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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia-Universidade Federal de Minas Gerais

VACCINIA VIRUS: AVALIACAO DA DIVERSIDADE MOLECULARE
BIOLOGICA DE CLONES VIRAIS ISOLADOS DE ESPECIMES CLINICOS
HUMANOS E BOVINOS

GRAZIELE PEREIRA OLIVEIRA
ORIENTADOR: Jbnatas Santos Abrahao

Belo Horizonte, fevereiro de 2015

O Vaccinia virus (VACV) desempenhou um importante papel para a
humanidade devido ao seu uso durante a campanha de erradicagéo da variola.
Além disso, atualmente o VACV tem sido amplamente utilizado no
desenvolvimento de vacinas recombinantes. Com o fim da campanha de
vacinagdo da variola, outros Orthopoxvirus tém emergido em todo o mundo,
tais como Cowpox virus, Monkeypox virus e VACV. VACV é o agente etioldgico
da vaccinia bovina (VB), uma zoonose emergente que tem sido associada a
problemas econémicos, sociais, veterinarios e de saude publica, principalmente
no Brasil. Apesar da importancia atual e histérica do VACV, h& poucas
informagdes sobre sua circulagcdo, prevaléncia, origem e manutengdo no
ambiente, assim como reservatérios naturais e diversidade. Os VACV
brasileiros (VACV-BR) sao separados em dois grupos com base na diversidade
genética e bioldgica: grupo 1 (G1) e grupo 2 (G2). Os virus do G2 apresentam
placas de lise de maior tamanho e sdo altamente virulentos em modelo murino
Balb/c, ao contrario dos virus do G1. Além disso, polimorfismos demonstrados
em genes de VACV, tais como A56R, A26L e C23L, tém sido utilizados em
estudos filogenéticos confirmando a dicotomia entre os virus do G1 e G2 de
VACV-BR. Neste estudo, foi investigada a diversidade clonal de amostras de
campo coletadas durante surtos de VB. Os resultados demonstram que clones
do G1 de VACV-BR foram mais frequentemente isolados. A analise molecular e
biologica corroborou estudos anteriores, confirmando a cocirculacdo de duas
linhagens de VACV no Brasil. Além disso, foi possivel detectar a cocirculacao
das duas variantes (G1 e G2) na mesma amostra. Dois clones apresentaram
um perfil misto, apresentando caracteristicas de ambos 0s grupos, com base
na andlise molecular dos genes A56R, A26L e C23L, talvez como resultado do
aumento da taxa de recombinagdo em uma populagdo mista. Algumas
mutacdes, bem como insercdes e delecbes em sequéncias de nucleotideos do
gene A56R foram observadas entre clones da mesma amostra. Estes
resultados fornecem informacdes sobre o perfil de diversidade entre clones de
VACV circulando no Brasil.
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VACCINIA VIRUS: ASSESSMENT OF MOLECULAR AND BIOLOGICAL DIVERSITY
OF VIRAL CLONES ISOLATED FROM HUMAN AND CATTLE CLINICAL
SPECIMENS

GRAZIELE PEREIRA OLIVEIRA
ADVISER: Jbnatas Santos Abrahao

Belo Horizonte, February, 2015

Vaccinia virus (VACV) played an important role for humanity because of its use
during the smallpox eradication campaign. Furthermore, currently VACV has
been widely used as a vector of the recombinant vaccines. Following smallpox
eradication, other orthopoxviruses have emerged worldwide, such as Cowpox
virus, Monkeypox virus and VACV. VACV is the etiologic agent of the bovine
vaccinia (BV), an emerging zoonosis that has been associated with economic,
social, veterinary and public health issues, mainly in Brazil. Despite the current
and historical VACV importance, there is little information about its circulation,
prevalence, origins and maintenance in the environment, natural reservoirs and
diversity. Brazilian VACV (VACV-BR) are grouped into two groups, based on
genetic and biological diversity: group 1 (G1) and group 2 (G2). G2 strains
displays higher plaque sizes and are virulent to mice, unlike G1. Moreover,
polymorphisms observed in VACV genes, such as A56R, A26L and C23L
genes, have been used in phylogenetic studies and further confirmed the
dichotomy between G1 and G2 VACV-BR. In this study, was investigated VACV
clonal diversity from field samples, during BV outbreaks. The results
demonstrated that the G1 VACV-BR viruses were more frequently isolated.
Molecular and biological analysis corroborated previous reports and confirmed
the co-circulation of two VACV-BR lineages. Furthermore, it was co-detect the
two variants (G1 and G2) in a same sample. Two clones showed a mosaic
profile, with both G1 and G2 features based on the molecular analysis of AS6R,
A26L and C23L genes, maybe as a result of an increased recombination rate in
a mixed population. Indeed, some single nucleotide polymorphism (SNPs) and
insertions and deletions (INDELs) in A56R nucleotide sequences were
observed among clones of a given virus population. These results provide
information about the diversity profile in VACV clones.



|. INTRODUCAO

1.1. Familia Poxviridae

1.1.1. Taxonomia

A familia Poxviridae € dividida em duas subfamilias denominadas
Chordopoxvirinae e Entomopoxvirinae. A subfamilia Chordopoxvirinae agrupa
dez géneros: Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus,
Cervidpoxvirus, Crocodylidpoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus, além da espécie Squirrelpox virus, ainda ndo
associada a nenhum género. J4 a subfamilia Entomopoxvirinae é constituida
por trés géneros denominados Alphaentomopoxvirus, Betaentomopoxvirus e
Gammaentomopoxvirus, sendo que as duas espécies Diachasmimorpha
entomopoxvirus e Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus ‘O’ pertencentes a
essa subfamilia ainda permanecem sem classificacdo em termos de género
(TABELA 1) [Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), 2013]. Essa
divisdo taxonébmica em subfamilias foi proposta principalmente com base no
hospedeiro, em que a Entomopoxvirinae agrupa géneros que infectam
invertebrados, ao passo que Chordopoxvirinae é constituida por géneros que
infectam vertebrados (MOSS, 2013).



TABELA 1. Classificacdo da familia Poxviridae (ICTV, 2013).

Familia Poxviridae

Subfamilia  Género Espécie prototipo N® d,e_
espécies
Avipoxvirus Fowlpox virus 10
Capripoxvirus Sheeppox virus 3
Cervidpoxvirus Mule deerpox virus 1
g Crocodylidpoxvirus Nile crocodilepox virus 1
= Leporipoxvirus Myxoma virus 4
g Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus 1
e Orthopoxvirus Vaccinia virus 10
§S) Parapoxvirus Orf virus 4
2 Suipoxvirus Swinepox virus 1
O Yatapoxvirus Yaba monkey tumor virus 2
Sem género definido Squirrelpox virus 1
: Melolontha melolontha 7
Q Alphaentomopoxvirus :
© entomopoxvirus
= Betaentomopoxvirus Amsacta moorei entomopoxvirus 'L’ 13
% Gammaentomopoxvirus Chironomus luridus entomopoxvirus 6
Q.
2 Sem género definido  Diachasmimorpha entomopoxvirus 2
o
E Melanoplus sanguinipes

entomopoxvirus’O’

Membros da subfamilia Chordopoxvirinae estdo relacionados com infeccdes
em humanos, tais como Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Yatapoxvirus, e
Molluscipoxvirus. Dentre os representantes da subfamilia Chordopoxvirinae, o
género Orthopoxvirus esta entre os mais estudados, agrupando uma espécie
relacionada exclusivamente com infeccdes em humanos, o Variola virus
(VARV) e espécies zoonoticas, destacando-se Monkeypox virus (MPXV),
Cowpox virus (CPXV) e Vaccinia virus (VACV) (MOSS, 2013).

A familia Poxviridae agrupa grandes virus envelopados de DNA dupla fita e
morfologia complexa que apresentam como marcante caracteristica distintiva
se comparado a maioria dos demais grupos de virus de DNA, o fato de
replicarem seu genoma no citoplasma da célula hospedeira. Aléem disso, os
membros dessa familia apresentam um extenso genoma que codifica enzimas,

proteinas relacionadas a replicagdo do genoma, proteinas estruturais, ligantes

10



virais e grande quantidade de proteinas que atuam na imunomodulacédo da
resposta do hospedeiro (MC FADDEN, 2005; MOSS, 2013).

Essas e outras caracteristicas resultaram na inclusdo da familia Poxviridae em
um sugerido grupo denominado grupo dos virus gigantes nudcleo
citoplasmaticos de DNA, que juntamente com as familias Mimiviridae,
Marseileviridae, Iridoviridae, Ascoviridae, Phycodnaviridae e Asfarviridae

poderiam compor um suposto quarto dominio da vida (BOYER et al., 2010).

1.1.2 Estrutura da particula e do genoma viral

As particulas dos poxvirus sdo grandes se comparadas a maioria dos
outros grupos de virus, medindo aproximadamente 360nm de comprimento,
270nm de largura e 250nm de diametro. Apresentam estrutura complexa em
formato oval, de tijolo, ou pleomoérfica. Com relacdo a disposicdo de seus
componentes na particula identifica-se uma membrana externa constituida por
bicamada lipidica, onde se encontram proteinas de superficie tubulares, que
por sua vez, revestem corpusculo(s) lateral (is) dispostos lateralmente ao cerne
viral. O cerne apresenta conformacdo bicbncava e tem a funcédo de abrigar o
genoma, enzimas e fatores transcricionais de genes precoces (FIGURA 1)
(CYRCLAFF, 2005; Mc FADDEN, 2005; MOSS, 2013). Os corpusculos laterais
ja foram considerados artefato de técnica, mas estudos recentes demonstram
gue os corpusculos apresentam em sua composi¢do a fosfoproteina F17, a
fosfatase VH1 e uma oxirredutase denominada G4, e sugerem gue tenham
uma funcdo imunomoduladora, que atua interferindo na resposta produzida por
interferons do tipo I, além de apresentar importancia na etapa de morfogénese
(DUBOCHET et al., 1994; SCHMIDT et al., 2013).
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FIGURA 1. Morfologia das particulas dos Orthopoxvirus. A) Micrografia
eletrbnica de um membro do género Orthopoxvirus, evidenciando o cerne em
forma de halter, os corpusculos laterais e a membrana externa. Abreviacdes: N:
nucleossomo; L: corplusculo lateral; M: membrana. B) Representacdo
esquematica da particula dos poxvirus. Fonte: FENNER, 1989; MOSS, 2001-
modificado.

