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O Vaccinia virus Ankara Modificado (MVA), pertencente a familRoxviridae, foi
obtido apés 570 passagesrs cultivo primario de células fibroblasticas debedo de
galinha (CEFs) para ser usado como vacina na cdampaundial de erradicacdo da
variola. Vacinas baseadas em poxvirus constituensalm histérico de total sucesso
alcancado em relacdo ao controle da variola, a fpialoficialmente declarada
erradicada em 1980, apds o usoMcinia virusem vacinas. Atualmente ha uma
extensa verificacdo experimental que explora ailpiidade de insercdo do MVA em
plataformas vacinais devido a sua aviruléncia eirsega vacinal. Por esta razéo, o
objetivo deste trabalho foi determinar um siste@priado & multiplicacdo do virus
para producdo de vacina& perspectiva foi comparar a eficiéncia multiplica do
MVA em dois sistemas: cultivo primario de célulardblasticas de embrido de
galinha versus membrana corioalantéica (MCA) desoembrionados de galinha.
Considerando ser extremamente vantajoso, do paoletovista econdémico, a
multiplicacdo viral na MCA.Os resultados de titulacdmostraram que o virus se
multiplica de maneira eficiente em ambos os sissed&cultivo e que a obtencédo de
altos titulos virais é inversamente proporcionatiado de infeccdo. E aléem dos dados
de titulacdo,a multiplicagdo viral na MCA foi determinada poragtificacdo de
fluorescéncia através das imagens obtidas por stopia confocal. Os resultados
mostraram decréscimo na intensidade de fluoresténai medida em que ocorre
aumento no tempo de infeccdo. Foi definido tambémodutividade viral e observado
a presenca de pocks (lesdes) entre infeccdes Ha 10 PFU na MCA. Tanto a
presenca de pocks quanto a obtencdo de altosstitirais foram demonstrados em
infeccbes em até 1®PFU. Os pocks produzidos pela amostra MVA forammgarados
com a producédo de pocks por duas outras amostNaaadeia virus(VACV): Western
Reserve (prototipo da familiRoxviridag e Lister (amostra mais usada em todo o
mundo para producao de vacina durante o programdiaiude erradicacdo da variola)
A amostra VACV-WR produziu pocks grandes, enquaui® a amostra Lister produziu
lesbes intermediarias entre VACV-WR e MVA.
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ABSTRACT

The ModifiedVaccinia virusAnkara (MVA), which belongs to the famioxviridag
was obtained after 570 passages in primary cutitieells chicken embryo fibroblast
(CEFs) to be used as a vaccine in the global cagnpai eradicate smallpox. Poxvirus
based vaccines are a solo historical total sudoeg®e control of smallpox, which was
officially declared eradicated in 1980 after thee usf vaccinia virus in vaccines.
Currently there is extensive experimental verifmatthat explores the possibility of
inserting the MVA vaccine platforms due to its V@moce and vaccine safety. For this
reason, the aim of this study was to determinepgmogriate system for propagation of
the virus for vaccine production. The prospect wascompare the efficiency of
multiplicative MVA in two systems: primary cultu fibroblast cells versus chicken
embryo chorioallantoic membrane (CAM) of embryodatdicken eggs. Whereas it is
extremely advantageous from an economic standpweirgl multiplication in MCA.
The titration results showed that the virus muigplefficiently in both culture systems
and obtaining high virus titers is inversely prapmral to the title infection. And in
addition to the titration data, viral multiplicatioin MCA was determined by
quantification of fluorescence through images at#di by confocal microscopy. The
results showed a decrease in fluorescence intews$itgh occurs as increased time of
infection. It was also defined viral productivitywdh observed the presence of pocks
(injuries) infections between 310° PFU in MCA. Both the presence of pocks as
obtaining high virus titers were demonstrated ifections in up to 104 PFU. The
sample pocks produced by MVA were compared withpitueluction of pocks on two
other samples d¥accinia virus Western Reserve (prototype of tRexviridaefamily)
and Lister (comp most used worldwide for vaccinedpiction during the program
worldwide eradication of smallpox). The sample poed pocks large VACV-WR,
Lister, whereas the sample produced lesions intdiates between MVA and VACV-
VACV-WR.
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1.1. FamiliaPoxviridae

1.1.1. Classificacao

A familia Poxviridae compreende virus envelopados, de simetria complesm
genoma de DNA fita dupla linear e multiplicacacoplasmatica (MOSS & WARD,
2001). De acordo com o tipo de hospedeiro, os magntta familiaPoxviridae séo
divididos em duas subfamiliaEntomopoxvirinae e Chordopoxvirinae que infectam
invertebrados e vertebrados, respectivamente. Afasiilia Entomopoxvirinae é
composta por trés  géneros: Alphaentomopoxvirus,  Betaentomopoxvirus,
Gammaentomopoxvirus e apresenta como espectro de hospedeiro os membuoiasda
Insecta A subfamiliaChordopoxvirinae é dividida em nove géneroswvipoxvirus,
Molluscipoxvirus, Orthopoxvirus, Capripoxvirus, Suipoxvirus, Leporipoxvirus,

Yatapoxvirus, Parapoxvirus e Cervidpoxvirus (ICTV, 2012)

Espécies dasubfamiliaChordopoxvirinae possuem uma ampla distribuicdo geografica,
sendo capazes de infectar uma variedade de espfriases, répteis e mamiferos.
Quatro géneros Parapoxvirus, Orthopoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus)
incluem agentes etioldgicos de infeccdes humanagqudnto alguns virus infectam
exclusivamente o homem, por exempldviolluscum contagiosum virus e o Variola
virus, pertencentes respectivamente aos génbtal$uscipoxvirus e Orthopoxvirus,
outros infectam varias espécies animais, podeadeat graves infeccoes em ovinos,
caprinos, bovinos, crocodilos, jacarés, galinhasype avestruzes. Os poxvirus podem,
portanto, ter efeitos devastadores sobre a produeéaéria, resultando em substanciais
perdas econdmicas (EMERSON et al., 2009).

1.2. GéneroOrthopoxvirus

O género Orthopoxvirus (OPXV) é composto de nove espécies antigenicamente
relacionadas:Camelpox virus (CMLV), Cowpox virus (CPXV), Ectromelia virus
(ECMV), Monkeypox virus (MPXV), Raccoonpox virus (RCNV), Taterapox virus
(TATV), Vaccinia virus (VACV), Variola virus (VARV) e Volepox virus (VPXV)
(ICTV, 2012). A tabela 1 relaciona as espécies do générthopoxvirus com o

espectro de hospedeiros e distribuicdo geogréfica.



TABELA 1 - Espécies de virus do géner®rthopoxvirus, hospedeiros naturais e
distribuicdo geografica(FENNER, 2000 - modificado).

& =Hospedeiro natural desconhecido.

Espécies Espectro de Seres vivos infectadosDistribuicao
hospedeiros naturalmente geografica das
infeccdes naturais

CMLV Restrito Camelos Africa e Asia

CPXV Amplo Varios: carnivoros, Europa
bovinos, elefantes,
seres humanos, ratos;
hospedeiros naturais:
ratos do deserto, outros
roedores.

ECMV Restrito Camundongos, Europa
hospedeiro natural
desconhecido,
possivelmente
pequenos roedores

MPXV Amplo Chimpanzés, macacos, Africa central e
esquilos, seres ocidental
humanos
RCNV Amplo Guaxinins Estados Unidos
TATV Restrito Tatera kempi Africa ocidental

(rato do deserto)

VACV Amplo Bovinos, Seres india, Brasil
humano8

VARV Restrito Seres humanos Mundial

VPXV Amplo Pequenos roedores  Estados Unidos

As espécies de OPXVs que sao capazes de intectsmres humanos correspondem ao
VARV, CPXV, MPXV e VACV. Destas espécies, as ti@ddmas sao zoondticas,
circulam na natureza e ocasionalmente infectammehn As manifestacdes clinicas
resultantes da infeccdo por estas espécies est@oiatas a um estado febril e lesdes
cutaneas (MAHALINGAM et al., 2004; EMERSON et a)(®).



O VARV é o0 agente etiologico da variola, doencatagiosa que se caracteriza pelo
aparecimento de pequenas manchas por toda a si@edi corpo, as quais evoluem
para vesiculas, pustulas, crostas e terminam patriziar figura 1A e 1B). A sua
origem € desconhecida e o homem € o seu Unicovaddeao natural. O virus foi um dos
patdgenos mais importantes da humanidade, senponss/el por mais de 50 milhdes
de mortes nos anos 1900 e por centenas de mill®esodes entre o primeiro surto
registrado no antigo Egito até a sua erradicacd®3f (MAHALINGAM et al., 2004;
KENNEDY et al.,, 2009a). O caso mais antigo docusamm ocorreu no ano de 1157
AC, gquando o farab Ramseés V possivelmente falecemetido pela doenca. A mamia
esta em um museu do Cairo e carrega cicatrizestageda variola (MAHALINGAM
et al., 2004, GEDDES, 2006). Nos dias atuais, dRVApermanece no apice de

potenciais agentes patogénicos que podem ser upadbgsausar a morte em massa de

uma populacdo em um ataque bioterrorista (MERKIEAL £2010).

FIGURA 1: Lesdes pustulares tipicas daariola. (A) Uma crianga com variola em
Bangladesh. (B) Lesfes na perna de um paciente. Fontes: GEDDES6; 200
McFADDEN, 2010.

O CPXV, apesar do nome, a infeccédo bovina é ramges mais frequente infeccdes

localizadas ou disseminadas na pele de animais dlwo® e seres humanos. Os

provaveis reservatérios do CPXV sdo os roedores,gatos podem ser infectados por
contato com roedores e ser a fonte mais importniafeccdes humanas. Esta espécie
€ endémica e restrita a Europa (BOMHARD et al. 0201



O MPXV, agente etiologico do monkeypox, foi desatieem 1958, no entanto as
infeccbes em seres humanos somente foram regéastreal inicio dos anos de 1970
(PARKER et al., 2007). Monkeypox € uma doenca emci da Africa central e
ocidental, no entanto, em 2003, houve um surtobstados Unidos, representando os
primeiros casos de macacos infectados no henugsférlental. Foi registrado também
trinta e sete pessoas infectadas e isto esteveamiente relacionado com a importacao
de roedores de origem africa(MAHALINGAM et al., 2004; WEAVER et al., 2008).
O MPXV é conhecido como o virus da variola dos masapor ter sido a causa de
morte dos macacos Monkeypox. Roedores e primaashunmanos correspondem a
hospedeiros naturais do virus, podendo ser traidem#os seres humanos e mais
raramente a transmisséo pode ocorrer de uma peasoautra. Isto tem sido motivo de
preocupacdo, pois a doenca causa manifestacoesaslisemelhantes ao VARV.
Monkeypox é considerada, portanto, uma doenca zimangmergente (PARKER et al.,
2007; AMERICO et al., 2010; CDC, 2010).

O VACV é outro agente zoonotico emergente, acometeipalmente gado leiteiro e a
transmissdo ocorre entre 0s seus contatos maisin®xcomo fazendeiros e
ordenhadores. As lesGes surgem normalmente naspoéosntato direto com bovinos
gue apresentam lesfes semelhantes no Ubere epmtasndo se espalhar para outras
partes do corpdfiguras 2 A, B e Q. No Brasil, nestes ultimos anos, varios surtos de
vaccinia bovina ja foram registrados. Esta zoomasesa impactos na economia, além
de ser um importante problema de saldde publicesHstos tém sido motivo para
vérias investigacbes em decorréncia de surtos eferedies areas do Brasil
(TRINDADE et al., 2007, ABRAHACet al.,2010). E um virus que apresenta menor
viruléncia que o VARV e por oferecer protecado cdazaontra o VARV foi utilizado
como vacina para erradicar a variola (ESPOSSTEENNER, 2001; GEDDES, 2006).



FIGURA 2: Les0Oes ulcerativas causadas por VACV. (A e B)esbes presentes nas
maos de ordenhadores apds contato com bovinoseapaedo les6es semelhant@s)
Lesdes ulcerativas presentes nas tetas da vac@esFOrRINDADE et al.,, 2003;
TRINDADE et al., 2007.

1.3. Aspectos gerais da biologia dos poxvirus

1.3.1. Morfologia

Os poxvirus apresentam morfologia em forma ovoike, tijolo ou pleomorfica,
medindo cerca de 140-260 nm de diametro por 220MB@e comprimentofiura
3A). Devido ao seu tamanho, o0s poxvirus se situairpas ao limite de detecgéo do
microscopio Optico convencional, contudo, ndo podsm visualizados desta forma
(FENNER, 2000).

A particula viral € formada por quatro estruturetimtas: cerne, corpusculos laterais,
membrana externa e envelope. O cerne é a estrafigainterna, apresenta a forma de
um disco bicbncavo e dentro dele esta presentderialayenético, enzimas e fatores de
transcricdo de genes precoces. O DNA e vérias ipestesdo organizados dentro do
cerne viral formando o nucleocapsideo. Nas conedesl do cerne, encontram-se 0s
dois corpusculos laterais, cuja funcdo ainda néerg definida. A membrana externa
circunda todo o cerne e é composta por uma bicariyaolaroteica com tubulos de

superficie arranjados irregularmente (MO$SVARD, 2001). A estrutura da particula

viral esta representada figura 3B.
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FIGURA 3: Morfologia e estrutura dos poxvirus. (A) Microscopia eletronica d
VACYV revela a forma de tijolo(B) Representacdo esquematica da estrutura de
particula viral poxvirus. Fors: DUBOCHET et a).1994.- modificado por Lucian
Garcia AndradeMcFADDEN, 2005

A morfogénese dos poxvirus é um processo complepmbenvolve multiplas forma
compreendendo o virus imaturo (IV), virus madurdramelular (IMV), virus
envelopado intracelulqtEV), virus envelopado extracelular (EEV) e viaers/elopadc
célulaassociado (CEV). Aigura 4 ilustra a ordem de formacédo de cada viru
comecar pelas primeiras estruturas da particud (V) que sédo formadas dentro

regibes do citoplsma da célula chamadas de fabricas virais. A est@gturas sa
associadas membranas lipoproteicas que determiad@macao do IMV, constituic
por uma unica bicamada lipidica. O IEV correspoaddMV apos aquisi¢cdo de ur
segunda membrana no conxo de Golgi. A partir deste momento, o IEV st
conduzido através de microtibulos até a membrancéllda e entdo duas situagi
poderdo ocorrer: 0s virus mantidos na superfigieélula induzirdo a formacao de u
cauda de actina que ira dirigir aarticulas para fora da célula ou entdo medi
disseminacgdo do virus célula a célula. A produdgaliferentes particulas represe
uma estratégia que promove a disseminacao do ik, de contribuir com a evas
do sistema imune. Duas particulasecciosas distintas sdo produzidas, compreenc
as formas IMV e EEV. O IMV ¢ liberado apenas comate da célula, enquanto qu:
EEV é liberado da célula durante a infeccao. Gsaagculas diferem em suas protei
de superficie, no niumero de membis e entram na célula por diferentes mecanis
(SMITH et al., 2002; McFADDEN, 2005; MOSS, 200
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FIGURA 4. Representacdo esquematica da morfogénes#to VACV. O IMV
produzido dentro das fabricas virais serd conduaitlavés dos microtibulos (MT)
para as membranas do complexo de Golgi. No coraplexGolgi, o IMV € envolvido
por uma dupla membrana passando para a forma WeJHEV sera conduzido até a
superficie celular, onde ira se fundir & membratmplasmatica, perder uma membrana
do envelope apos a fuséo, passando a condi¢cdo Me@EEV induz a formagéo da
cauda de actina que conduzira o virion para faraéiula, passando a ser denominado
EEV. Fonte: SMITH et al., 2002.

