Todas las disciplinas bioldgicas estan unidas por la idea de que las especies comparten una
historia en comun, y dentro de las ciencias bioldgicas, la filogenética ha sido relegada a un sector de
cientificos interesados en la evolucién historica de los organismos. El uso de arboles evolutivos es
un paso fundamental en muchos problemas biolégicos, para entender la alineacion de secuencias
maltiples, estructuras de proteinas y prediccion de su funcionamiento (Morrison, 1996; Kim y
Warnow, 1999; Achtman, 2001; Hall 2003).

La filogenia molecular, se utiliza para obtener informacién de la evolucion y relaciones de
un organismo. Es una de las técnicas mas usadas en la biologia, este campo se ha desarrollado
rapidamente durante las ultimas décadas. El uso de un vocabulario en esta area se ha incrementado
asi como los softwares utilizados (Morrison, 1996; Huelsenbeck et al., 2001; Achtman, 2001;
Ronquist, 2003).

Cladistica. Rama de la biologia que define las relaciones evolutivas entre los organismos
basdndose en similitudes. Los diagramas evolutivos que produce son llamados cladogramas
(Morrison, 1996).

Cladograma. En este tipo de arbol sus ramas solo muestran el orden de relacion entre los
organismos, es un arbol formado usando métodos cladisticos (el analisis cladistico forma la base de
la mayoria de los sistemas modernos de clasificacion bioldgica, que buscan agrupar a los
organismos por sus relaciones evolutivas). Son diagramas ramificados, similares en apariencia a los
arboles familiares que muestran un disefio de relacion donde el tamafio de las ramas no son
necesariamente proporcionales al tiempo evolutivo entre los organismos relacionados o secuencias.
Este tipo de arbol representa un patron ramificado (figura 12) (Morrison, 1996; Cates, 2006; Porter,
2007).

Figura 12

Cladograma

Arbol donde se representa un cladograma, se observa que sus ramas tienen el mismo tamafio (Porter, 2007).
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Dos tipos de informacion evolutiva pueden ser representadas en un cladograma. Primero, el
evento de especiacion (evento evolutivo que conlleva al origen de nuevos taxones) en la historia
evolutiva es representado por la secuencia de ramificacion del arbol. Segundo, el evento de filesis
(evento evolutivo que modifica un taxon sin ser causa de originar nuevos taxones) puede ser
representado por el tamafio relativo de las ramas del arbol (en tal caso este es referido como un
filograma). La secuencia de ramificacion de un cladograma organiza taxones en grupos
monofiléticos (clados), y la mejor manera de discutir el patron evolutivo representado por un
cladograma es en términos de cuales taxones forman grupos monofiléticos de un arbol. Un grupo
monofilético es un grupo de taxones descendientes de un solo ancestro y el cual incluye todos los
taxones descendientes a partir de este ancestro. Grupos que no incluyen todos los descendientes de
su mas reciente ancestro comin son llamados grupos parafiléticos. Finalmente cabe recordar que un
cladograma representa una serie de hipotesis concernientes a una historia evolutiva (Morrison,
1996; Cates, 2006; Porter, 2007).

Dendograma. Es un amplio término para la representacion en forma de diagrama de un
arbol filogenético.

Filograma. Es un arbol filogenético que representa explicitamente cambios de ndmeros o
caracteres a través de lo largo de su rama. Este tipo de arboles se caracteriza por que el largo de sus

ramas refleja distancia entre los taxones (figura 13) (Porter, 2007).

Figura 13

Filograma

Arbol en forma de filograma donde se ve que sus ramas representan distancias estando estas desiguales (Porter, 2007).
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17.- ARBOLES FILOGENETICOS

Un éarbol filogenético o un arbol evolutivo, es una estructura matematica usada para
representar la historia evolutiva (relaciones de ancestro-descendiente), es la representacion grafica
de la relacién evolutiva entre grupos taxondmicos (especies biologicas) u otras entidades que se
cree tienen un ancestro comdn. La taxonomia es el sistema de clasificacion de plantas y animales
por medio de la agrupacion de estos dentro de categorias acordes a sus similitudes. En un arbol
filogenético, cada nodo con descendientes representa el ancestro comin mas reciente de los
descendientes y la distancia del margen algunas veces corresponde al tiempo estimado. Cada nodo
es llamado unidad taxondmica, nodo internos son llamados unidades hipotéticas taxonémicas
(HTU’s por su siglas en inglés) ya que no pueden ser directamente observadas (Cates, 2006;
Vinuesa, 2008).

Cada organismo viviente tiene ADN, ARN vy proteinas. Organismos estrechamente
relacionados, tienen un alto grado de similitud en la estructura molecular, mientras que las
moléculas de organismos relacionados de forma distante, muestran poca relacion en su estructura
molecular. La practica comdn es usar estas secuencias biomoleculares como representantes de las
especies, asi las hojas del arbol estdn marcadas con secuencias biomoleculares (Durbin et al., 1998;
Kim y Warnow, 1999; Porter, 2007).

Se puede usar ADN para detectar cambios entre organismos 0 secuencias genéticas, que
estan estrechamente relacionadas, en diferentes especies. Los genes paralogos son genes que estan
mas distantemente relacionados; las secuencias de proteinas pueden detectar relaciones mas
distantes, se dice que las secuencias de proteinas son mas tolerantes de cambios. La filogenia
molecular usa esta informacion para construir un “arbol” que muestre la probable evolucién de
ciertos organismos. El aproximamiento mas comun es la comparacion de secuencias para genes,
usando técnicas de secuencia de alineacion para identificar similitud (Durbin et al., 1998; Kim y
Warnow, 1999; Porter, 2007).

El primer objetivo cientifico del estudio filogenético no es resolver un problema de
optimizacion dado, sino recuperar el orden de especificacién o eventos de duplicacion genética

representados por la topologia del arbol evolutivo (Kim y Warnow, 1999).
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17.1 Partes de un arbol filogenético

Figura 14

Partes de un arbol filogenético

NODULQ INTERNO

[ NODULO EXTERNO

RAMA

Partes de un &rbol esquematizadas (Porter, 2007).

17.2.- Tipos de arboles

Arbol con raiz. Un arbol con raiz (figura 15), es un arbol directo con un Gnico nddulo
correspondiente al ancestro comin mas reciente de todas las entidades de las “hojas” del arbol (Kim
y Warnow, 1999; Porter, 2007).

Los epidemidlogos microbiales y moleculares estan concientes de que para hacer una
suposicion acerca del orden de descendencia a partir de un ancestro comdn es necesario encontrar la
raiz de un arbol filogenético (Aldous, 1995; Achtman, 2001; Hall y Barlow, 2006).

Figura 15

Arbol filogenético con raiz

En los arboles con raiz todos los taxones descienden de un ancestro comdn (Porter, 2007).
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Arbol sin raiz. Estos pueden ser generados a partir de arboles con raiz omitiendo la raiz, y
esta no puede ser deducida en este tipo de arboles (figura 16) (Poter, 2007).

Figura 16
Arbol filogenético sin raiz

Esquema de un arbol sin raiz, esta no se encuentra identificada en el arbol (Porter 2007).

La distincidn entre arboles con raiz y sin raiz es muy importante, tanto unos como los otros,
pueden estar bifurcados o multifurcados. Un arbol bifurcado tiene un maximo de dos descendientes
surgiendo de cada ndédulo interior, mientras que los arboles multifurcados puede que tengan mas de
dos descendientes. Un arbol etiquetado tiene valores asignados a sus hojas, mientras que los arboles
no ctiquetados a veces llamado “forma de arbol” solo definen una topologia (Morrison, 1996).

Taxon. En biologia, un taxon (del griego zalic, ordenamiento) es un grupo de organismos
emparentados, que en una clasificacion dada han sido agrupados, asignandole al grupo un nombre
en latin, una descripcion, y un "tipo", por ejemplo: si el taxon es una especie, es un espécimen o
ejemplar concreto; cada descripcion formal de un taxon es asociada al nombre del autor o autores
que la realizan, los cuales se hacen figurar detras del nombre. En latin el plural de taxon es taxa, y
es como suele usarse en inglés, pero en espafiol el plural adecuado es taxones (Mayr, 1996).

La ciencia que define a los taxones se llama taxonomia. La finalidad de clasificar los
organismos en taxones formalmente definidos, en lugar de grupos informales, es la de proveer
grupos cuya circunscripcion, esto es, de qué organismos estdn compuestos, sea estricta y cuya
denominacion tenga valor universal, independientemente de la lengua utilizada para la
comunicacion. Los taxones existen dentro de una clasificacion dada, sujeta a cambios y sobre la que
pueden presentarse discrepancias, lo que obliga respecto a ciertas denominaciones problematicas a

especificar en el sentido de que autor se esta usando el nombre (Mayr, 1996).
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Existen dos tipos de taxones:

e Natural: Se justifica por las caracteristicas y la historia evolutiva de sus miembros, de
manera que puede decirse que existe en la naturaleza. La sistematica filogenética acepta
como taxones naturales a cada especie particular o a cualquier grupo monofilético de
organismos, entendiendo como tal solamente a los que forman un clado o rama del arbol de
la evolucion. La mayoria de los sistematicos aceptan también como naturales a grupos
grupos parafiléticos (“cajon de sastre”) cuyo antepasado comin encaja dentro del grupo
(Mayr 1996).

e Artificial: No existe en la naturaleza, son grupos polifiléticos, cuyo antepasado comin no
forma parte del grupo. Por ejemplo, las algas o los protozoos. Estos grupos no tienen validez
en la clasificacion, pero siguen siendo utilizados para organizar ciertas categorias de

informacion cientifica por su tradicion histérica (Mayr, 1996).
Taxones monotipicos. Se llama taxon monotipico al que solo contiene un miembro de la

categoria inmediatamente subordinada. Por ejemplo, una familia que s6lo contiene un género, sin

que importe cuantas especies contenga éste (Wikipedia, 2009).
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18.- CONSTRUCCION DE UN ARBOL FILOGENETICO

Los &rboles filogenéticos son construidos usando métodos computacionales filogenéticos.
Métodos de distancia de matriz (Distance-matrix) como neighbour-joining 0 UPGMA, los cuales
calculan distancias genéticas a partir de la alineacion de secuencias mdltiples, son simples de
implementar, pero no invocan un modelo evolutivo. Métodos de alineamientos de secuencias, como
ClustalwW también crean arboles usando algoritmos simples de construccion de arboles. Maximum
parsinomy (parsimonia)® es otro método simple de estimar arboles filogenéticos, pero implica un
modelo implicito de evolucién (Morrison 1996; Felsenstein, 2004).

Métodos mas avanzados utilizan el criterio optimo de méaxima similitud (maximum
likelihood)?, siempre dentro de un marco de trabajo Bayesiano, y aplica un explicito modelo de

evolucion para la estimacion de arboles filogenéticos (Morrison 1996; Felsenstein, 2004).

Parsimonia. Método para la deduccion de arboles filogenéticos. La motivacidon para el criterio de parsimonia es la observacion de si la evolucion es

asumida para operar sélo a través de puntos de mutacién, por ejemplo la sustitucion de un nucleétido por otro (Kim y Warnow, 1999; Vinuesa 2009).

Similitud méaxima. Permite de una forma algoritmica incorporar una perspectiva modelo-teérica de la secuencia de evolucion. Para la estimacion
de similitud méxima, se evaltan la topologia de un &rbol dado por una optima determinacion numérica local para los pardmetros de margen de peso,

y la bsqueda a través de diferentes topologias de arboles (Vinuesa, 2009; Kim y Warnow, 1999).
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19.- JUSTIFICACION

Conocer la evolucién que han tenido a través del tiempo los lentivirus de pequefios
rumiantes (LVPR), permitird conocer su posible ancestro comdn y la forma en que estos se han
diversificado y evolucionado, con el fin de poder identificar sus mutaciones, los cuales repercuten
en el diagndstico y control de la enfermedad. Ademas el entender su comportamiento genético
podra ayudar a comprender cada cuando ocurre esta diversidad genética, asi como el por qué

existe una transmision ovino-caprino y viceversa.
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20.- OBJETIVO

Demostrar la relacion filogenética que existe entre los lentivirus de pequefios rumiantes
(LVPR) a partir de la recopilacion y andlisis de articulos cientificos, memorias de congresos,
reuniones, cursos, articulos de revistas especializadas, etc., que se encuentren en las bases de datos

referentes al tema.
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21.- HIPOTESIS
Existe suficiente informacidn acerca de la filogenia de los lentivirus de pequefios rumiantes

(LVPR). Existe ademas alguna diferencia entre los LVPR tanto en su forma clinica como en su

evolucion filogenética.
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22.- METODOLOGIA

Recopilacion de memorias de congresos, reuniones, cursos, articulos de revistas
especializadas, bases de datos, articulos cientificos, etc., donde se estudie la relacion filogenética
entre los lentivirus de pequefios rumiantes (LVPR) que se encuentren en las bases de datos
cientificos, asi como el analisis de estos, ya sea por medio de diagramas, imagenes, arboles, o

cuadros.
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23.- ANALISIS FILOGENETICO DE LOS LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES

En 1981 los lentivirus de cabras y ovinos fueron reconocidos como virus estrechamente
relacionados entre si basados en su reactividad cruzada. Posteriores reportes confirmaron que MV 'y
AEC tienen al menos un epitope en comun en cada una de sus proteinas estructurales. A pesar de la
evidencia mostrada de que MV y AEC estan estrechamente relacionados antigénicamente, fue
también reconocido que ambos virus tienen la capacidad tener variaciones antigénicas significantes
dentro del mismo animal infectado (Pasick, 1998).

La visién tradicional de que MV y AEC son causados por distintos agentes debe ser
desechada, y en su lugar los LVPR deben ser visto como un grupo de quasiespecies. Este término es
definido como una compleja poblacion de especies de diversas entidades que actuan como una sola.
Muchos estudios epidemiologicos han demostrado que AEC y MV estdn muy relacionados,
diversos estudios filogenéticos han llevado a la idea de que tal vez no sea muy exacta la
clasificacion de los LVPR basado en la especie hospedera (Pasick, 1998; Grego et al., 2005; Pisoni
et al., 2007).

Cuando se hace un estudio epidemioldgico, la meta es determinar la causa o la fuente de
algun fendmeno relacionado que esté afectando a una poblacidn; asi como la distribucion de ese
fendmeno en la poblacién; mientras que la fuente de muchas enfermedades tanto crénicas, como de
comportamiento infeccioso o no infeccioso, puede ser determinado por el estudio de algunas
caracteristicas, comportamientos, o el ambiente donde se encuentra la poblacion; aunque muchas
veces resulta dificil encontrar la fuente de enfermedad infecciosa dentro de una poblacion por
medio de estos métodos. (Hall y Barlow, 2006).

La epidemiologia clasica traza la diseminacion de la enfermedad del agente infeccioso en el
hospedador junto con el andlisis de los patrones de la enfermedad o la seroconversion inducida en
una poblacion de riesgo. En contraste la epidemiologia molecular, la cual esta basada en el analisis
filogenético de las secuencias gendmicas, puede ser vista como un estudio epidemioldgico que
provee informacion acerca del agente al conocer el pasado de este. Dado el alto rango de evolucion
de los agentes infecciosos en comparacion con los hospedadores, su diseminacion en una poblacion
reflejada en términos de evolucion gendmica, acumuladas a través del tiempo desde el origen del
agente epidemioldgico. Esto es mas particular para los virus, los cuales han tenido altos rangos de
evolucidn. El andlisis filogenético de las secuencias gendmicas virales ha sido de gran utilidad tanto
en el area de epidemiologia como en muchas otras areas, y esta reemplazando el tipado antigénico

por medio de anticuerpos monoclonales (Zanoni, 1998).
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El analisis filogenético de los LVPR esta basado principalmente en sus genes gag, pol y env,
con pocos estudios de comparacion de genes regulatorios o de LTR (Ravazzolo et al., 2001).

La aplicacion de un analisis filogenético tanto a las secuencias de AEC como a las de MV es
de crucial importancia para el analisis epidemiol6gico de las infecciones con LVPR, y para estudiar
potenciales diferencias entre la virulencia que circula entre las cepas existentes de los LVPR. Se ha
visto que la clasificacion de los LVPR basado en sus especies hospederas es incorrecto, ya que
muchos andlisis filogenéticos han demostrado que tanto ovejas como cabras se infectan con LVPR

que son considerados especificos de la otra especie (Pisoni et al., 2006; Gjerset et al., 2007).