Os poxvirus ndo apresentam uma estrutura unica, pois ao longo do seu ciclo de
multiplicacdo sdo geradas particulas com pequenas diferencas estruturais
relacionadas principalmente ao numero de membranas, e as proteinas
associadas a estas membranas. Existem formas que apresentam uma Unica
membrana denominada virus maduros intracelulares (IMV), outras com a
presenca de trés membranas, os chamados virus envelopados intracelulares
(IEV) e particulas extracelulares que possuem duas membranas denominadas
virus envelopado extracelular (EEV) (FIGURA 2). Além disso, podem ser
formadas particulas extracelulares que permanecem associadas a membrana
da célula hospedeira apresentando assim como os EEVs duas membranas, e

séo denominados virus envelopados associados a célula (CEV) (MOSS, 2013).
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FIGURA 2. Eletromicrografia de transmisséo de IMV(A), IEV(B) e EEV(C).
As setas e numeros indicam membranas. Fonte: MOSS, 2013 — modificado

Os membros da familia Poxviridae apresentam genoma de DNA dupla fita
linear que varia de aproximadamente 140 Kpb em Parapoxvirus a cerca de
300Kpb em Avipoxvirus. A particula conttm em seu cerne elementos
importantes para a replicacdo do genoma, tais como poli A polimerase, RNA
polimerase dependente de DNA, enzima de metilacéo, e fatores transcricionais
(FENNER, 1989; MOSS, 2013).

O genoma é dividido em duas por¢cdes principais, sendo uma regido central
conservada e as regifes terminais invertidas (ITRs). As ITRs estdo presentes
nas extremidades do genoma e consistem em sequéncias repetidas e idénticas
porém opostas e variaveis entre os diferentes poxvirus. Além disso, as ITRs
sdo conectadas por sequéncias simples de bases adenina e timina, que s&o
conservadas e tem importante funcdo na formacao de concatameros durante a
replicacdo do genoma (FIGURA 3)(MOSS, 2013).

A regido central conservada apresenta entre 80Kpb e 100 Kpb com
aproximadamente 90 genes que codificam para proteinas essenciais
associadas a replicacdo do genoma e proteinas estruturais. As ITRs, com
aproximadamente 50 Kpb, tem associacdo com a patogénese viral uma vez
que codificam proteinas associadas a viruléncia e imunomodulacdo, além de

apresentar delecoes, repeticoes e transposi¢cdes que conferem a cada grupo
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caracteristicas particulares associadas a patogénese (GUBSER et al., 2004;
MC FADDEN, 2005; DRUMOND et al.,2007).

Genes conservados essenciais:
Transcrigao, replicacao, proteinas

estruturais e enzimas

o T 80-100 Kb \

@ ArAvEL CONSERVADO X
<V

&

30-60 Kb 30-60Kb

ITRs
Genes variaveis nao essenciais:
imunomodulacao, espectro de
hospedeiros, viruléncia

ALCAS TERMINAIS CONSERVADAS:
formacao de concatameros

FIGURA 3. Representacdo esqueméatica do genoma dos Orthopoxvirus. O
genoma possui aproximadamente 200 kpb que é dividido em uma regido
central conservada e em regides terminais invertidas variaveis (ITRs). Nas
extremidades s&o observadas as algcas terminais. Fonte: SMITH &
MACFADDEN, 2002- Adaptado



1.1.3 Ciclo de multiplicacéo

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus ocorre apenas no citoplasma da célula
hospedeira, sendo esse um fato interessante em se tratando de virus de DNA.
O ciclo tem inicio quando particulas infecciosas realizam adsorcdo na
membrana da célula hospedeira. Durante o ciclo de multiplicacdo diferentes
tipos de particulas sdo produzidas, apresentando por sua vez ligantes distintos
utilizados para realizar a adsorcédo e penetracdo. Apesar da nao completa
elucidacdo dos ligantes e receptores envolvidos, estudos evidenciam que
proteinas da membrana do IMV se ligam a glicosaminas na superficie celular.
Além disso, as proteinas H3 e A27 associam-se ao heparano sulfato, enquanto
a proteina D8 se liga ao sulfato de condroitina (MCFADDEN, 2005; MOSS,
2013). Apos a fase de adsorcéo, ocorre a fase de fusdo e penetracédo viral, em
gue as principais proteinas virais envolvidas sdo A16, A21, F9, G3, G9, H2, 12,
J5, L1 e L5. A importancia de algumas dessas proteinas foi evidenciada
através de estudos que demonstraram que mutantes que nao as codificavam
ndo eram capazes de multiplicar. Além disso, a proteina A28, que esta
presente em todas as formas infecciosas de VACV, exerce funcédo importante
nessa etapa (SENKEVICH et al., 2003; SENKEVICH et al., 2005; BROWN et
al., 2006; OJEDA et al., 2006; MOSS, 2013).

ApdOs a adsorcdo, a particula penetra na célula hospedeira por fusdo de
membrana ou por endocitose mediada por receptor em uma via endossdémica
acido dependente (TOWNSLEY et al.,2006; MOSS, 2013). Além disso, um
estudo realizado por MERCER e colaboradores, em 2010, evidenciou que IMVs
podem penetrar na célula hospedeira através da ativacdo de uma complexa via
de sinalizacdo, seguida por internalizagdo macropinocitica. (MERCER et
al.,2010).

Seguida da fusdo ocorre a liberagcdo do nucleocapsideo no citoplasma da
célula levando a uma expressdo génica temporal, em que inicialmente sdo
expressos 0s genes precoces ativados por elementos transcricionais virais que

dardo inicio a sintese de RNAs mensageiros (MRNAs). Os mRNAs gerados
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dao origem a enzimas e fatores relacionados a sintese de DNA. A expressao
de genes intermediérios levara a expresséo de genes tardios, que por sua vez
incluem proteinas estruturais, que irdo compor a particula, aléem de elementos
enzimaticos e fatores de transcricdo que serdo empacotados durante a
morfogénese da particula. O amplo genoma desses virus permite que eles
sejam capazes de produzir inUmeras proteinas envolvidas na imunomodulacao
da célula hospedeira (BROYLES, 2003; MC FADDEN, 2005; MOSS, 2013).

Os poxvirus realizam sua morfogénese em regides do citoplasma compostas
por proteinas virais e do hospedeiro denominadas fabricas virais. Nessa etapa
€ importante ressaltar que diferentes particulas virais sdo produzidas. As
particulas podem ser intracelulares ou extracelulares e podem ser infecciosas
ou ndo. As particulas intracelulares produzidas sdo os IMVs e IEVs, ja as
particulas extracelulares sdo os chamados EEVs e CEVs, sendo que os CEVs
sdo propelidos em direcdo as células vizinhas através da polimerizacao de
caudas de actina formadas sob essas particulas (FIGURA 4) (McFADDEN,
2005; MOSS, 2013,). Essa interessante caracteristica dos poxvirus de
permanecerem associados a membrana celular esta diretamente relacionada a
disseminacdo célula a célula no hospedeiro e diferentes proteinas virais, tais
como as proteinas A33 e A36 sdo associadas a esse processo (DOCEUL et al.,
2010).

Uma nomenclatura proposta por MOSS em 2006 denomina os virus maduros
intracelulares (IMV) como virus maduros (MV), os Vvirus intracelulares
envelopados (IEV), foram chamados de virus envelopados (WV) e as particulas
EEV e CEV, por se localizarem externas a célula, foram denominadas virus
extracelulares (EV) (MOSS, 2006).

Com relagédo a capacidade dessas particulas de infectar a célula hospedeira
temos que, CEVs, EEVs e IMVs sao particulas infecciosas, enquanto os IEVs
nao sdo capazes de infectar as células. Isso ocorre devido a auséncia de

proteinas de ligacdo virais expostas nas particulas dos IEVs, que por sua vez
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apresentam uma membrana externa adicional quando comparado aos virus
extracelulares (SMITH et al., 2002).

Meio extracelular

EEV —)
CEV __»

O« _.O [

8 \

/KIIT Caudas de actina

'Ev N
/ . \Y; .$ ‘%\3 )
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\ — g
— —
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FIGURA 4. Morfogénese dos poxvirus com énfase nos tipos de

particulas produzidas durante o ciclo de multiplicacdo. Fonte: SMITH et al.,
2002-modificado.

Na etapa de morfogénese as proteinas e lipideos se arranjam de forma a
circundar o DNA viral e suas proteinas originando os virus imaturos (IVs) que
apOs passarem por um essencial processo proteolitico originardo os IMVs.
Essas particulas constituem cerca de 90% da progénie viral infecciosa, sendo
liberadas durante a lise celular. Porém, uma pequena parte dos IMVs sao
direcionados ao complexo de Golgi, no qual irdo adquirir duas membranas
originando os IEVs. Os IEVs serdo entdo direcionados a membrana da célula
hospedeira e liberadas por fusdo de membrana, processo através do qual os
IEVs perdem sua membrana mais externa e sdo liberadas originando os EEVSs,

que serdao liberadas ou permanecerdo associadas a membrana celular gerando



os chamados CEVs (SMITH et al., 2002; MOSS, 2013). A FIGURA 5 ilustra o

ciclo de multiplicacdo acima descrito.
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FIGURA 5. Representacdo esquemaética do ciclo de multiplicacdo dos
poxvirus (Fonte: McFADDEN, 2005 — modificado).



1.2 Género Orthopoxvirus

O género Orthopoxvirus (OPV) é composto por dez espécies denominadas
Camelpox virus, Cowpox virus, Ectromelia virus, Monkeypox virus, Raccoonpox
virus, Skunkpox virus, Taterapox virus, Vaccinia virus, Variola virus e Volepox
virus (ICTV, 2013).

O grande impacto causado pela variola no século XIX, com taxas de letalidade
que variavam de aproximadamente 30% a 40% (HENDERSON et al., 1999),
levou a um amplo estudo do género OPV (MOSS, 2013).

Uma das principais caracteristicas desse género € sua ampla gama de
hospedeiros, sendo que entre os OPV que infectam humanos apenas o VARV
ndo € zoondtico, uma vez que outras espécies que estdo associadas com
infeccbes em humanos, tais como CPXV, MPXV e VACV apresentam também
outros hospedeiros animais (McFADDEN, 2005; DAMON, 2013).

