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A familia Poxviridae compreende grandes e complexos virus de animais, capazes de
infectar hospedeiros vertebrados e invertebrados. Orhopoxvirus (OPXV) é um dos géneros
da familia, e entre os seus representantes estdo o Cowpox virus, o Monkeypox virus, o
Variola virus e o Vaccinia virus (VACV). O VACV é o agente causador da vaccinia bovina
no Brasil, e esta associado a formacgao de lesdes ulcerativas em bovinos e ordenhadores,
acarretando perdas econémicas e impactos sociais. Desde 1999, varios casos de vaccinia
bovina vém sendo notificados, e um grande niumero de amostras de VACV foram isoladas
durante esses surtos. Todavia, apesar de todos os impactos causados pela vaccinia
bovina no Brasil, os hospedeiros naturais do VACV sao pouco conhecidos, e a escassez
de dados dificulta a proposi¢do de modelos sélidos relativos a biologia do VACV, como a
manutencao e circulagdo desses virus na natureza. Além disso, atualmente ndo existem
imunégenos seguros disponiveis no mercado contra esta doenga. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi a determinagdo de alguns dos hospedeiros naturais do VACV, assim
como o estudo de imundégenos seguros contra esta doenga, buscando, portanto, por
métodos de prevengdo e controle da vaccinia bovina no Brasil. Os estudos sobre os
hospedeiros naturais do VACV foram feitos por meio da analise de roedores
peridomiciliares, capturados na proximidades de areas com registros de surtos de VACV.
Além disso, diferentes bibliotecas de soros de vertebrados foram analisadas. Para o
estudo de imunogenos anti-VACV foram desenvolvidas trés diferentes vacinas: uma
amostra de VACV, BAV, sob a forma inativada e vacinas de DNA expressando as
proteinas virais B5R ou H3L. Evidéncias sorologicas e moleculares indicaram a presencga
de VACV em roedores peridomiciliares capturados em propriedades rurais em Minas
Gerais, assim como em duas espécies de primatas amazoénicos. No estudo dos
imunoégenos, testes de resposta humoral e de desafio foram realizados, e demonstraram
que o imundgeno contendo BAV associado com a vacina de DNA expressando B5R, sob o
regime de prime-boost homdlogo, apresentou os resultados mais promissores. Desta
forma, os resultados obtidos no presente estudo sugerem a existéncia de um ciclo silvestre
do VACV, e que roedores peridomiciliares podem representar os carreadores deste virus
entre as areas rurais e as florestas brasileiras. Por outro lado, os estudos relacionados a
imunégenos anti-VACV sugerem que vacinas seguras contra a vaccinia bovina podem ser
opg¢oes viaveis, em alternativa a utilizagdo de vacinas contendo amostras virais atenuadas.
Os resultados deste estudo podem ser utilizados para futuras agdes de controle e

prevencao da vaccinia bovina no Brasil.
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ABSTRACT

The Poxviridae family comprises large and complex viruses that infect vertebrates and
invertebrates. Orthopoxvirus (OPXV) is a Poxviridae family’s genus, and comprises species
with clinical and veterinary relevance, like Variola virus, Cowpox virus, Monkeypox Virus
and Vaccinia virus (VACV). VACV has been associated with bovine vaccine outbreaks in
Brazil, causing ulcerative lesions in cattle and humans, causing economical losses and
social impact. Since 1999, several bovine vaccine outbreaks were notified in Brazil, and
many strains of VACV were isolated during such outbreaks. There are few available data
about VACV hosts and reservoirs in Brazil. In addition, little is known about how these
viruses are maintained in nature and the role of wild life in the emergence of those
outbreaks. Despite the impacts associated to VACV outbreaks, there are no available safe
vaccines against such zoonosis. Thus, the present work aimed the search of VACV natural
hosts and reservoirs, and the study of safe vaccines against bovine vaccinia. Studies for
discovery VACV hosts were performed using wild animals sera collections from Brazilian
forests and to capturing rodents in properties affected by bovine vaccinia outbreaks. In
parallel, three vaccines against VACV were tested: an inactive Brazilian VACV strain,
named BAV; and two DNA vaccines, codifying BSR and H3L viral glycoproteins. Serological
and molecular evidences indicated VACV infection in peridomestic rodents, captured in
Minas Gerais State rural areas, as such as in two Amazon monkey species. The vaccine
studies showed that BAV in association with B5R-DNA vaccine, using prime-boost
immunization, presented the best results. Therefore, the results here obtained suggest the
existence of a feral VACV cycle of life, and that peridomestic rodents could carrier VACV
between forests and rural areas. Our results also showed that safe vaccines against VACV
could be good alternatives to prevent bovine vaccinia outbreaks. The results of the present

study could be used for prevention and control programs against VACV in the future.
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l. INTRODUCAO

1.1. Familia Poxviridae

1.1.1. Classificagao

A familia Poxviridae compreende virus de morfologia complexa, com genoma de
DNA, que se multiplicam no citoplasma da célula hospedeira. De acordo com o tipo
de hospedeiro a familia se divide em duas subfamilias, Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae, que infectam vertebrados e invertebrados, respectivamente
(INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES [ICTV], 2008). Os
membros da subfamilia Entomopoxvirinae apresentam como espectro de
hospedeiros diversas ordens da classe Insecta, incluindo Diptera, Coleoptera,
Orthoptera e Lepdoptera (DAMON, 2007; BECKER et al., 2008). A subfamilia
Chordopoxvirinae é dividida em oito géneros (TABELA 1), dos quais quatro
(Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Molluscipoxvirus e Yatapoxvirus) incluem agentes
etiolégicos de infecgdes humanas (SARAL et al., 2006; de SOUZA TRINDADE et
al., 2007; LENDERMAN et al., 2007; NAZARIAN et al., 2007).

TABELA 1: Classificagao dos virus da subfamilia Chordopoxvinae. Fonte: ICTV, 2008

Familia Poxviridae; subfamilia Chordopoxvirinae

Género Protoétipo
Orthopoxvirus Vaccinia virus
Parapoxvirus Orf virus
Capripoxvirus Sheeppox virus
Suipoxvirus Swinepox virus
Leporipoxvirus Myxoma virus
Avipoxvirus Fowilpox virus
Yatapoxvirus Tanapox virus
Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus

Muitas doengas veterinarias s&o causadas por poxvirus de vertebrados,

acarretando importantes perdas econdémicas. Os virus do género Avipoxvirus, por
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exemplo, afetam um amplo espectro de aves, incluindo frangos, perus e canarios,
causando lesdes vesiculares, sobretudo na regido das patas (RAPIN et al., 2007,
TADESE et al., 2007). Os virus do género Leporipoxvirus infectam populagdes de
coelhos domésticos, causando infeccdo sistémica, com alta mortalidade
(STANFORD et al., 2007). Os virus do género Parapoxvirus atingem criacdes de
caprinos, ovinos e bovinos (MONDAL et al, 2006; HOSAMANI et al., 2007,
ABRAHAO et al., 2009) e os virus do género Orthopoxvirus (OPV) causam perdas
na pecuaria leiteira (TRINDADE et al., 2007) e em areas de criagdo de camelos e
bufalos (SINGH, et al., 2006; AL-ZI'ABI O et al., 2007; SINGH, et al., 2007).

O espectro de hospedeiros dos cordopoxvirus € notavelmente amplo, e muitas
espécies virais isoladas ainda nao foram classificadas dentro de um género, sendo
que sua insercdo dentro da subfamilia foi possivel devido a caracteristicas
morfolégicas e biologicas. Dentre os cordopoxvirus n&o-classificados estdo
incluidos poxvirus isolados de mamiferos, como focas californianas (California
harbor seal poxvirus), esquilos (Squirrelpox virus), golfinhos nariz-de-garrafa
(Dolphin poxvirus) e cangurus cinza e vermelho (Grey kangaroo poxvirus, Red
kangaroo poxvirus); e de répteis como o crocodilo do Nilo (Nile crocodile poxvirus)
e jacarés americanos (Spectacled caiman poxvirus) (ICTV, 2008).

1.1.2. Morfologia

As particulas dos poxvirus apresentam morfologia complexa, em forma ovdide, de
tijolo ou pleomorfica, com dimensdes variando entre 140-260nm de diédmetro por
220-450nm de comprimento (CYRKLAFF et al., 2005; ICTV, 2008). A particula
contém mais de 100 proteinas distribuidas em quatro estruturas distintas: cerne,
corpusculos laterais, membrana e envelope. O cerne apresenta configuragcéo
bicbncava (FIGURA 1A), unilateralmente cdncava ou cilindrica, e envolve o
material genético, enzimas e fatores de transcricdo de genes precoces. Uma
membrana lipidica, contendo proteinas de superficie tubulares ou globulares
arranjadas de forma helicoidal (parapoxvirus) ou irregular (FIGURA 1B), envolve o
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cerne e dois corpusculos laterais, cuja funcdo e composi¢do quimica ainda séo
pouco definidas (MOSS, 2001; ICTV, 2008). O esquema das estruturas que
compdem a particula viral esta representado na FIGURA 1-C.

Corpusculo
Latera| Envelope

|E| \ Membrana
Tubulo de —= Externa

Membrana do
OO0nm _ AN Cerne

FIGURA 1: Morfologia e estrutura dos poxvirus. (A) Eletromicrografia de secgéo
longitudinal de Fowlpox virus, evidenciando o cerne em forma de halter e os corpusculos
laterais. (B) Eletromicrografia em contraste negativo de Variola virus, apresentando os
tubulos de superficie. (C) Representacdao esquematica de um poxvirus. Fontes: ICTV,
2008; www.ucm.es; FENNER, 1989 — modificado.

1.1.3. Estrutura do genoma

O genoma dos poxvirus € constituido por uma molécula de DNA dupla-fita linear,
covalentemente ligada nas extremidades, variando de 130kb (género Parapoxvirus)
a 375kb (género Avipoxvirus), e codifica aproximadamente 200 genes. O conteudo
guanina+citosina varia de 35-64% entre os cordopoxvirus, e representa cerca de
20% do genoma dos entomopoxvirus (BECKER et al., 2008; ICTV, 2008). O
tamanho relativamente grande do genoma permite a codificagdo de proteinas nao-
essenciais para seu ciclo de multiplicagdo, mas que modulam sua patogenicidade.
A auséncia de infecgbes latentes e a n&o-integracdo no genoma do hospedeiro
justificam a importancia de genes que protejam os poxvirus do sistema imune
durante uma infecgao (MOSS, 2001; HUGHES e FRIEDMAN, 2005; ICTV, 2008).

A regido central do genoma dos poxvirus, sobretudo dos virus do género OPV, é

altamente conservada, e codifica principalmente proteinas estruturais e enzimas
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envolvidas no metabolismo do acido nucléico. Nas extremidades do genoma se
encontram as regides terminais invertidas (ITRs), sequéncias idénticas dispostas
em orientagdes contrarias. As ITRs séo regides genémicas variaveis, que codificam
genes responsaveis pela interacdo virus-hospedeiro, conferindo a cada poxvirus

5  caracteristicas unicas de patogénese e imunomodulagdo (GUBSER et al., 2004).