23.1.- Caracterizacion geneética de los lentivirus ovinos fenotipicamente distintos de Norte
Ameérica y su posible origen a partir del virus de AEC

Secuencias de ADN de 1.6 kb del gen env derivadas de los lentivirus ovinos (OvLV) 85/34
y 84/28 fueron analizadas junto con las correspondientes secuencias derivadas de los virus tipo MV
cepa 1772 tipo de islandia, MV britanica cepa EV1, y el MV de Sudafrica cepa SA-OMVYV, asi
como un aislado tipo AEC de Norte América cepa 75663. Las secuencias del gen env de los OvLV
de Norte América, SH11 y SH8, fueron obtenidas por en un estudio. La region env del virus de la

inmunodeficiencia bovina fue incluido en este analisis como un grupo externo (Karr et al.,1996).

23.1.1.- Las regiones env de los lentivirus ovinos (OvLV) cepas 85/34 y 84/28 son estrechamente

homologas entre si

Para amplificar el ADN viral de las células de la membrana sinovial de cabras infectadas
con alguno de los dos OvLV, se probaron los primers especificos para las regiones env tanto de MV
como de AEC. Mientras que los intentos de amplificar ADN usando primers especificos para el
genoma de MV cepa 1772 no obtuvieron éxito alguno, la amplificacion por PCR usando primers
especificos para la region env de AEC cepa CO produjo productos ADN del tamafio predicho. Las
reacciones de PCR usando primers especificos para el gen env de AEC produjo productos PCR de
1.6 kilobases que fueron subsecuentemente clonados en el vector pGEM-T y sus respectivas
secuencias de nucledtidos determinadas, usando métodos estandares de secuenciacion. Cuando se
alinearon dichas secuencias de las regiones env de los dos virus se encontré que tenian 97.5% de
homologia entre sus secuencias (cuadro 4). Estos resultados indican una relacién estrecha de estos

virus y se sugiere que se originaron de un ancestro comun (Karr et al., 1996).
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Cuadro 4

Homologia entre la region env de diferentes LVPR

Cepa

CAEV-CO
CAEV-63
OvLV-SH11
OvLV-SH8
OvLV-84/28
OvLV-85/34
MVV-1772
MVV-
SAOMV
MVV-EV1

CAEV CAEV OvLV OvLV OvLV OvLV

CO

87.6
83.9
83.4
71.8
71.0
61.5

65.2

61.6

63

88.8

81.3
80.9
69.4
70.4
60.0

62.9

59.1

SH11

84.8
83.1

99.1
70.9
70.9
63.8

67.1

62.4

Cepa
SH8  84/28 85/34
Porcentaje de homologia
847 134 726
831 728 72.0
995 705 700
706 701
70.4 97.5
704 959
629 688 694
66.6 71.4 70.8
615 657 654

MVV MVV MVV
1772 SAOMV EV1
63.0 64.4 63.2
62.8 65.8 62.2
65.3 67.7 64.1
65.3 67.7 64.2
67.1 67.9 65.6
67.1 68.0 66.0

78.2 76.7
85.0 76.8
80.6 82.5

Porcentajes de homologia entre las secuencias de los lentivirus ovinos (OvLV) con secuencias de lentivirus ovinos/caprinos conocidas. Resumen de

los porcentajes de las secuencias de aminoacidos y nucleétidos con las regiones env 1.6 kb de los OvLV cepas 85/34 y 84/28 obtenidas de

alineamiento entre las secuencias OvLv con secuencias con secuencias conocidas del gen env de lentivirus ovinos y caprinos, usando el programa

DISTANCES. Las homologias de las secuencias de nucleétidos de los OvLV 85/34 y 84/28 comparadas con las cepas de AEC o las tres cepas de MV

estan subrayadas. La homologia de los OvLVs con AEC es de 72.7% con un rango de 72.0-73.4% y la homologia de los OvLVs con MV es de 67%
con un rango de 65.6-68.0 (Karr et al., 1996).
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23.1.2.- Las regiones env de los OvLV 85/34 y 84/28 son méas homdlogas con AEC que con MV

Los genomas de las tres cepas de MV mostraron tener aproximadamente 80% de homologia
entre si, mientras que las dos cepas prototipicas de los virus caprinos CAEV-CO y CAEV-63 tienen
85% de homologia entre sus secuencias. Sin embargo, cuando se comparan entre si, los lentivirus
ovinos y caprinos conocidos, tienen solo 60% de identidad en sus regiones env. Para entender su
relacion genética con lentivirus ovinos y caprinos previamente secuenciados, se compararon las
regiones env de los OvLV’s 85/34 y 84/28, con las correspondientes secuencias de dos aislados
caprinos CAEV-CO y CAEV-63, otros dos OvLV norte americanos (SH11 y SH8) y tres cepas de
virus visna ovinos, la islandica MVV-1772, la britanica MVV-EV1, y la de Sudafrica SA-OMVV.
La homologia entre las secuencias env de las cepas de OvLV 85/34 y 84/28 y aquellas de AEC fue
de 72.7% con un rango de 72.0-73.4% (Karr et al., 1996).

Sin embargo, comparado las secuencias de estos ovinos con las tres cepas de MV, las
secuencias de OvLV compartieron 67% de homologia con un rango de 65.6-68.0% (cuadro 4).
Analisis similares en las secuencias de aminoacidos también mostraron una homologia ligeramente
méas alta de los OvLV con AEC (70.7%) comparado con MV (68.6%). Los porcentajes de
homologia en las secuencias en las regiones env de estas cepas de lentivirus ovinos y caprinos
fueron usadas para construir un arbol filogenético (figura 17). Este andlisis asocia los OvLV 85/34
y 84/28 en un grupo con AEC cepas CO y 63 y los OvLVs SH11 y SH8, y lejos de las cepas 1772,
SA-OMVV y EVL1. Estos resultados sugieren una relacion evolutiva estrecha de los OvLV devNorte
América con AEC, mas que con MV (Karr et al., 1996).
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Figura 17

Arbol filogenético construido a partir de los porcentajes de homologia entre las

secuencias en las regiones env 1.6 kb de cepas de lentivirus ovinos y caprinos
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Este analisis agrupa los OvLv 85/34 y 84/28 en un grupo con AEC cepas CO y 75663 (63) junto con las cepas OvLVs SH11y SH8, y lejos del grupo
las cepas de MVV-1772, SA-OMVV y EV1. Estos resultados sugieren una relacion evolutiva estrecha de los OvLV con AEC, mas que con MV. Las

distancia de las ramas son proporcionales al nimero estimado de substituciones de nucleotidos, y las probabilidades de bootstrap® (en porcentaje)

estan dadas en cada rama interna. La barra de escala es igual o aproximadamente 5% de divergencia nucleétida (Karr et al., 1996).
Cepas de origen ovino: OLV-SH11, OLV-SH8, OLV-84/28, OLV-85/34, MVV-1772, MVV-EV1, MVV-SAOMV.

Cepas de origen caprino: CAEV-CO, CAEV-63

Grupo externo: BIV

El método Bootstrap propuesto por Efron en 1979, es una técnica de estimacion de la distribucién muestral de un estudio estadistico. EI

procedimiento Bootstrap, consiste en hacer una serie de replicaciones a cada miembro de una muestra, gran cantidad de veces. Una forma corta, se

hace tomando una nueva muestra de la misma muestra con reemplazo, ya que cada vez que se selecciona una observacion para la muestra, se permite

a cada elemento de la muestra original tener la misma probabilidad de ser seleccionado. Por lo tanto, seleccionar una muestra es equivalente a

reproducir cada elemento gran cantidad de veces y realizar un muestreo sin reemplazo (Rodriguez y Tamayo, 2008).
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23.1.3.- Substitucion de nucle6tidos en los genes env de OvLV 85/34 y 84/28 son homologos con
aquellos de MV

En el alineamiento de las secuencias env mostradas en la figura 18, se observé que muchas
de las substituciones de nucle6tidos en las secuencias de los OVLV, los cuales distinguen esos virus
de CAEV-CO fueron homologos con aquellos a partir de MV, MVVV-1772, SA-OMVV y/o EV1. La
cuantificacion del nimero de estos tipos de substituciones en la secuencia env del OvLV 85/34
mostré que aproximadamente el 43% del total de los cambios de bases en esta secuencia diferente
de la secuencia de CAEV-CO, pero que fueron homologos para MVV-1772 como se muestra en el
cuadro 5 (Karr et al., 1996).

Cuadro 5
Cambios en las bases nucledtidas de OvLv de la secuencia del gen env que son diferentes de
CAEV-CO pero que son homdlogos a las secuencias de MV

Cepa MVV1772 SA-OMVV EV1
OvLV 148/354 153/354 155/354
84/28 42% 43% 44%
OvLV 156/365 157/365 162/365
85/34 43% 43% 44%
OvLV 100/229 101/229 81/229
SH11 44% 44% 35%

Resumen de los cambios de bases de OvLV de la secuencia del gen env que son diferentes de CAEV-CO, pero que son homoélogos a las secuencias de
visna. Este cuadro resume el porcentaje de cambios en los nucle6tidos en la secuencia del gen env 1.6-kb de los OvLV cepas 85/34 y 84/28 y SH11
las cuales se desvian de la secuencia CAEV-CO, pero son homélogos a los nucleétidos correspondientes de las secuencias de los virus visna cepas
MVV-1772, SA-OMVYV, y EV1. El nimero de los cambios en los nucleétidos diferentes de CAEV-CO, pero homélogos a los correspondientes a los
virus visna dividido entre el total de cambio de nucleétidos de CAEV-CO y el porcentaje (en negrita) son mostrados bajo el titulo de cada cepa
respectiva de MV (Karr etal., 1996).

Similitud 43%-44% del total de los cambios de bases a partir de CAEV-CO en las
secuencias env de OvLVs 84/28 y SH11 fueron homdlogos para MVV-1772. Comparados con cada
una de las secuencias de los virus MV, cerca del 42%-44% de los cambios en los nucleétidos en las
secuencias de los OvLV fueron homdlogos a una secuencia especifica. Con solo una excepcidn
(SH11 versus EV1) todos los porcentajes estuvieron por arriba de 33% que seria esperado si estos
cambios ocurriera de forma aleatoria. Estos resultados son sugestivos de un estado de evolucién en

estos genomas OVLV hacia el genoma de los virus visna en ovejas (Karr et al., 1996).
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env.

En la figura 18 se muestra una alineacion de nucleétidos de LVPR de las regiones del gen

Figura 18

Secuencias de nucledtidos de las regiones env de OvLYV cepas 85/34 Y 84/28 y otras cepas de
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Secuencias de nucleétidos de las regiones env de los OvLV cepas 85/34 y 84/28 y lentivirus ovinos y caprinos conocidos. Secuencias de nucleétidos

dentro de la regién 1.6 kb del gen env fueron alineadas. De arriba hacia abajo estan las secuencias correspondientes a los aislados caprinos de Norte
América, CAEV-CO y CAEV-63, los OvLVs norteamericanos SH11, 84/28 y 85/34, y los virus visna cepas MVV-1772, SA-OMVV y EV1. (-)

significa homologia; (+) nucleétidos borrados. Regiones conservadas (C1 y C2), variables (V1, V2 y V3), e hipervariables (HV1 y HV2) se indican

arriba de la secuencia CAEV-CO. Los asteriscos puestos debajo de las secuencias alineadas indican substitucion de nucleétidos en el OvLV 85/34 que
son diferente de CAEV-CO pero homélogos a MVV-1772 (Karr et al., 1996).
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Secuencias de nucledtidos de las regiones env de OvLV cepas 85/34 Y 84/28 y otras cepas de

lentivirus ovinos y caprinos conocidas (continuacion)
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Secuencias de nucledtidos de las regiones env de OvLYV cepas 85/34 Y 84/28 y otras cepas de

lentivirus ovinos y caprinos conocidas (continuacion)
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Secuencias de nucledtidos de las regiones env de OvLYV cepas 85/34 Y 84/28 y otras cepas de

lentivirus ovinos y caprinos conocidas (continuacion)
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* * *

Con este trabajo se demostro que dos cepas de campo fenotipicamente distintas de lentivirus
ovinos norte americanos, estan estrechamente relacionados entre si genéticamente y que sus
regiones env son mas homologas a los lentivirus caprinos que a los clasicos lentivirus ovinos. Sin
embargo , el analisis de la substitucion de nucleotidos en los genes env de dos virus, indicaron que
cuando las diferencias entre los dos virus y AEC fueron examinadas, los cambios fueron por lo
regular homologos con los genomas de los virus MV. Estos hallazgos sugieren que los dos OvLV
norteamericanos tal vez se originaron a partir de AEC o virus parecidos a AEC, posiblemente por
transmision entre especies de forma natural de cabra hacia oveja y la adaptacidén subsecuente del

virus en la oveja por medio de la evolucion en su genoma (Karr et al., 1996).
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23.2.- Virus de AEC de Francia 'y Norte América emergen a partir de MV

Los tres arboles filogenéticos que se muestran en las figuras 19 A, 19 B y 19 C, son aislados
de AEC y MV derivados a partir de secuencias parciales de genes ADN de los genes gag CA
(figura A) pol RT (figura B) y env SU (figura C). Las relaciones filogenéticas fueron determinadas
por el método Filch. Todos los arboles tienen raiz que esta indicada por la flecha en cada uno de los
arboles; no asi con el lentivirus de anemia infecciosa equina (EIAV) incluido como grupo externo
(Valas et al., 1997).
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Figura 19 A
Arbol filogenético de LVPR mostrando la relacion entre un aislado caprino francés
(CA680) y otros aislados caprinos y ovinos construido a partir de secuencias parciales de ADN

del gen gag de CA
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Arbol que describe la relacion filogenética del aislado lentiviral caprino frances (CA680) con los otros aislados caprinos. Muestra que el aislado
caprino CA680 se agrupa con el aislado Cork en una misma rama la cual se relaciona de forma distante al grupo de MV que consiste de los aislados
EV-1, SA-OMVV, ZZV1050, y K1514. En el arbol se muestra que las dos ramas principales divergen de la raiz derivada de la secuencia de CA de
EIAV (Valas et al., 1997).
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Figura 19 B
Arbol filogenético de LVPR mostrando la relacion entre un aislado caprino francés
(CA680) y otros aislados caprinos y ovinos construido a partir de secuencias parciales de ADN
del gen pol RT
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En el arbol filogenético se muestra, primero la raiz EIAV (nodo 1 6 nl) entre dos ramas, una con el aislado OV676 y la otra con todos los otros
LVPR, la segunda rama la cual est4 divida en dos ramas (nodo 2 con en valor bootstrap de 80.4), una con los prototipos de MV, y la otra con dos
subrramas que incluye CA680 y CAEV CO, y la otra OV684 y OV685 (valor bootstrap de 92.7). Este arbol filogenético claramente muestra que el
grupo originario de los LVPR de caprino estd localizado en una rama opuesta a la raiz de EAIV. Esto indica que el surgimiento del grupo que
contiene aislados caprinos conocidos ocurre en el nodo 3 simultdineamente con la aparicion del grupo LVPR ovino OV684/0V685, pero después de

dos empalmes sucesivos en los nodos 1 y 2 que llevan a la aparicion de dos grupos (OV676 y K1514/SAOMVV/EV-1) que contienen exclusivamente
LVPR ovinos (Valas et al., 1997).
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Figura 19 C
Arbol filogenético de LVPR mostrando la relacion entre un aislado caprino francés
(CA680) y otros aislados caprinos y ovinos construido a partir de secuencias parciales de ADN

del gen env de SU
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El arbol filogenético fue construido usando secuencias de env previas y secuencias de LVPR originadas a partir de ovejas. Estos ultimos virus fueron
LVPR infecciosos para las células de ovejas (prototipo VMV, OV28, y OV34) o SH8 y SH11. Estas Ultimas cepas originadas a partir de provirus
inexpresables de dos ovejas americanas que son sospechosas de originarse a partir de infecciones abortivas con AEC, este arbol confirma que el grupo
AEC incluyendo al aislado CA680 forma un grupo relacionado de forma distante a los prototipos de MV. Dos ramas separadas empezando por la raiz
EIAV, una albergando prototipos de MV, OV28 y OV34, la otra albergando aislados de AEC, al Cork, 63, y CA680, y los LVPR inexpresables SH8 y
SH11 (Valas et al., 1997).
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23.3.- Virus de AEC y MV: Especies distintas o quasiespecies, y sus implicaciones para
diagnostico de laboratorio

El hecho de que los virus ARN en general, y los lentivirus en particular, existen como
quasiespecies es atribuido al hecho de que el ARN polimerasa tiene un alto rango de error y un
pobre mecanismo de correccion. El resultado es que los virus ARN se replican de manera
imperfecta. El rango de error de la ARN polimerasa es directamente responsable de determinar el
tamafio e integridad de las quasiespecies; bajos rangos de error de la ARN polimerasa estan
asociados con quasiespecies ocupando pequefios volimenes de secuencia, mientras que grandes
errores de esta resultan en quasiespecies ocupando largos espacios de volumenes de secuencia
(Pasick, 1998).