A existéncia de diversidade entre amostras de uma mesma espécie é um fato
comum no género OPV. As espécies desse género demonstram uma tendéncia
em apresentar variantes genéticas e fenotipicas que podem estar associadas a

viruléncia, distribuicdo geografica e adaptacao a novos hospedeiros.
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1.2.1 Variola virus

A variola foi uma doenca altamente letal que influenciou a histéria da
humanidade. As primeiras descri¢cdes de variola foram feitas no Egito Antigo,
sendo que um dos casos mais antigos relatados se refere & mumia do farad
Ramseés V, descoberta em 1898, apresentando evidéncias de que sua morte
pode ter sido causada pela variola em 1148 a.C. Supostamente, com o
crescimento populacional, o surgimento das cidades e 0 aumento do comércio
e das grandes navegacgfes, 0s casos de variola foram se tornando cada vez

mais frequentes e a doenca foi disseminada mundialmente.

Como forma de contencdo da doenca era realizado um procedimento
denominado insulflacdo ou variolagdo, em que as pessoas inalavam ou
inoculavam amostras de VARV provenientes de lesfes de pessoas
contaminadas. Porém esse método apresentava iniumeros efeitos colaterais

gue tornava seu uso extremamente inseguro (FENNER et al., 1988).

Em 1796, Edward Jenner introduziu a vacina¢do, em que inoculou um garoto
de oito anos com material proveniente de lesfes causadas por CPXV,
tornando-o imune a variola. Como resultado desse novo método, os casos da
doenca foram reduzidos consideravelmente na Inglaterra e outros paises da
Europa. No entanto em outros continentes as mortes por variola permaneciam.
Assim, em 1967, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) iniciou uma
campanha de vacinacdo mundial contra variola, sendo utilizadas amostras de
VACV como virus vacinal (FENNER et al., 1988).

Em 1980, apés a intensa campanha de vacinagdo, a variola foi declarada
erradicada pela OMS, sendo que o Ultimo registro de um caso natural de
variola ocorreu em 1977, na Somalia (FENNER et al., 1988).

A infeccdo pelo VARV leva a uma doenca exantematica febril sistémica,
incluindo sintomas tais como dor nas costas, dor de cabecga, vomitos e

prostracdo. As lesdes geralmente se manifestavam nas palmas das maos,
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plantas dos pés e face, que evoluiam de iniciais maculas e papulas até a fase
de vesiculas e pustulas (HENDERSON et al., 1999) (FIGURA 6).

FIGURA 6. Lesdes tipicas da variola. (A) Face; (B) Membro inferior. Fonte:
HENDERSON et al., 1999; REYNOLDS et al.,2012.

Apesar da erradicacdo da variola, questbes em relacdo a infec¢bes causadas
por esses virus e por outros Orthopoxvirus permanecem em aberto. Isto ocorre
porque dois laboratérios mantém amostras de VARV: o Centro de Controle e
Prevencéo de Doencgas (CDC), nos Estados Unidos, e o Centro de Pesquisa do
Estado para Virologia e Biotecnologia, na Russia. Devido a existéncia desses
estoques, além da possibilidade de existéncia de estoques clandestinos, 0 uso
de amostras de VARV como arma bioterrorista ndo pode ser descartada
(McFADDEN, 2005). Além disso, o0 aumento da populacdo ndo imunizada
contra OPV, uma vez que a vacinacao foi suspensa ha mais de trés décadas,
tem levado a um aumento das infeccdes em humanos causadas por OPV
zoonoticos, como MPXV, CPXV e VACV (WOLFS et al, 2002; GIULIO e
ECKBURG, 2004; SCHATZMAYER et al, 2009; NINOVE et al, 2009;
SHCHELKUNOV, 2013; OLIVEIRA et al., 2014).
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1.2.1.1 Diversidade entre amostras de Variola virus

Apesar de estar associada a um unico hospedeiro, a diversidade entre
amostras de VARV ¢é descrita, a qual levava a duas formas de manifestacao da
doenca clinicamente diferentes denominadas variola major e variola minor. A
variola major causava um quadro de sintomatologia mais grave, com taxas de
letalidade de aproximadamente 40%, podendo ser superior em alguns surtos,
enquanto a variola minor resultava em manifesta¢cdes mais brandas, com taxas
de letalidade proximas de 1% (HENDERSON et al., 1999).

As particulas do tipo EEV produzidas durante o ciclo de multiplicacdo dos
poxvirus estdo relacionadas a disseminacgéo viral no hospedeiro (SMITH et al.,
2002). Foi demonstrado que diferentes amostras de VARV podem produzir
diferentes titulos de EEV e consequente formacdo diferencial de cometas.
Essas diferencas foram correlacionadas a filogenia e origem geogréafica, mas
ndo com o aumento das taxas de letalidade da doenca. No entanto, foi
demonstrado que pode haver uma associacao entre tamanho de placa e taxas
de letalidade. O estudo em questdo evidenciou a diversidade bioldgica entre
amostras de VARV uma vez que as vinte e cinco amostras estudadas foram
divididas em trés grupos com base na formacdo diferenciada de cometas
(OLSON et al.,2009).

Li e colaboradores, em 2007, realizaram um estudo filogenético em que as
amostras de VARV analisadas foram divididas em dois clados que
apresentavam diferencas com base na distribuicdo geografica e formas clinicas
da doenca. Ensaios de formacao de cometas foram comparados a distribuicéo
geografica, filogenia e taxas de letalidade (LI et al.,2007; OLSON et al.,2009).
Em um estudo molecular utilizando 45 amostras de VARV foram encontrados
mais de 1.500 polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) nas sequéncias
de nucleotideos. Ainda nesse estudo foi demonstrado agrupamento das
espécies de VARV em diferentes clados inferidos com base na distribuicéo
geografica e taxas de letalidade (ESPOSITO et al., 2006).

22



1.2.2 Monkeypox virus

Monkeypox virus (MPXV) é um OPV que circula na Africa e tem como
reservatério natural roedores silvestres, causando uma doenga com sinais
clinicos muito semelhantes aos da variola. Todavia, a linfadenopatia gerada por
MPXV o distingue clinicamente da variola (NALCA et al., 2005; revisado por
MCCOLLUM & DAMON, 2014) (FIGURA 7).

O MPXV foi descrito pela primeira vez associado a uma doenca que causava
erupcdo cutdnea em macacos de cativeiro em um zoolégico de Copenhagen
(ARITA et al, 1976; ESSBAUER et al., 2010). O primeiro relato em humanos
ocorreu no Zaire em 1970 (NALCA et al., 2005) e desde entdo outros casos
vem sendo descritos (LEARNED et al., 2005; RIMOIN et al., 2007; RIMOIN et
al., 2010; REYNOLDS et al., 2013)

FIGURA 7. LesbGes causadas por MPXV em humanos. A seta indica
linfadenopatia cervical. Fonte: REYNOLDS et al.,, 2013; MCCOLLUM and
DAMON, 2014.
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1.2.2.1 Diversidade entre amostras de Monkeypox virus

Os MPXV estdo divididos em dois clados geneticamente diferentes, com
distingdo geografica. Em um dos clados estdo os MPXV da Africa Ocidental e
no outro estdo os virus isolados na Bacia do Congo. Na maioria dos casos 0s
virus da Bacia do Congo geram doen¢a mais grave, com maiores taxas de
letalidade, além de maiores taxas de transmissdo entre humanos se
comparado as amostras da Africa ocidental (CHEN et al.,2005; LIKOS et al,
2005; NAKAZAWA et al.,2013). Apesar disso, recentemente foram realizadas
andlises do genoma de uma amostra de MPXV virulenta isolada de uma
espécie de macaco do velho mundo que foi encontrado morto, em 2012, no
Parque Nacional do Tai, localizado na Costa do Marfim. As analises
demonstraram que o virus foi agrupado junto aos MPXV da Africa ocidental
(RADONIC et al.,2014).

Em 2014, um estudo demonstrou a existéncia de variabilidade genética entre
virus que pertencem ao clado da Bacia do Congo, em que foram detectadas
quatro linhagens distintas, além de uma delecdo que resultou na perda de
genes em dez amostras e mostrou correlagdo com o0 aumento da
transmissibilidade entre humanos, influenciando assim a evolucado dos MPXV e
consequentemente evidenciando a importancia do estudo de diversidade entre
amostras da mesma espécie (KUGELMAN et al., 2014).

Em 2003, um surto de MPXV acometendo principalmente veterinarios foi
descrito nos EUA, associado & importacédo de roedores da Africa (GIULIO e
ECKBURG, 2004). E interessante observar que os casos ocorridos nos EUA
foram mais brandos, provavelmente devido a mutagdes que diminuiram a
viruléncia da amostra, evidenciando as diferencas amostrais que podem estar
presentes em uma mesma espécie e que, em geral, podem estar relacionadas
com a viruléncia no hospedeiro (FINLAY e McFADDEN, 2006).
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1.2.3 Cowpox virus

A circulagao de Cowpox virus (CPXV) foi comprovadamente descrita apenas na
Europa e em algumas regibes do oeste da Asia. Esses virus apresentam um
amplo espectro de hospedeiros, sendo que os roedores silvestres sdo seus
reservatérios naturais. Estudos demonstram que os felinos constituem
importantes elos de transmissao entre 0s reservatorios naturais e humanos,
além de promover a transmissdo viral para animais de estimacédo e criacédo
(BAXBY, 1979; MEYER, 1998; PELKONEN et al., 2003; KURTH et al., 2009).
Estudos ja demonstraram a presenca de CPXV em animais selvagens, no
entanto, as infec¢cdes em bovinos sé@o pouco relatadas (BAXBY, 1979; MEYER,
1998; PELKONEN et al., 2003; KURTH et al., 2009; KALTHOFF et al., 2014).

O numero de casos de infeccdbes humanas por CPXV tem aumentado,
provavelmente devido ao surgimento de uma gerac&do ndo imunizada contra 0s
OPV (BECKER et al, 2009; KURTH et al., 2009; DUCOURNAU et al., 2013).
Casos de transmissdo de CPXV para humanos a partir de roedores da espécie
Rattus norvegicus foram descritos na Holanda, Alemanha e Franca (WOLFS et
al., 2002; CAMPE et al., 2009; NINOVE et al., 2009) (FIGURA 8).