As duas fitas de DNA s&o conectadas em suas porc¢des terminais por seqiéncias
nucleotidicas de fitas simples ricas em adenina e timina (algcas), contendo
aproximadamente 100 bases. Essas regides s&o altamente conservadas e contém

10  seqUéncias necessarias para a formagdo de concatameros durante a replicagao do
DNA (FIGURA 2) (revisado por MOSS, 2001; ICTV, 2008).
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FIGURA 2: Representacdao esquematica das caracteristicas estruturais e funcionais

25 do genoma do Vaccinia virus. A regiao central do genoma apresenta genes altamente
conservados, que codificam proteinas envolvidas em fungbes essenciais. As regides
terminais invertidas (ITRs) codificam proteinas ndo-essenciais, e se apresentam
duplicadas no genoma. Nas extremidades sao observadas as algas terminais. Fonte:
Adaptado de SMITH e McFADDEN, 2002.

30
Diversos poxvirus, de ambas as subfamilias, tiveram seus genomas sequenciados

de forma completa nos ultimos anos, o que permitiu um avanco nos estudos de
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localizagao e fungdo génica (MASSUNG et al., 1994; SHCHELKUNOV et al., 1995;
SENKEVICH et al., 1997; ANTOINE et al., 1998; CAMERON et al., 1999;
SHCHELKUNOV et al., 2000; AFONSO et al., 2000; BAWDEN et al., 2000). O
genoma do Vaccinia virus (VACV), o protétipo da familia, n&o possui introns e cada
gene contém seu proprio promotor. Ndo existe uma distribuicdo 6bvia dos genes no
genoma no que diz respeito a funcéo, contudo estes estdo arranjados de modo a
minimizar uma possivel interferéncia durante a transcricéo (revisado por CONDIT e
NILES, 2002).

1.1.4. Ciclo de multiplicagdo dos poxvirus

Diferentemente da maioria dos virus de DNA, a multiplicagdo dos poxvirus ocorre
inteiramente no citoplasma da célula hospedeira (FIGURA 3), caracteristica
compartilhada apenas com a familia Asfarviridae (ICTV, 2008). A particula viral
possui quase todos os elementos necessarios para a sua multiplicagéo, incluindo
RNA polimerase dependente de DNA, enzima de metilagcdo, poli A polimerase e
fatores de transcricao de genes precoces (FENNER, 2000; MOSS, 2001; revisado
por SODEIK e KRIUNSE-LOCKER, 2002; MOSS, 2006).

O ciclo tem inicio com a adsorg¢ao viral na membrana da célula hospedeira, todavia,
pouco se conhece acerca dos ligantes virais e receptores celulares envolvidos no
processo. Ao todo, oito diferentes glicoproteinas virais parecem estar envolvidas na
formacdo do complexo de fusdo-penetracdo (SENKEVICH et al, 2005). Foi
demonstrado que as proteinas de membrana A21, H2, F9 e G9 sdo essenciais
para a penetracdo das particulas virais, uma vez que mutantes negativos para
estas proteinas ndo foram capazes de se multiplicar (TOWNSLEY et al. 2005;
SENKEVICH et al., 2005; BROWN et al., 2006; OJEDA et al., 2006). A proteina de
superficie A27, presente no virus maduro intracelular (IMV) também parece estar
envolvida na adsorgdo viral. Além disso, uma série de outras proteinas de
superficie como D8 e H3 também vém sendo relacionadas como possiveis ligantes
de IMV, porém nenhuma destas trés proteinas em questdo se mostrou

individualmente essencial (MOSS, 2005). Elementos de expressao ubiqua e de
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carater anidnico, como os glicosaminoglicanos e outros componentes da matriz
extracelular, como condroitina sulfato e heparano sulfato, vém sendo apontados
como possiveis receptores celulares envolvidos na adsor¢ao dos poxvirus (MOSS,
2001; revisado por McFADDEN, 2005).

Apds a adsorgéo, ocorre a fusdo da particula viral com a membrana plasmatica,
liberando o nucleocapsideo no citoplasma celular. A proteina A28 é altamente
conservada entre os poxvirus, e parece estar envolvida no processo de fuséo.
Experimentos envolvendo a delecdo de A28 em VACV demonstraram que esta
proteina esta presente em todas as particulas infecciosas dos poxvirus
(SENKEVICH et al., 2003). TOWNSLEY e colaboradores (2006) demonstraram que
o VACV também pode penetrar na célula hospedeira pelo mecanismo de
endocitose mediada por receptor, em uma via endossdmica que requer

acidificagao.

Apdés a penetracao na célula, a maquinaria transcricional do virus € ativada pelos
fatores de transcricao de genes precoces presentes no nucleocapsideo (GUBSER
et al., 2007). Proteinas moduladoras de resposta imune e fatores de crescimento
celular sdo entdo traduzidos (McFADDEN, 2005; McLENNAN, 2007) e, em
seguida, ocorre um desnudamento secundario, e o DNA comeca a ser replicado,
formando concatameros. Os genes intermediarios e tardios s&o transcritos e
traduzidos, originando proteinas estruturais, além de elementos que seréo
associados as particulas virais em formacdo (MOSS, 2001). A morfogénese
acontece em sitios celulares onde ocorre acumulo de um material nucleoprotéico
denso, embebido em uma matriz granular, conhecidos como corpusculos de

inclusao do tipo basofilo ou “fabricas virais” (revisado por YODER et al., 2004).

Ao contrario do que ocorre com outros virus envelopados, as membranas dos
poxvirus n&o sao exclusivamente adquiridas de forma adjacente as membranas
celulares, sendo a sintese de novo de membranas uma hipétese ainda debatida
(ICTV, 2008). A estruturacédo inicial das particulas dos poxvirus ocorre de forma
sequencial, a partir de estruturas lipoprotéicas denominadas crescentes, que dao
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origem a particulas uniformes e esféricas, que em um estagio subseqiente de

maturacao, formam o virus imaturo (IV) (MOSS, 2006).
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FIGURA 3: Diagrama do ciclo de multiplicagdao dos poxvirus. Fonte: McFADDEN,
2005 — modificado.

Apds clivagens proteoliticas de elementos de capsideo e condensagao do cerne
viral, os IV dao origem aos virus maduros intracelulares (IMV), que representam a
maioria das particulas virais infecciosas (MOSS, 2006). Algumas particulas IMV
podem ser transportadas através de microtubulos até o complexo de Golgi, onde

adquirem uma dupla membrana, dando origem aos virus envelopados



10

15

20

25

30

35

19

intracelulares (IEV), que sdo particulas virais n&o infecciosas (DUBOCHET, 1993;
MOSS, 2006). Os IEV seguem para a periferia da célula direcionados por
microtubulos, e entdo se fundem com a membrana plasmatica, formando os virus
envelopados extracelulares (EEV). Entretanto, algumas particulas podem
eventualmente permanecer associadas com a membrana plasmatica da célula,
formando os virus envelopados célula-associados (CEV), importantes na disperséo
viral célula-célula (MOSS, 2001; MOSS, 2006; DOCEUL et al., 2010). As particulas
EEV, apesar de representarem apenas um pequeno percentual das particulas
virais totais, sdo essenciais para a disseminagdo do virus dentro do hospedeiro
durante uma infeccado (DOCEUL et al., 2010).

O numero e a composigao das membranas presentes nas formas virais envolvidas
no ciclo de multiplicacado dos poxvirus € alvo de intensa pesquisa. Nos ultimos
anos, técnicas de microscopia eletrénica, associadas ao avang¢o de procedimentos
bioquimicos de identificagao protéica, demonstraram que a composi¢céo das
proteinas de membrana dos IMV é diferente da encontrada nos IEV e CEV (MOSS,
2006). Além disso, foi demonstrado de forma consistente que os IMV apresentam
apenas uma membrana, enquanto as particulas extracelulares (CEV e EEV)
possuem pelo menos duas (FIGURA 4). Estes aspectos influenciam diretamente no
modo pelo qual tais particulas adsorvem e penetram nas células hospedeiras
(SENKEVICH et al., 2003; MOSS, 2006).
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FIGURA 4: Eletromicrografia de transmissao de (A) IMV, (B) IEV e (C) EEV. As setas

indicam as membranas presentes nas particulas. Fonte: MOSS, 2006 — modificado

Em 2006, MOSS prop6s uma nova nomenclatura para as particulas virais dos
poxvirus. Os virus maduros intracelulares (IMV) foram classificados como virus
maduros (MV), e ha um consenso que tais particulas possuem uma unica
membrana, formada por bicamada lipidica. Os virus intracelulares envelopados
(IEV), por adquirirem um envelope composto por duas membranas que circundam
o MV, foram chamados de virus envelopados (WV). Por fim, as particulas EEV e
CEV, por ocorrerem fora da célula, foram denominadas virus extracelulares (EV), e
possuem uma membrana a menos que os WV (MOSS, 2006).

1.2.1. Género Orthopoxvirus (OPV)

O género OPV apresenta nove espécies antigenicamente relacionadas (BREMAN
e HENDERSON, 2002; ICTV, 2008), com uma ampla distribuicdo geografica e um
variado espectro de hospedeiros (LOPAREV et al., 2001; McFADDEN, 2005).
Quatro espécies de OPV infectam humanos: Variola virus (VARV) , Monkeypox
virus (MPXV), Cowpox virus (CPXV) e VACV (McFADDEN, 2005; ICTV, 2008).
Outras espécies, incluindo o VACV, CPXV e o MPXV sé&o patdégenos de animais:
Ectromelia virus (ECMV), Camelpox virus, Racconpox virus, Volepox virus e
Taterapox virus. Outras duas n&o estdo ainda bem caracterizadas: Skunkpox virus
e Uasin Gishu disease virus, os quais s&o agentes etiologicos de doencas em
gambas e cavalos, respectivamente (ICTV, 2008).

1.2.2. Ocorréncia mundial dos OPV
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1.2.2.1. Variola virus e Monkeypox virus

O VARV foi um dos mais importantes patégenos da humanidade, responsavel por
aproximadamente 50 milhdes de obitos somente no século XIX. A origem do VARV
€ desconhecida, mas acredita-se que a espécie tenha surgido com os primeiros
agrupamentos humanos organizados, quando a pratica da agricultura permitiu a
ocorréncia da primeira expansao demografica, ha cerca de 6000 anos (GEDDES,
2006). Os casos mais antigos documentados remetem aos anos de 1580-1100a.C.,
relacionados a trés mumias egipcias encontradas apresentando cicatrizes faciais
tipicas de variola, incluindo a mumia do farab Ramsés V, que possivelmente
faleceu acometido pela doencga (revisado por MAHALINGAM et al., 2004; revisado
por TOLEDO, 2006). Os primeiros registros de variola da Era Crista coincidem com
a concentracdo de pessoas e os surgimentos de grandes cidades no século 1V,
sobretudo ao longo dos vales dos rios Nilo (Egito), Tigre e Eufrates (Mesopotamia,
atual Iraque), Ganges (india), Amarelo e Vermelho (Republica Popular da China).
Antes desse periodo, a doenga possivelmente ocorria de forma esporadica, devido
ao pequeno numero de habitantes das cidades (revisado por TOLEDO, 2006).
Segundo historiadores, as rotas de mercadores e o trafego de especiarias, e a
expansao isldmica nos séculos VIII e IX permitiram a disseminagdo e o
estabelecimento da doenga no continente Europeu. A disseminagéo da variola no
Novo Mundo ocorreu a partir das Grandes Navegacdes, iniciadas no século XV,
sendo a doenga um dos fatores responsaveis pela queda substancial das

populacdes indigenas americanas (revisado por TOLEDO, 2006).