Esta variabilidad no es solo un instrumento en la habilidad de los lentivirus para evadir la
respuesta inmune del hospedero y producir infecciones persistentes, sino tambien les permite cruzar
la barrera entre especies, como puede ser el caso de MV y AEC. Comienza a surgir la idea de que
LVPR no es una coleccion de distintas especies, si no un grupo heterogéneo que poseen un grupo
variable de hospederos asi como capacidades patogénicas (Pasick, 1998).

Algunos experimentos, demuestran la evidencia de que los ovinos pueden ser infectados con
AEC experimentalmente, asi como los ovinos pueden ser infectados con AEC, esto soporta la teoria
de una transmision cruzada, aunque existe evidencia de que esto ocurre naturalmente. Se ha visto
que la infeccion de cabras con los subtipos A3 0 A4 esté asociado con el contacto con ovejas, el
cual esta documentado, las cuales también tienen este mismo subtipo, lo cual indica la transmision
entre especies (Pasick, 1998; Shah et al., 2004 (b)).

La informacion de las secuencias gendmicas de los lentivirus de los pequefios rumiantes
(LVPR) proporciona algunas pistas acerca de la relacion del genotipo con el fenotipo (Pasick 1998).

En 1985, informacion sobre secuencias empezd a emerger sobre los genomas 9.2-kb de MV
y AEC. La cepa K1514 de MV, aislado de la epidemia Islandica, fue la primera en tener su genoma
enteramente secuenciado. Esto fue seguido por la informacion completa de la secuencia del
nucle6tido para el MV de Sudafrica, la cadena CO de AEC vy el aislado inglés de MV EV1, junto
con archivos de secuencias parciales de otros aislamientos. Basados en informacion parcial de la
secuencia del nucleétido para el gen pol y el dominio SU del gen env, los arboles genéticos fueron
construidos ilustrando la relacién genética entre un nimero de aislados de lentivirus de los
pequefios rumiantes. Este analisis dio como resultado que los retrovirus de los pequefios rumiantes
fueran divididos en cuatro grupos. Interesantemente, las tres cepas del MV K1514, SA-OMVV, y
EV1, fueron puestos en el grupo IV (Pasick, 1998).
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Dentro de ese grupo K1514 y SA-OMVV exhiben 81.5%, 87% y 80% de homologia,
deducido de las secuencias de amoniécidos de sus genes gag, pol y env respectivamente. Grados
similares de homologia existen entre K1514 y EV1 y entre EV1 y SA-OMVV. Por comparacion,
AEC CO y MV K1514, exhiben sélo 74.8 %, 77.5 %, y 60% de homologia, su secuencia de
aminoécidos en sus genes gag, pol y env. CAEV CO fue asignado al grupo genético Il, el cual,
hasta ahora, estd comprendido de s6lo otros dos aislados de LVPR de origen caprino, y para el cual
solo informacidon de secuencias parciales del gen pol estan disponibles. LVPR de los grupos
genéticos | y Il estan originados a partir de cabras y ovejas. Sorprendentemente un analisis de los
fragmentos 303 y 475 de los fragmentos nucle6tidos del gen pol de LVPR franceses miembros del
grupo genético 1, los cuales se originaron a partir de ovejas, revelaron grandes similitudes méas con
CAEV CO que con MVV K1514 (Pasick, 1998).

La homologia de las secuencias de aminoacidos de los miembros dentro de este grupo va de
los rangos de 83% a 100% basado en los fragmentos del nucleotido 303 del gen pol. Cuando el
grupo | de virus fue comparado con CAEV CO y MVV K1514, la homologia de las secuencias de
aminodacidos van de los rangos de 87% a 100% Yy de 83% a 88%, respectivamente (Pasick 1998).

Los LVPR han sido también separados en base a sus propiedades fenotipicas o bioldgicas.
Las designaciones tipo I, o parecido a MV, y tipo Il o parecido a AEC, han sido dadas a los virus
que exhiben potenciales patogénicos especificos. Los virus tipo | tienden a ser altamente citopaticos
in vitro, son patogénicos in vivo, e inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes, mientras los
virus tipo Il tienden a producir infecciones persistentes y no liticas en los cultivos celulares, exhiben
baja patogénicidad en animales infectados, e inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes
(Pasick, 1998).

Se ha descrito que asilados de lentivirus ovino 85/34 y 84/28, que son representativos los
LVPR tipo I y I, tienen una homologia del 97.5% en la secuencias de nucleotidos del gen env
(Pasick, 1998).

Hay indicios que sugieren que los lentivirus ovinos franceses y norteamericanos tal vez se

originaron de virus de AEC o virus parecidos a AEC (Pasick, 1998).
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23.4.- Analisis filogenético de LVPR del sur de Brasil

En este estudio se analizaron tres lentivirus aislados a partir de cabras del sur de Brasil, vy el
primer lentivirus aislado a partir de una oveja. Todos los animales presentaban artritis severa y
fueron positivos a la prueba de inmunodifusion en gel de agar. Los virus C18, C47 y C767 fueron
aislados a partir de explante de membrana sinovial. El lentivirus de oveja V27 fue aislado a partir de
un explante de glandula mamaria, la oveja tenia siete afios de edad, presentaba artritis, perdida de
peso progresiva, tos, descarga nasal y mastitis. Este virus en cultivo celular, resulté ser altamente
citopatico, que es caracteristico de los virus de MV, en contraste a los virus de cabras (Ravazzolo et
al., 2001).

Los aislados caprinos (C18, C47 y C767) fueron agrupados con las de prototipos de AEC
(20 A y 20 B) mientras que el aislado ovino V27 fue agrupado con los prototipos de lentivirus
ovino, cuando se analizé el gen pol (figura A) o el gen gag (figura B) de las secuencias de
nucledtidos. Las secuencias del virus V27 se agruparon con el aislado de Edimburgo (S51392) en el
analisis del gen pol (figura A) y en el analisis del gen gag (figura B) (Ravazzolo et al., 2001).
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Figura 20

Arboles filogenéticos obtenidos a partir de secuencias pol (A) y gag (B) de LVPR
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Arboles filogenéticos obtenidos para las secuencias de nucleétidos pol (A) y gag (B), por el método de maxima similitud. Los valores de bootstrap

son de 100 (para pol) y 1000 (para gag) replicas indicando esto la confidencia de las ramas, los valores de bootstrap estan indicados en cada figura

como porcentaje. Las estrellas indican los aislados brasilefios y el nimero de acceso es usado para identificar las secuencias obtenidas a partir de las

bases de datos. Los circulos punteados indican secuencias del mismo pais que se agruparon juntas (Ravazzolo et al., 2001).

Las secuencias de aminoacidos del gen gag, fueron analizadas para identificar dominios que

pudieran permitir la diferenciacion entre los lentivirus ovinos y caprinos. La regién de mayor

homologia, una secuencia conservada entre los retrovirus, fue determinada con el alineamiento de

aminoacidos de céapside de lentivirus caprinos, felinos y equinos (nimeros de acceso P33458,

NP_040972 y AAG02702, respectivamente). La regién de mayor homologia corresponde a los

aminodcidos 132-146 de la secuencia M33677 (encerrada en un recuadro en la figura 21)
(Ravazzolo et al., 2001).
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Aunque las regiones de mayor homologia estdn conservadas entre todos los aislados de
lentivirus, incluyendo primates, las secuencias analizadas estdn menos conservadas de lo que se
esperaba. La region encerrada en el recuadro muestra claras diferencias entre las cepas de MV y

AEC. Esta regidn podria incluso indicar alguna especificidad de especie (Ravazzolo et al., 2001).

Figura 21

Alineamiento de secuencias de aminoéacidos del gen gag de LVPR
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El color gris indica residuos, sélo observados en los lentivirus ovinos. Los guiones indican deleciones y los puntos indican homologia. La regién de
mayor homologia de los lentivirus esta encerrada en un recuadro. El consenso de secuencias de aminoacidos se muestra abajo del alineamiento de

secuencias (Ravazzolo et al., 2001).

Hubo una mayor diferencia entre las secuencias de aminoacidos de las proteinas de capside
de AEC y MV que entre sus proteinas del gen pol. El fragmento gag de V27 tenia un 84% de
similitud con los correspondientes fragmentos de MV y 78% con prototipos de AEC. En los

fragmentos de pol, la similitud fue de 86 y 78% respectivamente (Ravazzolo et al., 2001).
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La similitud de secuencias aminoacidicas entre los lentivirus ovinos y caprinos fue mayor en la
region terminal N, que en la Terminal C. Interesantemente, las regiones de mayor homologia
estuvieron menos conservadas que la region terminal N de la capside, demostrando diferencias entre
el origen de los LVPR ovinos y caprinos. Una diferencia particularmente sorprendente entre los
prototipicos de MV y AEC fue detectada en las posiciones 69-97, comprende una delecion de dos
residuos (77 y 78 de M33677 en la figura 21) correspondiente a los aminoéacidos 80 y 81 de la
proteina de capside de CAEV-Co tomada de la base de datos de SWISSPROT. Las cinco cepas de
MV disponibles para analisis no tenian estos seis nucledtidos codificando estos dos aminoéacidos ya
mencionados, lo cual también se observo en las cepas de AEC. Cabe la posibilidad de usar estas dos
deleciones de aminoéacidos como caracteristica de MV, para esto se estd analizando los virus
provenientes de hatos mixtos. Una comparacion de esta region en el genoma de los lentivirus
aislados a partir de ovejas y cabras que conviven en hatos mixtos, talvez de el camino para probar la

posibilidad de la transmision entre especies (Ravazzolo et al., 2001).

23.5.- Anélisis filogenético y la reclasificacion de los LVPR basado en 104 nuevos aislados:
Evidencia para regular la transmision de oveja a cabra y la propagacion mundial a traveés de

comercio de animales

Los primeros analisis filogenéticos, basados en secuencias cortas (gag, pol, env), habia
sugerido que los virus pudieran ser divididos en seis diferentes grupos de secuencias de | a VI.
Recientemente se ha demostrado que los LVPR deben ser divididos en cuatro grupos de secuencias
principales de A a D, los cuales difieren de 25% a 37% entre sus secuencias en las regiones gag y
pol. El grupo Ay B a su vez se dividen en subtipos que difieren entre si entre un 25%-27%. El
grupo A contiene al menos siete subtipos de Al a A7 y el grupo B contiene dos subtipos, B1 y B2.
Hasta la fecha los subtipos Al y A2 han sido sélo aislados de ovejas, y los subtipos A5, A7y Bly
los grupos C y D han sido aislados s6lo a partir de cabras. Los subtipos A3, A4, A6 y B2 han sido
aislados tanto de ovejas como de cabras. En un estudio realizado con cabras y ovejas de Suiza, el
grupo D y cuatro subtipos del grupo A: A3, A4, A5 y A7 estan formados por nuevos aislados de
origen suizo. La epidemiologia molecular ha revelado que la cepa Bl Suiza no difiere mucho de la
francesa, brasilefia o estadounidense, sugiriendo una propagacion internacional debido a la

importacion y exportacion de animales (Shah et al., 2004 (b)).
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Cuadro 6
Nueva clasificacién propuesta para LVPR

Designacion A B C D
del nuevo
grupo
propuesto
Propuesta de Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 B1 B2
nuevo subtipo
0 designacion
de clado
Linaje en la | Grupo | Grupo Il - - - Grupo - Grupo V | Grupo IV | Grupo -
actual Vi 11
nomenclatura
Comentarios y | Virus Oveja Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus
caracteristicas | parecido | procedent | aislados aislados Unico aislados | Unico parecidos | aislados aislado | Unico
a MV (e de | de cabras | de cabras | aislado de aislado a de cabras | s a | aislado
talvez Norte y ovejas [ y ovejas | (5560) cabrasy | (5692) CAEVc, | y ovejas | partir (5668)
necesite | América de este [ de este | de una | ovejas de una | aislados | en el sur | de de una
division estudio estudio cabra en el | cabra de cabras | de cabras cabras
es para (Shah et | (Shah et | de este | sur de | presente | de todo | Francia y | en del
formar al., 2004) | al.,2004) | estudio Francia | en este [ el mundo | dos Norueg | present
mas de (Shah estudio ovejas en | a e
un solo et al, (Shah et el estudio
subtipo 2004) al., presente (Shah
2004) estudio et al,
(Shah et 2004)
al., 2004)

(Shah et al., 2004 (b)).
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En los arboles que se muestran en las figuras 22 A, 22 B y 22 C, se observa la relacion
filogenética de los lentivirus de ovejas y cabras, deducidas a partir de comparacion de secuencias;
en la secuencia gag-pol 1.8 kb (panel A), en la secuencia pol 1.2 kb (panel B) y el fragmento RT
279 contenido dentro de gag-pol (panel C). Los arboles sin raiz fueron construidos por el método
neighbor-joining®. Epidemiolégicamente las cepas de virus sin conexion del presente estudio, se
muestran juntas con secuencias disponibles en las bases de datos. Secuencias individuales estan
marcadas con un nimero de cuatro digitos si estan derivadas de la presente investigacién, mientras
que las secuencias derivadas de las bases de datos estan denotadas con su nUmero de acceso al
GenBank y un codigo de pais (Br, Brasil; F, Francia; IL, Islandia; N, Noruega; SA, Sudafrica; US,
Estados Unidos). S31646 SA corresponde a SA-OMVV, M10608 IL a K1514, S51392 EV aEV1y
M33677 Co a CAEVcek Las ramas de los arboles estan marcadas de acuerdo a la nueva
clasificacion propuesta basada en los grupos A-D y sus subtipos (numeros arabigos), donde es
aplicable. Los nimeros romanos 1-VI en el panel C indican grupos de clasificacion propuestas antes
(Shah et al., 2004 (b)).

23.5.1.- Anadlisis filogenético del fragmento gag-pol 1.8 kb (figura 22 A)

Los arboles sin raiz de las secuencias mostradas a continuacion, fueron construidas usando
el método basado en distancia neighbor-joining. El analisis del fragmento gag-pol 1.8 kb junto con
todos los archivos de secuencias disponibles, A 'y B (figura 22 A). El grupo A contiene aislados
altamente discrepantes relacionados al prototipo del virus de MV, mientras que el grupo B es menos
discrepante y contiene virus relacionados con el prototipo aislado CAEV ok La mayoria de las
secuencias de este estudio, todas aisladas de diferentes hatos, agrupadas en la rama marcada B1
junto con CAEV g« (marcado M33677 Co). Localizado en una rama separada fuera del origen del
grupo B1, como es demostrado por el valor de bootstrap de 100, fueron dos asilados estrechamente
relacionados de los cuales uno solo, identificado como 5720, es descrito que fue identificado a

partir de dos ovejas del mismo hato. Esta rama esta definida como B2 (Shah et al., 2004 (b)).

Es la union de los OTU's (unidades Taxonomicas Operacionales) mas cercanos (vecinos) tratando de minimizar la longitud total del arbol.
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El grupo A altamente discrepante consiste en muchas ramas. La rama Al, separada de las
demés ramas por un valor de bootstrap de 80, contiene tres aislados de referencia de MV SA-
OMVV (marcado S31646 SA), K1514 (marcado M10608 Icl) y EV1 (marcado S51392 EV), los
cuales estan incluidos en el grupo | de la clasificacion propuesta. Localizadas dentro del mismo
grupo fueron puestas secuencias de ovejas recientemente establecidas, marcado 6247, en Suiza con
sintomas tipicos de visna (Shah et al., 2004 (b)).