FIGURA 8. Lesdes faciais (A) e no membro superior (B) causadas por
infeccdo de CPXV apés contato com roedor da espécie Rattus
norvegicus. Fonte: WOLFS et al., 2002; NINOVE et al., 20009.
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1.2.3.1 Diversidade de amostras de Cowpox virus

Assim como ocorre em outras espécies do género OPV, CPXV apresenta mais
de um genotipo. Estudos de Baxby e colaboradores, em 1975, demonstraram
uma variabilidade notavel no que se refere a patogenicidade de diferentes
amostras de CPXVs, sugerindo uma classificacdo que agrupava os CPXVs em
quatro clados com base em sua viruléncia. Além disso, estudos sugerem que
amostras virais incluidas dentro da espécie CPXV apresentam grandes
diferencas genotipicas e fenotipicas que ndo sustentam o seu agrupamento em
uma Uunica espécie. Neste sentido, com base em estudos moleculares
GUBSER e colaboradores sugeriram a separacdo dos CPXV em espécies
distintas (GUBSER et al., 2004). Um estudo realizado em 2010 com base no
gene A56R demonstrou uma alta diversidade genética entre amostras de
CPXV provenientes de felinos, em que, a partir de 72 amostras analisadas
demonstrou a presenca de 21 variantes genéticas de CPXV que foram
separados em quatro grupos (KAYSSER et al., 2010).

Dando suporte a proposta de separacdo dos CPXV em diferentes espécies,
Carroll e colaboradores, em 2011, sugeriram que CPXV ndo € uma unica
espécie, mas um conjunto de varias, demonstrando seu agrupamento em cinco
clados com consequente separacdo em espécies distintas. Eles afirmam que a
pratica de nomear como CPXV os isolados provenientes de diferentes surtos
pelo fato de apresentarem sinais clinicos semelhantes, tem prejudicado o
estudo e ofuscado as verdadeiras relagcdes taxondmicas entre os isolados de
CPXV (CARROL et al., 2010).

Em 2013, um estudo filogenético envolvendo o sequenciamento de 22
amostras de CPXV provenientes de humanos, gatos, roedores, e hospedeiros
silvestres demonstrou agrupamento em varios clados distintos, que em muitos
casos eram mais relacionados a outras espécies do género, tais como VACV
do que as amostra de CPXV. Além disso, algumas variantes se mostraram
mais proximamente relacionadas com o VARV, Camelpox virus e Taterapox
virus do que a qualquer outro OPV (FIGURA 9) (DABROWSKI et al., 2013).
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FIGURA 9. Estudo filogenético de Cowpox virus demonstrando separacao
em diferentes clados. Fonte: DABROWSKI et al.,2013

Okeke e colaboradores, em 2014 reforcam esses estudos demonstrando o
agrupamento das espécies de CPXV com base na andlise do gene A26L, em
seis ou sete clados e propondo que a atual classificagcdo de CPXV em uma
Unica espécie deve ser reconsiderada (OKEKE et al.,2014). Esses estudos
reforcam e ampliam os dados que defendem a separacdo de CPXV, uma vez
que ndo formam um clado mondfilético. Além dessa ampla diversidade,
recentemente um caso envolvendo coinfeccdo em humanos, apds contato com
roedores, com duas amostras distintas de CPXV foi descrito na Franca
(DUCOURNAU et al.,2013).
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1.2.4 Vaccinia virus

O VACV é o virus prototipo do género Orthopoxvirus (ICTV, 2013) e seu
intenso estudo tém levado a muitas respostas sobre a interacdo virus-
hospedeiro. Devido a sua menor viruléncia se comparado ao CPXV, o VACV foi
utilizado na producédo da vacina utilizada na campanha de vacinagdo contra a
variola, contribuindo para a erradicacdo dessa doenca e para estudos e
formulacdo de conceitos béasicos de doencas infecciosas e imunidade (Mc
FADDEN, 2005; DAMON, 2013).

Devido a sua importancia vacinal e sua contribuicdo em diversos estudos como
vetor vacinal, além da sua associacdo com surtos em bovinos e humanos, o
VACV foi e ainda tem sido um dos virus de animais mais estudados
(TRINDADE et al., 2003, LEITE et al., 2005; ABRAHAO et al., 2009a; SILVA-
FERNANDES et al., 2009; CHEN et al., 2012; LIU et al ., 2013; MOSS, 2013).

Uma das principais caracteristicas do VACV, assim como de outros OPV, é seu
amplo espectro de hospedeiros, além de sua capacidade de modular os
mecanismos de defesa do hospedeiro (McFADDEN, 2005).

Entre as amostras mais conhecidas e estudadas de VACV estdo as amostras
vacinais. Inicialmente, a vacinacao era realizada utilizando amostras de CPXV,
porém, durante a campanha de erradicacéo da variola promovida pela OMS, o
VACV se mostrou como um substituto eficiente e menos virulento na vacinagao
(FENNER et al.,, 1988). Durante anos, a comunidade cientifica buscou
amostras de VACV menos virulentas, mas com potencial imunogénico
consideravel, o que proporcionou a selecdo de uma gama de amostras vacinais

em diferentes partes do globo.

As amostras vacinais mais utilizadas na campanha da OMS foram as amostras

Lister, originada da Inglaterra, e New York City Board of Health, oriunda dos
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Estados Unidos. Além disso, outras amostras como EM-63, derivada da
amostra New York City Board of Health foi utilizada na Russia e, outras, como
Copenhagen e Ankara, foram produzidas na Dinamarca e Turquia,
respectivamente. Ja no Brasil, a amostra mais utilizada era derivada da
amostra Lister, sendo denominada Lister Butantd, por ter sido produzida no
Instituto Butantd em S&o Paulo. Porém outros tipos de vacinas foram usados
no pais, como New York City Board of Health e a amostra de origem né&o
exatamente identificada, denominada VACV-IOC, produzida pelo Instituto
Oswaldo Cruz no estado do Rio de Janeiro (FENNER et al., 1988;
HENDERSON e MOSS, 1999)

Com o sucesso da campanha de vacinacdo da variola, a OMS declarou a
doenca erradicada em 1980. Todavia, devido aos efeitos colaterais observados
em alguns pacientes em decorréncia da vacinagdo, a mesma foi suspensa.
Atualmente, apenas alguns profissionais da salude e militares nos EUA sao
vacinados (FENNER et al., 1988; MOSS, 2013). Porém, a vacinacéo pode levar
a casos de transmissao intrafamiliar, como o descrito por Vora e colaboradores,
em 2008, em que uma crianca de dois anos desenvolveu um quadro de
eczema vaccinatum (FIGURA 10) (VORA et al., 2008).

4

FIGURA 10: Lesdes generalizadas no peito e abdémen de uma crianca de
2 anos provocadas por VACV, causando eczema vacinatum. Fonte: VORA

et al, 2008
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Alguns estudos sao realizados com intuito de buscar, dentre as amostras
vacinais, clones ou amostras menos virulentos, ou até mesmo o
desenvolvimento de metodologias para tornar as amostras anteriormente
utilizadas em vacinas mais atenuadas (WELTZIN et al, 2003; DIMIER et al,
2011; ZHU et al., 2014).

Inimeras amostras de VACV vém sendo isoladas e caracterizadas no Brasil,
em geral associadas a surtos de vaccinia bovina acometendo bovinos e
humanos (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et a.l., 2003; LEITE et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2013).

Além disso, evidenciando o amplo espectro de hospedeiros desses virus, a
circulacao de VACV vém sendo demonstrada em roedores, cavalos, macacos e
bufalos (FONSECA et al., 1998; ABRAHAO et al., 2009a; ABRAHAO et al.,
2010a; BRUM et al., 2010; ASSIS et al., 2012b).

As amostras vacinais e brasileiras de VACV também demonstram diversidade
amostral que serdo apresentadas em outros tépicos desse estudo (Iltem 1.2.4.1
e Iltem 1.5).
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1.2.4.1 Diversidade entre clones de amostras vacinais de Vaccinia virus

Além da diversidade demonstrada para outras espécies do género OPV, tém
sido realizados diversos estudos envolvendo a pesquisa de variabilidade
genética e fenotipica entre clones isolados a partir de amostras vacinais
(OSBORNE et al., 2007; QIN et al., 2011; QIN et al., 2013).

Osborne e colaboradores, em 2007, demonstraram a presenca de alta
variabilidade genética entre clones isolados da amostra vacinal Dryvax
(OSBORNE et al., 2007). Corroborando esses achados, um estudo demonstrou
gue existe mais diversidade genética entre clones isolados de apenas uma
amostra estoque de Dryvax, do que entre as amostras de variola major e minor
(QIN et al., 2011).

Variabilidade genética e fenotipica, incluindo também diferentes tamanhos das
placas de lise foi demonstrada para a amostra vacinal Tian Tan. Células
BSC40 foram utilizadas para o isolamento de clones a partir de um estoque
dessa vacina com consequente isolamento de clones que produziam placas de
lise de diferentes tamanhos. Dos 24 clones selecionados, trés exibiram placas
de lise grande, enquanto os demais formavam placas pequenas. Ainda nesse
estudo foram realizados ensaios de curva de multiplicacdo a fim de comparar
esses clones, sendo demonstrado que os clones pequenos multiplicavam mais
lentamente se comparados aos de placa grande. Esse estudo reforca a
presenca de variabilidade ndo s6 molecular mas também biolégica entre
amostras vacinais de VACV (QIN et al., 2013).

Outros estudos utilizando a amostra vacinal Lister demonstraram
heterogeneidade na populagéo clonal de VACV presente nessa amostra, em
que foram desenvolvidos estudos fenotipicos in vitro e in vivo que

demonstraram que os clones isolados diferem entre si (GARCEL et al., 2009).
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Assim, esses e outros estudos revelam que estoques de vacinas antigas
podem conter uma mistura de virus com um grande niamero de SNPs, além de
insercdes e delecdes (INDELSs) resultando em diversidade genética e fenotipica

entre clones de amostras vacinais.

1.3 Circulacéao de VACV no Brasil

Os primeiros isolamentos de VACV no Brasil ocorreram entre as décadas de 60
e 70 através de um programa do governo de suporte a areas rurais com
registros de zoonoses virais desconhecidas, quando amostras clinicas foram
coletadas e posteriormente caracterizadas como amostras de VACV. Entre
elas, temos o BeAn58058 virus (BAV) que foi isolado em Belém, no estado do
Para, a partir de amostras de sangue de um roedor silvestre do género
Oryzomys e 0 SPAn 232 virus (SAV), isolado de um camundongo sentinela em
Cotia, no estado de Sao Paulo (LOPES et al., 1965; FONSECA et al., 1998;
FONSECA et al., 2002).