Os principais sintomas e sinais clinicos associados a variola s&o a formacao de
pustulas dolorosas e confluentes por toda superficie corporal, com maior nimero
de lesbes nos membros e na face (FIGURA 5), além de estado febril agudo e
prostracdo. Em 5 a 10% dos pacientes, a doenga progride rapidamente de forma
maligna, provocando a morte em aproximadamente 6 dias (HENDERSON et al,,
1999).
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FIGURA 5: Lesoes pustulares tipicas de variola na face (A) e membros inferiores (B).
Fontes: McFADDEN, 2005; GEDDES, 2006 - modificado

Em 1977, na Somalia, foi registrado o ultimo caso de variola, trés anos antes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarar a doenca erradicada, gragas ao
Programa Intensificado para a Erradicacdo da Variola (FENNER, 1989).
Atualmente, apenas dois institutos estdo legalmente autorizados a manterem
amostras de VARV: o Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC), nos
Estados Unidos, e o Centro de Pesquisa do Estado para Virologia e Biotecnologia,
na Russia. Existe, no entanto, uma preocupagéo acerca da existéncia de estoques
clandestinos de VARV, que poderiam ser utilizados em atentados terroristas,
especialmente apds os ataques de setembro de 2001, envolvendo Bacillus
anthracis (McFADDEN, 2005). A liberagdo acidental ou deliberada do VARV
poderia causar uma grande epidemia, sobretudo porque a vacinagdo contra a
variola foi suspensa ha mais de duas décadas, o que ocasionou uma geracao de
pessoas nao imunizadas contra os OPV (BREMAN e HENDERSON, 2002).

O MPXV é um agente zoonoético emergente, podendo ocasionar manifestagdes
clinicas sistémicas graves, muito similares as da variola humana (SHCHELKUNOV
et al., 2002; LEARNED et al., 2007). Alguns roedores endémicos da Africa Central
e Ocidental s&o os reservatorios naturais deste virus, embora infeccoes em
populagbes humanas e de outros primatas vém sendo descritas no continente
africano (ARITA et al., 1976; MARENNIKOVA, 1977; revisado por McFADDEN,
2005, revisado por CHASTEL, 2009). Estudos epidemilégicos recentes vém
demonstrando um aumento de aproximadamento 400% no numero de casos de

MPXV na Africa nos ultmos 20 anos, provavelmente relacionado com o
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crescimento da populagéo n&o imunizada contra os OPV (RIMOIN et al., 2010). Em
junho de 2003, uma inadvertida importacao de roedores africanos causou um surto
de MPXV no centro-norte dos Estados Unidos (GIULIO e ECKBURG, 2004).
Naquela ocasido, 81 casos humanos com sinais clinicos foram reportados,
acometendo principalmente veterinarios e vendedores de animais. Fortuitamente,
estes casos foram clinicamente mais brandos que os normalmente observados no
continente africano, provavelmente devido ao truncamento de um gene viral
relacionado com o escape do complemento (GUARNER, 2004; FINLAY e
McFADDEN, 2006). Assim como descrito para o VARV, existe uma grande
preocupacgao quanto a utilizagcdo do MPXV em atentados bioterroristas (NALCA et
al., 2005).

1.2.2.2. Cowpox virus

O CPXV é endémico na Europa e oeste da Asia e, apesar do nome, a infecgdo em
bovinos é rara, com prevaléncia de anticorpos para virus do género OPV no gado
europeu menor que 1%. Evidéncias apontam que os provaveis reservatorios do
CPXV sejam roedores silvestres, dos géneros Clethrionomys, Microtus e
Apodemus (BENNETT, 1996).

Nos ultimos anos, é crescente o numero de casos relatados de infecgdo humana
por CPXV, associada principalmente aos gatos (CORAS, 2005; KURTH et al,
2009). Os felinos exercem um importante papel de hospedeiro intermediario,
transmitindo CPXV de roedores para os seres humanos, animais domésticos, tais
como caes e cavalos, e para animais habitantes de zoologicos, como elefantes,
rinocerontes, antas, edentatas e alguns carnivoros (MARENNIKOVA, 1977;
BAXBY, 1979; MEYER, 1998; PELKONEN, 2003; KURTH et al., 2009). O primeiro
caso de transmisséo direta de CPXV de um roedor para um hospedeiro humano foi
descrito em 2002, na Holanda, quando uma adolescente entrou em contato com
um rato peridomiciliar (Rattus novergicus) e apresentou lesbes com nddulos
ulcerados na face, como ilustrado na FIGURA 6 (WOLFS, 2002). Vinte anos antes,
MAIBORODA (1982) ja havia sugerido que essa espécie de roedor poderia
participar da circulagdo de uma variante biolégica do CPXV na natureza. Novos
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casos de transmissdo de CPXV entre R. norvergicus e humanos foram
simultaneamente descritos na Franga e Alemanha recentemente (NINOVE et al.,
2009; CAMPE et al., 2009). Um surto de CPXV também foi descrito em mangustos
(Mungos mungo) e em gatos selvagens europeus (Herpailurus yagouaroundi)
(KURTH et al., 2009).

No Brasil, um caso de variola bovina causada por CPXV foi relatado por SILVA e
colaboradores, em 1986. No entanto, nenhuma caracterizagdo molecular do agente
viral foi realizada para a confirmacao de que se tratava efetivamente de um CPXV,
e ndo um VACV (TRINDADE et al., 2003).

FIGURA 6: Lesoes faciais causadas por infecgdo de CPXV apés contato com roedor
selvagem - Fonte: WOLFS, 2002

A circulagdo de CPXV em animais selvagens e domésticos, associada com a
queda da imunidade das popula¢des humanas, podem estar relacionadas aumento
do numero de casos da doenca (PELKONEN, 2003). Em geral, a recuperacao
completa da doenca leva de 6 a 8 semanas, porém, em pessoas
imunocomprometidas é possivel ocorrer uma infecgdo grave e generalizada,
levando até mesmo ao 6bito (EIS-HUBINGER, 1990).

1.2.2.3. Vaccinia virus
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O VACV é o prototipo do género OPV, e apresenta um amplo espectro de
hospedeiros (McFADDEN, 2005). Este virus foi utilizado na Campanha de
Erradicagdo da Variola da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), pelo fato de
oferecer alta protecdo imunogénica, por produzir somente lesdes localizadas e pela
caracteristica de ser menos virulento que o VARV (ESPOSITO e FENNER, 2001).

A origem do VACV é desconhecida, embora algumas teorias tentem explicar o seu
surgimento: (1) seria um hibrido do CPXV e VARYV; (2) teria derivado de CPXV, (3)
ou do VARV, apés adaptacdo em animais; (4) seu hospedeiro natural estaria,
atualmente, extinto. Apesar das hipdteses levantadas, n&o existe concordancia
nessa questdo (FENNER, 1989; DAMASO et al, 2000; TRINDADE et al., 2007).

Mesmo apos a suspensao do programa mundial de vacinagao contra a variola, na
década de 80, as Forgas Armadas dos Estados Unidos mantém um programa
interno de vacinacdo, visando a protecdo de suas tropas contra um eventual
ataque Dbioterrorista. Entretanto, muitos soldados, apesar de imunizados,
permanecem por um longo periodo liberando particulas virais infecciosas
supostamente a partir das crostas formadas em decorréncia da administracdo da
vacina. Por esse motivo, alguns casos de transmissao intra-familiar vém sendo
descritos desde a década de 80 (EGAN, et al., 2004; VORA et al., 2008). Em
margo de 2007, um dos casos mais graves foi registrado, quando um soldado
recém-vacinado transmitiu VACV para seus familiares, incluindo uma crianca de 2
anos, que desenvolveu eczema vaccinatum, levando ao surgimento de lesdes
generalizadas, principalmente no ventre e nos membros (FIGURA 7) (VORA et al.,
2008).
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FIGURA 7: Peito e abdémen de uma crianga de 2 anos com lesdes generalizadas
provocadas por VACV, causada por eczema vacinatum. Exemplo de transmisséo intra-

familiar pés-vacinagao contra variola - Fonte: VORA et al., 2008

Apds a erradicagdo da variola, a vacinacao foi suspensa (FENNER et al., 1988), e
o VACV passou a ser amplamente utilizado na pesquisa, como modelo para o
entendimento de estratégias de evasao imune dos virus em geral (YAO et al.,
2007; DOMINGO-GIL et al., 2008), e mais recentemente como potenciais vetores
recombinantes para a vacinagdo contra numerosas doengas humanas e
veterinarias (ARAVINDARAM et al., 2008; CHIAN et al., 2009; KREIJTZ et al.,
2009). Nos ultimos anos, entretanto, comegaram a ser registrados no Brasil, varios
surtos exantematicos, acometendo gado leiteiro e ordenhadores, e diversos
estudos vém demonstrando que o agente etiolégico dessas lesbes sdo amostras
de VACV (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2004; LEITE et al., 2005;
TRINDADE et al., 2006; TRINDADE et al., 2007; MEGID et al, 2008; MEDAGLIA et
al., 2009).

1.3. Ocorréncia de VACV no Brasil

Varios trabalhos desenvolvidos em instituicbes de pesquisa no Brasil vém
demonstrando que amostras de VACV apresentam-se sob ativa circulagdo no
territério nacional (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2004; LEITE et al.,
2005; TRINDADE et al., 2006; TRINDADE et al., 2007; MEGID et al, 2008;



10

15

20

25

30

27

MEDAGLIA et al., 2009). Durante a década de 60, foram realizados os primeiros
isolamentos deste virus, obtidos através de um programa governamental de
suporte a areas rurais com registros de zoonoses virais desconhecidas (FONSECA
et al., 2002). O virus SPAn 232 (SAV) e Cotia foram isolados e re-isolados de
camundongos sentinelas na estagdo de Cotia, estado de Sdo Paulo. O virus
BeAn58058 (BAV) foi isolado de amostras de sangue de um roedor silvestre, do
género Oryzomys, capturado na floresta de Utinga, na cidade de Belém, no estado
do Para. Analises filogenéticas posteriores revelaram que todos os virus citados
sdo amostras de VACV (LOPES et al., 1965; FONSECA et al., 1998; MARQUES et
al., 2001; FONSECA et al., 2002).

Em 1993, um surto exantematico foi notificado no Centro de Bioterismo da UFMG
(CEBIO/UFMG), acometendo camundongos suigos provenientes da Universidade
de Campinas, Sdo Paulo. Testes biologicos, feitos a partir das lesbes dos
camundongos, revelaram a presenca de um poxvirus, que posteriormente foi
denominado Belo Horizonte virus (VBH) (DINIZ et al., 1998). Apesar dos sinais
clinicos indicarem que o virus se tratava de um ECMV, caracterizagdes
moleculares demonstraram que o VBH representava mais uma amostra de VACV
circulante no Brasil (TRINDADE et al., 2004).

Todavia, desde o final da década de 90, um grande numero de amostras de VACV
vém sendo isoladas e caracterizadas durante surtos de vaccinia bovina (VB)
ocorridos no pais (FIGURA 8). As lesdes observadas em bovinos durante esses
surtos sédo tipicas de poxvirus (FIGURA 9), e sua evolugdo clinica geralmente
segue os estagios de macula, papula, vesicula, pustula, ulcera e crosta. Tais
lesbes podem favorecer o estabelecimento de infecgbes secundarias, como
mamites bacterianas no gado, causando uma queda de até 50% na producgao de
leite (LOBATO et al.,, 2005). Os bezerros comumente se infectam durante a
amamentacao, apresentando lesdes no focinho (FIGURA 9B), gengiva e mucosa
oral. A infeccdo de ordenhadores também é comum, levando a lesbes nos dedos
(FIGURA 9C-D), dores no corpo, linfoadenopatia e febre acima de 40°C
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(TRINDADE et al., 2003; NAGASSE-SUGAHARA et al., 2004; LEITE et al., 2005;
SILVA-FERNANDES et al., 2009).