La secuencia AY101611 de una cepa de MV 85/34 proveniente de Norte América, la cual en
la reciente clasificacion pertenece al grupo Il, formado por una rama separada designada
acordemente como A2. La rama A3, se distingue de A2 por su valor bootstrap de 100, conteniendo
un grupo de secuencias mas relacionadas establecidas a partir de ovejas y cabras. La rama A4
contiene un compacto grupo de secuencias, que fueron también establecidas a partir de ovejas y
cabras y estan separadas de todas las otras secuencias por un valor bootstrap de 100. La rama A5
consiste en un simple aislado, 5560, el cual fue establecido a partir de una cabra. Ninguna de las
secuencias en el grupo A revelaron evidencia de recombinacion con aislados en cualquier otra rama
cuando fueron investigados por la herramienta de genotipado del Centro Nacional para a
Informacidn Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés). Por lo tanto, todas las nuevas ramas se
considera que han sido el resultado de una evolucion independiente (Shah et al., 2004 (b)).

Ninguna secuencia fue encontrada con parecido a una sola, el aislado altamente discrepante
(AF322109 N) establecido a partir de una cabra en Noruega que fue ramificada fuera, entre los
grupo A y B, la cual en la actual clasificacion pertenece al grupo Il que es marcada aqui como
grupo C (Shah et al., 2004).

Los arboles fueron construidos usando métodos de parsimonia y parecido, también
respaldando el orden de diferenciacion y el ramificado de los grupos A, By C, y de las ramas B1,
B2, A3 y A4 mostradas en la figura 22 A, con valores bootstrap de 100. El tallo comin de las ramas
A2y A3, las cuales tienen un valor bootstrap de 73 basado en la distancia del arbol, con valores
alcanzados de 70 y 76 con métodos de parsimonia y similitud, respectivamente. Con un valor
bootstrap de 63, la secuencia del grupo Al fue menos respaldada por estos dos métodos de
construccion de arboles (Shah et al., 2004 (b)).
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Figura 22 A
Arbol filogenético mostrando la relacion entre LVPR apartir de secuencias de los
genes gag y pol 1.8 kb

GRUPO B
B '
_// 7 % . Iy
o - E o .
S S G- 33*5? ~ N N
VRN N7 SR N
.x'; _.-"'II ? 7 % ﬁﬁ;}:& ‘P \\\ \‘\
: %ﬁiiﬁaﬁ?e aﬁi \
C, \
55‘;;% 2 1 : '
| 5564 = = i
| : 5638 \

GRUPO
AF322109 N C
1
II III-'
|
S51392 ¢, |
[/
-~ / !
GRUPOA

0.05 substituciones/sitio

Los arboles sin raiz de las secuencias mostradas en la figura, fueron construidas usando el método basado en distancia neighbor-joining. El grupo A
contiene aislados altamente discrepantes relacionados al prototipo del virus de MV, mientras que el grupo B es menos discrepante y contiene virus
relacionados con el prototipo aislado CAEVc.« Ninguna secuencia mostré recombinacién con algunos de otras ramas, el aislado altamente
discrepante (AF322109 N) establecido a partir de una cabra en Noruega fue ramificada fuera, entre los grupo A y B, la cual en la actual clasificacién
pertenece al grupo 111 que es marcada aqui como grupo C (Shah et al., 2004 (b)).
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23.5.2.- Andlisis filogenético del fragmento pol 1.2 kb (figura 22 B)

El andlisis que fue hecho usando los mismos modelos y algoritmos, mostré que en general,
todas las cepas para las cuales las secuencias gag-pol y pol estuvieron disponibles, fueron puestos
dentro de los mismos grupos de secuencia o ramas. Con la excepcion, de la secuencia amplificada
tomada de la cabra 5692, en la cual las secuencias gag-pol fue puesta en la rama A3, ahora
formando una rama separada, A7, la cual fue originada a partir del punto de la raiz similar a
aquellos de otras ramas del grupo A, pero, con un valor de bootstrap de 76. Se distinguio de las
secuencias que forman la rama Al. En el analisis de esta secuencia se utilizé la herramienta de
genotipado del NCBI ha demostrado que la posicion divergente de esta cepa en el arbol pol no
resulté de la recombinacién dentro de esta regién (gag-pol) como los virus de otras ramas (Shah et
al., 2004 (b)).

Los grupos A 'y B, se encuentra lejos de la rama marcada como D que consiste en una rama
simple, altamente divergente aislada a partir de una oveja, 5668, para la cual la amplificacion en
gag-pol continud sin éxito a pesar de repetidos intentos utilizando alternativamente series de
primers. La base de la rama de la cepa 5668 fue situada fuera de la raiz comdn al grupo A, lo cual
fue confirmado por un valor bootstrap de 97%. La distincion del grupo C fue, con un valor
bootstrap de 69, menos claro, pero valores bootstrap de 77 usando parsimonia y de 78 usando
métodos de maxima similitud fueron confirmados en la cepa 5668 siendo distinto del grupo C (Shah
et al., 2004 (b)).
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Figura 22 B
Arbol filogenético mostrando la relacion entre LVPR a partir de secuencias del gen pol
1.2 kb
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Para construir este arbol se usaron los mismos modelos y algoritmos, mostrando en general, todas las cepas para las cuales las secuencias gag-pol y
pol estuvieron disponibles, fueron ubicadas dentro de los mismos grupos de secuencia o ramas. Con la excepcién, de la secuencia amplificada
obtenida de cabra 5692, en la cual en la secuencia gag-pol fue ubicada en la rama A3, ahora formando una rama separada, A7, la cual se originé a
partir del punto de la raiz, similar a aquellos de otras ramas del grupo A, pero, con un valor bootstrap de 76. Entre los grupos A y B se encuentra una
rama identificada como D, la cual es una rama simple altamente divergente aislada a partir de una oveja, 5668, para la cual la amplificacion en gag-

pol no tuvo éxito a pesar de repetidos intentos utilizando una serie de primers alternativos (Shah et al., 2004 (b)).
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23.5.3.- Andlisis filogenético de un fragmento RT 279 pb dentro de gag-pol (figura 22 C)

Para comprender la relacion existente en estas nuevas secuencias obtenidas de aquellas
previamente publicadas en trabajos filogenéticos, se analiza también un fragmento de 279 pb de la
region RT que estd incluido dentro del amplicon gag-pol 1.8 kb. Del total de las 137 secuencias
disponibles, 82 de este estudio y 55 de las bases de datos, 68 fueron seleccionadas para analisis. La
existencia de dos grandes grupos A y B fue confirmada. Entre estos se ubicaron los aislados
noruegos del grupo C (grupo Il de la clasificacion actual), y los aislados del sur de Francia
actualmente estan clasificados como grupo VI. El valor de bootstrap por debajo de 54 no justifica
una separacion filogenética del grupo VI del grupo A; de este modo se representa otra rama
principal del grupo A, la cual fue marcada como A6. La posicion del aislado 5668, el cual s6lo se
logro amplificar en pol, en este arbol permanece abierto. Usando primers especificos derivados del
grupo VI, la amplificacion dio un resultado negativo, sugiriendo que el aislado 5668 clasificado en
pol como grupo D, no pertenece a A6 (Shah et al., 2004 (b)).

En el grupo B, la rama B1 incluye LVPR aislados de secuencias virales obtenidas de cabras
del sur de Francia y Brasil las cuales fueron previamente clasificados dentro del grupo V. La rama
B2 incluye secuencias recientes que habian sido ubicadas con virus del grupo IV que han sido

aislados de cabras y ovejas del sur de Francia (Shah et al., 2004 (b)).
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Figura22 C
Arbol filogenético mostrando la relacién entre LVPR a partir de secuencias del
fragmento RT 279
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Para relacionar mejor estas nuevas secuencias de aquellas previamente publicadas en trabajos filogenéticos, se analizé también un fragmento de 279
—pb de la region RT el cual esta contenido dentro del amplicon gag-pol 1.8 kb. La existencia de dos grandes grupos A y B fue confirmada (Shah et
al., 2004 (b)).
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23.5.4.- Estatus de AEC en rebafios de cabras y su contacto con ovejas

Cuando las secuencias obtenidas de rebafios de cabras fueron analizadas, estos, que
anteriormente habian sido registrados como libres de AEC, exhibieron una mayor frecuencia de
infeccidn con virus pertenecientes a la rama A4. Las cabras que tuvieron contacto documentado con
ovejas fueron méas frecuentemente infectadas con virus perteneciente a A3 o A4, esto quiere decir,
que fueron virus que se encontraron igualmente en ovejas, mientras que aquellos rebafios sin
documentacion escrita de contacto, fueron mas frecuentemente infectados con B1, encontrado sélo
en cabras (Shah et al., 2004 (b)).

23.5.5.- Razas de las cabras

Cada una de las ramas B1, A4 y A3 estuvieron presentes en por lo menos cuatro razas
diferentes de cabras. Secuencias virales de tres ramas estuvieron presentes en la misma proporcion
en dos razas mayoritarias, Chamoisée con 24 animales y Saanen con 17 animales. Sin embargo,
hubo una débil pero significante asociacion entre las secuencias virales de una rama y la raza de
cabras (Shah et al., 2004 (b)).

23.6.- Analisis filogenético del LVPR subtipo B1 en hatos mixtos: Evidencia de transmision

natural de cabras hacia ovejas

Un andlisis filogenético del LVPR subtipo B1, muestra que este cruza la barrera entre
especies (aunque poco se sabe de la ruta de la transmision entre especies), bajo condiciones de
campo a través del contacto directo entre animales adultos. Esto lleva a pensar que los programas de
control no deben estar basados s6lo hacia las oveja o hacia las cabras, si no a ambas especies de
forma conjunta (Pisoni et al., 2005).

Se amplifico un segmeto de 512 pb que comprende una porcion de la secuencia del gen pol
(el tercio proximal de RT) a partir de cinco cabras seropositivas y cinco ovejas seronegativas
tomados de tres rebafios mixtos. El andlisis de las secuencias pol demostraron que todos los
provirus aislados de cabras y ovejas pertenecian al grupo B1 como se observa en la figura 23
(Pisoni et al., 2005).
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Figura 23
Arbol filogenético basado en el LVPR subtipo B1 de tres diferentes granjas de rebafios

mixtos

Granja

La relacion filogenética de los lentivirus de cabras y ovejas aisladas de los tres rebafios mixtos de Italia (A, B y C). Las secuencias del presente
estudio estan marcadas con las letras AT, representando la provincia de origen, un nimero para representar al animal, y la letra S para oveja (sheep) o

G para cabra (goat) respectivamente. Tres ramas estan marcadas de acuerdo a la clasificacién basada en los grupo A, B y C (Pisoni et al., 2005).
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23.7.- Caracterizacion molecular y estudio filogenético de secuencias virales de MV y AEC de
ovejas y cabra de Espafia

Este estudio comprendio el andlisis de tres regiones gendmicas (pol, gag-p25 y LTR), que
fueron amplificadas y secuenciadas usando ADN de una oveja y dos cabras autdctonas de Espafia.
Las secuencias de los LVPR de las ovejas y cabras espafiolas fueron incluidos dentro de arboles
filogenéticos con grupos de LVPR conocidos (Reina et al., 2006).

23.7.1.- Alineamiento de secuencias y analisis filogenético

Las secuencias de nucleotidos fueron analizadas y editadas con el programa BioEdit. El
alineamiento maltiple para la comparacion y estudios filogenéticos fueron hechos con el programa
bioinformético Clustal X (Reina et al., 2006).

23.7.2.- Secuencias conocidas de GenBank usadas en filogramas y estudios de conservacion de

aminoacidos

Las secuencias incluidas para generar los filogramas gag y pol fueron: EV1 (S51392), SA-
OMVV (M31646) y KV1514 (M10608) como secuencias completas de LVPR de ovejas; las
secuencias parciales de LVPR de ovejas y cabras de AY454233 a AY454287 (pol) y de AY454161
a AY454232 (gag-p25); y CAEV-Co (M33677) y CAEV1GA (AF322109) como secuencias
completas de LVPR de cabras. Para el segmento pol-integrasa fueron incluidas secuencias de LVPR
de ovejas espafiolas, Sp3 (AY044823) y Sp4 (AY044824). Para el segmento LTR fueron incluidas
las secuencias derivadas de ovejas KV1772 (S55323) P1OLV (AF479638) y 85/34 USA
(AY101611) ademas de las secuencias de virus completos usados en las comparaciones gag y pol
(EV1, SA-OMVV, KV1514, CAEV-Co y CAEV1GA) (Reina et al., 2006).

Las siguientes secuencias fueron usadas para ilustrar la conservacion de los motivos de
aminodacidos en los LVPR espafioles comparados con secuencias lentivirales conocidas: en pol-
dUTPasa y pol-integrasa, KV1514, SA-OMVV, EV1, CAEV-Co, CAEV1GA vy la secuencia
correspondiente a un virus de ungulado donde la dUTP-asa ampliamente estudiada (EIAV).
Finalmente, para hacer un andlisis comparativo de las region LTR, fueron usadas las secuencias
EV1, SA-OMVV y KV1514 como secuencias completas de LVPR de ovejas y CAEV-Co y
CAEV1GA como secuencias completas de LVPR de cabras (Reina et al., 2006).
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23.7.3.- Numeros de acceso para las secuencias de nucleotidos espafioles

Las secuencias espafiolas definidas en el estudio han sido puestas en el GenBank con los
siguientes numeros de acceso DQ632733, DQ632735 y DQ632735 para el segmento 1.2kb pol;
DQ084349 a DQO084353 y DQ632733 para el segmento 219 nt pol-Integrasa; DQ084332 a
DQO084344 para el segmento 592 nt gag-p25; y DQO084354 a DQO084360 y DQ334745 para el
segmento 203-228 nt LTR (Reina et al., 2006).

23.7.4.- Conservacion de secuencias

Un alto nivel de conservacion en la regiobn dUTPasa fue encontrada entre los LVPR
espafioles estudiados (Ov1, C1, C3) vy las secuencias de referencia (24 a'y 24 b) (Reina et al., 2006).
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Figura 24

Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de un segmento de pol 1.2 de

kb correspondiente a las regiones pol-dUTPasa (a) y pol-integrasa (b) de LVPR
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Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de el segmento analizado de 1.2 kb pol correspondiente a la regién pol-dUTPasa (a) y pol-Integrasa
(b) . (a) secuencias de pol-dUTPasa de la oveja espafiola (OV1) y las cabras espafiolas (C1, C3), los motivos conservados se encuentran encerrados en
recuadros. (b) secuencias de pol-Integrasa de LVPR de ovejas espafiolas (Ov1, Ov3, Ov5, Ov8, 0v10, Ov11l) y de LVVPR de cabras espafiolas (C1, C3)
involucradas en este estudio. El motivo de unién al zinc, HHCC y los residuos conservados de aminoécidos que corresponden a la primera porcién del
sitio activado de la integrasa estdn subrayados. Las secuencias de GenBank usadas fueron MVV (KV1514, SA-OMVV, EV1, Sp3 y Sp4), AEC
(CAEV-Coy CAEV1GA), FIV y EIAV. (.) significa homologia y (-) delecion (Reina et al., 2006).
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El alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos del gen gag-p25 (figura 25)
muestra que las secuencias de LVPR espafiolas tienen dos aminoéacidos menos (glicinas G) en la
posicion 60 y 61 que el LVPR prototipo caprino CAEV-Co. Hay regiones altamente conservadas en
la mayoria de las secuencias obtenidas de los LVPR ovino y parte de los caprinos. Estas fueron
identificadas como un epitope inmunodominante, responsable de la reaccién cruzada de los
anticuerpos contra la proteina p25 (cabe destacar que es una proteina importante en los kits de
diagndstico). La region de mayor homologia, conservada entre los retrovirus, también lo fue en los

LVPR espafioles en el gen gag-p25 (Reina et al., 2006).