1.3.2. Genoma

O genoma dos poxvirus consiste em uma grande ni@lédeuDNA fita dupla linear
ligada covalentemente nas duas extremidades, dariantre 130 e 300 Kb, com
aproximadamente 200 genes. O conteudo de guartitasina varia entre 35-64% na
subfamilia Chordopoxvirinae e em Entomopoxvirinae representa cerca de 20 % do
genoma (ICTV, 2012). Os poxvirus codificam protsindo-essenciais que regulam a
interacdo com a célula hospedeira, sendo capazesadede um ambiente favoravel
para sua multiplicacdo (McCRAITH et al., 2000; MdHAEN, 2005; SPERLING et
al.,2009).

A parte central do genoma poxvirus, constituidacpoca de noventa genes, € altamente
conservada e codifica principalmente proteinasuestis e enzimas envolvidas com
replicacdo, transcricdo do acido nucléico e moriegé (HANSEN et al., 2004,
GUBSER et al., 2004). Nas extremidades do gen@ne@esontram as regides terminais
invertidas (ITRs), sequéncias idénticas dispostasmentacdes contrarias. As ITRs sao

regides gendmicas variavess as variagdes nestas regig@@Esmitem a diferenciacao



entre os génerpgspécies e até mesmo entre linhagens da mesnEeesps genes
presentes nesta regido codificam proteinas n@messs envolvidas com o espectro de
hospedeiro, viruléncia ou interacdo do virus cosistema imune, o que confere a cada
poxvirus caracteristicas unicas a imunomodulagéat@yénese. As duas fitas de DNA
sdo ligadas nas extremidades através das alcasninaes. Essas regides sao
conservadas, constituidas por sequéncias nucleagidile fita simples, contendo
aproximadamente 100 baségijra 5) (GUBSER et al., 2004).

Genes conservadc
Funcbes essenciais:
transcricdo, replicacdo
de DNA, proteinas
estruturais e enzimas

90 genes conservados
nos cordopoxvirus

Alca terminal Variavel Conservad Variavel Alca terminal

L x | - L — I
30-60 kb Approx. 80-100 kis a 30-60 kb

Func¢fes ndo-essenciais:
espectro de hospedeiros,
viruléncia e imunomodulacéo

Genes variaveis

FIGURA 5. Representacdo esquematica das caracterishs estruturais e
funcionais do genoma VACV, virus prototipo da famib Poxviridae. A regiao
central apresenta genes altamente conservadogpdifieam proteinas envolvidas em
funcdes essenciais. As regides terminais invert{@lBRs) codificam proteinas nao-
essenciais, e se apresentam duplicadas no gehNamaxtremidades sdo observadas as
alcas terminais. Fonte: SMITH & McFADDEN, 2002.

1.3.3. Ciclo de multiplicacéo

O ciclo demultiplicacdo dos poxvirus ocorre no citoplasmaélala hospedeira, o que
ndo € caracteristico de um virus de DNA. Portadtogcessario que a particula viral

possua quase todos os elementos para a sua roattgai, incluindo enzimas tais como
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a RNA polimerase dependente de DNA, topoisomerad@&lA ligase, helicase, enzima
de metilagcéo, poli A polimerase (enzimas envolvidageplicacdo e polimerizagdo do
DNA) e fatores de transcricdo de genes precoce€RAITH et al , 2000; CONDIT &
NILES, 2002).

O ciclo de multiplicacédo pode ter inicio com a adéo do virus sob a forma de IMV ou

EEV na membrana da célula hospedeira. A adsorgab ogorre pela interacao entre

proteinas virais com proteinas da superficie cel@a possiveis receptores celulares
sado os glicosaminoglicanos, a condroidina sulfate éeparano sulfato, que séao
moléculas de carater ubiquo (McFADDEN, 2005).

A penetragdo ocorre normalmente por fuséo entrelepe viral e a membrana celular,
orientada pelas proteinas de fusdo presentes vedope viral, ou entdo através de
vesiculas endociticas. A fusdo do IMV tanto comeanirana plasmatica como com a
membrana endossomal é mediada por um complexo ldenmEnos nove proteinas
(Al6, A21, A28, F9, G3, G9, H2, J5 e L5). Estastgimas sdo conservadas entre 0s
poxvirus, 0 que indica um mecanismo de penetragéwm entre estes virugura

6). Diferente dos outros virus, em gque este mecan&mgeralmente mediado por uma
Unica proteina(MOSS, 2006; ROBERTSX SMITH, 2008). Ap6s a fusdo, ha a
liberacdo do cerne no citoplasma (desnudamentojpojne a transcricdo de genes
precoces. Ha trés classes de genes: precocesyédlii@rios e tardios. Com excecao dos
genes precoces, em que os fatores de transcri@o @esentes no interior do cerne, a
expressdo génica de cada classe de genes depefaderée de transcricdo produzidos
por genes da classe anterior. Por isso, a exprggsdca pode ser descrita como uma
transcricdo em cascata (CONDIT & NILE3002). Os genes precoces sao traduzidos
em fatores de transcricdo para genes intermedjgpimdéeinas imunomoduladoras e
proteinas que irdo promover o desnudamento do ,cethamado de desnudamento
secundario (McFADDEN, 2005).
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FIGURA 6: Modelos de penetracdo das particulas IMVe EEV. Na forma IMV o
cerne viral pode ser liberado no citoplasma dal@dlar fusdo direta entre a membrana
do IMV com a membrana citoplasmatica ou atravésfatanacdo de vesiculas
endociticas. A forma EEV libera o envelope na mamé da célula e posteriormente
penetra por fusdo direta entre a forma IMV com anbrana citoplasmatica. Fonte:
ROBERTS& SMITH, 2008.

No desnudamento secundario a membrana do ceema¥ida liberando, desse modo,
o DNA viral dentro do citoplasma da célula. O DNAaV replica-se em inclusdes
elétron-densas no citoplasma (inclusdbes de Guarnieu fabricas virais).
Posteriormente, ha a transcricdo dos genes intéesd que codificam fatores de
transcricdo para genes tardios. Os genes taradiosup vez, sdo transcritos e traduzidos
em proteinas estruturais e outros componentes guassociam as particulas em
formacgao (McFADDEN, 2005).

Apo6s o acumulo de produtos génicos virais ocommeEogénese. A estruturacédo inicial
das primeiras particulas virais ocorre a partiasigociacdo de estruturas lipoproteicas as
fabricas virais, denominadas crescentes, danderaragparticulas uniformes e esféricas
e que posteriormente sofrerdo maturacdo formandb cApods clivagens proteoliticas
de elementos do capsideo e condensacdo do ceaileoviV da origem ao IMV,
representando a maioria das particulas virais éideas produzidas. Estas particulas
trafegam através de microtubulos até chegar ao lesmple Golgi, ganham dupla
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membrana e passam a condi¢cdo de particulas n@uocioéas denominadas IEV. Ao
contrario do que ocorre com outros virus envelopade poxvirus adquirem o envelope
no complexo de Golgi e ndo no momento em que sgorexdos da célula , através da
fusdo a membrana citoplasmatica (MOS5 WARD, 2001; McFADDEN, 2005;
MOSS, 2006).

A liberacdo dos virus pode ocorrer com a fusdoodad IEV a membrana da célula,
havendo a perda de uma membrana do IEV. A partiedbcom apenas um envelope é
liberada para o meio extracelular, se torna intesece passa a ser denominada EEV. Ou
entdo, a particula viral pode permanecer asso@adsembrana da célula junto as
microvilosidades que irdo mediar a disseminacaovidos célula a célula, sendo
denominado CEV (McFADDEN, 2005; MOSS& WARD, 2001). As primeiras
particulas produzidas sdo secretadas dentro dehoitis e as células infectadas séo
destruidas de 48 a 72 horas (KIRN & THORNE, 20@xiclo de multiplicacdo esta

esquematizado rfgura 7.
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FIGURA 7: Representacdo esquematica do ciclo de ntiydlicacdo dos poxvirus.A
penetracdo ocorre por fusdo entre envelope vieahembrana citoplasmatica. Apos a
penetracao inicia-se a transcricdo de genes precqoe sao traduzidos em fatores de
transcricdo para genes intermediarios, proteinasamoduladoras e proteinas que irdo
promover o desnudamento do cerne. No desnudansentondario, a membrana do
cerne € removida liberando o DNA viral dentro diomiasma da célula. O DNA viral
replica-se em inclusfes elétron-densas no citoalagtosteriormente, ha a transcri¢cdo
dos genes intermediarios que expressam fatordeadscricdo de genes tardios. Os
genes tardios sao transcritos e traduzidos emipastestruturais, culminando com a
montagem das particulas virais. A liberacdo da &rEEV ocorre por fusdo a
membrana da célula. Fonte: MCFADDEN, 2005- modifaca

1.3.4. Mecanismo de evasdo dos Poxvirus

Os virus dependem das funcdes celulares de sepsded®s para completarem seu
ciclo de multiplicacdo, e para que isso ocorra agdhor maneira possivel, os virus
modificam o meio intracelular de modo a otimizaa suultiplicacdo. Os poxvirus
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conseguem penetrar em uma ampla gama de célulaamé&eros e se multiplicam de
forma eficiente devido a capacidade do virus emipodar com sucesso as defesas
antivirais da célulgWERDEN et al.,, 2007; WERDEN et al., 2008). Logwds a
penetracdo do virus na célula, ocorre a expressgoadeinas imunomoduladoras que
bloqueiam as defesas antivirais, comecando pelalaviamnunidade inata que envolve
interferon tipo | (IFN-I), receptoreasll-like, quimiocinas e citocinas. E na subsequente
resposta adaptativa altera o processamento de deegtipelo complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) (JACOBS et, &009; SIMON et al., 2010). Os
poxvirus codificam proteinas anti-apoptoticas (&g e também conseguem bloquear
vias apoptéticas através da inibicdo de ativideate @hspases. E ainda, dentre outros
mecanismos, codificam viroreceptores de ligacdoitacinoas e quimicionas. Por
competicdo, os viroreceptores impedem a ligacéo raosptores celulares e esta
estratégia representa a mais comum para escapafeaiims antivirais (JOHNSTOK
McFADDEN, 2003) figura 8).
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FIGURA 8: Mecanismo de evasdo dos poxvirus a resgasimune. Os Poxvirus
codificam proteinas imunomoduladoras que altergrooessamento e apresentacao de
antigeno (laranja), blogueiam a transducdo de s{wvarde), codificam ainda

bY

viroreceptores de ligacdo a citocinas e quimiciofessmelho) e virocinas que sao
proteinas homologas a citocinas, quimicionas aw@pooentes do sistema complemento
(azul). GPCR, receptor acoplado a proteina G; @&ifer estimulante de coloniae
macrofagose granulécitos; IMP, proteina moduladora da inflanoa¢dEGF, fator de
crescimento epidérmico viral; VWEGF, fator de chemmto endotelial vascular viral.
Fonte:JOHNSTON& McFADDEN, 2003.

1.4. Vacciniavirus

O VACYV é o prototipo do género OPXV, apresenta @wmnagna com cerca de 195 Kb e
um amplo espectro de hospedeiros (MOSS et al.,)2@1Ireservatério natural do
VACV permanece indeterminado e a sua origem deswiady Entretanto, algumas
teorias tentam explicar a sua origem e uma defsiga a sua origem a partir de outro
OPXV apoés passagens em um hospedeiro alternati@BERTS & SMITH, 2008;
MACNEIL et al., 2009).

Ao oferecer protecdo cruzada contra uma variedad€®BXVs devido a natureza

altamente conservada das proteinas estruturais &pesentar menor viruléncia que o



16

VARV, estas caracteristicas o levaram a ser utibzeomo amostra vacinal contra o
VARV, contribuindo com o programa mundial de eitaddo da variola (ESPOSITO
& FENNER, 2001; CONDIT & NILES2002; JACOBS et al., 2009; MACNEHt al.,
2009). A variola foi a primeira doenca a ser cdatta por imunizacdo e a Unica
erradicada (SMITH & McFADDEN, 2002).

1.4.1. Historico da vacinacao

Historicamente os primeiros esforcos para imunizaf@am praticados contra a
variola, em um processo conhecido como variolizaigémalmente praticado na india e
China. A variolizacao foi introduzida na Europa &i#23 e este método de imunizacéo
consistia na inoculacdo do VARV, obtido de pustdlagpessoas infectadas. A infeccéo
normalmente resultava em uma reacdo localizada, eampcédo cutanea, podendo
evoluir para reagfes mais graves ou mesmo levadigiduo a morte em casos de
pessoas com sistema imunologico comprometido. Eanhovariolizagéo tivesse uma
taxa de mortalidade de 0,5-2%, a estratégia garanttesso comparado ao indice de
morte da populacdo que era entre 20-30% nas irdecoaturais. Apesar da alta
incidéncia de complicacdes, a variolizagédo foiipaata como Unico meio de protecéo
contra a variola até a producédo da primeira va(8MITH & McFADDEN, 2002;
JACOBS et al., 2009).

A vacinacéo foi introduzida em 1796, pelo médiagiés Edward Jenner, ao investigar
o fato de que ordenhadores infectados em suas oadioo CPXV, por contato com
lesbes de pele e Ubere de bovinos, posteriormeate protegidos contra a variola
humana. Ao fazer esta correlacdo abriu-se uma penspectiva de controle da variola.
Jenner coletou material de uma leséo pustular dass de uma ordenhadeira e logo
apos escarificou a pele de uma crianca para utrod CPXV, a qual apresentou febre
e pustula no local da inoculacdo. Posteriormentgianca foi desafiada com o VARV.
O resultado mostrou que a crianga estava prot@gidado adquirir a doencga. Jenner ao
correlacionar, portanto, os dados de observacé@mfeteceu a base de uma intervencéo
preventiva. Os aspectos éticos nao foram considenaglste estudo. O termo vacina foi
usado por Jenner para descrever o uso da inocutkz&PXV, agente etioldgico da
variola bovina, para obtencdo de imunidade contrarimla humana. Entretanto, como
e quando o VACV passou a ser usado na vacinac&sadmhecido. Mas pelo fato de
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serem antigenicamente relacionados a imunizacadmoon contribuindo com a mesma
eficacia na protecdo. Virus vacinais Jenneriampsesentam, portanto, a primeira
geracao de vacinas contra OPXV (KAPLAN, 1989; SMIBHVICFADDEN, 2002).