Em 1999, na regido sudoeste do estado do Rio de Janeiro, foi isolada a amostra de
VACV denominada Cantagalo virus (CTGV), na qual as primeiras analises
filogenéticas o aproximaram da amostra vacinal VACV-Intituto Oswaldo Cruz (I0C)
(DAMASO et al., 2000). No mesmo ano, o Aracatuba virus (ARAV) foi isolado a
partir de um surto exantematico afetando bovinos e humanos no estado de Sao
Paulo. A caracterizagdo molecular do ARAV também mostrou intima relagao
filogenética com amostras de VACV, sobretudo com a amostra isolada em
Cantagalo (TRINDADE et al., 2003)

No periodo de 2001 a 2003, o Instituto Adolfo Lutz recebeu amostras de fluido
vesicular provenientes de surtos exantematicos ocorridos nos estados de Minas
Gerais, Goias e Sao Paulo. Espécimes oriundos dos dois ultimos estados foram
diagnosticados como positivos para poxvirus, e a posterior caracterizacao
molecular também os agrupou filogeneticamente com os virus CTGV e outras
amostras de VACV (NAGASSE-SUGAHARA et al., 2004).

Ainda em 2003, na cidade de Passa Tempo, estado de Minas Gerais, foi isolada
mais uma amostra de VACV, Passatempo virus (PSTV). Andlises moleculares
demonstraram que assim como as amostras ARAV e CTGV, o PSTV apresenta
uma mesma delecdo de 18 nucleotideos no gene que codifica a proteina
hemaglutinina (ha), indicando que estas amostras possivelmente compartilham
uma origem em comum (LEITE et al., 2005). Outras amostras virais também foram
isoladas em surtos recentes, como o virus Muriaé (MURYV), isolado a partir de um
surto de VB na cidade de Muriaé, na Zona da Mata mineira, em 2000 (TRINDADE
et al., 2007).
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FIGURA 8: Estados onde amostras brasileiras de VACV foram isoladas.

As amostras Guarani P1 virus (GP1V) e Guarani P2 virus (GP2V), isoladas a partir
de diferentes propriedades rurais durante um unico surto ocorrido em 2001,
também na Zona da Mata mineira, suscitaram uma interessante questao acerca da
origem dos VACV (TRINDADE et al.,, 2006). A heterogeneidade genética entre
duas amostras isoladas de um mesmo surto indicaria que os VACV circulantes no
pais provavelmente teriam mais de uma origem, e ndo apenas a vacinal, como
proposto por DAMASO e colaboradores (2000). TRINDADE (2007) e DRUMOND
(2008) demonstraram, através de analises das regides conservadas e variaveis do
genoma de diversas amostras de VACV, que os VACV brasileiros até entéo
isolados podem ser segregados em dois grandes grupos filogenéticos. GP1V e
GP2V apresentaram maior similaridade filogenética com outras amostras de VACV
do que entre si. Tal variabilidade genética & refletida diretamente em certas
caracteristicas fenotipicas, como o tamanho de placa em monocamanda celular
(dados nao publicados) e a viruléncia observada em camundongos Balb/c
(FERREIRA et al., 2008).
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FIGURA 9: Lesb6es causadas por amostras de VACV: (A) Lesdes ulcerativas em

tetas de vacas, e (B) no focinho de um bezerro. (C) e (D) lesbes nas méaos de
ordenhadores. Fonte: Madureira (2009) — modificado.

Novos surtos exantematicos causados por VACV, afetando bovinos e humanos,
foram descritos nos Estados do Espirito Santo (DONATELE et al., 2007),
Pernambuco (DAMASO et al., 2008), Rondbnia (S. de Saude de Réndonia, 2009),
Maranhao (ASSIS et al., 2009), Tocantins (MEDAGLIA et al, 2009), Minas Gerais
(KROON et al, dados nao publicados), Rio de Janeiro (SILVA-FERNANDES et al.,
2009) e Sao Paulo (MEGID et al, 2008). Em janeiro de 2010, BRUM e
colaboradores descreveram um surto exantematico causado por um OPV
acometendo cavalos crioulos em um haras localizado em Pelotas, RS. Estudos
moleculares adicionais, realizados em parceria com o Laboratério de Virus/UFMG,
demonstraram que este isolado também se tratava de uma amostra de VACV, a
primeira isolada de um cavalo no Brasil (CAMPOS, 2010). Desta forma, com as
recentes notificagdes de surtos de exantematicos causados por VACV, é possivel

afirmar que o virus esta amplamente distribuido no territério nacional, abrangendo
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todas as regides do pais (FIGURA 8). Em 2010, MOTA e colaboradores
descreveram uma alta prevaléncia de individuos OPV-soropositivos em uma area
rural no Acre, regido livre de notificagdes de vaccinia bovina. O estudo demonstrou
que a soropositividade anti-OPV nesta area néo tinha relagdo direta com sexo ou
ocupacéo profissional, sugerindo um mecanismo de exposi¢ao ao virus relacionado

com atividades de caga e extrativismo nas florestas adjacentes.

Notificagbes sobre pessoas e animais com os sinais e sintomas caracteristicos da
VB foram feitas em varias cidades do estado de Minas Gerais durante os ultimos 9
anos. O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), juntamente com a Escola de
Veterinaria da UFMG, a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e o Laboratério de
Virus da UFMG tém feito um levantamento das propriedades rurais da regido e
vém alertando médicos e profissionais da saude sobre as caracteristicas e
procedimentos clinicos da doenca. Baseado em resultados de testes de
soroneutralizagdo e diagnostico viral pela PCR foram confirmados varios outros
surtos de VB causados por amostras de VACV em diversas propriedades rurais
mineiras (dados nao publicados).

O estado de Minas Gerais € o maior produtor de leite do Brasil, com um rebanho
de mais de 3,26 milhdes de vacas leiteiras. Cerca de 90% do rebanho esta
localizado em areas sob o risco de vaccinia bovina, e grande parte das amostras
de VACV isoladas durante os surtos sé&o derivadas desse estado. Foi demonstrado
que amostras de leite coletadas de animais acometidos pela doenca podem
apresentar DNA e particulas infecciosas de VACV, todavia, o risco associado ao
consumo de leite contaminado com este virus ainda ndo é desconhecido
(ABRAHAO et al., 2009). Além dos aspectos econdmicos envolvidos na questéo, a
VB é uma zoonose emergente que requer atencao dos 6rgaos de Saude Publica
(LOBATO et al., 2005). Apesar deste grande impacto causado pela VB, nédo
existem vacinas disponiveis contra a doencga. Além disso, existem poucas
informagdes sobre os reservatorios naturais do virus, e o modo pelo qual o VACV

infecta o gado a partir da vida selvagem ainda & desconhecido.
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1.4. Espectro de hospedeiros de OPV

Com excecédo do VARV, que apresenta o ser humano como seu unico hospedeiro
conhecido, existe uma grande incognita sobre o real espectro de hospedeiros dos
demais virus género OPV. Seu extenso genoma permite a codificacdo de um
poderoso arsenal de imunomodulacdo, o que lhes confere uma grande
versatilidade bioquimica, aumentando o espectro de tipos celulares permissivos
(MOSS, 2001; HUGHES e FRIEDMAN, 2005). Tal caracteristica usualmente se
reflete em uma variada gama de hospedeiros, permitindo a infeccao de vertebrados
filogeneticamente distantes (McFADDEN, 2005).

Existem poucas informacgdes sobre os hospedeiros naturais de VACV. Todavia, de
forma comparativa, evidéncias apontam que CPXV pode estabelecer infec¢des
persistentes ou agudas em alguns roedores silvestres, como Apodemus sylvaticus,
Clethrionomys glareolus e Microtus agrestis, e em roedores urbanos, como Mus
musculus, Rattus novergicus e Rattus rattus (MAIOBORODA, 1982; BENNETT et
al., 1996; LAAKONENN et al., 2006). A sazonalidade climatica européia exerce
uma clara influéncia nos niveis populacionais dos roedores, o que afeta também a
dinamica infectiva viral (BENNETT et al., 1996; LAAKONENN et al., 2006).

Apesar das amostras SAV e Cotia virus terem sido isoladas a partir de
camundongos sentinelas, e o VBH a partir de camundongos suigos, BAV constitui
a unica amostra de VACV efetivamente isolada de um roedor silvestre (FONSECA
et al., 1998). Este roedor foi caracterizado como uma espécie do género Oryzomys,
cuja distribuicdo é ampla no Brasil, incluindo os estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e S&do Paulo (PEREIRA, 2007). O género agrupa outras 36 espécies, e
apresenta os mais variados habitats: desde os ecossistemas dominados por
savanas (Cerrado, Caatinga) até areas de floresta ombréfila densa (Floresta
Amazodnica, Mata Atlantica) ou mista (Mata de Araucaria), incluindo as regides de
interface entre diferentes padrdes fitoecoldgicos (SOUZA, 2006; PEREIRA, 2007).

Todavia, esses roedores podem eventualmente ter acesso a areas peridomiciliares,
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especialmente com o avango das fronteiras agricolas sobre regiées de borda de
mata (HOMEM et al., 2001; SOARES-FILHO et al., 2006).

Varias espécies de roedores sdo candidatas em potencial a reservatérios naturais
do VACV. Além do género Oryzomys, de circulagdo peridomiciliar, espécies do
género Mus musculus, Rattus rattus e Rattus novergicus devem ser consideradas,
sobretudo porque sao reservatorios de CPXV (MAIOBORODA, 1982; BENNETT et
al., 1996; LAAKONENN et al., 2006). Esses roedores apresentam distribuicdo
cosmopolita, possuem habitos peridomiciliares e representam uma fonte constante
para a disseminacao de outras zoonoses virais. Arenaviroses e hantaviroses, por
exemplo, podem ser transmitidas através da inalacdo de aerossoéis oriundos de
excretas de Oryzomys ssp. e outras espécies de roedores infectados, causando
febres hemorragicas e meningites (SOUZA, 2006).

Outro importante grupo de mamiferos se destaca como possiveis hospedeiros ou
reservatorios naturais de VACV: os primatas ndo humanos. Durante os ultimos
anos da campanha da OMS para a erradicagdo da variola, mais precisamente
entre as décadas de 70 e 80 do século passado, foi promovido um grande estudo
de campo em florestas da Asia e Africa, envolvendo centros de pesquisas norte-
americanos e europeus, que teve como objetivo a busca por eventuais
reservatérios naturais do VARV (MARENNIKOVA et al., 1972). Existia ainda
naquela época o receio de que o VARV fosse uma zoonose, e de que a qualquer
momento este virus poderia escapar da natureza e causar novos surtos em
humanos. Desta forma, uma grande colecdo de animais silvestres foi coletada,
incluindo roedores, primatas, marsupiais, pequenos felideos, dentre outros
(MARENNIKOVA et al., 1972; ARITA e HENDERSON, 1976; revisado por
FENNER et al., 1988). Os métodos de diagndstico viral se baseavam em ensaios
de soroneutralizagéo, que revelavam a existéncia de anticorpos neutralizantes anti-
OPV; e inoculagdo em membrana corioalantéide (MCA) de ovos de galinha
embrionados, na qual era possivel diferenciar se o OPV isolado previamente em
cultivo celular se tratava de MPXV (que produz pequenas placas hemorragicas e
opacas), VARV (que produz placas esbranquicadas e pequenas), VACV (variavel
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no tamanho, mas usualmente produz grandes placas esbranquicadas) ou CPXV
(induz a formagao de grandes placas hemorragicas) (DAMON et al., 2007). A
grande maioria dos isolados produziram placas pequenas e hemorragicas em
MCA, seguindo o padrédo de MPXV. Todavia, em alguns casos, algumas amostras
de OPV isoladas de chimpanzés e outras espécies de macacos sintomaticos e
assintomaticos geraram placas pequenas e esbranquigadas, seguindo o padrédo de
VARV ou VACV (MARENNIKOVA et al., 1972, FENNER et al, 1988).