Figura 25
Alineamiento de secuencias de aminoacidos del gen gag-p25 de LVPR
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Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de LVPR del gen gag-p25 de ovejas (8) y cabras (5), y de secuencias de LVPR de ovejas y cabras
disponibles en GenBank (KV1514, SA-OMVV, EV1, CAEV-Co, CAEV1GA). Las dos glicinas adicionales presentes en CAEV-Co, la regién de
mayor homologia (MHR) y los dos epitopes inmunodominates de esta proteina de capside estan dentro de cuadrados. (.) significa homologia y (-)
delecién (Reina et al., 2006).
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El alineamiento de secuencias nucleotidicas de la region LTR que muestra alta

heteregenoidad gendmica en las regiones LTR analizadas (figura 26). Sin embargo, las secuencias

correspondientes a los motivos que activan la transcripcion (AP-1 y AP-4) recuadro TATA y la

sefial de poliadenilacion fueron secuencias altamente conservadas entre los LVPR espafioles, asi
como entre prototipos conocidos como EV1, SA-OMVV, KV1514, CAEV-Co y CAEV1GA (Reina

et al., 2006).

Figura 26
Alineamiento de secuencias de la LTR de LVPR
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Alineamiento de secuencias nucleotidicas de la regién LTR de LVPR analizadas,

correspondiente a diferentes ovejas (5) y cabras (3); y secuencias de

LVPR de ovejas (EV1, SA-OMVV, KV1514) y de cabras (CAEV-Co y CAEV1GA) obtenidas de GenBank. (.) Significa homologia y (-) delecién

(Reina et al., 2006).
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23.7.5.- Andlisis filogenético

El filograma de la secuencia de nucledtidos pol de la regién 1130 de kb (figura 27 A)
muestra, que de acuerdo con la clasificacién propuesta por Shah , las tres secuencias virales de
LVPR espafiolas que se estudiaron corresponden a los grupos A y D. Estas no fueron asignadas a
los grupos A y B que incluyen a los prototipos de caprinos LVPR CAEV-Co y CAEV1GA.
Especificamente, C1 y C3 se encontraron mas cerca a la secuencia de LVPR conocida 5560 del
subgrupo A5 (5560A5), y al grupo mixto de ovejas y cabras A3 y A4. Ovl pertenece al grupo D
junto con la secuencia de LVVPR de oveja 5668 (5668D) (Reina et al., 2006).

Figura 27 A
Arbol filogenético de secuencias del segmento pol 1.2 kb de LVPR
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Filogramas nucleotidicos indicando la distribucion de secuencias obtenidas de cabras y ovejas espafiolas y de las secuencias obtenidas de GenBank

que incluyen los grupos filogenéticos para la regién gendmica bajo estudio (Reina et al., 2006).
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El filogrdma de la region pol-Integrasa (figura 27 B), que incluye una secuencia respectiva
del grupo D del gen pol, revel6 que las secuencias ovinas espafiolas (Sp3 y Sp4) estaban muy cerca
de los LVPR ovinos Ovl, Ov3, Ov5, Ov8 y Ov11, pertenecientes al grupo D. Los LVPR ovinos y
caprinos estuvieron fenotipicamente distantes de los prototipos de CAEV CAEV-Co y CAEV1GA.
Una de las secuencias de LVPR ovino estudiadas (Ov10) fue asignada al grupo Al, lo que la ubicé
a los prototipos de LVPR ovinos SA-OMVV, KV1514, EV1. Las topologias de los dos arboles
(correspondientes a las secuencias de nucle6tidos pol 1130 y a las secuencias de nucleétidos 210

pol-Integrasa) fueron compatible una con la otra (figura 27a 'y 27b) (Reina et al., 2006).

Figura 27 B
Arbol filogenético de secuencias del segmento pol-integrasa de LVPR
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Filogramas nucleotidico indicando la distribucion de secuencias obtenidas de cabras y ovejas espafiolas y de las secuencias obtenidas de GenBank que

incluyen grupos filogenéticos para las regiones gendmicas bajo estudio (Reina et al., 2006).
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El filograma de referencia correspondiente al gen gag-p25 (figura 27 C) incluye a los grupos
A (Al, A3, Ad4), Bl yC, yno al grupo D. El filograma muestra que las tres secuencias estudiadas
(Ovl, C1, C3) vy las secuencias adicionales estudiadas pertenecientes al grupo A (A3: Ov6, Ov8,
C2, C3, C4; Al: Ovl, Ov2, Ov3, Ov4, Ov5, Ov7, C1, C5) no pertenecen a los grupos B o C (figura
27C). El grupo de la tres secuencias de nucledtidos del gen pol (Ovl, C1 y C3) y otras secuencias
espafiolas de este (Ov3, Ovb, Ov8, Ov1l) y trabajos previos (Sp3 y Sp4) estan dentro de los grupos
A o D se observé usando mas regiones de restriccion del gen pol (figura 27 C) (Reina et al., 2006).

Figura 27 C
Arbol filogenético de secuencias del segmento gag-p25 de LVPR
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Filogramas nucleotidicos indicando la distribucién de secuencias obtenidas de cabras y ovejas espafiolas y de las secuencias obtenidas de GenBank
que incluyen los grupos filogenéticos para las regiones genémicas bajo estudio (Reina et al., 2006).
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Los filogramas para la region LTR (figura 27 D), muestra que las tres secuencias que se
estudiaron (Ovl, C1, C3) y las secuencias de LVPR obtenida de ovejas (Ov5 y Ov8) y de cabras
(C4) pertenecen al grupo A-D (no B, no C). Ambas secuencias (CAEV1GA) y B1 (CAEV-Co) de

cabras, tienen una raiz comun, distinta de cualquier secuencia involucrada en este estudio (Reina et
al., 2006).

Figura 27 D

Arbol filogenético de secuencias del segmento LTR de LVPR
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Filogramas nucleotidico indicando la distribucién de secuencias obtenidas de cabras y ovejas espafiolas y de las secuencias obtenidas de GenBank que
incluyen los grupos filogenéticos para la regién genémica bajo estudio (Reina et al., 2006).
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Los filogramas construidos con secuencias de nucle6tidos y aminoéacidos (en los genes pol y
gag-p25) tienen una topologia similar. En conjunto muestran que las secuencias de los LVPR
espafioles estan mas cerca de los prototipos conocidos de LVPR de ovejas, como EV1, KV1514 y
SA-OMVV, que de los prototipos conocidos de LVPR de cabras, como son CAEV-Co y
CAEV1GA (Reina et al., 2006).

En el cuadro 7 se muestra un resumen de la substitucion de nucle6tidos en las regiones

estudiadas entre las secuencias espafiolas.
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Cuadro 7

Resumen de la substitucidn de nucledtidos en las regiones estudiadas entre las secuencias

espafolas
Nucleotido | Sustituido por
Original | A C G T -
(a)
A 2.30 4.65 1.53 0.03
C 0.15 0.68 2.09 0.06
G 0.62 0 0.50 0
T 0.15 0.62 0.09 0.03
- 0 0 0 0
(b)
A 0.39 2.25 0.54 0.70
C 0.16 0.39 1.32 1.09
G 0.78 0 0.54 0.85
T 0.08 0.62 0.31 0.70
- 0.31 0.23 0.16 0.23
(©)
A 8.22 36.99 10.5 0
C 1.37 3.65 18.26 0
G 13.70 0.91 3.65 0
T 5.94 7.31 2.28 0
- 0 0 0 0
(d)
A 0.36 1.24 0.20 0
C 0.06 0.03 0.49 0
G 0.38 0 0.13 0
T 0.35 0.20 0.05 0
- 0 0 0 0

Frecuencia de sustitucion de nucleétidos (expresado como porcentaje de total de sustituciones para ese nucleé6tido en particular) observado en las

regiones del genoma viral estudiado: (a) pol 1.2 kb; (b) LTR; (c) pol-Integrasa; y (d) gag-p25 (Reina et al., 2006).
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En los segmentos pol 1.2 kb, pol-Integrasa y el gen gag-p25, las similitud de amino&cidos
fue siempre més alta que la similitud de nucledtidos. Indicando que la relacion filogenética entre las
secuencias de LVPR espafiolas estudiadas a partir de ovinos y caprinos; las secuencias espafiolas
estuvieron mas cerca de secuencias prototipo de LVPR ovinos como EV1, SA-OMVV y KV1514
que a las secuencias de prototipos de LVPR caprinos, como CAEV-Co y CAEV1GA. Esto
confirma que la proximidad genética de los LVPR puede ser independiente de la especie hospedera
(Reina et al., 2006).

23.8.- Anadlisis filogenético de la regién gag que codifica la proteina de matriz de LVPR:
Anélisis comparativo y de aplicaciones epidemioldgicas moleculares

Pequefias secuencias de informacion estan en la proteina matriz, codificando regiones de los
LVPR. Cincuenta y dos secuencias fueron obtenidas, y permitieron el primer analisis filogenético
de la region gag en el genoma de los LVPR (Pisoni et al., 2006).

Un andlisis epidemiologico molecular basado en estas secuencias indico que las cepas de
lentivirus italianos estan estrechamente relacionadas entre ellas y con la cepa CAEV-CO, una cepa
prototipo aislada hace tres décadas en E.U.A. Esto sugiere un origen comun de los LVPR
circulando en los hatos monitoreados, posiblemente relacionado a la introduccién de cabras
infectadas en una poblacidn seronegativa (Pisoni et al., 2006).

Se han encontrado con virus pertenecientes al subtipo B2 (de la clasificacion propuesta por
Shah et al., 2004a) aislados de poblaciones de ovejas naturalmente infectadas en Europa, estan
estrechamente relacionados a AEC que a MV, esto es sugerido por el andlisis hecho a varias de la
secuencias de nucleotidos parciales en sus genes. Este resultado tal vez indicaria un virus ancestral
parecido al de AEC presente en las ovejas y que ha sido recientemente esparcido en poblaciones de
cabras. La transmisidn entre especies ocurre esporadicamente y se ha demostrado por la deteccion
de subtipos particulares de LVPR tanto en cabras como en ovejas (Pisoni et al., 2006).

Realizaron un alineamiento de cincuenta y dos secuencias de aminoacidos del gen gag, con
el programa ClustalW. Secuencias de Genbank/EMBL fueron incluidas en el alineamiento: M33677
(CAEV-CO); AY265456 (It-Pil); AY265455 (It-561); S51392 (EV1); M60609 (K1514); M31646
(SA-OMVV); AF479638 (P1OLV); AY445885 (Pisoni et al., 2006).
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23.8.1.- Analisis Filogenético

Las distancias de pares genéticos fueron calculadas empleando el programa MEGA versién
2.1 junto con el modelo de substitucion de Tamura-Nei, aplicando el ajuste por omisién y con la
excepcion de que todos los sitios con cddigos ambiguos o huecos, fueron omitidos. La construccion
filogenética fue hecha usando el método Neighbour-Joining (NJ) implementado en el programa
MEGA con la distancia gamma Tamura-Nei. La confidencia estadistica de las topologias fue
evaluada con 1000 replicas de bootstrap. La forma del parametro alpha para una distribucion
gamma discreta del rango de substitucion, y la transicion/transversion de la proporcion del rango
del parametro kappa fue estimada simultaneamente por el méximo parecido usando el programa
Yang’s BASEML implementado en el paquete del programa PAML (por sus siglas en inglés
Phylogenetic Analisis by Maximum Likelihood). EI modelo de substitucién asumido fue Falsenetein
F84, el cual acomoda frecuencias de bases desiguales y rangos de transicion/transversion parciales
(Pisoni et al., 2006).

Los resultados mostraron que los aislados italianos estan méas estrechamente relacionados al
prototipo CAEV-CO con un valor de bootstrap de 100, que con cualquiera de las cepas de
prototipos de MV como se muestra en la figura 28. Las secuencias aisladas de LVPR fueron
analizadas comparando todas las secuencias de LVPR disponibles tomadas de las bases de datos,
pudiendo ser divididas en dos: aislados parecidos a AEC y aislados parecidos a MV (Pisoni et al.,
2006).
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Figura 28
Relacién filogenético entre los LVPR italianos y los obtenidos a partir de bases de

datos
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Las secuencias de este arbol fueron nombradas como sigue G_NNN_P, donde G representa Goat (cabra); NNN: nimero de secuencia; y P: provincia
de origen. AT (Asti), SO (Sondrio), VA (Varese), AL (Alessandria), PC (Piacenza), BG (Bérgamo). Las secuencias representativas de Genbank de
AEC y MV (nimeros de acceso) son: M33677 (CAEV-CO); AY265456 (It-Pil); AY 265455 (1t-561); S51392 (EV1); M60609 (K1514); M31646
(SA-OMVV); AF479638 (PIOLV), AY445885(Pisoni et al., 2006).

Nota: (*) Son las cepas italianas aisladas.
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23.9.- Compartimentimentalizacion de los LVPR entre sangre y calostro de cabras infectadas

En este trabajo se realizé un analisis filogenético de forma paralela entre sangre y calostro,
donde se demostr6 la diferencia entre las secuencias virales agrupadas en el gen env en lo sitios
analizados. El trabajo abunda la relacion entre la evolucion genética de LVPR en sitios anatomico
especificos y las propiedades bioldgicas de las secuencias del gen env (Pisoni et al., 2007).

En las figuras 29 A, 29 B, 29 C y 29 D se observan arboles filogenéticos de una region de la
envoltura de clones, derivados de sangre y calostro de cabras las cuales fueron analizadas en el
trabajo “Compartmentalization of small ruminant lentivirus between blood and colostrum in
infected goats”. Estos arboles fueron construidos por el método neighbor-joining. Los arboles de A-
D estan representados por las cabras nimeros 12, 13, 658 y 666 respectivamente. Para cabras que
estaban co-infectadas (12 y 13), s6lo las secuencias de los virus aislados tanto en sangre como en
calostro estan representadas en los arboles filogenéticos A (secuencias de virus parecido a MV) y B
(secuencias de virus parecido a AEC). Se indican los valores de bootstrap (Pisoni et al., 2007).
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Figura29 Ay B
Arboles filogenéticos una region de la envoltura de clones virales de LVPR obtenidos

de sangre y calostro encontrados en la compartimentalizacion de LVPR
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En las figuras:
. El circulo completo significa secuencias provirales derivadas de la sangre .
. Un triangulo completo representa secuencias provirales derivadas de calostro A
. Un triangulo abierto representa secuencias virales derivadas de calostro A
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Figura29 CyD

Arboles filogenéticos de una region de la envoltura de clones virales de LVPR obtenidos de

sangre y calostro encontrados en la compartimentalizacion de LVPR
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23.9.1.- Analisis filogenético

Para el analisis filogenético se empleé una combinacién de diluciones limitantes de la PCR,
seguida por la clonacion y secuenciacion para excluir el re-muestreo de secuencias provirales que se
sabe ocurre durante los procedimientos de PCR-secuenciado-clonado (Pisoni et al., 2007).

Se encontr6 que las secuencias obtenidas a partir de células mononucleares de sangre
periférica de dos animales (12 y 13), se agruparon en dos distintos grupos de LVPR A y B. En
contraste, solo un subtipo, A o B, fue encontrado en el calostro de la cabra 12 y 13 respectivamente.
Fue detectado también tanto en la sangre como en el calostro de la cabra 12 un virus recombinante
con los subtipos A y B en su secuencias env. Las secuencias de los otros dos animales (658 y 666)
se agruparon con otras secuencias de referencia del subtipo B de LVPR, en sangre y en calostro.
Las secuencias derivadas de env un animal determinado se agrupa juntas, excluyendo cualquier
contaminacion cruzada entre muestras derivadas de los diferentes animales (soportada por 100 %
de las muestras bootstrap de las muestras). Las figuras A, B, C y D representan los arboles
filogenéticos generados con secuencias pertenecientes al mismo subtipo de LVPR y obtenido a
partir de sangre y calostro para cada uno de los cuatro animales (Pisoni et al., 2007).

En tres de las cuatro series de datos, las secuencias provirales derivadas de calostro fueron
agrupadas fuertemente con secuencias provirales derivadas de sangre (solo se encontrd un caso de
compartimentalizacion del virus tejido-especifico para la cabra 658) (Pisoni et al., 2007).