Anos mais tarde, em 1993, um surto acometendo camundongos suicos que
haviam sido trazidos de Campinas no estado de S&o Paulo para o Centro de
Bioterismo da UFMG causou lesGes semelhantes as descritas para OPV,
levando a morte alguns camundongos. Estudos bioldgicos levaram DINIZ e
colaboradores em 2001 a caracteriza-lo como um poxvirus e denomina-lo Belo
Horizonte virus (VBH) (DINIZ et al., 2001). Com base em dados moleculares
realizados em 2004, TRINDADE e colaboradores caracterizaram VBH como
um VACV (TRINDADE et al.,2004).

Desde 1999 amostras de VACV vém sendo isoladas no Brasil durante surtos
de vaccinia bovina (VB), cujo primeiro caso descrito ocorreu na cidade de
Cantagalo, no estado do Rio de Janeiro (DAMASO et al., 2000).

Ainda em 1999, foi isolada uma amostra de VACV a partir de bovinos em um

surto exantematico que acometeu também humanos, na cidade de Aracatuba,
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estado de Sdo Paulo. Esse virus foi denominado Aracatuba virus (ARAV) e
através de andlises moleculares foi proximamente relacionado a amostra de
VACYV anteriormente isolada denominada CTGV (TRINDADE et al., 2003).

Além disso, estudos moleculares demonstraram uma delecdo de 18
nucleotideos no gene A56R desses e de outros isolados, como Passatempo
virus (PSTV), isolado na cidade de Passa tempo, Minas Gerais. Essa delecao
compartilhada sugere um possivel ancestral comum para essas amostras
(LEITE et al., 2005).

Em 2001, durante um surto de VB na cidade de Guarani foram isolados os
virus Guarani P1 (GP1V) e Guarani P2 (GP2V), que demonstraram diferencas

biologicas e moleculares entre si (TRINDADE et al., 2006).

Em 2005 na cidade de Mariana no estado de Minas Gerais, durante um mesmo
surto de VB, foram isoladas amostras de VACV de humano, bovino e de um
roedor (Mus musculus), que foi denominado Mariana virus (MARV) (ABRAHAO
et al., 2009a).

Os isolamentos de VACV em roedores seguem a tendéncia de outras espécies
de OPV, como CPXV e MPXV, que apresentam roedores como hospedeiros
naturais. O ciclo de transmissdao do VACV na natureza ainda néo foi
completamente elucidado e estudos em busca dos participantes desse ciclo,
tais como reservatérios e hospedeiros naturais, indicam uma provavel
participacdo de roedores no ciclo de transmissao do VACV na natureza, como
proposto por ABRAHAO e colaboradores em 2009 (FIGURA 11) (ABRAHAO et
al., 2009a).
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FIGURA 11. Ciclo hipotético de transmissdo do VACV. Fonte: Abrahédo et
al., 2009a

O primeiro caso descrito de coinfec¢gdo envolvendo amostras diferentes de
VACV ocorreu na cidade de Pelotas, no Rio Grande do Sul, em que duas
amostras denominadas Pelotas virus 1 (PV1) e Pelotas virus 2 (PV2) foram
isoladas a partir de um mesmo hospedeiro, um equino (BRUM et al., 2010;
CAMPOS et al., 2011).

Esses e outros isolamentos de VACV ocorreram no Brasil acometendo
humanos e bovinos, sendo que amostras de VACYV ja foram isoladas em quase
todos os estados brasileiros (FIGURA 12), tais como Espirito Santo, Minas
Gerais, S&do Paulo, RS e mais recentemente no Maranhdo (DONATELE et al.,
2007; TRINDADE et al, 2003; MEDAGLIA et al, 2009; MEGID et al, 2008;
ASSIS et al., 2012a; OLIVEIRA et al.,2013).

Além disso, um estudo soroldgico realizado no Acre revelou alta
soropositividade para OPV entre individuos em regibes em que nao foram
notificados surtos de VB (MOTA et a.l, 2010).
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FIGURA 12. Estados brasileiros em que foi notificada a circulagcao de
VACV (OLIVEIRA et al., 2013 — modificado).

Estudos soroldgicos evidenciam a presenca de anticorpos anti-OPV ndo s6
entre humanos e bovinos, mas também entre outros animais (SILVA-
FERNANDES et al., 2009; SCHATZMAYR et al., 2009; PERES et al., 2013), tal
como demonstrado em um estudo em que foram coletados soros de diferentes
espécies de macacos e outras espécies silvestres tais como quatis e cotias
entre os anos de 2001 e 2002 no estado do Tocantins, demonstrando a
presenga de anticorpos anti-OPV, em que alguns foram confirmados por
sequenciamento (ABRAHAO et al.,, 2010a). Além disso, em 2012 foi
demonstrada a presenca de anticorpos anti-OPV em soros de bufalos
coletados em regifes do estado de Minas Gerais nas quais ja haviam sido
notificados surtos de VB (ASSIS et al., 2012b).
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1.4 Vaccinia bovina- Aspectos clinicos e Impactos na salude e economia

A vaccinia bovina (VB) € uma doenca exantematica que acomete o gado
leiteiro, além de estar associada a infecgcbes em humanos, principalmente
ordenhadores. InUmeros surtos de VB associados a amostras de VACV vém
sendo descritos no pais causando perdas econdmicas e problemas de saude
publica (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; LOBATO et al., 2005;
TRINDADE et al., 2009; KROON et al., 2011; OLIVEIRA et al.,2013).

As lesBes causadas por VACV, assim como por outros OPV zoondticos, sao
localizadas e caracterizam-se por lesbes ulcerativas que ocorrem
frequentemente nos tetos e Uberes das vacas, sendo comum também no
focinho e cavidade oral de bezerros quando sdo amamentados por vacas
manifestando as lesdes (LEITE et al., 2005; LOBATO et al., 2005). Além disso,
guando em humanos, as lesdes ocorrem principalmente nas maos e bracos, e
com menor frequéncia, na face (SCHATZMAYR et al., 2005) (FIGURA 13).

FIGURA 13. LesBGes causadas por VACV nos tetos de vacas (A e B), no
focinho de bezerros (C) e no membro superior de humano (D). Fonte:
LEITE et al., 2005; TRINDADE et al.,2007b; SCHATZMAYR et al., 2011.
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A doenca é transmitida pelo contato direto com as lesfes, que pode ocorrer
tanto durante a amamentacéo dos bezerros como durante a ordenha manual. E
fato recorrente a ordenha de diferentes animais por trabalhadores rurais sem
protecdo nas maos, o que além de disseminar a doenca no gado, também
pode levar a infeccdo dos ordenhadores (LOBATO et al., 2005). Além disso,
tém sido descritos casos de transmisséo intrafamiliar de VACV (SCHATZMAYR
et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014). As manifestacfes clinicas da doenca
iniciam-se com a formacdo de papulas, que em seguida evoluem para
vesiculas e lesdes ulceradas, que finalizam com a formacdo de crostas e
cicatrizagdo. Com relacdo a infecgdo em humanos 0os mesmos estagios das
lesbes sdo observados e, além disso, os individuos infectados podem
desenvolver um quadro febril, com sintomas de linfadenopatia, dores no corpo
e prostracao (LOBATO et al., 2005; SCHATZMAYR et al., 2005; SIMONETTI
et al., 2007). O curso clinica da doenca ocorre € de trés semanas, sendo que
as lesbes causadas por VACV no gado podem acarretar o aparecimento de
infeccbes bacterianas secundarias e mastites, gerando um agravamento da
doenca e impossibilidade de ordenha. Além disso, as lesbes geram em muitos
casos incapacidade de trabalho dos ordenhadores. Essa situagdo culmina na
diminuicdo ou interrupcdo da producao leiteira, gerando perdas econdémicas
significativas. E importante considerar também que, das fazendas acometidas,
muitas praticam ordenha para subsisténcia, o que leva a um problema nédo s6
econdbmico, mas também social (KROON et al., 2011). Nesse contexto, é
importante ressaltar que Minas Gerais é o maior produtor de leite do Brasil,
sendo também local de ocorréncias constantes de surtos de VB (LEITE et al.,
2005; LOBATO et al., 2005; TRINDADE et al., 2006; ASSIS et al., 2012a). Além
disso, ABRAHAO e colaboradores demonstraram que o leite de animais
infectados pode estar contaminado com o virus, no entanto a transmisséo
através da ingestdo do leite é desconhecida (ABRAHAO et al., 2009b).
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1.5 Diversidade das amostras brasileiras de VACV

Até o ano de 2001, as amostras de VACV isoladas em surtos de VB
apresentavam caracteristicas filogenéticas muito similares. Porém, em 2001,
na Zona da Mata Mineira, amostras molecularmente diferentes entre si foram
isoladas durante um mesmo surto e denominadas Guarani P1 virus (GP1V) e
Guarani P2 virus (GP2V) (TRINDADE et al., 2006). Com base em diferencas
biolégicas e moleculares os VACV-BR foram divididos em dois grupos
filogeneticamente distintos, denominados Grupo 1 (Cantagalo, Aracatuba,
Guarani P2, outros) e Grupo 2 (Guarani P1l, BeAn58058, SPAN232)
(TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008) ) (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Arvore filogenética evidenciando os dois grupos de VACV-
BR, construida com base nos genes B19R, E3L e A56R. Fonte: TRINDADE
et al., 2007.



Além disso, estudos biologicos dessas amostras demonstraram que os VACV-
BR diferem também com relacdo ao tamanho da placa de lise e viruléncia em
camundongos Balb/c (FERREIRA et al., 2008). A amostra GP1V, por exemplo,
além de gerar placas maiores em monocamada celular quando comparada a
outras amostras bovinas e humanas, apresenta também viruléncia em modelo
murino, 0 que n&o ocorre para as demais amostras. Isolamentos que reforcam
a presenca de duas subpopulagdes de VACV continuaram a ser descritos nos
anos seguintes, sendo que, em 2010, houve a descricdo de um surto em
cavalos ocorrido em Pelotas, no Rio Grande do Sul e foi demonstrado uma
coinfeccdo, em que duas amostras de VACV geneticamente diferentes
estavam envolvidas, denominadas Pelotas virus 1 (PV1) e Pelotas virus 2
(PV2) (BRUM, et al 2010; CAMPOS et al.,, 2011). Além disso, Assis e
colaboradores, em 2012, caracterizaram novas amostras de VACV
denominadas SH1V, SH2V e SB1V que se agrupam filogeneticamente as
amostras virulentas de VACV (grupo 2) (FIGURA 15) (ASSIS et al., 2012a).