O fato descrito gerou grande preocupacgado na comunidade cientifica, episédio que
ficou conhecido como “The Whitepox Problem” (revisado por FENNER et al., 1988).
Como estes isolados representavam apenas uma pequena parte das inumeras
amostras de OPV provenientes de macacos silvestres, MARENNIKOVA (1972)
propds que as placas brancas eram na verdade variantes de MPXV, que apos
algumas mutacbes haviam perdido a capacidade de gerar placas do tipo
hemorragica. Entretanto, embora estudos posteriores tenham demonstrado que
algumas dessas amostras isoladas de macacos se tratavam de contaminagao
laboratorial com amostras de VACV ou VARV (ESPOSITO et al., 1985), o agente
etiolégico envolvido em alguns destes isolamentos permaneceu indefinido
(FENNER et al., 1988).

Outros relatos de infecgéo de primatas por OPV foram feitos nos ultimos anos. Um
grande surto de CPXV foi descrito em 2006, acometendo diferentes espécies de
macacos do Novo Mundo, mantidos em cativeiro em um centro de primatologia na
Alemanha (MATZ-RENSING et al., 2006). Em um outro estudo, GOLDBERG e
colaboradores (2008) descreveram que uma populagéo de colobos vermelhos de
Pennant (Procolobus pennantii), primatas habitantes do Parque Nacional de Kibale,
oeste de Uganda, apresentavam evidéncias sorologicas de infecgdo por um OPV
nao-caracterizado, distinto de MPXV.

Diversas espécies de macacos, roedores, felinos e marsupiais sdo usualmente
avistadas em areas adjacentes a propriedades rurais brasileiras, incluindo aquelas
ja acometidas por surtos de VB. Todavia, ndo existem estudos sobre a
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soroprevaléncia de OPV em espécies brasileiras de primatas ndo-humanos. A
relacdo entre esses animais, os roedores-hospedeiros de VACV (como Oryzomys)
e os surtos de VB ainda nao foi investigada.

1.5. Vias de infecgdo e patogénese dos poxvirus

A infecgcdo por poxvirus esta associada a diversos sinais clinicos, variando desde
lesbes pustulares localizadas e auto-limitantes, a doengas sistémicas
generalizadas. Uma unica espécie da familia pode estar associada a diferentes
niveis de patogenicidade, dependendo da viruléncia da amostra, da via de infec¢ao
viral e do tipo de hospedeiro e seu estado imunoldgico (revisado por FENNER et
al., 1989).

O trato respiratorio é a via de infecgdo que ocorre de forma mais frequente entre os
OPV, e constitui a provavel via de entrada de Camelpox virus, VARV e MPXV. As
infec¢cdes causadas por VACV e CPXV podem ocorrer através de microabrasdes
na pele e, como foi mencionado, estdo associadas com lesdes ulcerativas nas
tetas e uberes do gado, e nas maos de ordenhadores. A infeccédo por ECMV em
camundongos também esta associada com microabrasdes na pele, dando origem

ao sitio primario de infecgéo (revisado por FENNER et al., 1989).

O trato gastrointestinal representa outra via natural de infec¢cdo conhecida para os
OPV e ocorre usualmente, através de lesdes na mucosa oral. Todavia, a infeccéo
das células epiteliais do intestino delgado pode ocorrer, dependente de altos titulos
virais. Muitos roedores se alimentam das carcagas de animais mortos da mesma
espécie, e tal comportamento pode favorecer a disseminagao viral, como foi
sugerido para ECMV (revisado por FENNER et al., 1989). A via oral € a maior fonte
de infecgédo por CPXV em gatos domésticos e de felinos habitantes de zooldgicos,
através da predacdo de roedores contaminados (MAREKNIKOVA, et al., 1977,
CORAS, 2005). Adicionalmente, a transmissdo de MPXV entre populagbes de

esquilos, e entre esquilos e macacos, pode ocorrer quando sementes de palmeiras
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sdo contaminadas por um animal infectado e o restante do alimento é consumido
por outro (revisado por FENNER et al., 1989). Em geral, as infeccbes causadas
pelos OPV podem estar associadas a mais de uma via de transmissdo, e outras
vias, como a congénita, foram descritas, mas com importéncia epidemiolégica
pouco significativa (revisado por FENNER et al., 1989; BENNING e HASSETT,
2004).

FENNER e colaboradores (1948) em um experimento classico, utilizaram ECMV
para propor um modelo de patogénese viral in vivo. Segundo tais estudos, as
particulas virais se multiplicam inicialmente em um sitio primario de infeccédo e em
seguida, atingem a corrente sanguinea, causando viremia primaria. A
disseminagao do virus no organismo ocorre tanto em associagdo com células
sanguineas, quanto livres no plasma. Orgédos muito vascularizados, como figado e
baco, sdo entdo infectados, assim como os linfonodos regionais. Apds alguns dias,
ocorre a viremia secundaria, quando as particulas virais migram para a pele,
causando lesdes ulcerativas generalizadas. Neste estagio, os tecidos pulmonar,
hepatico e esplénico podem apresentar necrose avangada, causando faléncia de
orgaos (FENNER et al., 1948; revisado por ESTEBAN e BULLER, 2005).

1.6. Vias de eliminagao

A circulagdo e manutengdo de particulas infecciosas na natureza representam
alguns dos desafios impostos as progénies virais. Estratégias de eliminacao,
resisténcia ambiental e disseminacgéo foram selecionadas e modeladas ao longo da
evolucdo, e s&o fundamentais na logistica infectiva (MAIBORODA, 1982). Dados
referentes as vias de eliminacdo dos OPV ainda sdo escassos. Todavia, foi
demonstrado que durante a infecgao por VARV as particulas virais sdo excretadas
por fluidos orofaringeos, secre¢des da conjuntiva e através da urina dos pacientes,
ocorrendo um decréscimo na concentragédo de virus eliminados durante a fase de
covalescéncia (SARKAR, 1973; revisado por BREMAN e HENDERSON, 2002).
Infecgcbes causadas por pequenas doses de ECMV n&o apresentam os sinais

clinicos caracteristicos, mas particulas virais podem ser detectadas em fezes, urina
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e em lesdes préximas ao anus, durante algumas semanas apds a infeccao
(revisado por FENNER et al., 1989).

Em um outro estudo sobre vias de eliminagdo, envolvendo Ratpox virus, uma
variante biologica de CPXV, MAIBORODA (1982) observou que o roedor Rattus
novergicus é altamente susceptivel ao virus, com alta taxa de morbidade e
mortalidade. No entanto, os animais sobreviventes, eliminavam o virus nas fezes e
urina, por um periodo superior a 1 més apdés a infeccdo, o que pbde ser
comprovado através da observacdo de lesbes hemorragicas em membranas
corioalantéides, apds a inoculagédo do material biolégico em ovos embrionados de
galinha. Altos titulos virais foram observados, sobretudo no reto dos animais (10°
UFP), indicando que esta porgéo do intestino representa uma consideravel fonte de
disseminagao de particulas virais (MAIBORODA, 1982). GOFF e colaboradores
(2007) demonstraram, através de titulagbes e ensaios de imunofluorescéncia,
intensa multiplicacdo do CPXV no intestino de camundongos Balb/c, assim como
nos linfonodos e tecido adiposo mesentéricos.

Estudos realizados no Laboratério de Virus/lUFMG demonstraram que
camundongos Balb/c inoculados com amostras brasileiras de VACV eliminam
particulas e DNA viral nas fezes por pelo menos 30 dias pés-infecgéo (d.p.i.), € na
urina, restrito ao periodo agudo da doenca (7°-9°d.p.i.) (ABRAHAO, 2008). Foi
demonstrado também, que camundongos sentinelas expostos a excretas
contaminadas com VACV se infectam, e passam a eliminar particulas e DNA viral
nas fezes (FERREIRA et al., 2008). Esse estudo corroborou com dados prévios
obtidos para outros OPV, que indicam que as vias de eliminagao representam uma
fonte de transmissdo em potencial, sobretudo porque particulas infecciosas ja
foram detectadas em fezes, urina e fluidos orofaringeos, conforme descrito para
VARV, ECMV (revisado por FENNER et al, 1989; revisado por BREMAN e
HENDERSON, 2002) e VACV (FERREIRA et al, 2008; ABRAHAO, 2008).

1.7. Estabilidade das particulas virais sob condigcées ambientais
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Desde a década de 50, inumeros estudos vém demonstrando que os poxvirus
apresentam uma resisténcia relativamente alta a condigcbes ambientais
(MACALLUM e MCDONALD, 1957; HERRILICH et al., 1967; JUST e FINK, 1979;
HARPER, 1961; MAHNEL, 1977; FROSTEGARD et al., 1999; LEWIS et al., 2000;
ESSBAUER et al., 2007; ABRAHAO et al., 2009). A morfologia complexa da
particula, incluindo um conjunto expressivo de proteinas estruturais, os corpusculos
laterais e a arquitetura do envelope, poderia exercer influéncia direta em sua
estabilidade (ESSBAUER et al., 2007). Variaveis fisico-quimicas modulam tal
caracteristica e, de uma forma geral, os poxvirus sdo mais estaveis quando
expostos a baixa umidade relativa do ar e temperaturas reduzidas (HARPER, 1961;
ESSBAUER et al, 2007). Alguns autores atribuem a baixa tenacidade
epidemiologica do MPXV ao clima africano, uma vez que o continente apresenta
altas temperaturas e elevada umidade relativa do ar (ESSBAUER et al., 2007). A
sazonalidade da VB no Brasil também corrobora com os dados acima, pois o0s
surtos ocorrem preponderantemente entre os meses de junho e outubro, época de

frio e de baixa umidade.