Devido a eficacia da primeira vacina, a Organizadéodial de Saude (OMS) lancou
na década de 70, uma campanha mundial de erradidac@ariola. O VARV causou
uma grande pandemia e o controle desta doencadiagertemente da disponibilidade
de um método extremamente eficaz. Para isso, asagacontinham VACV vivos e
eram administradas apés lesédo superficial na pelopada pelo uso de uma agulha
bifurcada. No local da vacinacdo eram desenvolviplastulas, seguidas de uma
posterior cicatrizacdo (KENNEDY et al., 2009a; KERIDY et al., 2010). Porém, em
individuos imunocomprometidos a vacina apresentawaelevado indice de efeitos
adversos provocados pela disseminacdo local oénsts do virus. Neste caso, eram
registrados casos de eczema, dermatite e rarameceéalite e miocardite. Apesar dos
efeitos colaterais, a vacinacao levou a erradicagéndial da variola através de uma
robusta protecdo duradoura promovida por uma resposune celular e humoral
(MAHALINGAM et al., 2004; OSTROUT et al., 2007; KEMNEDY et al., 2010). O
ultimo caso de aquisicdo natural de variola oconge Somalia, em 1977, e em maio de
1980, a variola foi oficialmente declarada erragiicaEm 1982, o Unico pais produtor
de vacina VACV era os Estados Unidos, mas suaildigtéo para a populagcéo foi
interrompida em 1983. (JACOBS et al., 2009). Fatogeie contribuiram para a
erradicacdo da variola: o VARV ter como unico hdgg® natural o homem, néo
recorréncia de infectividade, compromisso politinaiversal, objetivos técnicos
definidos, cronograma preciso e disponibilidade ama vacina termoestavel
(MAHALINGAM et al., 2004).

Trés décadas apos a erradicacdo da variola, a ameae-introducdo da variola atravées
do bioterrorismo e de surtos de doengas emergeateesmo o monkeypox, conduz um
renomado interesse em novas geracfes de vacinagpaxwirus efetivamente mais

seguras (KENNEDY et al., 2010). Atualmente, amasatenuadas do VACV séo de
interesse ndo apenas como vacina contra a varf@a, também como vetores de

expressao contra varias doencas infecciosas (THRAAL al., 2006).
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1.4.2. Amostras vacinais

Na tentativa de reduzir a incidéncia de complicace vacinacdo contra a variola,
diferentes amostras de VACV, com niveis variadogidgéncia, foram introduzidas na
vacinagdo durante a campanha de erradicacdo dalayaiis como a Copenhagen
(COP-VACV), Ankara (VACV-MVA), Tian Tan (VACV-TIA),Lister (VACV-LO) e
New York Board of Health (NYCBH) (KAPLAN, 1989; KENEDY et al., 2009a).

E para melhor definicdo destas vacinas, elas fatassificadas de acordo com o modo
de producdo. As vacinas produzidas na pele de @icoarespondem a vacinas de
primeira geracdo. E embora fosse um método econdnaia multiplicacdo viral, o uso
de animais para a produgcédo de vacinas foi intgidon devido aos riscos de
contaminagdo microbiana. Isto levou a producédo aenas de segunda e terceira
geracdes usando sistemas de cultura de célulagasuemnbrionados, respectivamente.
J& a quarta geracdo de vacinas VACV foi deserd@lpor engenharia genética através
da exclusédo de genes envolvidos na viruléncia patancdo de vacinas atenuadas
(JACOBSet al., 2009).

Na campanha mundial de erradicacéo da variokeredies amostras foram usadas em
todo o mundo e as vacinas produzidas na pele aea@nincluem: Dryvax, EM-63,
Temple of Heaven e Lancy-Vaxina (KENNEDY et al.098, JACOB&:t al., 2009). A
vacina Dryvax foi fabricada a partir do liquidofético extraido da pele de vitelos
infectados com a amostra NYCBH e usada nos Estadiol®s. A EM-63 foi usada na
Russia e derivada da amostra NYCBH. A Temple chvda, usada na China, foi
produzida com VACV-TIA e a Lancy-Vaxina com VAC\EL (GARCEL, 2007,
JACOBS et al.,, 2009). As amostras COP-VACV, VACV-MVA fona usadas na
Dinamarca e Turquia, respectivamente. Em geragst@d amostras foram eficientes na
imunogenicidade, embora apresentasse efeitossadveA amostra NYCBH foi a que
apresentou menor taxa de efeitos adversos, ertietan VACV-LO, com taxa
intermediaria de efeitos adversos, tornou-se angaoiais usada em todo o mundo
(JACOBSet al., 2009; KIRN & THORNE, 2009).

As vacinas de segunda geracdo foram produzidasudtoras de células a partir da
amostra NYCBH, representando a versdo mais segungacina Dryvax. A vacina
ACAMZ2000 foi produzida em cultivo de células Veramovada como reforco de dose

contra a variola. Esta vacina foi licenciada em8000s Estados Unidos, porém, nao



19

teve muito sucesso por também causar efeitosecalatem pessoas com sistema
imunoldgico debilitado (JACOBS et al., 2009).

Amostras VACYV de terceira geracao foram obtidasg@ssagens seriadas em culturas
de células de hospedeiros alternativos ou em avitsienados. Durante as passagens,
0 genoma viral é alterado e em consequéncia aéwiid, replicacdo e espectro de
hospedeiro sédo afetados (JACO&Sal., 2009). Estas passagens viabilizam a até@ouacg
viral, processo tradicionalmente utilizado para eaQfio de vacinas atenuadas
(KENNEDY et al., 2009b). Trés novas amostras adaa foram obtidas a partir de
VACV pela passagem em hospedeiros alternativod6b@@, MVA e a Dairen | (DI).

A LC16m8 foi produzida a partir da amostra VACWLapo6s varias passagens em
cultura de células de rim de coelho. A vacina L@&Goi usada principalmente em
criancas no Japao durante o programa mundial deieacdo da variol@lACOBSet

al., 2009; SAITO et al., 2009). @accinia virus Ankara Modificado (MVA) foi obtido
apos 570 passagens em cultivo primario de fibsibs de embrido de galinha (CEFs)
e usado também para vacinar mais de 120.000 pessoaddemanha durante o
programa de erradicacdo da variola (WYATT et alQ4& GARCIA et al., 2007;
SUTER et al., 2009). E a amostra Dairen | (DI)dbtida a partir da amostra Dairen
apos treze passagens na membrana corioalantéicad)(MIE ovos embrionados
(JACOBS et al., 2009).

O NYVAC (Vacciniavirus New York atenuado) € uma amostra atenuada queafde
da quarta geragcdo de vacinas. Esta amostra faaohtipartir de COP-VACV apés a
supressado de 18 janelas abertas de leitura (ORkd)indo a timidina quinase,
ribonucleotideo redutase, dentre outras. Compasad®VA, € um virus que nao
possui a mesma capacidade imunoestimulatoria. rRoytaeste virus ndo é um
candidato ideal a producdo de vacina contra a lea(iIRN & THORNE, 2009;
KENNEDY et al., 2009a). Outra forma para obtencdo de vacetanuadas foi
demonstrada através da delecdo do gene de viral&3ti, o qual esta relacionado ao
mecanismo de evasado a resposta imune inata. O \lAGnte é menos patogénico e
induz uma forte resposta imune que é capaz degmotontra um posterior desafio
com o VACV (VIJAYSRI et al., 2007). As geracOesvdeinas produzidas com VACV

estao descritas riabela 2
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TABELA 2: Descrigdo de vacinas conVaccinia virus. Fonte JACOBSet al., 2009.
Modificada.

Geragéao Producao Exemplos
Primeira Na pele de animais Dryvax, EM-63, Temple of Heaven
e Lancy-Vaxina
Segunda Cultura de tecidos ACAM2000
Terceira Por passagem seriada enMVA, LC16m8, DI
hospedeiro alternativo
Quarta Por engenharia genética NYVAC, VACV AE3L
1.5. MVA
1.5.1. Origem

O Vaccinia virus Ankara Corioalantéide (CVA) constituido por um gera de 208 Kb

€ 0 virus ancestral do MVA. O MVA com apenas 178agbesenta uma perda de 13%
do genoma ancestral, com dele¢bdes de seis regidespondentes a 30 Kb. O MVA
foi gerado apds 570 passagens em cultivo de CEFs gatencdo de um VACV
altamente atenuado. Durante o processo de atenumgdos genes envolvidos na
viruléncia foram perdidos, afetando principalmenteespectro de hospedeiros e a
imunomodulagdo. O virus MVA teve uma acentuadaug@&d no espectro de
hospedeiros, se restringindo as células de aveshamster (MEISINGER etl., 2007;
SUTER et al.,, 2009; JACOBS et al.,, 2000ASAN et al.,, 2010).A figura 9
esquematiza o genoma do MVA apresentando as @sleggama de hospedeiros.
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Genes conservados Tropismo/Multiplicacéo

ks NSRRI Permissiva N&o permissiva
Humana
Passagem em CEFs CEFs
Delegéo de 6 regides =30 Kb Hamster
T W M W Coelho
VA 1 b4 | Permissiva N&o permissiva
78 kb) £\ ITNSTRST VST CEFs Humana
' S-Sl R Hamster Coelt

FIGURA 9: Origem do MVA. O MVA foi derivado do CVA ap6s 570 passagens em
CEFs. O CVA perdeu 30 Kb e a capacidade de septicéti na maioria das células de
mamiferos, incluindo células humanas. As célulag qinda s&o permissivas a
multiplicac@o do virus permanecem as CEFs e deleithamster. Fonte: MCFADDEN,
2005 - modificado.

O tropismo do VACYV é regulado principalmente p@stgenes: K1L, C7L e E3L, os
quais estdo associados ao mecanismo de evasguwoateegnune. Estes genes exercem
a funcado de antagonizar as atividades antiviraigzida por IFN |. Dentre esses, foram
perdidos durante o processo de atenuagdo os gellee kKo C7L (SPERLING et
al.,2009). Esta perda permitiu que o MVA estimwdassia resposta inata melhor que a
do VACV ao perder a capacidade de inibicdo do-IRKRRENZ et al., 2010). O
estudo de FRENZ (2010) mostra que o MVA induz uamda resposta de IFN-I e esta
resposta € responsavel por promover uma eficieqansdo de células T Cb& com

isso desencadear imunidade protetora contra dwelsencas.

1.5.2. Ciclo de multiplicacdo em células ndo pernsvas

Embora o MVA seja capaz de infectar as células masi\aé um virus incapaz de
completar seu ciclo de multiplicacdo e de produziima progénie de particulas
infecciosas. Entretanto, a replicagcdo do DNA vibabrre normalmente e tanto as
proteinas precoces como tardias sdo produzidasieOngpede a formacgdo de novas
particulas € a auséncia de clivagens proteolitiasagroteinas estruturais e, desse modo,
apenas os virus imaturos sédo produzidos. O altel div sintese protéica em células
humanas demonstra o potencial do MVA como vetoredpresséao figura 10)
(SUTTER& MOSS, 1992). A microscopia eletrbnica mostra i@ ocorre a formagéo

de particulas infecciosas em células nao-permisgigara 11).
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transcricido de genes
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FIGURA 10: Representacdo esquematica do ciclo de ftplicacdo do MVA em
células ndo permissivasO virus codifica todas as classes de proteinagnparac
ocorre formagdo de novas particulas devido ao blogma morfogénes Fonte:
http://www.humanesndpoints.org/images/Suezer.

FIGURA 11: Microscopia eletrénica do virus MVA multiplicado em células Hele
e CEFs A Microscopia eletronica de células infectadasi@ MVA mostra que nao
ocorre a formagéo de particulas infecciosas emasehé«-permissivas (A) Células
Hela infectadas com MVA revela apenas o aparecindet virus imaturos, sen:
apresentado a particula na forma circ (B) CEFs infectadas com MVA reve apos
as clivagens proteoliticas de elementos do capsideondensacédo do cerne viral
aparecimento de particulas infecciosas na forméjale. Fonte: SUTTER&MOSS,

1992.
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1.5.3. Uso do MVA como vacina

Dentre os vetores virais, 0s poxvirus tém sido ums chais promissores para o
desenvolvimento de vacina recombinante por apraseamna série de vantagens
necessarias a um bom vetor. sdo permissivos apoiEgdo de diversos genes
exdgenos, tem a capacidade de insercdo no genoraté &5 Kb, sdo eficientes na
expressdo destes genes em altos niveis, além dseafar alta freqiéncia de
recombinacdo homologa. Estas caracteristicas s@idevadas métodos de escolha para
a geracdo de vacinas recombinantes e que, portaatcam o MVA como um vetor
altamente atrativo para o desenvolvimento de vaqiB8BI TTER et al., 2003; OKEKE et
al., 2009; SIMON et al., 201®I LULLO et al., 2010). Além de se estabelecer como
um potente vetor, outras caracteristicas assegoraviVA na producdo de vacina
recombinante, como a bem estabelecida segurangaalvdevido a sua aviruléncia e
incapacidade de se multiplicar em células humaRas.isso, 0 MVA é seguro em
individuos imunocomprometidos, incluindo pacienteasom a sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS) e canc®UTER et al., 2009). Outra
desejavel caracteristica foi confirmada atravésanalise da resposta imune gerada
contra o MVA: o virus € incapaz de modular a respasiune do hospedeiro. O
resultado foi comparado com as amostras VACV-WRAEV- Lister, entretanto, o
perfil de ativacdo das células imunes foi semethantgrupo de camundongos controle
(FONSECA et al., 2011).

Além disso, 0 MVA ¢é altamente imunogénico, sendpazade gerar uma resposta
protetora e de longa duracdo através da inducacélddéas T e anticorpos. Tanto a
imunidade celular quanto humoral séo ativadas petior viral (LAUTERBACH et al.,
2010). Estudos tém demonstrado a eficiéncia do MidAa gerar uma resposta imune
celular, especialmente a resposta de linfocitogoféxicos, a qual otimiza a estratégia
de controle as infecc¢des e principalmente contidgeaos intracelulares protozoarios
(MAEDA et al., 2005).

A versatilidade na producéo de proteinas heterélpgea imuniza¢do fundamenta o uso
do MVA em uma série de pesquisas contra varias @semfecciosas, incluindo as
parasitarias, bacterianas e virais e também cont@cer. Multiplos genes podem ser

inseridos no genoma do MVA tornando-o favoravehpadesenvolvimento de vacinas
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polivalentes (SIMON et al., 2010). mabela 3 mostra alguns estudos do MVA como

vetor de vacina.

Um registro de banco de dados (clinicaltrials.gowstra resultados do governo federal
e de instituicbes privadas quanto aos ensaioxclnealizados nos Estados Unidos e
em varios lugares do mundo sobre o desenvolvimgateacinas baseadas no uso do
virus MVA. Foram registrados 134 ensaios clinicpge avaliam a seguranca e

imunogenicidade do vetor, Ultimo acesso em fex@d 2012.

TABELA 3: Aplicagdes do MVA como vetor de vacina(SIMON et al., 2010;
DREXLER et al., 2004).