Desde o isolamento da amostra CTGV, foi proposta uma origem vacinal a partir
da amostra IOC para os VACV-BR devido a presenca da delecéo de 18 nt no
gene A56R (DAMASO et al., 2000). Porém, um estudo mais abrangente com
analises envolvendo os genes A56R, B19R, E3L, incluindo outras regides do
genoma, além do isolamento de amostras geneticamente diferentes de VACV,
levou a contestacBes acerca de uma origem Unica e/ou vacinal das amostras
de VACV no Brasil, uma vez que demonstrou que as amostras de VACV-BR
nao se agrupam diretamente com a amostra vacinal I0C (TRINDADE et a.,
2007). Reforcando essa ideia, um estudo filogenético envolvendo amostras de
Buffalopox virus (BPXV), uma variante de VACV, isolados de bufalos, bovinos e
humanos na india demonstrou que as amostras de BPXV ndo estdo
proximamente relacionadas a amostras vacinais, sendo mais estreitamente
relacionados a outros VACV, tais como PSTV e ARAV (TRINDADE et al., 2003;
LEITE et al., 2005).
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FIGURA 15. Arvore filogenética construida com base na sequéncia de
nucleotideos do gene A56R. Fonte: ASSIS et al., 2012a.
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1.6 Marcadores moleculares para VACV-BR: A56R, A26L e C23L.

Diversos genes tem sido utilizados em estudos filogenéticos envolvendo as
amostras de VACV-BR, entre eles destacam-se os genes C6L, C7L, K1L, K2L,
K3L, E3L, A26L, A56R, BS5R and B8R, que permitem sustentar a dicotomia
molecular de amostras de VACV-BR (LEITE et al., 2007;TRINDADE et al.,
2007; DRUMOND et al., 2008). No presente estudo, a utilizagdo dos genes
A56R (ha), A26L (ati) e C23L como marcadores moleculares para a separacéo
dos grupos 1 e 2 de VACV-BR ¢é ressaltada. Considerando o gene A56R (ha),
gue codifica a hemaglutinina viral, a caracterizacao € realizada principalmente
com base em uma delecdo de 18 nucleotideos presente nas amostras do
grupo 1 e ausente nas amostras do grupo 2 de VACV-BR. O gene A26L (ati),
responsavel por codificar a matriz proteica que forma o corpusculo de inclusao
do tipo A, € considerado um dos marcadores mais polimorficos utilizados
nesses agrupamentos uma vez que se encontra quase completamente
deletado nas amostras do grupo 2 de VACV-BR, tais como VBH, GP1V, P1V,
BAV e outros, mas com excecado da amostra SAV e ao recentemente isolado
SH2V que apresentam esse gene. Em contraste, as amostras do grupo 1
apresentam esse gene, no qual pode ser identificada a presenca de dois blocos
de delecdes de 12 e 21 nucleotideos (MEYER et al., 1994; LEITE et al., 2007).
Estudos do grupo de poxvirologia do Laboratério de Virus da UFMG
demonstraram também a separac¢do dos VACV-BR com base no gene C23L,
que codifica uma proteina de ligacdo a quimiocinas. Essa separacdo é feita
com base em uma delecao de 10 nucleotideos presente nas amostras do grupo
1, que leva a producao de um codon de parada prematuro, sendo esta dele¢éo

ausente nas amostras do grupo 2 (ASSIS et al., 2012c).
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1.7 Estudos de coinfec¢cdes e recombinacdo de poxvirus

Casos de coinfeccdo envolvendo VACV ja foram descritos (ABRAHAO et al.,
2010b, CAMPOS et al., 2011; SANT’ANA et al.,2013). Esse evento exerce um
papel fundamental na ocorréncia de recombinacdo, uma vez que 0S virus
podem trocar material genético quando co infectando uma mesma célula,
podendo gerar progénie ou protebmica hibrida (QIN et al., 2014). A
recombinacdo pode por sua vez levar a adaptacdo a novos hospedeiros,
aguisicdo de mecanismos de evasao da resposta imune, resisténcia a
antivirais, aumento da viruléncia, além de exercer uma importancia
fundamental na evolugéo viral uma vez que ajuda a aumentar a variabilidade

genética e cria novos fenétipos (Nora et al., 2007; HOLMES, 2013).

Estudos demonstram eventos de recombinacdo entre os poxvirus durante a
ocorréncia de coinfeccdo (EVANS et al., 1988; BEDSON et al.,1964). Estudos
de coinfecgédo foram feitas envolvendo amostras de VACV que diferiam em
cinco caracteristicas: morfologia dos pocks em ovos embrionados, producéo de
hemaglutinina, resisténcia ao calor, neuropatologia em camundongos e
producédo de lesdo cutanea em coelhos. Estes estudos revelaram o surgimento
de clones virais que exibiam uma variedade de tipos de combinacdo das
caracteristicas das amostras parentais provavelmente resultantes de
recombinacdo (FENNER, et al., 1958).

Bedson e colaboradores (1964) avaliaram 16 clones resultantes de
recombinacdo derivados de coinfeccdes entre virus de variola major e CPXV, e
demonstraram que 14 apresentaram caracteristicas mistas dos parentais.
Nesse e em outros estudos é discutida a possibilidade de VACV ter sido
originado como um hibrido de VARV e CPXV (BEDSON et al.,1964).
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Estudos de Katz e colaboradores de 1978 demonstraram a ocorréncia de
recombinacdo entre clones mutantes sensiveis a temperatura e clones
resistentes a isatina—p3-tiossemicarbazona (IBT), de VACV em que apos

coinfeccdo passaram a compartilhar essas caracteristicas (KATZ et al.,1978).

Em 2008, Carrillo e colaboradores desenvolveram estudos de coinfec¢cao
utilizando VACV em uma concentracao estabelecida seguida da inoculacédo do
virus da estomatite vesicular (VSV), em diferentes tempos. Os resultados
sugeriram que a presenca de VACV acelerava a adaptacdo de VSV na célula
hospedeira e que a adaptacdo estava relacionada as concentracdes de virus,
sugerindo uma “cooperacédo” evolutiva entre esses virus (CARRILLO et
al.,2008).

Em 2014, foi descrito um interessante estudo em que células foram
coinfectadas com clones diferentes geneticamente, sendo um clone de Dryvax
e um de Tian Tan. Foram avaliadas aproximadamente 1.400 SNPs que
diferenciavam essas amostras e funcionavam como marcadores para rastrear
as origens dos diferentes segmentos de DNA na progénie recombinante. Esse
estudo trouxe muitas respostas sobre os padrées de recombinagcdo de VACV,
demonstrando, sobretudo que esses eventos podem produzir genomas que
exibem um “mosaico” de fragmentos dos virus parentais que pode ser derivada
de mudancas durante o curso de um unico ciclo de infeccdo. Esse estudo
evidenciou que a recombinacdo de poxvirus é um processo muito preciso que
gera virus contendo material genético de ambos os progenitores. Em uma
Unica rodada de infec¢éo, o DNA é deslocado aproximadamente 18 vezes por
genoma, misturando os genes em complexas combinacdes e ilustrando como a
recombinacdo pode produzir virus com potencial de doenca muito alterado
(QIN et al., 2014).
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Considerando a importancia dos eventos de recombinacdo e sua associacao
direta com a ocorréncia de coinfecgbes, torna-se importante os estudos que

envolvem casos de coinfeccéo entre amostras ambientais de VACV.

Uma coinfeccdo envolvendo VACV e Pseudocowpox virus foi descrita na
cidade de Resplendor no estado de Minas Gerais durante um surto de doenca
exantematica em bovinos e humanos. A coinfec¢cdo foi detectada em um
trabalhador rural, que lidava diretamente na ordenha, e que apresentou uma
lesdo claramente mais grave do que as lesdes observadas em casos que
envolvem a presenca de apenas uma espécie viral (ABRAHAO et al., 2010b).
Além disso, durante um surto de doenca exanteméatica em 2011 na cidade de
Jatai, foi demonstrada a ocorréncia de um caso de coinfecgdo por VACV e Orf
virus em bovinos (SANT’ANA et al.,2013).

Um caso natural de coinfecgdo envolvendo amostras de VACV (PV1 e PV2) foi
descrito no estado do Rio Grande do Sul, em equinos, demonstrando
heterogeneidade genética e bioldgica através de ensaio de fenotipo de placa,
curva de crescimento, sequenciamento e perfil de viruléncia em modelo murino
(BRUM et al., 2010; CAMPOS et al., 2011).

Pouco se sabe acerca de taxa de recombinacdo viral e suas implicacbes na
patogénese durante coinfeccdes com poxvirus. Porém, considerando a
importancia da recombinacdo e o aumento do numero de casos descritos
envolvendo coinfeccdes entre espécies de poxvirus, esse tipo de estudo se faz

importante.
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II. JUSTIFICATIVA

O VACV exerceu uma importancia fundamental para a humanidade durante o
programa de erradicacdo da variola, e atualmente € um dos virus de animais

mais estudados no mundo.

A variola levou a ébito milhares de pessoas em todo o mundo influenciando a
histéria da humanidade e, apesar da sua erradicacdo na década de 80, existe a
preocupacao acerca do uso de suas amostras em atentados terroristas. Além
disso, provavelmente devido ao aumento da populacdo ndo imunizada contra
os OPV, tem aumentado o numero de infec¢Bes causadas por outras espécies
do género, tais como CPXV, MPXV e VACV, que, além de causar infeccbes em
seres humanos, podem apresentar uma ampla gama de hospedeiros, 0 que

torna sua contencdo mais desafiadora.

Atualmente, surtos de VB associados a amostras de VACV tém sido relatados
no Brasil, ocasionando uma queda na producao leiteira. Além disso, quando
em humanos, as lesbes ocorrem principalmente nas maos, e a sintomatologia
pode levar o ordenhador a afastar-se do trabalho temporariamente, o que
agrava a situacdo econémica e evidencia a VB como um problema de saude

publica.