McCALLUM e McDONALD (1957) demonstraram que VARV ¢é estavel em crostas
de pacientes por um periodo que varia de 2 a 4 meses, dependendo da umidade
que o material foi acondicionado. Assim como ocorre para outros OPV, a
viabilidade do VARV também é dependente da temperatura. A 35°C, particulas
virais presentes em crostas permanecem viaveis por apenas 3 semanas; a 26°C, o
tempo sobe para 13 semanas; e por fim, a 4°C, & possivel detectar particulas
infecciosas de VARV por até 16 semanas (HUQ, 1976). HERRLICH e
colaboradores (1976) isolaram particulas virais viaveis em swabs provenientes de
pustulas e vesiculas de pacientes com variola 9 meses ap0s a data da coleta. Este
fato possui importante carater epidemioldgico, uma vez que material clinico de
pacientes hospitalizados constituia a maior causa de novas epidemias de variola
no século passado (revisado por ESSBAUER et al., 2007). De forma similar, o
ECMV é estavel por um periodo de até 11 dias em gotas de sangue secas, quando
ambientadas a 4°C (BHATT e JACOBY, 1987).
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HARPER (1961) comprovou a estabilidade do VACV em aerossois por
aproximadamente 23 horas, sobretudo sob baixas temperaturas e umidades
relativas, em ambiente nao irradiado por luz UV. A resisténcia ambiental de VACV
também foi demonstrada em amostras de agua de chuva e de rios, e nestes casos,
outras variaveis também influenciaram na viabilidade das particulas, como a
concentragéo ionica e o pH da solugao (MAHNEL et al., 1977; ESSBAUER et al.,,
2007). Similarmente, VACV  mostrou ser resistente em alimentos
experimentalmente contaminados, como saladas, carnes, leite, queijo e paes
(ESSBAUER et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010). Todavia, apesar da elevada
estabilidade mencionada, o VACV ¢ altamente susceptivel aos raios ultra-violeta, e
a exposigao da particula durante alguns segundos é suficiente para sua inativagéo
(VON BRODOROTTI e MAHNEL, 1982). Desta forma, a particula viral ao ser
eliminada pelo hospedeiro no decorrer do quadro infectivo, provavelmente nao
permanecera viavel por um longo periodo na urina, uma vez que sera exposto a
irradiagdo solar ou se associara com particulas do solo, o que reduz
consideravelmente sua infectividade (IJZERMANN et al., 1997; FROSTERGARD et
al., 1999; LEWIS et al., 2000; revisado por ESSBAUER et al., 2007). No entanto,
ABRAHAO e colaboradores (2009) demonstraram que amostras brasileiras de
VACV mantém sua infectividade em fezes murinas por até 20 dias de exposicéo
(d.d.e.) a temperatura ambiente, sendo possivel detectar DNA viral por pelo menos
60 d.d.e.. Desta forma, a eliminagao pela via fecal prolonga a viabilidade ambiental
das particulas virais, sobretudo pela heterogeneidade quimica e a opacidade do

especime clinico.

1.8. Estratégias imunomodulatérias dos poxvirus

Imediatamente apds invasao viral, mecanismos nao-especificos e especificos
(memoria) envolvendo interferons (IFN), complemento, quimiocinas, citocinas,
células Natural Killer (NK), células T citotoxicas e anticorpos assumem importancia
na defesa do organismo do hospedeiro (WANG e tal, 2009). Deste modo para uma
infeccdo viral eficiente, tendo em vista a imunidade inata e adquirida do
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hospedeiro, € requerida uma capacidade de escapar, obstruir ou subverter
elementos criticos que medeiam a resposta antiviral do hospedeiro (revisado por
JOHNSTON e McFADDEN, 2003; CRAMPTOM et al, 2010). Assim sendo, virus
com grandes genomas, COmo 0S poxvirus, carregam genes nao essenciais para a
sua multiplicacédo, mas que codificam varias proteinas imunomodulatérias,
bloqueando ou amenizando a agao de citocinas e mecanismos do sistema imune
inato (SMITH et al., 1997, TURNER e MOYER, 2002, JOHNSTON e McFADDEN,
2003; CRAMPTOM et al, 2010). Deste modo, os imunoduladores dos poxvirus s&o
importantes fatores de viruléncia que contribuem significantemente para a
manutengdo de infecgbes virais (READING e SMITH, 2003, JOHNSTON e
McFADDEN, 2003, BOOMKER et al., 2005; FREBEL et al., 2010).

As proteinas imunomodulatérias dos poxvirus podem ser divididas em trés classes
principais: proteinas de viromimetismo (virocinas e viroreceptores), proteinas de
virocamuflagem e virotransdutores (revisado por ESPOSITO e FENNER, 2001). As
virocinas sao secretadas pelas células infectadas e sdo semelhantes as citocinas
do hospedeiro (DENNES et al., 2006; DAY et al., 2008). Os viroreceptores que s&o
receptores celulares alterados que perderam seus dominios transmembrana e
consequientemente sdo secretados pelas células infectadas sequestrando seus
ligantes (DENNES et al., 2006; DAY et al., 2008). As proteinas de virocamuflagem
subvertem as vias de apresentacdo de antigenos n&o-proprios das células
infectadas fazendo com que estas células ndo sejam reconhecidas pelo sistema
imune (JOHNSON e McFADDEN, 2003; JOHNSON e McFADDEN, 2004). E os
virotransdutores que sao proteinas intracelulares que interferem com as vias
sinalizadoras ou efetoras (DENNES et al., 2006; DAY et al., 2008). A FIGURA 10
ilustra algumas proteinas imunomoduladoras codificadas pelos poxvirus
(JOHNSTON e McFADDEN, 2003).
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FIGURA 10: Representagcdo esquematica de algumas proteinas imunomodulatérias

codificadas por poxvirus. Proteinas virais que participam da virocamuflagem (laranja),

virotransdugéo (verde) e viromimetismo (viroreceptores em vermelho e virocinas em azul)

estdo indicadas. Fonte: JOHNSTON e MCFADDEN, 2003 -modificado.

1.9. Desenvolvimento de imunégenos contra Orthopoxvirus

1.9.1. Vacinas de virus vivos

Embora durante na Campanha de Erradicagé&o da Variola da Organizagdo Mundial

de Saude (OMS) tenham sido utilizadas inumeras amostras de VACV naturalmente

ou artificialmente atenuadas, a histéria da imunizagéo contra a variola remete a

Antiguidade, quando era praticado na China um processo denominado insuflagao
(FENNER et al., 1988; revisado por TOLEDO, 2006). A pratica da insuflagcao

consistia na aspiragdo de material vesicular de lesbes varidlicas, conferindo

protecéo contra a doenga. Alguns registros apontam que surgiu simultaneamente

na regido sul da india um processo muito semelhante & insuflacdo, denominado
variolacédo (FENNER et al., 1989; revisado por TOLEDO, 2006). Este processo

consistia na inoculagédo de material vesicular de lesGes varidlicas pelo método da

escarificagdo, o que também conferia protecdo contra a doenca. Durante os
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séculos seguintes, tais praticas foram difundidas por varios paises da Europa e
Asia, onde foram aperfeicoadas, através da busca empirica por amostras cada vez
menos virulentas de VARV. Todavia, tanto a insuflagdo quanto a variolacéo,
apresentavam altos indices de mortalidade, mesmo utilizando material de lesdes
obtidos de pacientes acometidos pelas formas menos severas da doenca
(FENNER et al., 1988; revisado por TOLEDO, 2006; JACOB et al., 2009). Apesar
disso, tais praticas serviram de base para os estudos classicos desenvolvidos por
Edward Jenner no XVIII.

Na Era Moderna, a variola ainda era a maior causa de obitos na Europa, afetando
principalmente criangas habitantes de grandes cidades. Entretanto, nas areas
rurais européias, outras doencas exantematicas também eras observadas,
afetando o homem e animais de criagcdo, dentre elas a variola bovina (FENNER et
al., 1988; JACOB et al., 2009). Esta doenga, causada pelo CPXV, agente
desconhecido na época, causava lesdes semelhantes as varidlicas, todavia
restritas aos tetos de vacas leiteiras. Os trabalhadores que ordenhavam os animais
acometidos pela variola bovina também desenvolviam lesbdes, normalmente
localizadas e restritas as maos. No final do século XVIII, o médico inglés Edward
Jenner observou que o indice de ordenhadores acometidos pela variola humana
era curiosamente menor do que o observado para o restante da populagéo
européia. Jenner, como a maioria dos meédicos da época, conhecia as antigas
praticas de insuflagdo e variolagcéo, e viu uma relagao direta entre as lesbes de
variola bovina em ordenhadores, e um possivel mecanismo de protecédo contra a
variola humana (revisado por TOLEDO, 2006). Baseado em tais observagdes, em
1876, Jenner inoculou em James Phipps, um garoto de 8 anos, com material
pustular obtido de uma lesdo de variola bovina observada nas maos de uma
ordenhadora, Sarah Nelmes (FENNER et al., 1988; GEDDES, 2006; JACOB et al.,
2009). Posteriormente Jenner comprovou que Phipps estava protegido contra a
variola. A publicagdo deste trabalho foi feita no ano de 1798, quando Jenner
chamou o procedimento descrito de “vacinagéo”, do termo latim vacca, ou vaca.
Durante os 80 anos seguintes, a vacinacao era feita quase que exclusivamente de

braco a braco, através da coleta de material pustular (FENNER et al., 1988;
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revisado por TOLEDO, 2006). Ocasionalmente, outros agentes eram confundidos
com o CPXV e, inadvertidamente, utilizados como vacina, incluindo sifilis, VARV,
varicela, sarampo e bactérias gram-positivas (revisado por TOLEDO, 2006). Em
institutos vacinais, o virus era mantido e multiplicado em bezerros. Apds décadas
de vacinagéo, o inicio do século XX marcou a emergéncia do VACV como amostra
vacinal, virus até entdo desconhecido, mas que estava sendo utilizado como
vacina anti-variélica em alguns locais do mundo (FENNER et al., 1988; GEDDES,
2006; JACOB et al., 2009).

Como apresentava menor viruléncia que o CPXV, o VACV foi selecionado pela
OMS como virus vacinal da Campanha de Erradicacdo da Variola. No Brasil, até
1968, 4 laboratorios produziam a vacina utilizando as amostras Paris, New York e
Lister. Contudo, em 1971, outros dois laboratérios passaram também a usar a
amostra Lister, e outros dois continuaram a usar a amostra New York (revisado por
FENNER et al.,, 1988). Essa vacina antivariolica consistiu em uma amostra
liofilizada produzida a partir dessa linhagem semente, sendo este virus
denominado virus Lister-Butantad (LST-BTT) (LANNA, 1980). Outra amostra vacinal
utilizada no pais foi a VACV-IOC, que foi produzida pelo Instituto Oswaldo Cruz, no
Rio de Janeiro, durante a campanha da OMS, porém existem poucas informacdes
a respeito deste virus, exceto a sua suposta origem francesa (DAMASO et al.,
2000). Na Argentina, foi utilizada a amostra Malbran, derivada da amostra Lister.
Em ocasides de desabastecimento, o Brasil importava a amostra Malbran da
Argentina. Desta forma, de quatro a cinco tipos de amostras vacinais foram
utilizadas durante a campanha da OMS no Brasil (TRINDADE et al., 2007).

A procura por uma reducéo da patogenicidade das amostras de VACV, por meio de
atenuacdo através de passagens seriadas, resultou no surgimento de novas
amostras vacinais: VACV River, VACV Ankara, VAVC LC 16m8, MVA, entre outros
(revisado por BREMAN E HENDERSON, 2002; revisado por HENDERSON e
MOSS, 1999; STITTELAAR e OSTERHAUS, 2001; revisado por ROSENTHAL et
al., 2001; JACOB et al., 2009 ). Entretanto, mesmo utilizando uma amostra vacinal

atenuada, a vacinagéo de individuos imunossuprimidos gerava, ocasionalmente,
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complicagbes graves. Entre estes individuos, susceptiveis a ocorréncia de efeitos
adversos devido a vacinagdo, podem ser citados pacientes transplantados,
portadores do virus HIV, com leucemia, com linfoma, com desordens imunoldgicas
de origem celular ou humoral, ou individuos em terapia com anti-metabdlitos,
radiagbes e altas doses de corticosterdides (HENDERSON e MOSS, 1999;
ROSENTHAL et al, 2001; BARTLETT, 2003; PASTORET e
VANDERPLASSCHEN, 2003; VORA et al., 2008).