Patogeno ou doenca alvo Antigeno alvo Fase clinica
Mycobacterium tuberculosis 852 lib
Plasmodium fal ciparum ME-TRAP I/lia
Influenza A virus NP e M1 I
HIV-1 Gag, Pol, Nef e Env lia

Cancer coloretal, renal e de préstata ST4 -1

Cancer cervical HPV E2 I
Cancer de pulméao MUC1 lib
Cancer de cérebro MUC1 I

O MVA foi desenvolvido como vacina segura contraasiola e desde entdo, muitas
pesquisas tém sido dedicadas a avaliar a segueamganogenicidade do virus ainda
para esta finalidade (DREXLER et al., 2004; JACOBSal., 2009). A vacina

IMVAMUNE esta sendo desenvolvida por Bavarian Nor@i os ensaios clinicos estao
nas fases | e Il. A avaliagdo clinica nos indiviElueacinados demonstra alta
imunogenicidade, eficacia e seguranca do MVA enufagies de alto risco, incluindo

pessoas com diagndéstico de dermatite atopica eatadfos com HIV (JONES, 2008).

Embora o MVA tenha vantagens promissoras, € naoesadaliar 0s riscos. Em

primeiro lugar, cuidados devem ser tomados quanima co-infeccdo e recombinacéo
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homologa entre o vetor vacinal e outros OPXVs ngphdeiro. Os OPXVs que
circulam ativamente na natureza contribuem pareowdpel cenério de uma infecgéo
mista, sendo capazes de sofrer uma alta frequé&®cieecombinacdo homologa no
citoplasma de células infectadas. Neste caso, aamagorobabilidade de recombinacéo
e instabilidade genética do transgene presenteettr vacinal (OKEKE et al., 2009).
Em segundo lugar, uma das principais preocupacoesiste também sobre uso do
MVA como vetor vacinal, considerando a pré-exisi&rte imunidade anti OPXV,
tendo em vista 0 uso de vacinas contra a varioldéeada de 70 (DREXLER et al.,
1998) e também porque nestes ultimos anos varitgssde vaccinia bovina tém sido
registrados no Brasil (FONSECA et al., 2011). Embar nimero de individuos sem
histérico de vacinacao estd em continuo aument®(@GUNDSDOTTER et al., 2009).
Em terceiro lugargdeve ser avaliado o desenvolvimento da imunidatievator apos a
primeira dose de vacinacdo. Considerando que, @osts anti-vetor interfere em
resultados subsequentes a segunda inoculacdoaméndo mais aumento na resposta
contra 0 antigeno exdégeno apos o refor¢co (VASAALeR010).

Diante da necessidade em estabelecer uma mandialde a imunidade pré-existente
em relacdo ao vetor, algumas alternativas tém smusideradas nos protocolos
vacinais. Por exemplo, a imunizacdo de dose egafarqual emprega diferentes
sistemas para a entrega do antigeno, podendoitseatiavés de subunidades protéicas,
vetores recombinantes ou vacinas de DNA. Esta am@® regime dose e refor¢o com
0 uso do MVA em vacinas contra a malaria e tubessul O resultado demonstra ser
mais imunogénica este sistema de imunizacdo pekctdade de induzir uma resposta
de células T substancialmente maior comparado mavate DNA ou MVA usadas
sozinha. Este resultado revela que o uso de DNpringeira vacinacéo e do MVA na
dose de refor¢o induz principalmente uma respasizétlas TCD4+, a qual é capaz de
gerar protecdo em seres humanos contra esteepatdVNOODBERRY et al., 2003;
GILBERT et al., 2006 ).

1.6. Ovos embrionados
1.6.1. Estrutura do ovo embrionado

O ovo embrionado de galinha, espéGadlus gallus, € estruturado com a formacao da

casca, a qual € resistente e porosa. A casca efgmetecdo contra a invasao
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microbiana, controla a troca de agua e gases atdngporos e constitui uma fonte de
calcio para o embrido durante o seu desenvolviméxémn disso, a casca ameniza as
flutuacbes de temperatura entre os componentessale seu ambiente externo. Na
sequéncia da formacdo da casca, as primeiras cancad&spondem as membranas
interna e externa, as quais se encontram ligadaet@xa regido da camara de ar. A
membrana interna contorna o albume enquanto quembrana externa permanece
ligada a por¢éo calcificada da casca. As membrs@i@asemipermedveis e permitem a
troca de gases e agua. A presenca destas edratgeacomo um filtro contra a
penetracdo de microrganismos. A camara de ar bantom a funcao respiratéria, o
albume ou clara do ovo tem funcé&o de protecédo @arttoques e quebra do ovo, as
chalazas representam uma porcdo do albume quentsustegema (saco vitelino) no
centro do ovo e o disco germinativo da origem abrém figura 12). (BARBOSA,
2011).

Membrana interna

Gema

Membrana
externa
Chalazas
Camara de ar Casca @
cuticula

Albume Disco germinativo

FIGURA 12: Estrutura do ovo embrionado de galinha. A estrutura do ovo
compreende a casca, sendo revestida internamdate membranas interna e externa,
com funcdo de protecdo e trocas gasosas. A carsaaa € responsavel pela funcao
respiratoria, o albume protege o embrido, as chalamstentam a gema no centro do
ovo e o disco germinativo da origem ao embridaot&dARBOSA, 2011.

1.6.2. Anexos embrionarios, vias de inoculacédo vira producado de vacinas

Trés folhetos germinativos denominados endodermesoderme e ectoderme
determinam a formacdo dos anexos embrionérios: e#elno, alantdide, &mnio e

corion. O saco vitelino € uma estrutura em formasaeo cuja fungdo € armazenar
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reservas nutritivas para o desenvolvimento do e&mbriE por ser altamente

vascularizado, exerce fungdo respiratoria até anaydia de incubacdo. O alantoide é
um 6rgdo de armazenamento das substancias excrgtetiss rins até ao final da

incubacdo, quando os residuos secos sao eliminadt@snente com o alantéide. O

amnio € uma membrana que envolve completamentéddarcom funcao de protegé-

lo e separé-lo do meio circundante. E o corion@oweanexo embrionario mais externo
ao corpo do embrido se expande e adere a partgiaalia casca, infiltra nos poros da
membrana da casca, sendo responsavel pela trogasde entre 0 embrido e 0 meio
externo figura 13A) (BARBOSA, 2011).

A via de inoculacéo viral no hospedeiro e a oldenge titulos virais dependerdo do
espectro de células hospedeiras (ROTT et al.,)1880caso de pelo menos 3 géneros
de virus: Ortomixovirus, Orthopoxvirus e Paramixovirus, a suscetibilidade viral aos
anexos embrionérios depende da ativacao diferedaidiemaglutinina, por clivagem
proteolitica. De acordo com a suscetibilidade yigabrtanto, existem 4 vias de
inoculacdo: a cavidade amnidtica é suscetivel atemocxovirus (virus Influenza
humano), enquanto que a cavidade alantdica acs aviarios (virus Influenza e o virus
da doenca de Newcastle), sendo usada também péialinagdo de virus Influenza A
humano, para preparo de vacinas. Ja a membranalacddica (MCA) é o anexo
embrionario suscetivel, por exemplo, a multiplicagg orthopoxvirus e herpesvirus
simples tipo 1, sendo a multiplicacdo viral eviclada através do aparecimento de
lesbes inflamatodrias (pocks). Outra via de inoddaé o saco vitelino, utilizado para
producao de vacinas contra a raiva e febre améiglaa 13B) (EDWIN et al., 1979,
ROOQT et al., 1980).
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FIGURA 13: Anexos embrionarios e vias de inoculacadA) O saco vitelino acumula

e transfere nutrientes ao embrido, o alantdide z@na e elimina as excretadas
nitrogenadas, o amnio protege o embrido e o cé@im@sponsavel pelas trocas de gases.
(B) E de acordo com a suscetibilidade viral existemiag de inoculagdo: cavidade
amnidtica (ortomixovirus), cavidade alantdica (siaviarios), saco vitelino (virus de
febre amarela e da raiva) e a membrana corioatant@rthopoxvirus). Fonte:
BARBOSA, 2011. Modificado.

A principal razdo de ovos embrionados serem utibzacom freqiéncia em pesquisas
de laboratorio e para producdo de vacinas, € aeseptacdo de um sistema de
multiplicacdo viral com menor custo de producdo.v@ss Influenza A e da febre
amarela sdo bons exemplos de virus vacinais mo#gns em ovos embrionados
(HERMANN, 2003) No Brasil, desde 1937, a vacina contra a febre emag¢
produzida em ovos embrionados com a amostra atarliéld, na Fundacdo Oswaldo
Cruz — Bio-Manguinhos. O instituto Bio-Manguinhosoéprincipal fornecedor de
vacinas para o0 ministério da saude, e o seu portfde imunobiologicos é

mundialmente reconhecido e utilizado (www.bio.fiacbr/).
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1.7. Anexo embrionério suscetivel a multiplicacdoas Orthopoxvirus: MCA
1.7.1. Origem, fungéo e constituicéo

As membranas extra-embrionarias se formam no qubatale incubacdo. No quinto
dia, o corion e alantoide fundem-se para dar origemembrana corioalantéidigira

14). Aos 9 dias de incubacéo, a MCA ocupa grandesgiotovo e aos 12 dias envolve
todo o conteudo ovo, revestindo a superficie imtesta casca. A MCA é altamente
vascularizada e adjacente a casca, o que favoré@nsteréncia de calcio e outros
minerais provenientes da casca para o embria@m, disso, exerce a funcdo de troca
de gases entre o embrido e o meio externo (BARBQSA]L).

—7/ oo Tl :
P e .. Membrana

_ corigalantoide

e

-y
=3 4

FIGURA 14: Membrana corioalantoide. Embrido aos cinco dias de incubacao. Nesta
etapa, corion e alantdide se fundem para dar origemembrana corioalantdide,
altamente vascularizada. FonBARBOSA, 2011.

A MCA é constituida por 3 camadas de células geativias: a ectoderme que se
apresenta com duas camadas de células epitelf@tgli@e coribnico), a mesoderme
com baixo numero de células mesenquimais de aparésitelada e logo abaixo situa-
se endoderme (epitélio alantdico), com uma Uniozada espessa de céluligyralb)
(ROOT et al., 1980, NATHANIEL et al., 2004).

FIGURA 15: Histologia da MCA. A membrana é constituida por trés camadas:
endoderme (end), mesoderme (mes) e ectoderme Fext)je: NATHANIEL et al.,
2004.
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1.7.2. Aplicaghes na pesquisa

A MCA representa um modelo de estudo muito atrati®eido as suas caracteristicas:
altamente vascularizada, localizada na periferipogtanto, de facil acesso, e ainda
constitui um sistema que reduz e substitui 0 usardmais normalmente usados na
pesquisa. E um sistema que inclui simplicidaddlidacle devido aos aspectos éticos e
legais, rapidez e baixo custo. A MCA tem sido isteamente utilizada para estudar a
angiogénese por se tratar de um tecido complettyimalo artérias, veias e capilares.
Nos ultimos anos, este estudo foi utilizado em rdaiS00 obras publicadas (RIBATTI,
2008, SAW et al., 2008, DURUPT et al., 2012). Cutnplicacbes de uso da MCA em
pesquisa consistem em avaliar a entrega de draf@RQGAS et al., 2007), como
sistema de cultivo de helmintos (FRIED et al., 198dpresenta mais um método para
predizer o potencial irritante de produtos cosnoétic (MYSTKOWSKA-
BACZKOWSKA et al., 1995) e um formidavel sistenara caracterizacdo de estudos
pré-clinicos de tumores e desenvolvimento de tasapanti-cancer com virus
recombinantes (DURUPT et al., 2012).

1.7.3. Isolamento e identificagdo de poxvirus

A inoculacdo na MCA para o cultivo derthopoxvirus foi introduzido na década de
1930 e até 1950, com o advento da cultura celatarstituiu o sistema hospedeiro de
escolha para a multiplicacdo viral (WOLCOTT, 1940DWIN et al., 1979). A
inoculagcdo em MCA tornou-se uma importante técpina isolamento e identificacédo
de Orthopoxvirus devido ao fato de que diferentes espécies proauesdes (pocks)
morfologicamente distintas. Este método foi utdi@aadurante o programa mundial de
erradicacdo da variola e ainda nos dias de hopuiiee como um meétodo de
identificacdo deVaccinia virus atraveés da caracterizacdo da morfologia dos pocks
(figura 16) (FENNER et al., 1988, TRINDADE et al., 2008).
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FIGURA 16: Perfil fenotipico de pocks produzidos po isolados de VACV.
Amostras de VACYdenominadadlariana virus (MARV) foram isoladas em um surto
na cidade de Mariana, estado de Minas Gerais. @dasdizs murino, bovino e humano
foram designados por MARV-M, MARV-B e MARV-H, resge&vamente. Estes
isolados foram inoculados na MCA e apos 72 de iac@ib apresentaram pocks com
perfil fenotipico semelhante ao VACV-WR. Fonte: ABIRAO et al., 2009.

1.7.4. Caracteristica dos pocks

As lesdes produzidas no anexo embrionario pelarmaalas espécies darthopoxvirus
correspondem a pocks brancos nao ulcerados quenvam diametro de 0,2 a 3mm,
enguanto que outras espécies tais como o CPXV eWWirvoca a formacéo de pocks
hemorrégicosfigura 17). As variagfes nas lesdes dependem de uma séaeodes: se
ocorre ou ndo a inducdo de necrose no tecido,as&wvde leucdcitos no mesoderma, a
liberacdo de eritrocitos pelos vasos do mesoderntia éemperatura de incubacao
(tabela 4 (EDWIN et al., 1979, FENNER et al., 1988, ALladt, 2009).

FIGURA 17: Pocks produzidos por diferentes espéciede Orthopoxvirus. (A)
infeccdo na MCA por CPXV mostra lesdes hemorragieasm (B) lesbes brancas
produzidas pelo CVA. Fonte: NATHANIEL et al., 200ALUMBO et al., 1994.
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Nos pocks brancos sédo encontrados grande quantdadeeterdfilos (leucocitos de
aves), 0s quais estdo correlacionados com a redigauvel de antigenos virais e
infectividade. Entretanto, os pocks hemorragicoseesgntam pouca quantidade de
células inflamatodrias. E em ambas as situacOesfemgdo € limitada apenas pela
imunidade inata, pois durante o desenvolvimentoremério os linfécitos ainda nao
passaram pelo processo de maturacéo. (PALUMBOQ, 99, FREDRICKSON et al.,
1992, PALUMBO et al.,, 1994, NATHANIEL et al., 20045egundo PALUMBO
(1994), estas caracteristicas estdo associadaseeanismo de evasao dos poxvirus.
Infeccbes na MCA com CPX\amostra Brighton Red (CPXV-BR) mutante, indica que
h4& no minimo 3 genes nao-essenciais envolvidos nitdcdo de uma resposta
inflamatdria. Dentre as proteinas associadas adéwicia, o estudo demonstrou a
importancia da proteina CrmA, a qual é anti-apogdtanti-inflamatéria e também
responsavel pelo aparecimento de pocks vermelhodelécdo deste gene induz a
producdo de pocks brancos com uma quantidade elegtladcélulas inflamatorias
(figura 18). Além das bases genéticas, a temperatura tariérfere na morfologia
dos pocks. Por exemplo, o MPXV induz a formacagadeks hemorragicos a 35 °C,

mas acima desta temperatura de incubacéo exibs pogkcos (FENNER et al., 1988).