Durante os ultimos 15 anos, o isolamento e caracterizagdo de amostras de
VACYV no Brasil demonstrou a existéncia de variabilidade genética e molecular
entre as amostras, 0 que permite sua separacdo em pelo menos dois grupos.
Além disso, estudos demonstram que esses diferentes grupos podem

cocircular em um mesmo surto ou até mesmo em um unico hospedeiro.

Existe uma grande tendéncia entre as espécies do género OPV, como CPXV,
MPVX e VARV, de apresentar variantes com diferencas genéticas, clinicas e

até mesmo geograficas, com reflexos na epidemiologia, patogenia e
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diagnostico viral. Além disso, estudos investigando amostras vacinais tém
demonstrado a existéncia de alta variabilidade genética entre clones de uma

mesma amostra.

Assim, considerando que casos nhaturais de cocirculacdo e coinfeccdo de
VACV-BR ja foram descritos, além da circulagdo de uma grande variabilidade
de clones em amostras vacinais, associado a tendéncia das espécies do
género OPV apresentar variantes, o estudo da variabilidade e cocirculacéo

clonal entre amostras naturais de VACV se faz necessario.

Nesse contexto, estudar a diversidade de amostras naturais de VACV é de
extrema importancia, podendo trazer respostas sobre as origens do VACV,
campo em intensa discussdo, além de levar a uma melhor compreensao
acerca da circulacdo, prevaléncia e eventuais coinfeccbes envolvendo

amostras dos Grupos 1 e 2 de VACV no Brasil.
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a diversidade de clones de amostras de VACV provenientes de
espécimes clinicos humanos e bovinos, coletados em cinco estados brasileiros,

com base em andlises bioldgicas e moleculares.

3.2 Objetivos especificos
v’ Isolar e selecionar clones de VACV a partir de 10 amostras

provenientes de les6es humanas e bovinas obtidas de surtos de
VB em cinco estados brasileiros;

v Sequenciar e analisar filogeneticamente os clones isolados;

v Caracterizar biologicamente diferentes clones isolados de um

mesmo espécime clinico;

v Avaliar a viruléncia de alguns dos clones isolados em modelo

murino Balb/c.

a7



IV. FLUXOGRAMA DE TRABALHO

Para alcancar os objetivos propostos utilizamos uma metodologia que abrange
técnicas bioldgicas e moleculares. Inicialmente foi realizado o isolamento dos
espécimes clinicos em células VERO e posterior purificagdo de placas em
células BSC-40 que teve como propodsito a selecdo de clones com diferentes
tamanhos. Para completa purificacdo desses clones foram realizados trés
etapas de purificacdo em células BSC-40. Posteriormente foi realizada a

multiplicagéo dos clones, seguida da sua titulagéo.

A fim de estudar a diversidade biolégica entre os clones coletados foram
realizados ensaios de fendtipo de placa, formacdo de cometas, curva de
multiplicacdo e avaliacdo da viruléncia em modelo murino de alguns clones
previamente selecionados, visto que ja foram demonstradas diferencas
relacionadas a esses ensaios no que se refere as amostras de VACV-BR
(FERREIRA et al., 2008). Os clones selecionados para ensaio em animais

foram previamente purificados.

Para caracterizacdo molecular foi realizada extracdo de DNA, seguida da
amplificacdo por PCR convencional dos genes A56R, A26L e C23L, que
conforme descrito na literatura constituem marcadores moleculares para o0s
diferentes grupos de VACV-BR (TRINDADE et al., 2006, 2007; LEITE et al.,
2007; ASSIS et al., 2012c). Em seguida, foi realizado o sequenciamento do
gene A56R.

O trabalho foi desenvolvido conforme o fluxograma apresentado a seguir:
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¥
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V. METODOLOGIA

5.1 Descricao dos espécimes clinicos

Nesse estudo foram utilizados espécimes clinicos coletados a partir de lesées
exantematicas de humanos e bovinos, durante surtos de VB ocorridos em 5
estados brasileiros: Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais e Para
(FIGURA 186).

Miguel
Calmon

Mundo Novo

Alegre

FIGURA 16: Distribuicdo geogréfica dos espécimes clinicos utilizados
nesse trabalho. Destacados em cinza os estados da Bahia, Minas Gerais,
Espirito Santo, Goias e Para. Circulados em vermelho os municipios dos quais
séo provenientes os espécimes clinicos, dentre eles os municipios de Miguel
Calmon, Mundo Novo e Baixo Grande na Bahia, Alegre no Espirito Santo,
Argirita e Resplendor em Minas Gerais, Vila Propicio em Goias e Bom Jesus do
Tocantins no estado do Para.
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E importante ressaltar que, com intuito de isolar dez amostras, foi realizada a
tentativa de isolamento a partir de espécimes clinicos sabidamente positivos
que haviam sido triados no trabalho de mestrado do aluno Felipe Lopes de
Assis, colaborador desse trabalho. Os espécimes clinicos provenientes do
estado de Minas Gerais foram coletados por equipes do Laboratério de Virus
da UFMG, em parceria com o Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA) e com o
Laboratorio de Pesquisa em Virologia Animal da Escola de Medicina
Veterinaria da UFMG. J& os espécimes clinicos dos estados da Bahia, Espirito
Santo e Goias foram enviados pelos 6rgaos de vigilancia veterinaria de cada
estado ou pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). Os
espécimes clinicos provenientes do Estado do Para foram coletados e
encaminhados ao Laborat6rio de Virus pelo estudante de Doutorado da Escola

de Veterinaria da UFMG, Cairo Henrique Sousa de Oliveira.

O estudo foi realizado utilizando dez espécimes clinicos, dentre eles nove
bidpsias de lesdo (crosta) e um swab de lesédo, sendo dois humanos, dos quais
um € proveniente do estado da Bahia e um do estado de Minas Gerais e oito
espécimes coletados de bovinos, dentre eles dois provenientes da Bahia, dois
do estado do Para, dois de Goias, um de Minas Gerais e um do Espirito Santo

conforme demonstrado na TABELA 2.
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TABELA 2. Descrigdo das amostras analisadas, identificando a

localidade, ano de coleta, a fonte e o espécime clinico coletado.

Localidade L

(Municipio/ Estado) Ano Fonte Espécime
VACV-BABV Baixa Grande/ Bahia 2011 Bovino Crosta
VACV-BAB2V Miguel Calmon/ Bahia 2011 Bovino Crosta
VACV-BAHV Mundo Novo/ Bahia 2011 Humano Crosta
VACV-GOBV Vila Propicio/ Goias 2011 Bovino Crosta
VACV-GOB2V  Vila Propicio/ Goias 2011 Bovino Crosta
VACV-ESBV Alegre/ Espirito Santo 2008 Bovino Crosta
VACV-MGBV Resplendor/ Minas Gerais 2005 Bovino Crosta
VACV-MGHV Argirita/ Minas Gerais 2011 Humano Swab de leséo
VACV-PABV Bom Jesus do Tocantins/ Para 2011 Bovino Crosta
VACV-PAB2V Bom Jesus do Tocantins/ Para 2010 Bovino Crosta

A amostra Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) foi gentiimente cedida
pelo Dr. C. Jungwirth (Universidade de Wirzburg, Alemanha). Esta amostra foi
utilizada como controle nas PCRs e nos ensaios em modelo animal. A amostra
GP1V foi utilizada como controle nas PCRs de VACV-BR do grupo 2 e a
amostra GP2V como controle de VACV-BR do grupo 1 (TRINDADE et al,
2006). Os espécimes clinicos utilizados nesse trabalho foram armazenados no

Laboratério de Virus, a -80°C, até o processamento.
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5.2 Processamento dos espécimes clinicos

As bidpsias de lesdo (crostas) foram maceradas com auxilio de um
macerador (Politron, Littau, Switzerland) e diluidas a 1:100 p/v em solucao
salina tamponada (PBS 1X) acrescido de penicilina (400 U/mL), anfotericina B
(5ug/mL) e gentamicina (100 pg/mL). Posteriormente, foram homogeneizadas e
centrifugadas por 3 minutos a 2000 x g e estocado o sobrenadante. As
amostras de swab foram processadas adicionando 200-300pL da mesma
solucdo de PBS utilizada para o processamento das bidpsias de lesdes, e
entdo posteriormente homogeneizadas e centrifugadas por 3 min a 2000 x g.
(Abrahdo et al., 2010c).

5.3 Sistemas celulares

5.3.1 Células VERO e BSC40

As células Vero e BSC-40 foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC), (Maryland, EUA) e sédo derivadas de células epiteliais de rim de
macaco verde africano (Cercopthecus aeothiops). Células Vero e BSC foram
cultivadas com meio minimo essencial de Eagle (MEM) (Gibco, USA) acrescido
de glutamina, gentamicina (50 pug/mL), penicilina (200 U/mL), anfotericina B
(2,5 ug/mL) e 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), e posteriormente
incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO; a 37°C. Os subcultivos ou
repiques foram realizados a cada dois dias por lavagem da monocamada
celular com solucdo tampéo fosfato salina 1X (PBS 1X) (NaCl 137mM; kCI2
7mM; Na2HPO4 1,4mM; pH 7,2) e tratamento com tripsina acrescida de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA).
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5.4 Isolamento viral em células Vero

Para o isolamento viral foram utilizadas monocamadas de células Vero com 80-
90% de confluéncia (Item 5.3.1) O meio dessas células foi desprezado e a
monocamada foi lavada duas vezes com PBS 1X sendo todo o excesso
retirado. Posteriormente as monocamadas foram inoculadas com 400uL das
amostras processadas (Iltem 5.2.) e incubadas a 37°C para adsorgdo por 1
hora, sendo que durante esse tempo foram realizadas homogeneizacdes a
cada 10 minutos. Apés o intervalo de adsorcdo foi adicionado meio MEM
suplementado com 1% de SFB e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera
com 5% de CO, por 48 horas ou até observacdo do efeito citopatico (ECP).
Como controle negativo, a monocamada celular foi infectada com PBS 1X. Em
casos em que nao foi possivel isolar o virus a partir de uma Unica passagem,
até trés passagens foram feitas a fim de se concretizar o isolamento. Apos
observacdo do ECP a monocamada foi raspada com auxilio de raspadores

(Scraper TTP) e armazenada em freezer -70°C.