En las cabras 13 y 666, se encontroun variantes provirales menores en sangre (valores de
bootstrap de mas de 80%) con secuencias virales y provirales de calostro (Pisoni et al., 2007).

Las secuencias virales de calostro formaron subgrupos entre el radio de secuencias
provirales del mismo compartimento. Estd agrupacion calostro especifica de fue evidente para las
cabras numero 13 y 666 (B y D). Para las otras cabras (A y C), una agrupacion sangre tejido-
espacifica también fue observada, particularmente en la cabra nimero 658, donde un subgrupo de
secuencias virales derivadas de calostro parece emerger a partir del grupo de secuencias provirales

de sangre (Pisoni et al., 2007).
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23.9.2.- Compartimentalizacion filogenética

La compartimentalizacion de las quasi-species de LVPR fue evaluada en células
mononucleares de sangre periférica y células sométicas de calostro. En particular en el mapeo de
similitudes de grupos independientes de células mononucleares de sangre periférica y secuencias
provirales de calostro; donde se reveld la significancia en la agrupacién de quasi-especies de células
mononucleares de sangre periférica en las cabras nimero 13, 658 y 666 (el porcentaje de cuartos
apoyando esté topologia varia del 70% al 100%. El analisis del mapeo de similitudes (LMA por sus
siglas en inglés Likehood Mapping Analysis) para la compartimentalizacion de secuencias virales de
calostro revelé un importante agrupacion de las mismas cabras pero con un porcentaje menor de
cuartos apoyando esta topologia de 68% a 88%. En la cabra 13 no se observd compartimentacién de

secuencias virales de calostro (Pisoni et al., 2007).

23.10.- Transmision natural y andlisis comparativo de LVPR en las poblaciones de oveja y

cabras

Los arboles se construyeron para analizar las secuencias de los genes pol y env. De acuerdo
con la clasificacion de LVPR, los LVPR noruegos derivados de cabras corresponden al grupo C.
Las secuencias dentro del grupo A 'y C han sido aisladas tanto de cabras como ovejas. Este estudio
muestra que los LVPR noruegos derivados tanto de cabras como de ovejas en hatos mixtos estan
distribuidos dentro del grupo C, indicando que el contagio es de cabras a ovejas, mientras que los
LVPR aislados de ovejas provenientes de hatos que consisten sélo de ovejas y esta presente dentro
del grupo A (Gjerset et al., 2007).

Los arboles filogenéticos para evaluar el gen pol, fueron construidos usando secuencias
obtenidas de la base de datos de GenBank y 20 secuencias aisladas del gen pol de este estudio. Los
aislados de LVPR noruegos de cabras y ovejas provenientes de hatos mixtos forman un grupo
filogenético denominado C con valores de bootstrap de 94, mientras que aislados de hatos que
consisten solo de ovejas; estos se agrupan en el grupo A (Gjerset et al., 2007).

La relacion filogenética encontrada usando la region pol fue confirmada con las secuencias
de env. La topologia del arbol basado en las secuencias disponibles a partir de la region que codifica
para la superficie (env), mostré que las secuencias que entran en el grupo C representan a los

aislados de hatos mixtos de cabras y ovejas (30 Ay 30 B) (Gjerset et al., 2007).
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Figura 30 A
Arboles sin raiz basados en secuencias del gen pol de LVPR
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0.1 substituciones por sitio

Arbol sin raiz del alineamiento de 432 pb de secuencias del gen pol de LVPR. Los nombres de los aislados se encuentran escritos en negrita,
indicando con una S (sheep) si es de oveja 0 G (Goat) si es de cabra y el codigo para determinar el pais es N (Noruega). Las secuencias obtenidas de
GenBank estan marcadas con la especie, cédigo de pais (Br, Brasil; E, England (Inglaterra); Fr, Francia; Ic, Iceland (Islandia); Ir, Irlanda; It, Italia; N,
Noruega; P, Portugal; SA, Sudafrica; Sw, Switzerland (Suiza); US, Estados Unidos (United States)) y el nombre del aislado. Los aislados prototipicos
CAEV-Co y MVV-K1514 estan subrayados. Los grupos propuestos por Shah et al., (2004a), estan indicados. Las ramas estan dibujadas a escala. Los
ntimeros de acceso son: Co (M33677), K1514 (M10608), EV1 (S51392), UFRGS-2 (AJ305050), SNCR5692 (AY454208), SNCR5586 (AY454186),
SNCR7731 (AY577033), SNCR5698 (AY454210), Pel (AF108065), SA-OMVV (S31646), SNCR6249 (AY454232), SNCR6247 (AY454231),
SNCR5560 (AY454175), SNCR4668 (AY445885), PLOLV (AF479638), OvLv85/34 (AY101611), 676 (U35676), AT3S (DQ013234), CA680
(AF015182), AT44S (DQO013224), Mgl (AF108049), C767 (AJ305053), SNCR5717 (AY454217), SNCR5591 (AY454187), SNCR5563
(AY454177), V686 (U35681), V663 (U35674), SNCR5720 (AY454218), ROCID (AJ969038), KM1071 (U51910), KV1772 (S55323), 17.5
(AY362030), S93 (AF338226), 85/34 (U64439), WLC1 (AY362038), 32 (AJ400720), 21 (AJ400719), 680 (AJ400718), 786 (AJ400721), 63
(M60855), IGA (DQ015916), 26KE (DQ015913), G623AW (DQ015912), G922AW (DQ015914) y LM30 (DQ015915) (Gjerset et al., 2007).
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Figura 30 B
Arboles sin raiz basados en secuencias del gen env de LVPR
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Arbol sin raiz del alineamiento de secuencias de SU del gen env de LVPR (figura B). Los nombres de los aislados se encuentran escritos en negrita,
indicando con una S (sheep) si es de oveja 0 G (Goat) si es de cabra y el codigo para determinar el pais es N (Noruega). Las secuencias obtenidas de
GenBank estdn marcadas con la especie, cddigo de pais (Br, Brasil; E, England (Inglaterra); Fr, Francia; Ic, Iceland (Islandia); Ir, Irlanda; It, Italia; N,
Noruega; P, Portugal; SA, Sudafrica; Sw, Switzerland (Suiza); US, Estados Unidos (United States)) y el nombre del aislado. Los aislados prototipicos
CAEV-Co y MVV-K1514 estan subrayados. Los grupos propuestos por Shah et al., (2004a), estan indicados. Las ramas estan dibujadas a escala. Los
ntimeros de acceso son: Co (M33677), K1514 (M10608), EV1 (S51392), UFRGS-2 (AJ305050), SNCR5692 (AY454208), SNCR5586 (AY454186),
SNCR7731 (AY577033), SNCR5698 (AY454210), Pel (AF108065), SA-OMVV (S31646), SNCR6249 (AY454232), SNCR6247 (AY454231),
SNCR5560 (AY454175), SNCR4668 (AY445885), PLOLV (AF479638), OvLv85/34 (AY101611), 676 (U35676), AT3S (DQ013234), CA680
(AF015182), AT44S (DQO013224), Mgl (AF108049), C767 (AJ305053), SNCR5717 (AY454217), SNCR5591 (AY454187), SNCR5563
(AY454177), V686 (U35681), V663 (U35674), SNCR5720 (AY454218), ROCID (AJ969038), KM1071 (U51910), KV1772 (S55323), 17.5
(AY362030), S93 (AF338226), 85/34 (U64439), WLC1 (AY362038), 32 (AJ400720), 21 (AJ400719), 680 (AJ400718), 786 (AJ400721), 63
(M60855), IGA (DQ015916), 26KE (DQ015913), G623AW (DQ015912), G922AW (DQ015914) y LM30 (DQ015915) (Gjerset et al., 2007).
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23.11.- Impacto de la transmision natural oveja-cabra en la deteccion y control de la infeccién

con LVPR pertenecientes al grupo C

23.11.1.- Andlisis filogenético

Un érbol filogenético fue construido usando 46 secuencias aisladas del gen gag y aislados
prototipo de LVPR pertenecientes al genogrupo A-C. En el genogrupo C, las secuencias del gen
gag dentro de dos subgrupos con un valor bootstrap de 91%. La distancia nucleétidica estimada
entre los dos subgrupos fue de 11-25%. Las secuencias obtenidas a partir de ovejas y cabras
muestran una agrupacion intra-hatos, con una divergencia nucleotidica de 2-10%. La secuencia del
virus 1GA de AEC aislado en 1991, diverge en un promedio de 6% de la secuencia viral obtenida
de la misma granja en 2003. Dentro del genogrupo A, la distribucion promedio intra-hatos fue de
4.3%, mientras que la distancia entre el virus de MV NMV1, aislado en 1976, y los actuales

aislados noruegos en el grupo A fue de 12.6% (Gjerset et al., 2009).

23.11.2.- Analisis de la secuencia gag

El alineamiento de la secuencia de un fragmento gag correspondiente al residuo 19-156 de
la proteina de matriz de AEC mostré muchas regiones con compuestos conservados, y una region
altamente variable en la parte C terminal (figura 31). Comparado con las secuencias pertenecientes
al genogrupo A, deleciones de 4-13 aminoacidos fueron observadas en las secuencias del genogrupo
C, mientras que una delecion de 7 aminoacidos en la region variable C Terminal mostro deleciones
de secuencias variables de 5 a 9 aminoacidos, mientras que el subgrupo més largo contiene todas las
deleciones variantes excepto el tipo aminoacido 5, indicando que todas las deleciones variantes son
encontradas en aislados de LVPR de diferentes regiones geograficas (Gjerset et al., 2009).

En la figura 32 se observa una alineacién de secuencias a la proteina de matriz de LVPR.
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Figura 31
Arbol filogenético basado en una secuencia del nucleétido 437 del gen gag que codifica para la
proteina de matriz basado en 46 secuencias de LVPR
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Los grupos filogenéticos A-C propuestos estan indicados. Las secuencias estan marcadas de acuerdo a los hospederos cabras (G) y ovejas (S), y el

color representa el pais comin de origen (Gjerset et al., 2009).
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Figura 32

Alineamiento de las secuencias correspondientes a los residuos 19-156 de aminoacidos de la

5-208
S-1LS
S-3HT
CAEV-Co
G=-2KV
G-1EG
S-2TL
G-1KV
CAEV-1GA
G-10F
G-1LS
S-1BT
MVV-1514
S-1PE

§-208
8-1LS
S=3HT
CAEV-Co
G-2KV
G-1EG
S=-2TL
G-1KV
CAEV-1GA
G-10F
G-1LS
S-1BT
MVV-1514
S-1PE

FRERERRRERRERRERRERRERERRERERR

proteina de matriz de LVPR

YPELKECLKKAYKIKVRSGGERLTEGNCLWCIKTLECMYEDCREEPWTPEKCKKLWRRLKQVEPEESSKADYN

..... WY o O | PSP I T | P Y . JFY | G 4
........... o P I o T o) R |
++..EK.I.H.C.....LR..H.........L...DY.F..HK.....KV.FRTI.QKV.NLT....N.K.FM
...... v CRecsvsanssncssnssssanssnsasssansssnsiassssssleslicssnssesssaanen
...... v CR.RiBiviervinsssartsnssssssnssssrsses@iseRee KK uR
....... I CR.....Ricvvinenens i o F.Guow WA .QAR.ENM.QK. . .L......R..F
....... I c.v = Y o A L T
........... CeicossBhoesossssssssnssssscsssscsssnsssscsssses@PesRRoevessosossssasns
........... CR i s sisssvssisanisssissssaseiReississsBesRissoussnavsnnana
........... o . S . . [
........... Ceesssessnsssnsssnanisnsnsssnascnsissrsnsssalescssnssasnnaanss
...... VI.ATC..R.GP.K.T........AL, .IDFIF..LKT....IT.MYTV.D...GLT...T..REFA
...... VI.ATC....GA.K.T....... . .AL..IDFIF..IIT....LT.MYTV.N....LT...T..REFA

......... Tevennneernns lio Vo Kool  JKKREK=====E.,, . .E... .|l vveennnnrnnnn.
........................ L.....K...R.NOKAET====== IKEE....[....M.........K
eQ.....LM.C....R.......M..VI.K. QEE. . ====max EDKRE.E.SVF..V...A...8.K
........................ I..uuuv.. JKGEKKQE-------EKKQEE.K.[...........G..
........... b PP 4 EKE..-======-KAEERK.|. . .. 00vvttnnn..
........ LI..LK....vovveus...8.T KKE.---------KPEE.A.L...I...A...8.K
........................ I......... KRGKETQ----=-===-=QEE.K.|...............
teiesiesteessasiessseessTiiiiiie. JKG. EKPSmmmmmmmmm e EE.K.|ioieeennneannns
........................ I.........KG.EKQS---=====--=EE.K.|...............
Duvnnnsnnnssmesnnsssasany I...Q.K KEK---===---—-=- PKEEPK.M....0vvuinnnn K
.................................. TK--==-===-===-AEE.K.[. . .ooovvurunnnn

+sQes..C.M.8....K...V.A.KGIIS.KEGLH.NKEA.GEKVEQLY . .NLE.HREVN. ..VNLQA...S.K
L.l . CMLS. L. KL L L V.A RGIIS.KEG .NKED. . . KVEQLY . NLERHRE} . . .VNLQA. ..S.K

Alineado de secuencias correspondientes al residuo 19-156 de la proteina de matriz de AEC, con CAEV-Co (grupo B, M336779), CAEV-1GA (grupo
C, DQ015916) y MVVK-1514 (grupo A, M10608), las secuencias prototipicas se muestran en negritas y nuevas secuencias de LVPR representando

diez deleciones variantes. La region altamente variable terminal C esta dentro del recuadro. Los espacios estan representados por guiones (Gjerset et

al., 2009)
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24.- DISCUSION

Los retrovirus estan ampliamente distribuidos en la mayoria de los vertebrados, y LVPR
son parte de esta familia (ICTV 2006). En la figura 1 se muestran los principales genes de LVPR
(gag, pol, env, vif, tat, rev), los cuales tienen diferentes funciones descritas en este trabajo (Murphy,
1999; Demirov et al., 2004; Bertoni, 2007; Leroux y Mornex, 2008), los tres primeros genes de
LVPR son los mas utilizados para hacer los estudios de filogenia, aunque pueden utilizarse otras
regiones como la LTR.

Los LVPR son responsables de enfermedades progresivas y degenerativas que con llevan a
la muerte en pocos meses o hasta afios. Las reconstrucciones filogenéticas basadas en secuencias
parciales establecen claramente la evidencia de transmisiones entre especies.

En la figura 2 se muestra una representacion esquematica de forma general de una particula
retroviral. Un mejor entendimiento de la estructura, asi como del mecanismo viral, puede llevar a
conocer mejor entendimiento de la patogenia, y puede ser un paso para el control de la
diseminacion de estas infecciones.

Ademas de las consecuencias en la salud animal, los LVPR son también un buen modelo
para estudiar infecciones virales en humanos.

En la figura 3 se muestra una vision general del ciclo de replicacion de los retrovirus, este
tiene un gran impacto en la relacion virus-hospedero, ya que al tener una gran capacidad de
mutacion debido a que el copiado de ARN a ADN por medio de la transcriptasa reversa es inexacto
puede llevar a la aparicion de nuevos subtipos virales que en el futuro pueden ser mas infecciosos o
causar lesiones en el hospedador diferentes a las cepas virales que hasta ahora se conocen.

La transmision de los LVPR a través de ingestion de calostro, es considerada una ruta de
transmision muy importante. Aunque algunos autores como Straub (2004), en su trabajo “infeccion
de la oveja con MV. Historia y conocimiento presente”, considera que la ruta mas importante para
la transmision del virus son las descargas nasales, mas aun, cuando las ovejas son hacinadas en
corrales o sistemas intensivos, donde son mas susceptibles a contraer el virus por medio de contacto
directo.

En el trabajo, Transmision calostral de MV: sitios de entrada viral en corderos nacidos de
ovejas experimentalmente infectadas de Preziuso et al., (2004), se examinaron muestras de intestino
tomadas de corderos de diferentes edades los cuales se alimentaron con calostro de madres
experimentalmente infectadas. En las figuras 4 y 5 se observan algunas de estas muestras de
intestino que se examinaron por diferentes métodos y tinciones, en los que los resultados mostraron
una absorcion viral, los cuales tienen diferentes patrones de tincién dependiendo del tiempo de
infeccion.
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Los resultados contribuyen al conocimiento acerca de la patogénesis LVPR, sugiriendo que
el intestino es un sitio de propagacion de los LVPR en corderos que toman calostro de madres
infectadas, lo que confirma también la excrecion mamaria del virus.