FIGURA 18: Atividade dos heterofilos detectada apesms em pocks brancas(A)
infeccdo na MCA por CPXV mostra lesbes hemorrageasm (B) lesfes brancas
produzidas pelo virus mutante (delecdo do gene QriaA (C, D) as membranas
foram incubadas em corante NBT, o qual detectivaladle dos heterdfilos através da
reacdo com o0s intermediarios reativos de oxigélii@rados pela atividade dos
heterdfilos. A coloracdo azul € adquirida apenas(Bine evidencia a presenca de
heterdfilos no local. Fonte: NATHANIEL et al., 2004
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TABELA 4: Propriedades biolégicas dos piks KNIPE & HOWLEY, 2007).

Propriedades Variola Monkeypox Vaccinia Cowpox
Pocks na Branco Hemorragico Ha variacéo Grande
MCA pegueno branco entre as hemorragico
opaco pequeno amostras.
opaco Grandes,
opacos
branco ou

hemorragico

Temperatura 38,5 39 41 40
maxima de
incubacéao
(°C)

Letalidade do Baixa Média Muito alta Alta
embrido

1.8. Sistemas de cultivo; CEFs x MCA

Atualmente a maioria das vacinas virais € produgitiaovos embrionados. Como ha
uma extensa verificacdo experimental que explgasaibilidade de insercdo do MVA
em plataformas vacinais, a determinacdo de umnsasige multiplicacdo viral com

menor custo de producgédo tornara necessaria. aydtimario de CEFs representa o
sistema hospedeiro utilizado para a multiplicagéovirus MVA e a inoculacédo na

MCA foi colocada como possibilidade para multipti&da do virus.

1.8.1. Cultivo primério de CEFs

O cultivo de células constitui um sistenimavitro, e neste sistema pode-se exercer o
controle sobre as condicdes fisiologicas da céldéa,assepsia e fisico-quimicas do
ambiente, como: temperatura, concentracdo de drigérgas carbdnico. Quanto as
condicdes fisioldgicas, € necessario atender @&msias nutricionais da célula e isto
se faz através da adigdo do meio de cultura apape de suplementos tal como o0 soro
fetal bovino, dentre outros. E mais, pode-se exargetrole também das condi¢des de

assepsia e assim reproduzir um sistema livre dagonmacao por bactérias e leveduras.
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Isto ndo significa, porém, que seja um sistematésda contaminantes, mesmo com a
adicdo de antibidticos e antifungicos pode ocaareontaminacdo do meio. Por estes
cuidados, o custo é um fator que limita o sistemaudtivo, além do tempo que se gasta
no preparo de todo o sistema (FRESHNEY, 1988).

O cultivo de CEFs é preparado com fibroblastosrdbri&es de galinha com 9 dias de
desenvolvimento. As células primarias sao obtidgsarir da maceracao do tecido
embrionério e posterior desagregacdo enzimaticaéAsas sdo cultivadas em frascos
adequados, com meio de cultura apropriado. Porttnata-se de uma cultura primaria,
a qual é obtida diretamente de tecidos do organigkooser cultivadan vitro pela
primeira vez, as células de uma cultura primarisspomaior identidade com o tecido
original, constituindo um sistema eficaz para dtiplicacdo de virus (FRESHNEY,
1988).

1.8.2. Inoculagdo na MCA

Ovos embrionados constituem um sistama&ivo, e portanto, o virus esta sujeito aos
mecanismos de defesa do embrido. O fluxo de célmlases é facilitado com a extensa
rede de vasos sanguineos. O que difere da cukucéldlas, em que o virus esta sujeito
aos mecanismos de defesa das células (DURUPT, @04&R). A inoculacéo é feita na
superficie da ectoderme da MCA de ovos embrionados9 dias de desenvolvimento
(figural9).

FIGURA 19: MCA aos 9 dias de desenvolvimento embriwrio. Observa-se que a
MCA esta desenvolvida e ocupa grande parte dofemate: BARBOSA, 2011.
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A vacinacao é uma estratégia tradicional de camtéoinfeccdo, sendo uma das mais
importantes medidas de prevencao para a saudep(bAUTERBACH et al., 2010).
Dentre as estratégias classicas de vacinacaop@egto viral tem sido considerada uma
estratégia promissora para o desenvolvimento d@asd/acinas virais atenuadas sao
muito eficazes pelo fato de serem capazes de dagenwma resposta imune celular e
humoral, proporcionando uma imunidade protetorausdbura. Além de ter uma
vantagem adicional importante: apresentam menoto cde producdo por requerer
apenas a multiplicagdo do virus. Ao contrario denas inativadas ou de subunidades
proteicas, que embora sejam seguras, resultam era pDmanor capacidade
imunoestimulatoria, sdo de elevado custo, necessi@a doses multiplas e adjuvantes
(SIMON et al., 2010; ROBINSON, 2008).

O MVA foi obtido apds uma passagem seriada devez@s em cultivo primario de
CEFs. Cerca de 30 Kb foram perdidos ao longo dgstasagens, as quais foram
responsaveis pela delecdo de alguns genes imuntadodes e por uma acentuada
reducao no espectro de hospedeiros. Este procesgertiacédo garantiu o uso do MVA
como vacina atenuada na década de 1970 contréodayaonferindo seguranga vacinal
e imunogenicidade (WYATT et al., 2004; SUTER et 2009).

Hoje, o MVA esta sendo desenvolvido como um vetovacina e esta sob investigacao
clinica por conferir um perfil de seguranca difieinte observado em vacinas vivas. A
aviruléncia e seguranca vacinal residem, principab®, em sua deficiéncia de se
multiplicar em células humanas. Por isso, o0 MVA égwo em individuos
imunocomprometidos. Além de serem consideradosree&tpoderosos por servirem
como um sistema de entrega de genes heterélognseaite eficaz, por expressar esses
genes em altos niveis, pela capacidade de insez8enoma de até 25 Kb e por gerar
um transgene estavel (SUTTER et al., 2003; LAUTERB et al., 2010). Por estes
motivos, muitas pesquisas tém sido dedicadas pdesenvolvimento do MVA como
modelo vacinal contra uma ampla gama de patogedd€d@BS et al., 2009;
LAUTERBACH et al., 2010).

Dessa forma, considerando todas as vantagens do &é% vetor vacinal, o objetivo

deste estudo serd determinar o sistema apropriadwulfiplicacdo do virus para
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producdo de vacinas. Portanto, a perspectiva é a@amp eficiéncia multiplicativa do
MVA em CEFs e MCA, considerando ser extremamentgayasa a multiplicacéo viral
em MCA do ponto de vista econ6mico (HERMANN, 20@3te estudo visa adequagéo

a industria que requer velocidade de producéorarga e baixo custo.
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3.1- Geral

« Comparar a eficiéncia multiplicativa do virus MVAdibroblastos de embrido

de galinha (CEFs) e membrana corioalantéica (MCA).

3.2- Especificos

* Gerar curvas de ciclo Unico, do virus MVA em CHR#izando inoculos de alta
e baixa M.O.l.

* Gerar curvas de ciclo Unico, do virus MVA em MCAjlizando in6culos

analogos ao inoculo em CEF, com alta e baixa M.O.l.
* Determinar o modo de maceragao das MCAs.
* Determinar o titulo de in6culo com maior produdadle viral.

* Analise fenotipica de pocks produzidos por trés sirae de VACV: VACV-
WR, VACV- Lister e MVA.

* Determinar por quantificacdo de fluorescéncia dtipligacédo viral na MCA
através das imagens obtidas por microscopia confoca

* Andlise histopatologica da MCA
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Geragéo de estoque de trabalho
‘m’ P Multiplicagao do MVA/GFP: 1 PFU/cel

Garrafas de 150 cm 2

Colchéao de sacarose a 36%

Purificacéo

Joklik, 1962

Titulagdo dos estoques em CEFs

Freezer - 80° G

Ensaios comparativos da multiplicagao viral entre os sistemas:

CEFs_ intuplic vicas JRSOD
CEFs Quintuplicata MCAs A

N\

M.O0.1=0,1 M.O0.1=10

Titulacao: PFUs totais e

Contagem de placas
fluorescentes

Duplicata

3. Curva ciclo tnico perfazendo os 6 tempos de
coleta.

Analise estatistica comparativa entre os sistemas de cultivo

Titulacao: PFUs totais
Contagem de placas
fluorescentes
Duplicata

2. Determinar o modo de maceragio com maior
obtencdo de titulo viral.

3. Curva ciclo tunico perfazendo os 6 tempos de coleta.

4. Determinar entre os titulos de indculo, 10! a 102 PFU,
resultados com maior produtividade viral e detecgao de
pocks.

5.Andlise fenotipica de pocks produzidos por trés
amostras de VACV: Western Reserve, Lister e MVA.

6. Determinar por quantificagio de fluorescéncia a
multiplica¢do viral na MCA através das imagens obtidas
por microscopia confocal.

7. Andlise histopatoldgica.
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4.2. Células e Virus

4.2.1. Células Fibroblasticas de Embrides de Galiah(CEFS)

Células fibroblasticas de embrides de galinha forabtidas a partir de ovos
embrionados Gallus domesticus) com nove dias de desenvolvimento. Apds a
higienizagdo com alcool 70%, a casca foi removiaaalinha da cAmara de ar e a
membrana da casca retirada, expondo o embridon®Dsades foram removidos com
cuidado para ndo romper o vitelo e colocados em piaza de Petri contendo meio
minimo essencial autoclavado (MEM GIBEY) sem soro fetal bovino (SFB),
suplementado com NAHG( 0,225%, 2 mM L-glutamina, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (10Qug/mL). A cabeca e 0os membros superiores e inferiates
embrides foram retirados e descartados com o auwdéliuma tesoura e pinca cirdrgicas
estéreis. As carcacas foram transferidas para placa de petri contendo MEM sem
SFB, para remocdo do excesso de sangue. Logo egiés, carcacas foram colocadas
em uma seringa de 10 mL (sem agulha) e pressiofadesiente com o émbolo para o
interior de um béquer. Foi adicionado nesse bétjuek de solucéo de tripsina/EDTA
(136 mM NaCl; 5mM KCI; 55 mM glicose; 69 mM NaHGQ,5 g p/v de tripsina
1:250 (Difco); 0,5 mM EDTA; vermelho de fenol a 1%Qr carcaga, sob agitacao
constante, durante 15 minutos. A agcao da tripsonanterrompida com a adi¢éo de
igual volume de meio Eagle modificado por DulbeBMEM/Sigma), autoclavado,
com 10 % de SFB (Cultilab) e acrescido de aniitndte antimicotico (Anfotericina B
2ug/mL). A suspensédo foi posteriormente filtrada em ubéquer com gaze para
remocédo de fragmentos soélidos da carcaca e caygdéua 3.500g por 5 minutos a 20
°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimessugpendido em 15 mL de meio
DMEM com 10 % de SFB. E por mais 3 vezes, a ifagacao foi repetida para que o
excesso de sangue fosse retirado. As garrafas foramidas em estufa a 3€ em
atmosfera de 5 % de G@ara obtencao da confluéncia da monocamiagiarg 20).
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FIGURA 20: Cultura de células fibroblasticas de embdo de galinha. Imagem
obtida no microscopio de fluorescéncia evidergianorfologia fusiforme da célula,
aumento 40x.

4.2.2. Amostra de virus

O MVA parental foi cedido pelo Dr. Bernard Moss ljbsatory of Viral Diseases,
NIAID, National Institutes of Health — NIH, EUA)anpassagem numero 581.

O virus recombinante MVA/GFP é o vetor viral quediioa a proteina verde
fluorescente (GFP), o qual foi construido por panielle Soares de Oliveira Daian
(Laboratério de  Virologia Basica e Aplicada/ingtitu de  Ciéncias
Biolégicas/Universidade Federal de Minas GeraisLVBA/ICB/UFMG). Como o
MVA néo gera efeito citopatico (ECP) visivel conpor exemplo, producéo de placas
de lise, a multiplicacdo viral é evidenciada pejmaracimento de clones verdes

fluorescentes.

4.3. Ovos embrionados

Os ovos embrionados de galinfaallus domesticus) foram obtidos com 9 dias de
desenvolvimento na granja Rivelli (Mateus Leme-MG} ovos foram mantidos no
LVBA/ICB/UFMG, em estufa, a uma temperatura de 32 para induzir a

embriogénese, em umidade constante, sem&€&o momento da inoculagéo.

4.4. Multiplicacao viral

O estoque de virus MVA/GFP foi obtido a partir daltiplicacdo em monocamadas de
CEFs distribuidas em 20 garrafas de 150% coontendo cerca de 5,0 x ‘10
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células/garrafa. As monocamadas de células coaBufdram lavadas uma vez com
solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) 1XfilybNaCl; 40 mM NaHPGOy; 20
mM KH,PQOy; pH 7,2) e infectadas com multiplicidade de igex (MOI) de 1
PFU/célula (uma unidade formadora de placa poraélapdés uma hora de adsorcao
do virus diluido em 5 mL de meio DMEM 10% com aidtiico e antimicoético, foram
acrescentados 20 mL do mesmo meio. A seguir, atasdbram incubadas a 3C em
atmosfera de 5 % de GOpor 48 horas. Apos as 48 horas de incubacgdo, as
monocamadas foram visualizadas no microscopiouteebcéncia para certificacdo da
confluéncia e apds coletadas através da raspageranjente com o0 meio.
Posteriormente foi feita a centrifugacdo a 35004,°€ por 5 minutos. O sedimento
obtido foi congelado a — 80 °C para a purificagéo.

4.5. Purificacdo Viral (JOKLIK, 1962)

Os virus inoculados em garrafas de 156 para obtencdo de estoques-trabalho foram
purificados. O sedimento obtido e anteriormenteaaenado a -76C, foi inicialmente
congelado e descongelado por trés vezes (paradiatar e liberacdo das particulas),
suspenso em 8 mL de tris-HCI 10 mM pH 8,0, homogewe e centrifugado a 35009
por 15 minutos a 4C. O sobrenadante foi coletado e reservado emfalbon estéril

de 50 mL em banho de gelo. O sedimento obtidodsigriormente suspenso em 10 mL
de solucao de lise (Mg&l Mm, tris-HCI 10 mM pH 7,6, KCI 10mM) e incubaém
gelo por 10 minutos. A suspenséao foi homogeneirad®ouncer (homogeneizador de
vidro) por 80 manipulagdes e centrifugada a 3508 por 15 minutos a 4C. O
sobrenadante foi coletado e adicionado ao antediamesmo procedimento adotado
anteriormente sera realizado novamente, entretargedimento suspenso em apenas 8
mL de solucdo de lise. A mistura de todos os sa@@mes resultou em um total de
aproximadamente 26 mL de suspensdo viral. A um tdeoultracentrifuga, foi
adicionado 10 mL de colchdo de sacarose a 36% &srHEl e 0 sobrenadante foi
acrescentado pela parede do tubo com o auxilionda pipeta Pasteur para que
houvesse cuidado em ndo mistura-lo com a soluc@wldbdo de sacarose. A seguir, a
centrifugacao foi feita a 14.000 g,°@ por 2 horas em uma ultracentrifuga Sorvall WX.
Com o auxilio de uma pipeta p1000, a interface emmid 0s restos celulares foi
desprezada e por ultimo o sobrenadante e a sacdbosedimento, contendo as
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particulas virais, foi suspenso em {400de tris-HCI 10mM, pH 8,0 e distribuidos em
aliquotas de 2@L/eppendorf. O titulo obtido foi de 8,0 x YPFU/mL. As aliquotas
foram armazenadas a -80 °C para subsequentgituk uso.