Assim, com a erradicacdo mundial da variola, a vacinagdo utilizando o VACV foi
suspensa, uma vez que os riscos de efeitos adversos passaram a ser maiores que
a propria possibilidade de infecgédo pelo VARV. Deste modo, a vacinagao passou a
ser recomendada apenas para militares e funcionarios de laboratorios que
manipulam diretamente culturas ou animais infectados com o VACV ou outro OPV
zoonético (FULGINITI et al., 2003).

1.9.2. Vacinas de virus recombinantes

A complexidade do genoma dos poxvirus permite a codificagdo de genes nao
essenciais para sua multiplicacdo. Desta forma, alguns poxvirus, como VACYV,
Fowlpox virus e Canarypox virus vém sendo utilizados como vetores modificados
para expressao de genes exodgenos, inseridos em Jlocus génicos ndo essenciais
(MULLBACHER e LOBIGS, 2001; ROCHA et al., 2004; DREXLER et al., 2004;
ARAVINDARAM et al., 2008; CHIAN et al., 2009; KREIJTZ et al., 2009). Muitos
desses vetores vém sendo utilizados no desenvolvimento de vacinas polivalentes,
com a possibilidade de expressdo de grandes quantidades das proteinas de
interesse, uma vez que esses virus recombinantes conservam a capacidade de
infectar células do hospedeiro (RUPPRECHT et al., 2001; MEEUSEN et al., 2007).
Poxvirus recombinantes vém sendo utilizados para a expressdao de proteinas
imunizantes para Herpesvirus, hepatite B, virus da raiva, HIV e Dengue virus
(ARAVINDARAM et al., 2008; CHIAN et al., 2009; KREIJTZ et al., 2009; VAN et al.,
2009; BRIDGEMAN et al., 2009). Apesar das vantagens mencionadas, as vacinas

de virus recombinantes , assim como as vacinas de virus atenuados, podem sofrer
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recombinagéo genética com outros virus relacionados filogeneticamente (BAXBY et
al., 1986; PASTORET e VANDERPLASCHEN, 2003).

1.9.3. Vacinas de virus inativados e o imunégeno BAV

Uma vez que a multiplicagdo do VACV pode ser exacerbada em pessoas
imunossuprimidas, a administracdo de uma vacina, mesmo que atenuada pode
resultar em diversas complicagbes secundarias (ROSENTHAL et al., 2001). Deste
modo, uma vacina utilizando VACV inativado se torna uma alternativa viavel, nao
existindo a possibilidade de multiplicagdo do virus no animal vacinado.
Adicionalmente, devido a inativacdo viral, a possibilidade de recombinacédo desta
amostra vacinal com outros poxvirus circulantes ou o estabelecimento e

manutengdo destes virus na natureza torna-se improvavel (TSUNG et al., 1997).

Varios estudos envolvendo inativagdo do VACV e o mecanismo de protecao
imunolégica tém sido realizados (ROSENTHAL et al., 2001; BELYAKOV et al.,
2003). Diversas metodologias para inativagao viral tem sido desenvolvidas durante
varias décadas, entre elas inativagdo por luz ultra-violeta (UV), calor, presséo e
produtos  quimicos como  formalina, hidroxilamina, -propiolactona,
paraformaldeido, etilenimina binaria e psoraleno (TURNER et al., 1970; TURNER e
SQUIRES, 1971; THORNTON, 1980; TSUNG et al., 1996; HULSKOTTE et al.,
1997; BOUDET et al., 2001). Porém, € importante ressaltar que algumas destas
metodologias de inativagédo viral podem levar a desnaturagao protéica, levando o
animal vacinado a desenvolver anticorpos contra a forma desnaturada das

proteinas virais, o que pode resultar em uma resposta imunolégica menos eficiente.

Em 2008, Ferreira descreveu a elaboracdo de uma vacina anti-OPV utilizando a
amostra de VACV BeAn 58058 (BAV), em sua forma inativada, administrada sob a
dose de 10" UFP para camundongos. A vacina se mostrou eficiente na protegéo de
camundongos Balb/c imunizados e posteriormente desafiados pela via intranasal e
por escarificacdo. Além disso, o imundégeno foi produzido em MCA de ovos
embrionados, reduzindo os custos de produgdo e eliminando a possibilidade de
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contaminagdo por prions. A inativagcdo da amostra vacinal foi feita através de
método fisico, utilizando luz UV, ou quimico, pela beta-propiolactona, sendo o
segundo método mais viavel, apesar de laborioso. Todavia, apesar de conferir
protecéo, os animais imunizados e desafiados pela via intranasal com a amostra
VACV-Western Reserve (VACV-WR) ainda apresentaram certa morbidade, sendo
observada pilo-ereg¢éo acentuada, arqueamento de dorso e perda de peso durante
os primeiros dias poés-desafio. Apesar disso, o imundgeno BAV se mostrou
promissor como uma possivel vacina anti-OPV, que poderia ser utilizada na

prevencao da VB no Brasil.

1.9.4. Vacinas de DNA e proteinas contra OPV: glicoproteinas mais

promissoras

Vacinas de DNA e proteinas contra os poxvirus vém sendo descritas como
alternativas as vacinas virais vivas e inativadas (HOOPER et al., 2000; HOOPER et
al.; 2003; PULFORD et al., 2004; DAVIES et al., 2005). Os alvos mais frequentes
sdo proteinas presentes na superficie das formas infectivas dos poxvirus, IMV e
EEV e CEV. Dentre as vacinas de DNA que expressam um unico gene de VACV,
PULFORD e colaboradores (2004) obtiveram os melhores resultados, com
protecéo de 100% em camundongos Balb/c desafiados com uma LD50 da amostra
VACV-IHD. Foi analisada nesse estudo a protecéo conferida por 11 proteinas virais
de superficie de VACV, cujos genes foram inseridos no vetor pTARGET (Promega,
E.U.A.), e a que obteve os melhores resultados foi a glicoproteina BSR (vacina
pTB5R). A glicoproteina B5R, presente nos EEV, esta relacionada com a inibigdo
do complemento. Apesar de conferir 100% de sobrevivéncia frente ao desafio com
VACV, a vacina de DNA contendo o gene B5R ndo inibiu completamente a
morbidade nos camundongos desafiados com VACV-IHD. Além disso, sao
requeridas de 3 a 4 doses da vacina, administradas por via intramuscular de 3 em
3 semanas, para que os menores indices de morbidade sejam atingidos. N&o
foram detectados anticorpos neutralizantes nos camundongos vacinados com
pTBS5R, o que sugere que a resposta celular também seja essencial para protecao
contra infec¢des por OPV.
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Dentre as vacinas recombinantes protéicas anti-VACV, DAVIES e colaboradores
(2005) demonstraram que a administragdo da glicoproteina de VACV H3L,
presente nos IMVs, promove 100% de protecdo em camundongos desafiados com
1LD50 de VACV-WR (CHERTOV et al., 1991). Foi demonstrado que a deleg¢édo do
gene H3L n&o causa perda de infectividade de VACV, mas reduz significativamente
o tamanho das placas de lise e os titulos virais, quando comparados com VACV
selvagem (FONSECA et al., 2000). Ao contrario da vacina de DNA-B5R, H3L
purificada gera uma resposta de anticorpos neutralizantes significativa em
humanos. Outras vacinas protéicas conferiram protecao contra infecgdo de VACV,
mas nenhuma delas alcangou o patamar de proteg¢édo conferido por H3L (DAVIES
et al., 2005).

Curiosamente, a indugdo de resposta imune 100% protetora somente foi obtida
quando B5R foi utilizada sob a forma de vacina de DNA, e no caso de H3L, sob a
forma de imunégeno protéico (PULFORD et al., 2004; DAVIES et al., 2005). As
formulagbes vacinais H3L-DNA e Bb5R-protéica apresentaram resultados
intermediarios, no que se refere a protecao. A via de administracao do imundgeno,
a sua dose, e a maneira que o desafio € feito parecem interferir diretamente na
indicacao da proteina mais imunogénica e protetora, o que vem gerando resultados
divergentes na literatura (PULFORD et al., 2004; DAVIES et al., 2005). Entretanto,
de uma forma geral, mesmo aqueles que foram considerados os melhores
imunogenos, de DNA ou proteina, ndo reduziram completamente a morbidade dos
modelos desafiados, sobretudo nos 10 primeiros dias po6s-infec¢ao (PULFORD et
al., 2004; DAVIES et al., 2005).
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Il. JUSTIFICATIVA

Desde o inicio da formacdo das sociedades humanas cooperativas, ha
aproximadamente 6000 anos, a histéria vem sendo profundamente marcada pelos
poxvirus. A determinacdo de rotas migratorias, a intensificacdo das relagdes
humanas e a expansao demografica, proporcionada pelo advento da agricultura e
da pecuaria, representaram fatores altamente favoraveis para o estabelecimento e
disseminagdo da variola no planeta. Surtos recorrentes da doenga foram
registrados durante toda a Idade Média, persistindo até o século XX, periodo em
que o VARV foi a causa de cerca de 500.000 mortes anuais. Apesar da
erradicacdo da doenca no final da década de 70, é crescente a preocupagao de
instituicoes de Saude e Seguranca Publica acerca da utilizagdo do VARV como
arma biolégica, sobretudo pela possibilidade da existéncia de estoques
clandestinos do virus. Adicionalmente, a suspensdo do programa mundial de
vacinagéo, nos anos 80, acarretou a emergéncia de gera¢cdes ndo imunizadas

contra os OPV.

Outros membros da familia Poxviridae circulam ativamente na natureza e séo
responsaveis por surtos de interesse médico e veterinario em todo o mundo.
Diferentemente do VARV, um patdégeno estritamente humano, os outros poxvirus
apresentam um amplo espectro de hospedeiros. Dentre os representantes do
género OPV, do qual o VARV faz parte, outras trés espécies sdo capazes de
infectar humanos: MPXV, CPXV e VACV. O MPXV causa um quadro clinico
semelhante ao da variola humana e, apesar de ser endémico do continente
africano, foi a causa de um grande surto nos Estados Unidos em 2003,
acometendo 81 pessoas. O episodio foi associado a importacdo de roedores
africanos, alguns dos provaveis reservatorios naturais da espécie. Outro OPV
causador de infecgcbes em seres humanos de extrema relevancia € o CPXV. Esta
espécie é endémica da Europa e também esta associada a infecgbes de animais
domeésticos e habitantes de zooldgicos. Em hospedeiros imunodeficientes CPXV

pode causar quadro clinico grave e generalizado.
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No Brasil, um numero crescente de amostras de VACV vem sendo isoladas
durante surtos de vaccinia bovina, sobretudo no estado de Minas Gerais, 0 maior
produtor de leite do pais. A doenga causa lesbes ulcerativas no gado leiteiro e em
ordenhadores, podendo também ocasionar uma série de outros sintomas e sinais
clinicos. Durante o episddio da doencga, o gado apresenta queda na producao de
leite, e o ordenhador normalmente é afastado do servico por alguns dias,
acarretando grandes perdas econdémicas. A vaccinia bovina também constitui um
problema social, pois as pequenas propriedades sdo as mais atingidas pela
doenca, sobretudo as que praticam a ordenha de subsisténcia em que o leite
representa um dos pilares da alimentacdo familiar. Apesar de sua relevancia
econdmica e social, a vaccinia bovina &€ muitas vezes negligenciada, e os surtos
nem sempre sdo relatados. Os hospedeiros naturais do VACV sdo pouco
conhecidos, e a escassez de dados dificulta a proposicdo de modelos sélidos da

biologia do VACV, como a manutencao e circulagdo desses virus na natureza.