Se dice que los LVPR llegan al intestino por medio del calostro en macrofagos; en las
primeras 48 horas después del nacimiento la barrera intestinal es muy permeable, es por eso que el
virus puede pasar a través del epitelio y llegar a los nodos linfaticos.

En el estudio de Schnorr y Peterson (1984), se observé que leucocitos calostrales infectados
con LVPR pueden ser absorbidos por el intestino intacto (sin lesiones) del neonato como una forma
de infeccion.

Aungue el mecanismo por el cual los LVPR cruzan la barrera intestinal no es muy bien
conocido, se sugiere que las células epiteliales transportan al virus por medio de transcitosis, similar
al propuesto por Lehner et al., (1991) para el SIDA, aunque este mecanismo no ha sido descrito
aun.

Es por esto que conocer el mecanismo de entrada al intestino y su diseminacion en recién
nacidos puede apoyar los mecanismos para tomar medidas preventivas.

En las figuras 6 y 7 procedentes del trabajo de diagnostico de casos clinicos de la forma
nerviosa de MV en corderos de 4 a 6 meses de Benavides et al., (2007), la investigacion demostro
que la presentacion nerviosa de MV, que se reporta ocurre en ovejas adultas, descrita por primera
vez por Sigurdsson et al., (1957), también puede presentarse en ovejas jovenes, con los mismos
signos clinicos de incoordinacion y recumbencia. También se encontraron hallazgos en la
histopatologia, como encefalitis severa no purulenta afectando principalmente los pedunculos
cerebelares.

Por otro lado, en AEC donde es mas frecuente la presentacion de encefalitis en animales
jovenes de 2 a 6 meses, esto se observé en el trabajo hecho por Callan y Metre (2004), casos de
encefalitis en caprinos adultos debido al virus de AEC, aunque se sabe que la encefalitis s6lo habia
sido reportada hasta ese momento en cabritos.

Estos estudios, pueden llevar a pensar que ocurren de manera natural aungue sea de forma
esporadica.

Las articulaciones carpales son mas comunmente afectadas por LVPR, para el caso de los
caprinos, aunque pueden verse afectadas otras articulaciones; cabe mencionar que solo un tercio de
los animales muestran signos clinicos. Se ha demostrado que hay una predisposicion genética para
desarrollar manifestaciones clinicas de artritis debido a la infeccién por LVPR, en contraste no hay

evidencia de resistencia genética a la infeccion.
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La infeccion por LVPR se caracteriza por tener un curso lento pero progresivo, en estados
tardios, se puede observar a las cabras caminar con los miembros flexionados. Estos animales
pueden tener pobre condicion corporal y mal aspecto general. En la figura 8 se muestra un caprino
afectado por LVPR, donde estan afectadas las articulaciones carpales, y tiene una pobre condicién
corporal, pelo hirsuto, y en general un mal aspecto.

En la figura 9 se observan articulaciones carpales de caprino diseccionadas, en donde se
puede apreciar la lesién debida a LVPR.

Infecciones experimentales con AEC han revelado una clara asociacién entre la carga viral y
la severidad de las lesiones en las articulaciones carpales. Los analisis hechos con rayos x pueden
detectar los cambios patoldgicos en la articulacion, como la mineralizacién del tejido y erosiones en
la superficie articular. Las articulaciones afectadas contienen excesivo liquido sinovial con
abundantes células inflamatorias mononucleares presentes al aspirado.

La bioinformatica es una ciencia de analisis cuantitativo de la informacion relacionada con
macromoléculas bioldgicas con la ayuda de programas computacionales. Por medio de esta ciencia,
se puede hacer un estudio molecular detallado del genoma de los organismos.

En la figura 10 se muestra de forma esquematica una vision general de la bioinformatica
donde se observan los pasos que sigue la investigacion, desde el estudio de genes, los cuales son
secuenciados, luego son almacenados en las bases de datos en la red, y por medio de programas
computaciones son analizados para diferentes propositos como son: relaciones entre los organismos
0 la creacion de nuevas drogas mas eficaces para el control de enfermedades. El objetivo principal
de estas técnicas es la utilizacidbn de recursos computacionales para solucionar o investigar
problemas sobre escalas de tal magnitud que sobrepasan el discernimiento humano.

Las tecnologias de la informacion jugaran un papel fundamental en la aplicacion de los
desarrollos tecnoldgicos en el campo de la genética a la practica médica como refleja la presencia
de la Bioinformatica médica. La aplicacion de los conocimientos en genética molecular y las nuevas
tecnologias son necesarios para el mantenimiento de la competitividad del sistema sanitario no sélo
paliativo sino preventivo. La identificacion de las causas moleculares de las enfermedades junto con
el desarrollo de la industria biotecnoldgica en general y de la farmacéutica en particular permitiran
el desarrollo de mejores métodos de diagndstico, desarrollo de farmacos personalizados y una mejor
medicina preventiva.

En la figura 11 se muestra de manera esquematica una aproximacion de una arquitectura
genérica de un sistema bioinformatico, donde se observa la estructura que esta dividido en partes:
sistemas fuente, donde estan los laboratorios y/o centro de investigacion y donde la informacion que

sale de estos se divide en dos: fuentes privadas y fuentes publicas.
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Procesamiento de datos donde se encuentran los datawarehouse encargados de concentrar y
modelar la informacién para luego crear datamarts de contexto especifico. Ya que se tiene la
informacion en una presentacion méas adecuada puede procederse a explotarla por medio de
diferentes herramientas (por ejemplo OLAP/mineria de datos). Por ultimo estan los clientes,
considerados sistemas de explotacion, que pueden ser navegadores de Internet o de clientes
propietarios que se comunican con un servidor para procesar informacion especifica.

Esta figura explica de manera general el flujo y clasificacion de la informacion hasta que
esta llega al cliente o consumidores.

En la figura 12 se muestra un esquema de un cladograma, estos son similares a los
diagramas de huevo, o bien a los genogramas. Sin embargo, éstos ultimos contienen informacién de
descendencia directa de individuos, mientras que un cladograma sélo representa una descendencia
hipotética, ademas de ser de varias especies y no de organismos de una sola especie. Los
cladogramas proveen una imagen visual de como especies nuevas contienen aun caracteristicas

heredadas de antiguas especies. Los bidlogos usan los cladogramas para tres propositos:

1. Probar hipotesis sobre la evolucion.
2. Aprender sobre las caracteristicas de las especies extintas y los linajes ancestrales.
3. Clasificar los organismos segun las caracteristicas que heredaron de un ancestro comdn

de tal forma que la clasificacion revele la evolucion de las especies.

En la figura 13 se muestra un filograma, el cual es un arbol que muestra relaciones
genealodgicas entre organismos. Difiere del cladograma, en que las ramas se dibujan proporcionales
a la cantidad de cambio evolutivo. Es propio del evolucionismo; también se le llama dendrograma
tipologico.

En la figura 14 se muestran las partes de un arbol filogenético, y en la figuras 15 y 16 los
dos tipos de arboles que puede haber, con raiz el cual es un arbol directo, con un Unico nédulo que
corresponde al ancestro comun mas reciente de todas las entidades de las hojas del arbol, o un arbol
sin raiz los cuales ilustran la relacion de los nddulos de las hojas sin hacer asunciones sobre
ascendencia. Mientras que los arboles sin raiz siempre pueden ser generados a partir de arboles con
raiz omitiendo esta, una raiz no puede ser inferida a partir de un arbol sin raiz sin algunos medios
para identificar la ascendencia. Esto suele hacerse incluyendo un grupo externo en los datos
entrantes o introduciendo asunciones adicionales sobre las tasas relativas de evolucion en cada

rama.
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Actualmente, el andlisis filogenético se ha convertido en una importante herramienta de la
biologia para comparar informacion acerca de genes, individuos, poblaciones, y especies. Este tipo
de analisis tiene otras aplicaciones, como reconstruir la secuencia de genes ancestrales a través de
genes existentes y derivados; estudiar el origen y epidemiologia de las enfermedades (Hillis, 1997;
Achtman, 2001; Cates, 2006; Hall y Barlow, 2006).

En el trabajo sobre la caracterizacion genética de los lentivirus ovinos fenotipicamente
distintos de Norte América y su posible origen a partir del virus de AEC (Karr et al., 1996) se
examinaron caracteristicas genéticas de dos lentivirus ovinos norteamericanos fenotipicamente
distintos. El analisis de las secuencias de nucleotidos de la region de envoltura de las cepas 85/34 y
84/28 mostraron que estan estrechamente relacionados y que estos a su vez se relacionan mas con
AEC que a MV. Aunque al analizar las substituciones en las secuencias de nucle6tidos de la region
env se observo que estos cambios resultaron en nucledtidos homdlogos a MV. Esto sugiere que
estas cepas tal vez se originaron a partir de una infeccion entre especies, es decir, ovejas se
infectaron con AEC, y estos genomas evolucionaron para adaptarse a su nuevo hospedero.

Se construy6 un arbol filogenético (figura 17), en el cual agrupo los OvLv 85/34 y 84/28
en un grupo con AEC cepas CO y 63 junto con las cepas OvLV SH11 y SH8, y lejos de este grupo
las secuencias de MVV-1772, SA-OMVV y EVL1. Estos resultados sugieren una relacion evolutiva
estrecha de los OvLV con AEC, mas que con MV (Karr et al., 1996).

En el cuadro 5 de este mismo trabajo, se muestra un resumen de los cambios de bases de los
OVLV en la secuencia del gen env, que son diferentes de CAEV-CO, pero que son homdlogos a las
secuencias de visna, resume el porcentaje de cambios en los nucle6tidos de la secuencia del gen env
1.6-kb de los OVLYV cepas 85/34 y 84/28 y SH11, las cuales se desvian de la secuencia CAEV-CO,
pero son homaélogos a los nucleotidos correspondientes de las secuencias de los virus visna cepas
MVV-1772, SA-OMVV, y EV1. Estos resultados son sugestivos de un estado de evolucion en estos
genomas de OvLV hacia el genoma de los virus visna en ovejas (Karr et al., 1996).

Con el trabajo de Karr et al., (1996), se demostro que dos cepas fenotipicamente distintas de
lentivirus ovinos norte americanos, estan relacionadas entre si genéticamente, y que sus regiones
env son mas homalogas a los lentivirus caprinos que a los clasicos lentivirus ovinos. Sin embargo,
el analisis de la substitucién de nucledtidos en los genes env de estos virus, indicaron que cuando
las diferencias entre los dos virus y AEC fueron examinadas, los cambios fueron por lo regular
homdlogos con los genomas de los virus MV (figura 18), lo que sugiere que los dos OvLV
norteamericanos tal vez se originaron a partir de AEC o virus parecidos a este, posiblemente por
transmision entre especies de forma natural de cabra hacia oveja, y la adaptacion subsecuente del

virus en la oveja por medio de la evolucion en su genoma (Karr et al., 1996).
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En otro trabajo similar al de Karr et al., (1996) hecho por Leroux et al., (2008) encontrd que
virus obtenidos de ovejas en Francia eran mas homodlogos a AEC que a MV en los analisis
filogenéticos hechos a partir de las secuencias de nucleétidos en el gen pol, este estudio a su vez
concuerda con lo realizado por Chebloune et al., (1996) sobre ovejas naturalmente infectadas en
Norteamérica, donde las ovejas se infectan con lentivirus mas parecidos AEC que a MV, lo que
sugiere que esto puede también ocurrir en diferentes partes del mundo.

La aplicacion de estos estudios tanto a las secuencias de AEC como a las de MV es de
crucial importancia para el analisis epidemiolégico de las infecciones con LVPR, y para estudiar las
diferencias en la virulencia entre las cepas existentes de LVPR. La clasificacion de los LVPR
basado en sus especies hospederas es incorrecto, muchos andlisis filogenéticos han demostrado que
tanto ovejas como cabras se infectan con LVPR de forma indistinta (Pisoni et al., 2006, Gjerset et
al., 2007).

En el trabajo de virus de AEC de Francia y Norte América emergen a partir de MV (Valas
et al., 1997), las figura 19a, 19b y 19c muestran arboles en donde se describe la relacion
filogenética de un aislado lentiviral caprino francés (CA680) con los otros aislados caprinos.
Muestra que este aislado caprino esta agrupado con el aislado Cork en una rama relacionada de
forma distante al grupo de MV consistentes en aislados de EV-1, SA-OMVV, ZZV1050, y K1514
(Valas et al., 1997). En la figura 19c el arbol confirma que el grupo AEC incluyendo al aislado
CAB680 forma un grupo relacionado de forma distante a los prototipos MV (Valas et al., 1997). Por
lo tanto se puede decir que el aislado caprino no emergid a partir de MV por lo observado antes en
los arboles.

La principal conclusién del trabajo de Valas et al., 1997 derivado del analisis filogenético,
es que a pesar del origen geografico, la cepa CA680, estaba mas estrechamente relacionada a
CAEV Cork de Estado Unidos que a todos los otros LVPR aislados de ovinos de USA, Islandia,
Noruega e incluso Francia.

En cualquier caso todos los LVPR caprinos caracterizados hasta ahora estdn mas
relacionados entre ellos que con los prototipos de MV.

Se sugiere que tal vez ocurrié un evento en LVPR ovinos ancestrales que llevaron a un
LVPR a adaptarse al hospedador caprino. Esta hipotesis no excluye el potencial de los LVPR
caprinos para infectar al hospedador ovino. Esta posibilidad esta sustentada por la existencia de los
provirus inexpresables de los virus SH8 y SH11 (Chebloune et al., 1996), y por numerosas

secuencias de LVPR a partir de hospedadores ovinos (Zanoni et al., 1992).
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En el articulo llamado: Virus de AEC y MV: Especies distintas o quasiespecies, y sus
implicaciones para diagnostico de laboratorio de Pasick (1998), se dice que el hecho de que los
lentivirus existan como quasiespecies se debe a que el polimerasa dependiente ARN tiene un alto
rango de error y un pobre mecanismo de correccion, el resultado es que los virus ARN se replican
de manera imperfecta, por lo tanto el rango de error de la polimerasa dependiente ARN es
directamente responsable de determinar el tamafio e integridad de las quasiespecies. Esta
variabilidad es no sélo un instrumento en la habilidad de los lentivirus para evadir la respuesta
inmune del hospedero, y producir infecciones persistentes, sino también les permite cruzar la
barrera entre especies (Pasick 1998).

En el andlisis filogenético de LVPR del sur de Brasil hecho por Ravazzolo et al., 2001 en la
figura 20 se muestran arboles filogenéticos obtenidos de las secuencias de nucleétidos de los genes
pol y gag, por el método de méaxima similitud. Los valores de bootstrap son de 100 (para pol) y
1000 (para gag) replicaciones indicando esto la confidencia del patron de ramificado. Aunque los
valores de bootstrap del analisis del gen pol fueron menos confiables que aquellos del arbol gag, los
prototipos de MV y AEC fueron agrupados junto a las secuencias brasilefias analizadas de ovejas y
cabras respectivamente. Fue encontrada una correlacion entre el virus y las especies de pequefios
rumiantes de origen, de igual forma esta correlacion fue encontrada por Valas et al., (2000), quienes
analizaron el gen env de los LVPR franceses aislados de cabras.

En la figura 21 el alineamiento de secuencias de aminoacidos del gen gag de algunos LVPR,
se encuentra que la mayor regién de homologia corresponde a los aminoécidos 132-146 de la
secuencia de M33677. Aunque las regiones de mayor homologia estdn conservadas entre los
lentivirus; las secuencias analizadas estan menos conservadas de lo esperado. La region de mayor
conservacion muestra claras diferencias entre las cepas de AEC y MV. Esta region tal vez pueda
indicar alguna especificidad de especie (Huang y Martin, 1997).

Se ha descrito que la infeccion de cabras con los subtipos A3 0 A4 ha sido asociada con el
contacto con ovejas, las cuales también tienen este mismo subtipo, lo cual indica la transmision
entre especies (Pasick 1998; Shah et al., 2004 (b)).