4.6. Titulagéo viral

A suspenséao viral foi submetida a sonicacdo p&s ticlos de 30 segundos entre
sonicador, vortex e gelo. ApGs a sonicacao o vdrdduido em meio DMEM a 2,5 %
de SFB, em um sistema de diluicbes seriadas nalths® ensaio foi realizado em
duplicata, utilizando-se placas de 6 wells com sipradamente 10células/well. O
meio foi desprezado das placas, a monocamada cawa de 90% de confluéncia foi
lavada com 100QL de PBS 1X e por fim, 450L das diluicdes seriadas de™18 10°
foram adicionadas nas 5 camaras de cada placa.ddmaeis camaras da placa foi
reservada para o controle de célula (controle hegana qual foi acrescentado 46D

de DMEM com 2,5 % de SFB. A adsorcao foi realizpda 1 hora, a 3%2C em
atmosfera de 5 % de G® as placas homogeneizadas a cada dez minutos.uips
hora de adsorcéo, € acrescentado meio DMEM com 2i&%FB, completando o
volume para 2 mL/ camara.. As placas foram incabad37C em atmosfera de 5 %
de CQ por 48 horas. Apds as 48 horas, o titulo viraleégpresso pela contagem de
placas fluorescentes verdes (clones), passiveiscagagem ao microscopio de
fluorescéncia sob a excitacdo de luz ultravioldtacamara cuja diluicio apresentou
entre 30 e 300 clones foi usada para expressdulo tiiral. O ensaio foi feito em
duplicata, a média de clones foi multiplicada pelerso da diluicdo e pelo fator de
corre¢do. Como o titulo viral € dado em PFU/mle ® y¥olume da adsorcao foi de 450

uL, o fator de correcéo € de 2,2.

4.7. Sistemas de Cultivo
4.7.1. Infectividade viral em cultivo primario deCEFs

Para as analises comparativas da multiplicacdd, wodo o0 ensaio foi feito em
quintuplicata. Monocamadas de CEFs em garrafasderf2contendo cerca de 1 x 10

células, foram infectadas com M.O.l de 0,1 e 10. MAsnocamadas de células
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confluidas foram lavadas uma vez com PBS 1X. Argdsofoi realizada em volume de
1 mL de meio DMEM 2,5 % de SFB com antibiético diraitético, sob agitacdo a
cada 10 minutos durante 1 hora. Ap6s uma hora slerg@b, foram acrescentados 4 mL
de meio. A seguir, as células foram incubadas €33m atmosfera de 5 % de @®as
monocamadas foram coletadas apos 2, 6, 12, 24, 4B leras de infeccdo. Com o
auxilio de raspadores de silicone estéreis e déseis as monocamadas foram
raspadas junto ao meio da garrafa e posteriornfeinfieita a centrifugagéao a 3000g, a 4
°C por 5 minutos. O sedimento obtido foi suspems®@0uL de meio DMEM 2,5% de
SFB e congelado a — 80 °C até o momento da t@olagal. A titulacdo segue o

mesmo procedimento do item anterior.

4.7.2. Infectividade viral na MCA

No segundo momento, foi feita a inoculacdo na M@~”odos embrionados com nove
dias de desenvolvimento e todo o ensaio foi redtizzm quintuplicata. Os ovos foram
incubados em estufa a 37 °C para induzir a emémiege, em umidade constante, sem
CO, até o momento da inoculacdo. Os ovos foram hHigados com alcool 70% e
apos,com o auxilio de um ovoscopio, foram ilumirsagdara verificar a viabilidade dos
embrides e também para determinar a posicdo doid@nérda camara de dig(ra
23A). A camara de ar e outro em local que ndo tenba sanguineo foram marcados
com lapis. figura 23B, C). Posteriormente, foi feito um furo na camara de &m
cima do ovo nos locais marcados, tomando o cuigeda que o furo ndo atingisse
nenhum vaso sanguinedig(ras 23D, E). Com uma mangueira, o ar da camara de ar €
puxado e em seguida foi observado no ovoscoOpiostbckemento da membrana para
que neste ponto fosse feita a inoculacéo vifgura 23 F). A mesma proporcao de
particulas virais utilizadas nas infeccées do waoltie CEFs foi usada para infectar a
MCA, sendo correspondente a baixa e alta MOI°%e1108 PFU, respectivamente

O virus foi diluido em solucéo salina tamponada 6osfato (PBS) 1X, completando o
volume de in6culo para 100 por ovo embrionado e a inoculagéo foi feita méhido
uma pipeta pl00. Os orificios feitos na camararde ao local da inoculacéo viral
foram fechados com fita adesiva. Os ovos embrionhémiam incubados em estufa a 37
°C e apos incubagéo de 2, 6, 12, 24, 48 e 72 héoaam brevemente colocados &G4
por 24 horas.figura 23 G). Em seguida, as MCAs foram coletadgufa 23 H, I).
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Com auxilio de uma pinca, os ovos foram abertosrtirglo orificio feito na camara de
ar. O embrido é retirado, e um proximo corte fiofeo lado oposto da infeccdo para
retirar todo o interior do ovo, tomando o cuidadargpndo romper a gema e a
membrana. Aproveitando o corte, a membrana é ss@ijtinto com a casca, de modo
que apenas o local proximo da inoculacdo sejahitml A membrana foi lavada duas
vezes com PBS 1X em placa de petri, fotografadsaqe e armazenada a -80 °C em
pegueno volume de PBS.
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FIGURA 21: Inoculacdo na MCA. Os ovos foram iluminados com o auxilio de um
ovoscopio para determinar a posicdo do embridocaa@ra de afA). A camara de ar

€ um ponto na camara de ar sdo marcados com (BpiDo outro lado, sendo
observado auséncia de vaso sanguineo, também fotadea com lapis(C).
Posteriormente, foi feito um furo na camara de ane cima do ovo nos locais
marcados. A seta aponta os vasos sanguifizok). Com uma mangueira, o0 ar da
camara de ar foi puxado. E observado que a membeasacontra deslocada, indicado
por setgF). A inoculagéo foi feita com 100L da suspenséo viral, no orificio em que a
membrana foi deslocad@s). Apds incubacdo de 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas, a
membrana foi coletada, lavada em PBS, fotografgusad4H, I, J).

4.7.3. Construgdo de curvas ciclo tnico do virus M¥ multiplicado em CEFs e
MCA

Para cada tempo de coleta de 2, 6, 12, 24, 48 i@, a titulagdo foi feita como
descrito anteriormente, perfazendo-se um total derios para a geracdo da curva de
ciclo Unico. Os graficos foram feitos através dfiveare GraphPad Prism versao 5.0, a

partir da média de 5 amostras por tempo.

4.8. Infecgao na MCA para determinar o modo de macagé&o

Para determinar o modo de maceragdo com maiongduele titulo viral, 2 grupos de
ovos embrionados (n=5) foram infectados corhdlticulas virais e as MCAs foram
coletadas apos 48 horas. Para facilitar o processandas amostras, com destruicédo do
tecido e liberacdo das particulas virais, as menalsraforam congeladas e
descongeladas por trés vezes. Utilizando um aliofar um pistilo estéril por
membrana, 5 amostras foram maceradas em nitro¢j§oido e as outras 5 amostras

com areia autoclavada. O liquido obtido do macefadoongelado e descongelado por
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mais trés vezes e posteriormente foi centrifugaddb@0g por 5 minutos, 4 °C. O

sedimento foi descartado e o sobrenadante coletdoposterior titulagao.
4.9. Titulagéo das amostras MCA

Apos o processo de maceracdo das amostras e @ aown 0 peso da membrana, 9
partes do peso da membrana foram acrescentadaslemevde PBS e assim foi feita

uma diluicdo na base 10. Este procedimento fazatlb para corrigir a diferenca entre
0s pesos. O sobrenadante coletado foi tituladoC&Rs conforme o protocolo de

titulacdo viral e o titulo viral foi definido pelguociente do volume total do espécime
processado pelo volume de adsorgdo, multiplicadk pédia de clones e pelo inverso
da diluicdo. O titulo viral foi calculado em PFldsats.

4.10. Ensaio de produtividade viral e deteccdo deopks na MCA apds diferentes

titulos de infeccao

Ovos embrionados foram infectados cont, 107, 1¢°, 1¢*, 10 e 10 PFUs (n=>5/titulo
viral), afim de correlacionar com a deteccdo dekpae obtencdo de titulo viral. As
MCAs foram coletadas apos 72 horas de infeccaadass fotografadas e armazenada a
— 80 °C. O macerado das membranas foi titulado dffrsCconforme protocolo

estabelecido.

4.11. Infectividade viral na MCA para deteccao de @cks por trés amostras de

VACV

Para analisar as lesdes produzidas pelas amdgasiern Reserv@VR), Lister(LST)

e MVA na MCA, ovos embrionados com 9 dias de deslemmento foram infectados
com 1d PFUs (n=5/amostra viral) e as MCAs foram coletafass 72 horas. Os pocks
foram medidos com o auxilio de um paquimetro, imsémto de medida com escala em

milimetro.

4.12. Aquisicdo, processamento e analise das image

Entre os instrumentos de aquisicdo de imagens far@limados o microscopio de
fluorescéncia, microscopio confocal e camera f@tibcp Para a aquisicao das imagens

por microscopia de fluorescéncia foi utilizado dtware Image Pro-plus e para o
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processamento e andlise das imagens coletadasnmet@scopia confocal o software

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

4.12.1. Microscopia confocal

O experimento foi realizado no Laboratério de Bidfoca/Departamento de
Fisica/UFMG sob a coordenacdo da Pr&fna Maria de Paula. As imagens de
fluorescéncia foram obtidas utilizando um microseégonfocal, no modulo de
varredura, modelo FV300, acoplado ao microscopiticdpmodelo BX6, fabricante
Olympus eobjetiva de 1XForam utilizados Zasers o laser de Argonio com
comprimento de onda em 488 nm, acoplado a um ti#&r610-540 nm para selecionar a
fluorescéncia do GFP e o laser de luz transmitidaimagens da MCA obtidas pelo
laser de luz transmitida sdo apresentadas em préi@nco e apenas auxiliaram na

confirmacédo dos pontos de coleta das imagens.

4.12.2. Quantificacdo de fluorescéncia

As imagens, por microscopia confocal, foram obtidasm as mesmas configuragdes
para que intensidade de fluorescéncia fosse detadmiAs imagens estdo em formato
TIFF, 16 bits (65.536 tons de cinza), 512x 512 Igixe que corresponde a uma area de
1,6 x 1,6 cm. Foram analisadas as medidas da arearepara que fosse determinado
0 quanto o virus se espalha na M@Aintensidade de fluorescéncia das imagens foi
analisada pelo software ImageJ e sua quantificig@stabelecida pelo valor médio de

cinza.

4.13. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas atragésoftware GraphPad Prism versao
5.0. Todos os resultados foram submetidos ao @steormalidade Kolmogorov-

Smirnov (KS) e intervalo de confianca 95%.

Os resultados do modo de maceragdo foram obtidageéatdo teste paramétrico T de
Student pareado e os resultados sdo expressos dm thdérro Padrdo da Meédia
(EPM). Os dados submetidos ao teste de normalid&] apresentou distribuicdo de

Gauss normal, razao pela qual foi usado o testranpétrico pareado.
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Os resultados das caracteristicas dos pocks dasatrostras de VACV foram
submetidos ao teste de normalidade KS, ndao apoesdrtribuicdo de Gauss normal
devido ao pequeno numero de amostras, razdo pelh fguusado o teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis, Anova de uma via, eGs-este Dunn’s para comparagao
multipla. Foi feita a comparacdo entre as amostisSV-WR e Lister, VACV-WR e
MVA, Lister e MVA. Os resultados sdo expressosmeadiana + Erro Padrdao da Média

(EPM) e intervalo de confianca 95%.

Os resultados que estabeleceram a produtividadle apos os titulos de infeccéo dé 10
a 10PFU, foram submetidos ao teste de normalidade K&santou distribuicdo de
Gauss normal, razdo pela qual foi usado o test@nprico Anova com analise de

variancia de uma via.

Os resultados da andlise comparativa da multidcagral entre os sistemas de cultivo
MCA e CEFs, ap6s infeccédo com®®10F PFU, foram submetidos ao teste estatistico
Anova de duas vias e 0 pos-teste de Bonferroniqargparar as médias entre 0s grupos
de cada tempo. Quanto ao teste de normalidadesempoel distribuicdo de Gauss
normal. Quanto a significancia € admissivel vaigeatre os sistemas de cultivo de até
19%.

Com relagéo a significancia, foi utilizado os sees critérios para expressar o valor P:
e * Quando o valor de P for menor que 0,05
e * Quando o valor de P for menor que 0,01

e *** Quando o valor de P for menor que 0,001
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4.14. Processamento das amostras para analise bsitologica

O experimento foi realizado no Laboratorio de Infanmacologia, Departamento de
Morfologia, sob a orientacdo do Prof. Gustavo MesePara realizacdo de cortes
histologicos, fragmentos da membrana corioalantdmam fixados em formol
tamponado a 10% por 24 horas e depois processadasaptécnica de inclusdo em
parafina que consiste em desidratacdo crescentéleul, diafanizacdo por xilol e
embebicdo em parafina. Foram realizados cortesldigstos de pbm de espessura e
corados por Hematoxilina e Eosina para avaliacéimldgica. Enquanto que as analises

foram feitas pela PrafMilena, Departamento de Patologia.
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5.1. Infeccdo na MCA para determinar do modo de magacéo

Para este experimento foram infectados 10 ovosiengstos com 10PFU e as MCAs
foram coletadas ap6s 48 horas de infeccdo. O wvbjdti determinar o modo de
maceragdo com maior obtencdo de titulo viral. Asnbranas foram divididas em 2
grupos (n=5), sendo o primeiro grupo de MCAs mat®icom nitrogénio liquido, N
(L), e o outro com areia autoclavada. Apés a mgéexdoi feita a titulacdo e os titulos
médios obtidos foram de 1,3 x*1BFU/g e 5,1 x T0PFU/g, respectivamente. Apesar
da relativa aparéncia de maior titulo viral das stnas maceradas com KL), ndo
houve diferenca estatistica significativa entrelois modos de macerac&mra 22).
Entretanto, o procedimento de maceracdo adotadoogagxperimentos de titulacdo das

MCAs foi com nitrogénio liquido.