5.5 Purificacao de placas em células BSC-40

Para realizar a purificacdo de placas virais, 0s espécimes clinicos, previamente
isolados (Item 5.4), foram diluidos em meio DMEM sem adicao de SFB, em um
volume final de 200uL. A célula BSC-40 foi utilizada para purificacdo de placas
por possibilitar a visualizacdo de placas virais pequenas e grandes, no caso de
infeccdo por amostras de VACV dos grupos 1 e 2, respectivamente. As
diluigbes foram entdo inoculadas em monocamada de células BSC-40 com 80-
90% de confluéncia, cultivadas em placas de células de seis po¢os. O meio das
placas foi descartado e as placas foram lavadas duas vezes com PBS 1X.
ApoOs esse procedimento, as diluicdes foram inoculadas e incubadas por 1 hora
para adsorcdo, com homogeneizacdo a cada 10 minutos. Apds a adsorcéo,
foram adicionados aos poc¢os 2mL de meio de cultura semi-solido. Para

preparo do meio foi utiizado DMEM 2X suplementado com SFB 2% e
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acrescido de antibiéticos (penicilina (400 U/mL), anfotericina B (5ug/mL) e
gentamicina (100 pg/mL). Paralelamente, foi preparada uma solucéo de
agarose (Promega) 2% dissolvida em agua dd e adicionada ao meio DMEM
acima descrito na razdo de 1:1, dando origem ao meio DMEM 1X com 1% de
SFB acrescido de agarose numa concentracdo de 1%. Em cada placa um pogo
foi inoculado para adsorcdo apenas com meio DMEM na auséncia de SFB,
consistindo o controle de células. Essas células foram incubadas por um
periodo de 48 horas em estufa a 37°C, com 5% de atmosfera de CO,. Os
clones foram visualizados e selecionados, em um total de cinco clones por
amostra, contemplando os tamanhos mais variados de placas encontrados.
Para demarcar as placas a serem coletadas, foi feita uma marcag¢ao com pincel
na parte externa do poco, e posteriormente as placas foram coletadas com
auxilio de ponteira de 10 pL com filtro. O meio foi aspirado no local marcado e
dispensado em 100uL de meio DMEM acrescido de 5% de SFB, com repetidas
lavagens da ponteira no meio para completa retirada das particulas contidas na
mesma. Os clones selecionados foram submetidos a mais dois rounds de
selecdo clonal em células BSC40 para garantir a pureza dos mesmos.
Nenhuma amostra viral, proveniente da cole¢cdo de amostras do Laboratério de
Virus da UFMG, foi manipulada durante o processo de selecao clonal.

5.6 Multiplicagéo viral em células Vero

Os estoques de virus foram obtidos com a multiplicagdo em células Vero
cultivadas a 37°C, em estufa com aporte de 5% de CO,. Monocamadas de
células Vero contendo cerca de 40 milhdes de células foram lavadas duas
vezes com PBS e infectadas com multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,01,
diluido em 5 mL de MEM sem adicdo de SFB. Apés 1 hora de adsorcéo, a
37°C, foram acrescentados 25 mL de MEM suplementado com 1% SFB.
Novamente, as células foram incubadas a 37°C e monitoradas diariamente ao
microscépio Optico até a deteccdo de 90% de ECP. Para coleta, o meio de
cultivo foi desprezado, as células foram lavadas com PBS e desprendidas das

garrafas com auxilio de um raspador e utilizando Tris-HCI 10mM, pH 8,0. A
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suspensao obtida foi centrifugada durante 10 minutos a 2500 x g (rotor H1000B
- Sorvall RT6000 B) a 4°C e o sedimento obtido foi mantido a — 70°C.

5.7 Titulacéo viral (CAMPOS e KROON, 1993)

A titulacdo foi feita em triplicata utilizando placas de seis pocos em
monocamada de células Vero com aproximadamente 80-90% de confluéncia
por poco incubadas a 37°C por 16-24 horas em MEM suplementado com 5%
SFB (Cultilab, Brasil). O meio das placas foi desprezado e a monocamada
lavada com PBS 1X. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas do virus
em MEM na auséncia de SFB e adicionado em cinco poc¢os da placa, sendo
que um poco foi utilizado como controle da viabilidade celular, onde apenas
meio foi adicionado. As células foram incubadas a 37°C durante 1 hora com
homogeneizacdo a cada 10 minutos para a adsorcdo e posteriormente
adicionado 2 mL de MEM contendo 1% de SFB (CAMPOS e KROON, 1993).
As placas foram incubadas a 37°C, e ap0s 48 horas, fixadas com solucao de
paraformaldeido 3,7% durante 30 minutos e coradas com solucdo de cristal
violeta por 15 minutos. Para célculo do titulo viral, as placas de lise foram
contadas na diluicdo que apresentou entre 30 e 300 placas de lise e
multiplicada pelo inverso da diluigdo, finalizando com a conversdo para o

volume de 1 mL, com titulo resultante em pfu/mL.

5.8 Ensaio de fendtipo de placas

As placas purificadas (Item 5.5) foram submetidas ao ensaio de fenotipo de
placas. Cada clone (purificado de placa) foi diluido seriadamente em volume
final de 300uL e inoculados em monocamada de células BSC-40 com
confluéncia de 90-95% em placas de 6 pocos. A inoculacédo dos clones foi feita
segundo o item 5.5, em que foi utilizado meio semi-solido a fim de evitar a
formacédo de placas satélites. Como controle da viabilidade celular e controle

negativo, a monocamada celular foi infectada com PBS 1X. Apds o periodo de
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48 horas de incubacdo as células foram fixadas com solugcdo de 3,7% de
paraformaldeido durante 30 minutos e coradas com solugdo de cristal violeta

por 15 minutos, sendo em seguida observadas e fotografadas.

5.9 Curva de multiplicacao

Para observacdo de eventuais diferencas na taxa de multiplicacdo desses
clones foi realizado ensaio de curva de multiplicacdo. Células BSC-40,
sedimentadas em placas de seis pocos com cerca de 80 % de confluéncia
foram inoculadas com volume de 200uL, na M.O.l. de 0,01. Apds 1 hora de
adsorcdo, a monocamada foi lavada com PBS, e entdo foi adicionado 2 mL de
MEM suplementado com 1% SFB. As placas foram incubadas a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO,. Nos tempos de 0, 12, 24 e 48 horas de infeccédo, o
meio de cultura foi descartado, as monocamadas infectadas foram lavadas
duas vezes com PBS 1X, e em seguida foram raspadas e coletadas para
ensaios de titulacdo, conforme descrito no item 5.7. Como controle da
viabilidade celular e controle negativo, a monocamada celular foi infectada com

PBS 1X. Este ensaio foi realizado em duplicata biologica.

5.10 Ensaio de formacédo de cometas e titulacéo de particulas EEV

Para observacéo da liberacdo de particulas EEV, foram realizados ensaios de
cometas para clones selecionados. Para isto, placas de seis pocos, com
confluéncia de 80-90% de células BSC-40 foram cultivadas com meio MEM
suplementado com 5% de SFB, e entdo lavadas com PBS. Em seguida, estas
placas foram inoculadas e incubadas por 48 horas, a 37°C, 5% CO,, e apos
esse periodo foram fixadas com solugéo de formaldeido a 3,7%, e coradas com
cristal violeta. Além disso, a fim de quantificar e demonstrar possiveis
diferencas entre clones de uma mesma amostra quanto a producdo de
particulas EEV, os clones selecionados para realizacdo desse ensaio foram

submetidos a titulacdo de particulas EEV. Para isso, apds 48 horas de
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infecgdo, as clones foram incubados durante 1 hora, a 37°C, com um anticorpo
especifico anti-IL1 para neutralizacdo das particulas do tipo IMV. A titulacéo foi

seguida conforme o item 5.7 aqui apresentado.

5.11 Purificacao de virus

O sedimento obtido durante a multiplicacao viral (Item 5.6) foi homogeneizado
em 8mL de Tris-HCI 10mM, pH 8,0 e centrifugado a 2.500 x g (rotor H1000B -
Sorvall RT6000 B) durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi
mantido em banho de gelo e o sedimento celular foi lisado duas vezes em 10
mL de solucdo de lise (MgCl, 1mM; Tris10mM, pH 7,0; KCI 10mM). Apés a
adicao desta solucéo, a suspensao foi incubada em banho de gelo, durante 10
minutos e as células foram lisadas mecanicamente em homogeneizador do tipo
“Douncer” (Wheaton, USA) por 80 vezes. A suspensao viral resultante foi entédo
centrifugada a 14.000 x g, 4°C, por 2 horas sobre um colchdo de sacarose a
36% em Tris-HClI 10mM, pH 8,0 para separacdo dos restos celulares.
Utilizando uma pipeta Pasteur, o sobrenadante e a interface foram coletados e
desprezados e o restante foi descartado por inversdo do tubo. Os sedimentos
obtidos foram homogeneizados em até 500uL de Tris 10mM (pH 8,0),
distribuidos em aliquotas de 2 pL-10 yL em microtubos e estocados a — 80°C
(Adaptado de JOKLIK,1962).

5.12 Viruléncia em modelo murino

Algumas das amostras de VACV obtidas no presente estudo foram
selecionadas, multiplicadas e purificadas para analise de viruléncia em
camundongo Balb/c, segundo FERREIRA e colaboradores (2008) Os
experimentos foram previamente submetidos e aprovados de acordo com as
normas do Comité de Etica Animal (CETEA) da UFMG, protocolo n° 207/2010.
Os camundongos foram mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia da UFMG, em gaiolas com microisoladores e fluxo de ar

individualizado.
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Camundongos Balb/c machos com quatro semanas de idade foram
utilizados como modelo animal. Quatro animais em cada grupo foram
anestesiados através de injecao intraperitonial de Ketamina e Xilasina (3.2 mg
e 0.16 mg/animal, em tamp&o fosfato salina (PBS) 0,9%, respectivamente) e
inoculados por via intranasal com um volume de 10 pL, contendo 10° PFU dos
clones selecionados e purificados. A amostra VACV-WR, sabidamente muito
virulenta, foi utilizada como amostra controle. Como controle negativo, quatro
animais foram inoculados com 10 pL de PBS 1X. Os animais foram sacrificados
quando ocorreu a perda de 25% do peso em relacéo ao peso inicial. Nos casos
onde nao ocorreu a perda de peso superior a 25%, os animais foram
acompanhados 