En el trabajo: Analisis filogenético vy la reclasificacion de los LVPR basado en 104 nuevos
aislados: Evidencia para regular la transmision de oveja a cabra y la propagacién mundial a traves
de comercio de animales de Shah et al., (2004) (b) se demostrd que los LVPR deben ser divididos
en cuatro grupos de secuencias principales de la A a la D, los cuales difieren de 25% a 37% en sus
secuencias gag y pol. El grupo Ay B a su vez se subdividen en subtipos que difieren entre si 25%-
27%.
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El grupo A contiene al menos siete subtipos, de Al a A7, y el grupo B contiene dos
subtipos, B1 y B2. Se ha visto que los subtipos A3, A4, A6 y B2 han sido aislados tanto de ovejas
como de cabras en algunos rebafos analizados donde cabras y ovejas estuvieron en contacto (Shah
et al., 2004 (b)).

En la figura 22 A, 22 B y 22 C se muestra la relacion filogenética de los lentivirus de ovejas
y cabras, deducidas a partir de la comparacion de secuencias, en las secuencias gag-pol 1.8 kb, las
secuencias pol de 1.2 kb y en el fragmento RT 279 contenido dentro de gag-pol.

Este estudio incrementa la informacion de secuencias en estos virus por la adicion de 104
nuevos aislados, 78 secuencias a partir de un fragmento de 1.8 kb gag-pol, y 72 nuevas secuencias
de un fragmento de 1.2 kb de pol. Con esta nueva informacion, se ha hecho posible hacer mas
refinados analisis de las relaciones filogenéticas y hacer estudios epidemiolégicos moleculares.

Los arboles filogenéticos de las figuras 22 A, 22 B y 22 C indican que algunas cepas de
LVPR no pueden ser clasificadas en el nivel de sélo grupos o subgrupos, como fue el caso del
sistema de agrupamiento I-VI propuesto cinco afios antes por Zanoni (1998), porque los diferentes
grupos no son equidistantes. EI grupo V por ejemplo, esta mas relacionado con el grupo 1V que con
los grupos I, 11, 111 0 VI, y los grupos I, 11 y VI estan mas estrechamente relacionados entre ellos que
con el grupo I11. Es necesario sobreponer grupos de secuencias de una mas alta jerarquia por medio
de las cuales las diferentes ramas puedan ser clasificadas en una relacion filogenética que satisfaga
el criterio de secuencia equidistante entre los subgrupo de un determinado grupo.

Este trabajo confirm6 la conclusién de Mwaengo et al., (1997) donde encontr6 que los
aislados norteamericanos estan mas estrechamente relacionados a MV que a AEC.

Los virus del sur de Francia clasificados en los subtipos A6 y B2, son encontrados tanto en
cabras como en ovejas, presentando una evidencia de transmision entre especies (Leroux et al.,
1997), se deja abierta la posibilidad si esto fue una repetida y continua transmision entre especies 0
solo fue debido a un Unico evento ocurrido en el pasado. Mas aun la direccion de la transmision no
es clara.

En el analisis filogenético del LVPR subtipo B1 en hatos mixtos: Evidencia de transmision
natural de cabras hacia ovejas de Pisoni et al., (2005), un andlisis filogenético del LVPR subtipo
B1, muestra que este cruza la barrera entre especies bajo condiciones de campo a través del
contacto directo entre animales adultos. Esto lleva a pensar que los programas de control no deben
estar basados solo hacia una sola especie, si no de forma conjunta hacia ovinos y caprinos (Pisoni et
al., 2005).
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En la figura 23 se muestra un arbol basado en LVPR del subtipo B1 de tres diferentes
granjas con hatos mixtos, este muestra la relacion filogenética de los lentivirus de cabras y ovejas.

Aunque se ha visto que los LVPR pueden ser transmitidos de forma experimental (Banks et
al., 1983; Smith et al., 1985), la transmision natural de LVPR subtipo B2 entre especies no ha sido
documentada directamente, sugiriendo que este subtipo tiene un gran potencial de especificidad. En
este estudio hecho por Pisoni et al., (2005) se analizaron filogenéticamente virus a partir de cabras y
ovejas que se encontraban en el mismo hato y estaban expuestas a la infeccion de forma natural. Se
presenta en este trabajo la primera evidencia directa de que LVPR del subtipo B1 son transmitidos
de cabras a ovejas por medio de una infeccion natural de tipo horizontal entre animales adultos.

En la caracterizacion molecular y estudio filogenético de las secuencias virales de MV y
AEC en ovejas y cabras de Espafia, trabajo hecho por Reina (2006), las secuencias esparfiolas de
ovejas y cabras estuvieron mas cerca de secuencias de prototipos LVPR ovinos como EV1, SA-
OMVV y KV1514 que de las secuencias prototipos de LVPR caprinos, como CAEV-Co y
CAEV1GA. Esto confirma que la proximidad genética de LVPR puede ser independiente de la
especie hospedera (Reina 2006).

En la figura 24 se muestra un alineamiento de secuencias de aminoacidos del gen pol de
1.2 kb correspondiente a las regiones pol-dUTPasa, y pol-integrasa de LVPR. Un alto grado de
conservacion en la region dUTPasa fue encontrada entre los LVPR espafioles estudiados y las
secuencias de referencia. De forma similar, hubo un alto nivel de conservacion del motivo HHCC
Zinc finger motif en la regién integrasa. Este motivo (dos residuos H y dos C) fue similar a los
presentados en otras integrasas retrovirales (Brown, 1997); asi como algunos factores de
transcripcion (Laity et al., 2001); o la proteina ZAP antiviral que cubre el ARNm viral (Guo et al.,
2004). Los aminoacidos W, D T y S, también fueron conservados en los sitios activos de la
integrasa, entre las secuencias espafiolas, no solo las incluidas en el estudio de Reina et al., (2006),
sino también en trabajos previos como el de Grego et al., (2002).

En la figura 25 se muestra un alineamiento de secuencias de aminoacidos del gen gag-p25
de LVPR, aqui también hubo regiones altamente conservadas en la mayoria de los LVPR ovinos y
parte de los caprinos. Estas fueron identificadas con el epitope inmunodominante, responsables de
la reactividad cruzada entre los anticuerpos contra la proteina p25 (Rosati et al., 1999).

En la figura 26 donde se muestra un alineamiento de secuencias de la region LTR de LVPR,

se encontrd una gran heterogeneidad gendmica.
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En los filogramas 27 A, 27 B, 27 C y 27 D correspondientes a las regiones analizadas pol,
gag-p25 y LTR, presentaron una topologia compatible. Esto mostré que las secuencias de LVPR
espafioles tanto caprinos como ovinos pertenecian a los grupos filogenéticos A o D, y estaban mas
cerca de los prototipos ovinos (grupo Al) que a los prototipos caprinos (grupos B o C)
correspondientes a la clasificacion de Shah et al., (2004) (b).

En el andlisis filogenético de la region gag que codifica la proteina de matriz de LVPR (de
la cual existe poca informacion), se hizo un anéalisis comparativo y de aplicaciones epidemioldgicas
moleculares, hecho por Pisoni et al., (2006), los resultados mostraron que los aislados italianos
estan mas estrechamente relacionados al prototipo CAEV-CO, méas que con cualquiera de las cepas
prototipos de MV como se muestra en la figura 28. Las secuencias aisladas de LVPR fueron
analizadas comparandolas con todas las secuencias de LVVPR disponibles tomadas de las bases de
datos, y pueden ser divididas en dos: aislados parecidos a AEC vy aislados parecidos a MV. En este
trabajo se sugiere un origen comun de los LVPR, posiblemente relacionado a la introduccion de
cabras infectadas en una poblacion seronegativa (Pisoni et al., 2006). Para los virus pertenecientes
al subtipo B2 (de la clasificacion hecha por Shah et al., 2004) aislados de poblaciones de ovejas
naturalmente infectadas en Europa, se ha encontrado que estdn mas estrechamente relacionados a
AEC que a MV, esto es sugerido por el analisis hecho a varias de las secuencias parciales de
nucleotidos. Este resultado tal vez indicaria un virus ancestral parecido a AEC presente en las
ovejas y que ha sido recientemente esparcido en poblaciones de cabras. (Pisoni et al., 2006).

El estudio hecho por Pisoni et al., afiadiendo 52 nuevas secuencias de la region que codifica
la proteina de matriz, ademas de dos de origen italiano (Rosati et al., 1999), que ya se encuentran en
GenBank.

Aunque eventos de transmision de LVPR (de ovejas hacia cabras y viceversa) han sido
reportados en los andlisis de secuencias en Europa (Leroux et al., 1997; Shah et al., 2004), asi como
en Italia (Grego et al.,, 2002), en este trabajo no se encontraron secuencia parecidas a MV,
indicando que las caracteristicas de las granjas monitoredas de manejo intensivo no existia contacto
con ovejas, excluyendo la posibilidad de difusién de MV en hatos de cabras lecheras.

En la compartimentalizacion de LVPR entre sangre y calostro de cabras infectadas de
Pisoni et al., (2007), se presentd un analisis filogenético que se realiz6 de forma paralela entre
sangre y calostro, donde se demostrd la diferencia entre secuencias virales en el gen env en lo sitios
analizados, elucidando la relacion entre la evolucion genética de LVPR en sitios anatomico

especificos y las propiedades bioldgicas de las secuencias del gen env (Pisoni et al., 2007).
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Lo cual se mostro en las figuras 29 A, 29 B, 29 C y 29 D de los arboles filogenéticos de la
envoltura de los clones de LVPR obtenidos de sangre y calostro.

Macrofagos infectados estan presentes de forma abundante tanto en calostro como en leche,
considerado como una via de transmision de LVPR descrito en los trabajos de Radostis et al.,
(2000) Preziuso et al., (2004) y Peterhans et al., (2004).

La investigacion de los genotipos virales en varios compartimentos tal vez revele la
presencia en la glandula mamaria de distintos virus particularmente adaptados a la transmision
lactogenica. En este estudio hecho por Pisoni et al., (2007) se observé una importante diferencia en
la carga viral en el parto en el compartimento sanguineo entre las diferentes cabras. Un animal en
particular (cabra 13) tenia una carga viral 100 veces méas alta que los otros tres animales. Estas
diferencias también fueron observadas por Ravazzolo et al., (2006), quien mostré6 que cabras
experimentalmente infectadas, exhibian  diferentes cargas virales, posiblemente debido al
componente genético de los animales en la eficacia de su respuesta inmune.

También se encontrd una importante diferencia en la carga proviral entre sangre y calostro,
que junto con las investigaciones de Ravazzolo et al., (2006) se demuestra que la glandula mamaria
es un sitio privilegiado para la replicacion viral in vivo y para la transmision viral.

Los resultados obtenidos, sugieren que las secuencias de LVPR difierentes entre sangre y
calostro implica que puede haber algin grado de replicacion independiente y/o evolucién, como es
propuesto para el caso del SIDA descrito por Zhang et al., (2002).

En el estudio hecho sobre la transmision natural y analisis comparativo de LVPR en las
poblaciones de oveja y cabras Gjerset et al., (2007), muestra que los genomas de LVPR, tal vez
provean pistas importantes en la habilidad de estos para adaptarse al ambiente y al hospedero. En
este trabajo se encontro que las infecciones con LVPR son méas prevalentes en los caprinos. Esto es
consistente con estudios previos de 80%-90% de seroprevalencia en las cabras noruegas en el
trabajo descrito por Nord et al., (1998). Este estudio muestra que LVPR noruegos derivados de
cabras y ovejas en hatos mixtos, se encuentran distribuidos en el grupo C, el cual es caracterizado
por tener un origen principalmente caprino, mientras que los aislados derivados de ovejas, a partir
de hatos consistentes solo en ovejas estuvieron dentro del grupo A.

En la figura 30 A y 30 B donde se muestra un arbol sin raiz basado en secuencias del gen
pol de los LVPR, y un arbol sin raiz basado en secuencia del gen env igualmente de LVPR, se
observa los valores genéticos de distancia y la ausencia de bifurcacion entre las secuencias de virus
del grupo C, esto sugiere ser caracteristico de una evolucion molecular en proceso y una mayor

distancia del ancestro comun.
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La evidencia de infeccion cruzada esta bien documentada por autores como Castro et al.,
(1999), Grego et al., (2002), Pisoni et al., (2005), Rolland et al., (2002), Shah et al., (2004) etc., lo
que muestra en conclusidn que tanto ovejas como cabras dentro de hatos mixtos pueden infectarse
con una variante de LVPR con propiedades similares a las pertenecientes al grupo C que es
caracterizado como virus parecidos a AEC. En este estudio se propuso una infeccion de cabra a
oveja, con una mayor seroprevalencia entre los caprinos.

Otro trabajo hecho por Gjerset et al., (2009) sobre el Impacto de la transmisién natural
oveja-cabra en la deteccion y control de la infeccién con LVPR pertenecientes al grupo C, en la
figura 31 se muestra un arbol filogenético basado en una secuencia del nucleétido 437 del gen gag
que codifica para la proteina de matriz basado en 46 secuencias de LVPR, las secuencias tomadas
de ovejas y cabras muestran un agrupado intra-hatos.

En la figura 32 se muestra un alineamiento de secuencias correspondientes al residuo 19-156
de la proteina de matriz de LVPR, el cual mostré muchas regiones con motivos conservados, y una
region altamente variable en la parte C terminal.

Este estudio confirma la distribucion dominante de LVPR genogrupo C en las ovejas
noruegas Y las poblaciones caprinas, y la infeccion interespecies.

Las diferentes estrategias de control para AEC y MV son factores importantes que afectan la
diseminacion de la infeccion. Este trabajo se considera el consumo de leche y calostro como la
principal via de infeccion, aunque se ha descrito que incluso compartir pastizales, es una causa

importante para la transmision de LVPR.
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25.- CONCLUSIONES

Por medio de la bioinformatica y la filogenética se puede llegar a conocer como esta
conformado el genoma de los LVPR, cual es la relacion entre los subtipos existentes, asi como la
relacion que tienen con el hospedero.

El andlisis filogenético es una herramienta utilizada para comparar informacién acerca de
los LVPR. La aplicacion del analisis filogenético tanto a las secuencias de los genes de AEC como
a las de MV es importante para estudios epidemioldgicos de las infecciones con LVPR, y para
estudiar potenciales diferencias y/o similitudes entre la virulencia que circula entre las cepas
existentes. Por medio del estudio de los genomas lentivirales tal vez se muestren pistas importantes
en su habilidad para adaptarse a los hospederos y al ambiente.

Los LVPR son responsables de perdidas econdmicas en las explotaciones, aunque los
efectos economicos han sido pobremente estudiados, ademas de ser importantes para la salud de los
animales, es por esto que un mejor entendimiento del mecanismo viral de los LVPR lleva a un
mejor control de la enfermedad, y su posible erradicacion.

En trabajos publicados, la transmision y distribucion de LVPR han demostrado ser muy
compleja, no tan especifica de especies como se pensaba anteriormente. En estos se observa el
poder de los retrovirus para mutar de forma muy rapida., lo que hace suponer que otros subtipos de
los LVPR podrian aparecer en el futuro, aunados a los que ahora existen, lo cual puede tener un
impacto en el control y erradicacion de la enfermedad. Aunque los eventos de transmision entre
especies de forma natural tal vez sean infrecuentes, estos deben ocurrir regularmente ya que
verdaderos eventos excepcionales no serian aceptados en estadistica para trabajos de investigacion
cientifica. Es por esto que el contacto directo entre cabras y ovejas representa un verdadero riesgo
en la transmision viral de LVPR, se recomienda que para tener un control sobre los animales y
evitar la diseminacion de LVPR, debe hacerse una serologia anual de todos los animales, asi como
separar a las especies.

Finalmente con los conocimientos obtenidos a partir de la filogenia se podra implementar en
un futuro medidas sobre el combate y erradicacién de determinada patologia en un hato de forma
maés eficaz y mas exacta, ya que se sabrad que parte del genoma se debe atacar para eliminar a un
determinado virus u organismo, y conociendo esto, tal vez se puedan crear medicamentos contra

LVPR que ayuden a combatir la infeccion en los animales.
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