Titulo viral
PFU/g

M, Il[L]I Areia autluclavada

FIGURA 22: Titulos virais obtidos por dois modos demaceracdo: nitrogénio
liquido e areia autoclavada Foram infectados 5 ovos embrionados por modo de
maceracdo, com 1PFU e as MCAs foram coletadas apds 48 horas. @nade das
membranas foi titulado em CEFs. Os titulos virasam calculados em PFU/g. Foi
usado o teste T paramétrico ndo pareado e osaésslsdo expressos em média + Erro
Padréo da Média (EPM). P > 0.05, portanto, os ta@sdo$ obtidos pelos dois modos de
maceracao nao sdo estatisticamente diferentes.

5.2. Produtividade viral em cultivo primario de CHE-s

Para andlise comparativda multiplicacdo do MVA entre os dois sistemas uléwvo,
monocamadas confluidas de CFEs em garrafas de’26@m infectadas com MOI de

0,1 e 10, o correspondentd @ PFU e 18 PFU, respectivamente. As monocamadas de
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CEFs foram coletadas nos tempos de 2, 624248 e 72oras. Todo o ensaio foi feito
em quintuplicata e os resultados foram obtidosrtrmia média de dados da titulacao.
Os titulos virais calculados em PFUs totais es@mresentados nas curvas de
crescimento ciclo unico, perfazendo os tempos f@eg¢ao de 2, 6, 12, 24, 48 e 72 horas
(figura 23). Os titulos médios obtidos apés infeccdo com MQIforam de 1 x 0
PFU (2 horas), 2 x £®FU (6 horas), 1 x ®PFU (12 horas), 6 x £®FU (24 horas), 3

x 10° PFU (48 horas) e 5 x 1BFU (72 horas). Entretanto, apds infeccdo com WEOI
10 os titulos médios obtidos foram de 2,3 XFBU (2 horas), 6,7 x IBFU (6 horas),

1 x 10PFU (12 horas), 2,5 x 1BFU (24 horas), 1,8 x IPFU (48 horas) e 2 x IPFU
(72 horas.). Com estes resultados conclui-se apts infeccdo com 1®FU, houve
uma produtividade viral de 3 unidades logaritmicgendo crescente a obtencdo de
titulo viral em até 72 horas de infeccdo. Entretaném infeccdes com d®FU foi

observado baixa produtividade, com um aumentotdle tle uma unidade logaritmica.
10" PFU 10° PFU
10105 1010

10° 4

102

PFUSs totais
PFUs totais

Horas apés a infecgéo Horas apés a infecgéio

FIGURA 23: Curvas de crescimento ciclo unico do virs multiplicado em CEFs,
apos infeccdo com 10e 1GPFU. O perfil de multiplicacdo viral é crescente ap6s
infeccdo com 1D PFU, enquanto que em infeccéo conf PFU é observado baixa

produtividade viral.

Conforme o procedimento de titulacdo feito atradéscontagem de clones verdes
fluorescentes no microscopio de fluorescéncidigara 24 mostra o padrédo de
expressdo da proteina GFP ap6s infeccdo cohPEOD (igura 24 A-G) e 16 PFU
(figura 24 H-P). Foi observado que, na infeccdo confi PEU os clones apareceram
com uma discreta expressao de GFP em até 12 hpdasaainfeccdo e que a partir
deste tempo os clones foram numerosos e de fl@reiscforte. Em contraste, na

infeccdo com MOI de 10 os clones ja apareceramintensidade em todos os tempos

de infecgao.
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FIGURA 24: Titulag&o viral obtida pela contagem declones verdes fluorescentes
do virus multiplicado em cultivo de CEFs. As imagens foram obtidas pelo
microscoépio de fluorescéncia, objetiva de 40x. M@moadas de CEFs infectadas com
MOI de 0,1 foram coletadas nos tempos @8)2 6 (B), 12(C), 24 (D), 48(E) e 72(F)
horas e posteriormente titulad&S) representa o controle negativo. Foi observado que,
na baixa MOI os clones apareceram com uma disergieessao de GFP em até 12
horas apls a infeccdo e que a partir deste terapdooes foram numerosos e de
fluorescéncia forte. Em contraste, na infeccdo 84@1 de 10 os clones ja apareceram
com intensidade, sendo numerosos e de fluorescéatgano tempo de PH) horas
apos a infeccdo. Os tempos de infeccéo @¢ 6.2 (J), 24 (L), 48 (M, N) e 72(0O)
horas mostram imagens com o mesmo padrdo. A img@emmostra a intensidade de
expressdo do GFP em um clon@grepresenta o controle negativo.
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5.3. Produtividade viral na MCA

Da mesma maneira que o ensaio anterior, os rdeslfaram obtidos a partir da média
de dados da titulagdo. Os titulos virais calcagagim PFUs totais estdo representados
nas curvas de crescimento ciclo unico, perfazesderapos de infecgéo de 2, 6, 12, 24,
48 e 72 horasfigura 25). Os titulos médios obtidos apés infeccdo com NMQA(1E
PFU) foram de 1,5 x £PFU (2 horas), 9,2 x $BFU (6 horas), 2,4 x #BFU (12
horas), 3,2 x 1PFU (24 horas), 1,4 x IBFU (48 horas) e 2,8 x 3@FU (72 horas).
Entretanto, em infeccdes com®IBFU os titulos médios obtidos foram de 1 X RBU

(2 horas), 2 x 1PFU (6 horas), 2,3 x #BFU (12 horas), 2,6 x IBFU (24 horas), 2,1

x 10°PFU (48 horas) e 1 x 1PFU (72 horas). Com estes resultados conclui-se que
apos infeccdo com $@PFU, ocorre um aumento de titulo de 2 unidadeariogicas.
Entretanto, em infeccdes com®I®FU foi observado baixa produtividade viral, com
um aumento de titulo de uma unidade logaritmica.

10° PFU 10° PFU
10124 10104

105 4

105 4

PFUs totais
PFUs totais

107 4

105 T T T 1 1

026 12 24 36 48 60 72
Horas apés a infecgéo Horas apés a infecgéo

FIGURA 25: Curvas de crescimento ciclo unico do virs multiplicado na MCA,
apos infeccdo com 10e 10PFU. Com 12 horas de infeccdo verifica-se uma
produtividade viral de 2 unidades logaritmicas,safgfeccdo com FOPFU. Enquanto
que, em infeccdo com 4@FU é observado baixa produtividade viral.

5.4. Analise comparativa da multiplicagéo viral ente os sistemas de cultivo CEFs x
MCA ap6s infeccdo com 10e 16 PFU

Na figura 26A é apresentada a comparacao estatistica da prdddevviral entre os
sistemas de cultiv€EFs x MCA. A analise foi feita entre cada tempadrdeccéo. Os
resultados mostraram que entre os sistemas de/o;ulti em todos os tempos de
infecgéo, as diferengas na produtividade viral fioiam significativas. Nafigura 26B,

as curvas de crescimento ciclo Unico do virus aos sistemas de cultivo, mostraram
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que em infeccbes com A®FU na MCA (azul) ocorre um aumento de titulo de 2
unidades logaritmicas com 12 horas de infeccdoertday reducdo de titulo apos 24
horas de infeccdo. Porém em CEFs (vermelho) homgeprodutividade viral méaxima,

com um aumento de titulo de 3 unidades logaritmisasdo crescente a obtencéo de
titulo viral. Entretanto, em infeccdes conf EOFU foi observado baixa produtividade

viral tanto em CEFs quanto na MCA, com um aumerdctitllo de uma unidade

logaritmica.
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FIGURA 26: Analise comparativa da multiplicacdo viral entre ossistemas de
cultivo CEFs x MCA, ap6s infeccdo com f0e 1 PFU. (A) Para comparacéo
estatistica foi usado o teste Anova de duas vias ps-teste de Bonferroni para
comparar as médias entre 0os grupos de cada tenspiitu@s virais foram calculados
em PFUs totais. * indica P< 0,05, ** P< 0,01, *P< 0,001, e quanto aos demais
grupos, as diferencas nao foram significativaseeasr amostras. Os dados submetidos
ao teste apresentaram quedderencas na produtividade viral em todos os tesrg
infeccdo ndo foram significativas entre os sistendas cultivo. (B) Curvas de
crescimento ciclo Gnico, ap6s infeccéo corfl RBU, mostra um perfil de multiplicacéo
viral semelhante em ambos os sistemas em até 24 derinfeccdo. Ap0Os este tempo
de infec¢cdo, na MCA houve um declinio na produdgéal,venquanto que em CEFs a
producdio é crescente. Entretanto, em infeccden 1 PFU é observado tanto em
CEFs quanto na MCA baixa produtividade viral.
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5.5. Correlagéo entre os titulos de in6culo de 1@ 1¢ PFU com a produtividade
viral, desenvolvimento embrionario e deteccao de pks nha MCA

5.5.1. Produtividade viral

A figura 27 apresenta a produtividade viral na MCA, obtidaagtipda média (n=5),
apos infeccdes com indculos de' H01¢ PFU, em 72 horas de incubacdo. D& 40
10° PFU, os titulos médios obtidos foram de 3,6 XPIU, 7,3 x 1OPFU, 3 x 16PFU,

1 x 1¢ PFU, 6,5 x 18 PFU, 2,7 x 1B PFU, 7,7 x 18 PFU, 3,9 x 1b PFU,
respectivamente. Em infeccdes com atéRBU houve aumento de titulo de 4 unidades
logaritmicas e a partir deste log de infeccdo haadacao na obtencao de titulos virais.
Estes resultados demonstraram, portanto, maiorupwdhde viral em infeccbes com
até 10 PFU e que a produtividade viral é inversamente gnaipnal ao titulo de

infeccao.
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FIGURA 27: Relacéo entre os titulos de in6culo de0t a 1¢ PFU e produtividade
viral na MCA . Apos 72 horas de infeccdo, as MCAs foram macsradituladas em
CEFs. Os titulos virais foram calculados em PFUsgoFoi utilizado o teste Anova de
uma via e o pos-teste de Bonferroni. Os resultadosexpressos em meédia £+ EPM. A
comparacdo mdltipla entre os grupos mostrou queaspe grupo inoculado com 10
PFU é estatisticamente diferente quando comparasiadle@mais grupos. *** indica P <
0.001. Entretanto, esta diferenca néo refletedosdé produtividade viral.
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5.5.2.Desenvolvimento embrionaric

As infeccdes de f0a 1 PFU foram acompanhadas com o desenvolvim
embrionario, sendo observado que em infeccdes adinid* PFU o desenvolviment
do embrido é afetado, entretanto, alguns embriGeda aesistem a altotitulos. E
observado queMCAs com embrides desenvolvidos sdo mais espessas/aso:
sanguineos estdo repletos de sangue e como resida migracdo de céluli
inflamatodrias as lesbes sdo produzidas no tecfigura 28B). As MCAs nac
desenvolvidas e despecto esbranquicado, como mostradcfigura 28A, sugerem
morte embrionaria e, portanto, para determinacagprdelutividade viral entre ¢
sistemas de cultivo, foram descartadas e novasgidés substituiram estas membra

FIGURA 28: Aspedo de MCAs infectadas, acompanhadas com o desenvatento
embrionario. Em (A) membrana infectada com “0PFU apesenta aspecto
esbranquicado e enB) membrana infectada com 1®FU mostra uma les:
inflamatériabem evidente (indicado por se. As MCAs foramcoletadas apos 72 hot
de infeccéao.

5.5.3. Deteccéo de pocks

As infeccBes com ostulos de in6culo de * a 1 PFUforam acompanhadas tamb:
guanto a presenca de lesdes inflamatérias (pockdl@A, as quais se apresent
como pequenos pontosancos espalhados de forma difusa na membrana. AD
horas de incubacédo, as MCAs foram coletadas e okspmram visualizados er
infeccbes com FOPFU em 3 MCAs, com 2 PFU apenas em uma MCA e con®
PFU em 3 MCAs. As membranas sdo mostraddigura 29.
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FIGURA 29: Deteccdo de ocks na MCA. Ovos embrionados (n=5 /titulo
infeccéo) foram rifectado com 18 a 1 PFU e as MCAs forancoletadas apds2
horas de infeccdo. Entretanto, em resposta a ébedesdes individualizadas (pocl
foram viswlizadas apenas nas infeccées (A) 107, (B) 10° e (C) 1¢* PFU, as quais
se apresentam como pequenos pontos brancos esmlled forma difusa r
membrana.

5.6. Andlise qualitdiva da expressdo de GFF em MCAs infectadas com mesm
titulo e tempo de inkcgao

Este experimento teve por objetivo analisar qualdaenente a expresséao de GFP e
MCAs infectadas com £(PFU. As MCAs coletadasp6s 48 horas de infecc foram
analisadas por microscopia confocal. As imagerftudeescéncia das membranas #
e C foram obtidas com aumento 1x, e evidencia gexpeessao de GFP é variavel
um mesmo titulo e tempo de infeccdo. A membrangrBsantou maior expressao
GFP, enquanto que a membrana C auséncia de expmssaFP. Ja a imagem
fluorescéncia d membrana [ obtida com aumento de 10x, evidencia a formacaom
halo que delimita a infec¢édo, impedindo a invas@weicus no tecido figura 30).
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FIGURA 30: Analise qualitativa da expressdo de GP evidencia multiplicacdo
viral restrita ao local da infeccac Quatro membranasA(B,C,D) foram infectada
com 16 PFU e coletadas ap6s 48 horas de infecAnalise por microscopia confoc
das MCAs A, B e C, aumeo 1x, revela que a expressdao de GFP é variav
membranaB apresentou maior expressdo de GFP, enquanto guegnzbranaC
auséncia de expressédo de GFP. D) o ponto de infeccdo marcado com cristal vio
(CV) pouco antes de coletar a MCA mostra, do esquerdo, a formacéo de um t
limitando ainfeccdo (indicado por seta) e ao lado do halo reEgpocks (lesde
inflamataorias). Através do laser de luz transmi{D.2), em aumento de 10x, uma s
aponta o halo de limitacdo da infeccdo, enquanta laser de fluorescénciiD.1)
mostra a expressdo de GFP apenas dentro dc
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5.7. Analise quantitativa da expressdo de GFP dorus MVA multiplicado na
MCA

O objetivo deste experimento foi comprovar qualitahente e quantitativamente
através de imagens obtidas por microscopia confacaliultiplicacdo viral na MCA.
Portanto, as MCAs foram infectadas com os mesntomdide infeccdo da analise
comparativa. A perspectiva foi comparar os dadogjuntificacdo de fluorescéncia

com os dados da titulacdo da analise comparativa.

5.7.1. MCA infectada com 1& PFU

Este experimento foi realizado para analisar gtaimamente a expresséo de GFP em
MCAs infectadas com £@PFU, apés (A) 2, (B) 6, (C) 12, (D) 24, (E) 48 72 horas
de infecgao.

Em cada tempo de infeccdo, uma MCA foi coletadateragbes no aspecto das
membranas foram indicadas por setas, sugerindoreagao inflamatdria locafigura

31). A figura 32 mostra imagens de 1,6 x 1,6 cm, adquiridas poraseopia confocal,
sendo a primeira imagem a esquerda obtida pelas@mie um laser de Argbnio com
comprimento de onda de 488nm e a segunda por @mdaduz transmitida. O controle
negativo (CN) é representado por uma membrana lmtdeiwcom PBS e coletada apds
72 horas. Foi verificado que nos tempos de 2 eréshodo houve expressdo de GFP
(figuras 32 A, B). As imagens obtidas a partir de 12 horas de ¢gd@fe¢oram analisadas
através do software ImageJ, para que a express&ir-Befosse quantificada e a area
total de infeccao definida através da soma desareapadas pela expressédo de GFP. A
tabela 5 apresenta estes resultados, mostrando que conord2 de infeccdo foi
registrado maior intensidade de fluorescéncia datde a todos os tempos. Nos tempos
posteriores de infeccdo a quantificacdo de flu@msa mostrou reducdo na expressao

de GFP na medida em que aumenta o tempo de infeccéo
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FIGURA 31: MCAs infectadas com 1° PFU. Estas MCAs coletadap6s(A) 2, (B)
6, (C) 12, (D) 24, (E) 48 e(F) 72 horas de infec¢do foram usadas para andli
guantificacdo de fluorescénc
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FIGURA 32: Analise qualitativa da expressdo de GFRm MCAs infectadas com
10° PFU. (CN) representa uma MCA inoculada com PBS e coletpda @ horas. As
imagens obtidas por microscopia confocal, aumeri@drrespondem a areas de 1,6 x
,6 cm das membranas @&) 2, (B) 6, (C) 12, (D) 24, (E) 48 e(F) 72 horas apos a
infeccdo apresentadas na figura 31. Na MEBAe B é demonstrado que nao ha
expressao de GFP.

TABELA 5: Quantificacdo da expressao de fluorescéie de GFP/ area total, em
infeccéio com 16 PFU.

Tempo de coleta Imagens A Intensidade
da MCA de fluorescéncia

Ci1 2,56 97.944

C.2 2,56 145.475

12 horas C.3 2,56 105.868
C 4 2,56 77.066
2,56 54.593

2, 56 146. 330
24 horas D 2 2,56 98.911
2,56 111.261
2 56 74. 293
48 horas E.2 2,56 64.499
E 3 2,56 66.606
2,56 67.309

Total 10,24 272.707

2,56 135.138
72 horas F.2 2,56 85.349

Total 5,12 220.487
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5.7.2. MCA infectada com 1®PFU

Do mesmo modo que o experimento anterior, esteriexpeto foi realizado para
analisar quantitativamente a expressdo de GFPmpené MCAs infectadas com 40
PFU. Em cada tempo de infeccdo, uma MCA foi coketadhlteracbes no aspecto das
membranas foram indicadas por setas, sugerindoreagdo inflamatdria locafigura

33). Em seguida, estas MCAs foram analisadas porosgopia confocal, sendo
verificado que nos tempos de 2 e 6 horas ndo hexpwessédo de GFRduras 34 A e

B). As imagens foram analisadas pelo software Imageé&xpressdao de GFP foi
quantificada e a area total de infeccao foi defimtravés da soma de areas ocupadas
pela expressdo de GFP.tébela 6 apresenta estes resultados, mostrando que com 24
horas de infeccéo foi registrado maior intensiddeldluorescéncia em relacéo a todos
os temposfigura 34D). A MCA com 48 horas apresentou um halo de infedpém
definido e limitado em uma area de 2,56 ¢fiyura 34E), enquanto que a MCA com
72 horas de infeccamostrou poucos pontos fluorescentes em uma aré&aldecnt,

apresentando uma reducéao significativa de fluéresa ({igura 34F).
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FIGURA 33: MCAs infectadas com 18 PFU. Estas MCAs coletadap6s(A) 2, (B)
6, (C) 12, (D) 24, (E) 48 e(F) 72 horas de infeccdo foram usadas para anali
guantificacéo de fluorescénc
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FIGURA 34: Analise qualitativa da expressdo de GFRm MCAs infectadas com
16 PFU. As imagens obtidas por microscopia confocal, auméx, correspondem &
areas de 1,6 x ,6 cm das membranagAJe2, (B) 6, (C) 12,(D) 24, (E) 48 e(F) 72
horas apds a infeccdo apresentadas na figuraml33 E B € demonstrado que ndo ha
expressao de GFP.
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TABELA 6: Quantificacdo da expressao de fluorescéimae GFP/ area, em infeccao
com 16 PFU.

Tempo de coleta Imagens A Intensidade
da MCA de fluorescéncia

C.1l 2,56 253.579
C.2 2,56 248.807
12 horas C.3 2,56 153.276
CA4 2,56 164.385
C.5 2,56 175.614
D.1 2,56 493.340
24 horas D.2 2,56 688.627
D.3 2,56 435.440
D.4 2,56 581.307
D.5 2,56 742.258

Total 12,8 2.940.972
48 horas 2,56 230.941
Total 2,56 230.941
72 horas F 2,56 162.957
Total 2,56 162.957

5.8. Infeccdo na MCA para deteccado de pocks porés amostras dé/accinia virus

As membranas foram infectadas conf FFU por trés amostras déccinia virus:
Western ReservéWR), Lister (LST) e MVA foram coletadas apos 7@rds de
incubacdo. Os pocks produzidos pela amostra WR gsdndes, brancos e com
diametros que variaram entre 3,24 — 4,4 mm (AR d@nostra LST apresentou lesdes
brancas e intermediarias entre as amostras WR e, Mo didmetros de 1,19 — 1,28
mm (B). E a amostra MVA, pocks brancos e pequengss diametros variaram entre
0,84 - 0,88 mm (C). A analise estatistica, feitaldmnetro dos pocks, mostrou pelo pos
teste Dunn’'s que entre as amostras LST e WR, MVIAS€ ndao houve diferenca
estatistica, mas sim entre WR e MVA (P< 0.05). @fgpo dos pocks produzidos pelo
protétipo VACV-WR, portanto, é diferente estatiatitente da amostra MVA.

Enquanto que, entre as amostras vacinais LST e kAtAhouve diferencdigura 35).
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Pocks
Diamétro{mm)

. ‘ WR LST MVA
! % .y ) Amostras de VACY

FIGURA 35: Analise fenotipica de pocks produzidos por trés anstras de VACV.
As lesdes induzidapelos virus (A) WR, (B) LST e (C) MVA estéo indicadas pc
setas.Ovos embrionados com 9 dias de desenvolvimentan infectados com 7*
PFU e as membranas foram coletadas apés 72 honasutb@céc Observi-se diferenca
no fenétipo dos pocks formados pela infeccdo comMACV-WR (pocks grandes
brancos) em relagdo as infecgbes causadas pelastrasnbister e MVA as quais
induzem a formacéo de pequenos pocks bri, sugerindareducéo na viruléncia s
amostras(D) representa o controle negativo (CN). No CN foiafe inoculagé com
PBS e a MCA foicoletada no mesr tempo de infeccdo das demais amo, sendo
obsernado uma pequena leséino local da inoculagcéo (setalE) representa uma
membrana néo infectad@) Os diametros dos pocks foram medidos e analisaglo:
teste KruskaWallis, Anova de uma viae o0 poés-testeDunn’s para comparagci
multipla. Os resultadosdo xpressos em medianaktro Padrdo da Méc (EPM). *
indica P< 0.05quanto a comparagéo entre as amc WR e MVA, caracterizando ¢
amostras diferentes estatisticamente. Entretadtbhouve diferenca estatistica entr
amostras MVA e LST, LST WR.
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5.9. Anélises histopatolégicas da MCA em infeccdom 1¢ e 1 PFU

A tabela 7 resume as alteracdes histopatolégicas na MCA mpéscdes com 10e
16® PFU, nos tempos de infeccdes de 12, 24, 48 e i3 hubservadas figura 35.

TABELA 7: Alteracdes histopatoldgicas identificadasha MCA

Hiperplasia moderada do ectoderi Hiperplasia acentuada do

e hiperemia leve do mesoderma. ectoderma e hiperemia moderada
do mesoderma.

Hiperemia e edema moderados ddiperemia e edema extensos do

mesoderma. mesoderma.

Area focal de necrose n O mesoderma apresentou

mesoderma associada a edem hiperemia e edema intensos.

infiltracdo leve de heterdfilos

células mononucleares.

Hiperemia e edema intensos, comdiperemia intensa, vasos

infiltracdo moderada de célulasanguineos reativos e infiltracdo

mononucleares. moderada de células

mononucleares no mesoderma.
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12 hrs

24 hrs

48 hrs

72 hrs

FIGURA 36: Fotomicrografias de sec¢Bes da membrana corioalantd, H&E.
Membrana corioalantdica apresentou hiperplasia raddedo ectoderma e hiperemia
leve do mesoderma, 12 horg8). Nota-se hiperemia e edema moderados do
mesoderma, 24 horgB). Mesoderma com éarea focal de necrose associadanaaee
inflamacdo mista, 48 hord€). Observa-se hiperemia e inflamacéo cronica, 72ashor
(D). Membrana corioalantdica com hiperplasia acentudaactoderma e hiperemia
moderada do mesoderma, 12 hofB} Observa-se hiperemia e edema extensos do
mesoderma, 24 hordk). Mesoderma com hiperemia e edema intensos, 48 (B)a
Hiperemia intensa, vasos sanguineos reativos @maftdo crénica moderada no
mesoderma, 72 horgd). A-H, 200x.(I) MCA nao infectada.
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O presente estudo introduz um novo método biolédemultiplicacdo do virus MVA.
Considerando que h4d uma extensa verificacdo expetainque explora a possibilidade
de inser¢cdo do MVA na plataforma vacinal, a multgtdo do virus foi testada na
membrana corioalantdide de ovo embrionado delgalinm sistema de cultivin vivo

suscetivel a multiplicacéo darthopoxvirus.

Além disso, estabelece uma analise comparativaedeimento cinético com o cultivo
primario de CEFs ap6s infeccdo com MOI de 0,1 eol6grrespondente a %@ 1¢
PFUs. Podemos inferir que na MOI= 0,1 a multipbcid de infeccdo € dada por 1 virus
para cada 10 células e que na MOI=10 sdo 10 passuma célula. Logo, em infeccao
de baixa MOI ocorre que ha uma quantidade menairde para competir por fatores
transcricionais e traducionais, além de haver digpladade de células vizinhas a uma
nova infeccdo. Em contraste, na alta MOl a mutiggléo viral esgotaria 0s insumos
celulares e a disponibilidade para a progénie \8mlmultiplicar. Portanto, o fator
competicdo explica o fendmeno. Os resultados d¢éio, em ambos os sistemas de
cultivo, corroboram a explicagédo do fendmeno: naeb®OIl houve um aumento de
titulo significativo enquanto que na alta MOI é etvado baixa produtividade viral. E
embora as diferencas na produtividade viral easresistemas de cultivo ndo foram
significativas, seria de se esperar um desempeamoudtiplicacdo viral comprometido

em um sistema in vivo (MCA) cujo mecanismo de sieflsse mais complexo.

Além dos dados de titulacdo e dentro dos mesmoigmdie infeccdo da analise
comparativa, a multiplicacdo viral na MCA é com@da qualitativamente e
guantitativamente através das imagens de micrascopnfocal. Embora houvesse
perda de informac&o nas imagens com a objetivaXdedr outro lado, foi possivel ter
mais precisdo em medir a area total de infeccaecido e facilidade para determinar a
intensidade de fluorescéncia da proteina da GFB. I verificada a expressédo de
GFP nos tempos de 2 e 6 horas. A auséncia de efiprégustificada pelo fato de que
replicacdo do DNA viral ocorre nas primeiras hosp®s a infeccdo (McFADDEN,
2005). A expressado de GFP foi evidenciada com t&shapds a infeccdo e as analises
de intensidade de fluorescéncia mostraram, tamtinfeccdo com 10quanto em 10
PFU, maior intensidade de fluorescéncia com 24sherdecréscimo na intensidade de
fluorescéncia em 48 e 72 horas. Este resultado pedgustificado, de acordo com
PALUMBO et al.,, 1989 e PALUMBO et al., 1994, pelgnificativa influéncia do

sistema imune do hospedeiro. A resposta inflaneatéé desencadeada logo apos a
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infeccdo e o segundo mecanismo de defesa é a @mdecinterferon, o qual induz um
estado antiviral e, consequentemente, ambos tmmdétamultiplicagéo viral. Conforme
OVERMAN & TAMM (1957) a partir das 24 horas sado ebsdas lesbes
histopatolégicas e com 72 horas uma considerawggraigacao celular. E de acordo
com JACOBSEN (2011) os embribes se tornam maistezges com o aumento da
idade, havendo aumento de citocinas regulatériaprecesso inflamatério sugere que a

imunopatologia contribui com a patogénese.

A partir destes dados, outras questdes surgiramexyamplo: infecgdes na MCA sao
mais produtivas em que titulo de infeccdo? E acdatede pocks? Quais titulos virais
determinam a producdo de lesdes individualizadas?e8ultados mostraram que 0s
pocks foram produzidos em infecgdes entreal0d PFUs. Acima deste titulo, o que se
observa nas membranas sdo areas esbranquicadasegr® bem evidentes de uma
reacao inflamatoria no local da infeccéo. A titdlagestas MCAs mostraram que, em
infeccdes com até 1®PFUs, ha um crescimento cinético de até 4 unidadesitmicas.

E o que se observa acima deste log de infeccdoaéreducdo na obtencéo de titulo
viral.

Os pocks produzidos pela amostra MVA foram compesambm a producdo de pocks
por duas outras amostras Waccinia virus. Western reserve (prototipo da familia
Poxviridae) e Lister (amostra mais usada em todo o mundo pa@ucao de vacina
durante o programa mundial de erradicacdo da @ridls trés amostras de VACV
provocam a formacdo de pocks com as mesmas céstictes. brancos, nos quais sao
encontrados grande quantidade de heterofilos ezidmili niveis de antigenos virais
(PALUMBO et al.,, 1989, FREDRICKSON et al., 1992, IRAMBO et al., 1994,
NATHANIEL et al.,, 2004). O prototipo VACV-WR indua formagcdo de pocks
grandes, fenotipo estatisticamente diferente dasamdMVA. Contudo, deve ser
considerado que o MVA, durante o processo de atgéimy sofreu delecdes em genes
imunomodulatérios e que portanto, apresenta mevasisde evasdo reduzidos
(MEISINGER etal., 2007;SUTER et al., 2009; JACOBS et al., 2008ASAN et al.,
2010).
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O virus MVA se multiplica de maneira eficiente emmb@s os sistemas de

cultivo.

A multiplicacdo do virus MVA na membrana corioaade mostra-se
promissora, pela obtencéo de altos titulos vinaisien sistema economicamente

viavel.

A produtividade viral em ambos os sistemas € iraeente proporcional ao

titulo de infeccgéao.

Embora as lesfes inflamatorias (pocks) sejamd@ativo da multiplicacéo
viral na MCA, a auséncia dos mesmos nao se coioela com reduzidos

titulos virais.






< Microscopia eletrénica para melhor compreensaedegéo inflamatoria

% Producéo de vacinas com o virus MVA multiplicado@ras embrionados.
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