A eliminagcédo de particulas virais durante um processo infeccioso constitui uma
fonte em potencial de transmissédo entre hospedeiros. As vias de eliminacdo dos
poxvirus ja foram bem caracterizadas para o VARV, CPXV e ECMV, sendo fezes,
urina, fluidos orofaringeos e secre¢cbes da conjuntiva algumas das possiveis vias
relacionadas. Em animais infectados com ECMV e CPXV, particulas virais podem
ser excretadas nas fezes por até 35 dias. O Grupo de Poxvirologia do Laboratério
de Virus ICB/UFMG demonstrou que amostras brasileiras de VACV sao eliminadas
nas fezes e urina de camundongos Balb/c, exercendo possivelmente um
importante papel na transmissao horizontal desses virus. Nesse mesmo estudo, foi
observado que DNA e particulas de VACV se mantém conservadas em fezes
murinas. No entanto, ndo foi demonstrado se o modelo de eliminacédo e
transmissdao de VACV se aplica a roedores silvestres. Caso esse modelo de
eliminacédo e transmissdo seja observado também em outros roedores, o
monitoramento epidemiolégico da vaccinia bovina poderia ser feito através da
analise das fezes de roedores silvestres e peridomiciliares, habitantes de areas
adjacentes a propriedades acometidas pela doenca.
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Vacinas contra OPV vém sendo desenvolvidas, sobretudo pela re-emergéncia de
virus zoonoéticos e pela possibilidade de utilizagago do VARV em atos de
bioterrorismo. Vacinas de virus inativados, de DNA e de proteinas sao alternativas
validas as vacinas de virus vivos atenuados, que historicamente causam uma série
de efeitos colaterais. Com o aumento do numero de pessoas imunossuprimidas, a
utilizagdo de vacinas atenuadas é cada vez menos recomendada pela OMS.
Estudos recentes, utilizando imundgeno inativado (BAV), vacinas de DNA e de
proteina, obtiveram, isoladamente, sucesso na imunizagdo de roedores contra
VACV, com protecdo de 100% dos animais desafiados com VACV. Todavia, em
todos os casos morbidade foi observada, em contraste com as amostras vacinais
controle. A associagcdo do imundgeno BAV inativado com vacinas de DNA, em um
sistema de prime boost heterélogo ou homologo, poderia conferir protecao efetiva
contra infecgdes por OPV. Foi demonstrado que prime boost heterdlogos resultam
em um aumento expressivo de células T CD8 de memoria antigeno-especificas,
muito maior do que quando comparado com vacinas administradas em dose Unica
ou por boost homdblogos. Assim, a combinagao do imundégeno BAV inativado com
vacinas de DNA poderia requerer menor numero de boosts, com doses menores

de imundgeno, mantendo entretanto, a protecdo de 100% dos camundongos.

Dessa forma, considerando todos os impactos causados pela circulacédo dos OPV
no mundo e a relevancia da vacinia bovina no Brasil, o estabelecimento de
métodos de controle e prevencdo de poxviroses sdo importantes no ambito
econdmico e social. Assim, o presente trabalho possui como objetivos o estudo de
possiveis hospedeiros naturais de VACV no Brasil, e a padronizagcdo de um
sistema de prime-boost para imunizagao contra VACV, com futura aplicacao destes

conhecimentos no controle e prevencgao da vaccinia bovina no pais.
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lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e |dentificar alguns dos hospedeiros naturais do Vaccinia virus e padronizar

um sistema dose-refor¢o para a imunizagao contra este virus.

3.2. Objetivos Especificos

1-

Verificar a soroprevaléncia OPV em roedores capturados em areas

proximas a propriedades acometidas por vaccinia bovina;

Isolar amostras de VACV a partir de 6rgaos de roedores capturados
em areas préximas a propriedades acometidas pela vaccinia bovina,
e compara-las com amostras virais isoladas de bovinos e humanos

afetados pela doenga;

Avaliar se fezes de roedores coletadas em propriedades acometidas
pela vaccinia bovina contém DNA ou particulas infecciosas de VACV;,

Verificar a soropositividade para OPV em uma colecdo de soros de

animais silvestres amazonicos;

Verificar a soropositividade para OPV em uma cole¢cdo de soros de
animais mantidos em cativeiro na Fundagdo Zoobotanica de Belo

Horizonte;

Avaliar a protecdo conferida pelo imunoégeno inativado BAV
(FERREIRA, 2008) associado com a vacina B5R-DNA ou H3L-DNA
(PULFORD et al. 2004) em camundongos Balb/c desafiados com
VACV-WR;
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7- Avaliar a produgédo de anticorpos neutralizantes anti-IMV nos

camundongos vacinados conforme descrito em 6;

8- Avaliar a produgdo de anticorpos neutralizantes anti-EEV nos

camundongos vacinados conforme descrito em 6;

9- Avaliar a morbidade em camundongos vacinados e desafiados;

10- Comparar a protecédo conferida pelos sistemas de vacinagcdo, com a

protegdo conferida pela vacina Lister-Butant;

11- Comparar os métodos da inativagdo térmica e por p-propiolactona do

imundgeno BAV,;

12- Clonar e expressar as proteinas virais H3L e B5R em sistema
procarioto, e utilizar estas proteinas em testes sorolégicos.



10

15

20

25

30

53

IV. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sistemas celulares
4.1.1. Células vero

As células Vero e BSC-40, linhagens continuas derivadas de células epiteliais de
rim de macaco verde africano (Cercopthecus aeothiops) foram obtidas da
“‘American Type Culture Collection” (ATCC), (Maryland, E.U.A.). O cultivo celular foi
feito em garrafas redondas contendo 50 mL de meio minimo essencial de Eagle
(MEM) (Gibco™, USA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Brasil), glutamina, gentamicina (50 pg/mL), penicilina potassica (200 U/mL) e
anfotericina B (2,5 ug/mL), sob incubacdo a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,
em estufa de tambor rolante. Os subcultivos foram feitos trés vezes por semana
sendo a monocamada celular lavada com solugéo tampéo fosfato salina (PBS)
(NaCl 137mM; kCl, 7mM; Na;HPO4 1,4mM; pH 7,2) e tratada com solugéo de
tripsina contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (NaCl 136mM; kCl 5mM;
glicose 55mM; NaHCO3; 69mM; 0,5g p/v tripsina 1:250 [Difco]; EDTA 0,5mM; 1%
vermelho de fenol). Estas células foram utilizadas para multiplicagéo, titulagao viral,
ensaios de soroneutralizagdo ou imunofluorescéncia, quando apresentaram 85-

100% de confluéncia da monocamada.
4.1.2. Fibroblastos embrionarios de galinha (CEF)

Para a producao de fibroblastos embrionarios de galinha (CEF), ovos embrionados
com 10 dias foram higienizados com solucéo de iodo glicerinado 2%. Em capela de
fluxo laminar, ap6s a retirada da parte superior da casca e da membrana
subjacente, os embrides foram removidos cuidadosamente para que o vitelo ndo se
rompesse, e colocados em uma placa de Petri contendo MEM autoclavado sem
SFB. A cabecga, os membros superiores, inferiores e os 6rgéos internos dos
embrides, foram removidos com o auxilio de tesoura e pinga cirurgicas estéreis.
Em seguida, as carcagas remanescentes foram transferidas e mantidas em uma

segunda placa de Petri contendo MEM 0% de SFB, para a remoc¢ao do excesso de
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sangue. As carcacas foram enté&o trituradas com o auxilio de uma seringa de 10 mL
(sem agulha) e incubadas em um erlemeyer com cerca de 5 mL de solugdo de
tripsina/EDTA por carcaga, sob agitacdo constante, a 37°C durante 15 minutos. A
acao da tripsina foi interrompida com a adigéo de igual volume de meio MEM com
10% de SFB. A suspensao foi posteriormente filtrada em um béquer com gaze
(remocéao de fragmentos solidos das carcacgas) e entédo centrifugada por 10 minutos
a 1750g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em MEM 10% de
SFB. A suspensao foi subdividida em garrafas de 150 cm? na proporc¢do de trés
carcacas para cada garrafa. As células foram incubadas a 37°C em atmosfera de
5% de CO2 até atingirem a confluéncia de 90 a 100%. Os subcultivos foram
realizados por no maximo 3 vezes, a intervalos maximos de 3 dias. Essas células
foram utilizadas para ensaios de isolamento viral e para testes de inativagdo de

imunégenos.
4.1.3. Membrana corioalantéide de ovos embrionados

Os ovos embrionados de galinha utilizados para inoculagéo de virus em membrana
corioalantéide (MCA) foram obtidos do setor de aves do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG. Estes ovos
foram mantidos em incubadora Petersime (SC, Brasil), por 9 dias a temperatura de

37°C, para infecgao viral.

4.2. Virus
4.2.1. Origem das amostras

A amostra Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) foi gentilmente cedida pelo

Dr. C. Jungwirth (Universitat Wirzburg, Alemanha).

A amostra Lister Butantd (LST-BTT) foi gentiimente cedida pelo Instituto Butantd,
SP.
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A amostra BeAn 58058 (BAV) foi isolada durante a década de 60 de um roedor
silvestre, do género Oryzomys, em Belém (PA), e posteriormente caracterizada
como uma amostra de VACV (FONSECA et al., 1998), sendo gentiimente cedida
pelo Dr. Francisco de Paula Pinheiro.

A amostra de VACV Guarani P2 foi isolada pelo Laboratério de Virus durante um
surto de vaccinia bovina na cidade de Guarani, Minas Gerais, no ano de 2001
(TRINDADE et al., 2006)

4.2.2. Multiplicagao viral em cultura celular

Os estoques de virus foram obtidos ap6s a multiplicagdo em células Vero
cultivadas em 30 garrafas redondas de 500 mL, a 37°C, em estufa de tambor
rolante. Monocamadas contendo cerca de 40 milhdes de células Vero foram
lavadas duas vezes com PBS e infectadas com multiplicidade de infec¢cao (MOI) de
0,01, em 5 mL de MEM, acrescido de antibioticos. Apdés 1 hora de adsorcgéo, a
37°C, foram acrescentados 50 mL de MEM suplementado com 1% SFB.
Novamente, as células foram incubadas a 37°C e monitoradas diariamente, ao
microscopio Optico até a deteccdo de 90% de efeito citopatico (ECP),
aproximadamente, 48 horas apé6s a infeccdo. Em seguida, o meio de cultivo foi
desprezado, as células foram lavadas com PBS e desprendidas das garrafas com
auxilio de um raspador e utilizando Tris-HCI 10mM, pH 8,0. A suspenséo obtida foi
centrifugada durante 10 minutos a 1500 rpm (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B), a
4°C e o sedimento obtido foi mantido a — 70°C para posterior purificacdo das

particulas virais.

4.2.3. Purificacao viral (JOKLIK, 1962)

O sedimento de células infectadas (item 4.2.2.) foi homogeneizado em 8mL de
Tris-HCI 10mM, pH 8,0 e centrifugado a 2.500 rpm (rotor H1000B - Sorvall RT6000
B) durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi mantido em banho de gelo

e o sedimento celular foi lisado duas vezes em 10 mL de solug¢do de lise (MgCl,
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1mM; Tris10mM, pH 7,0; KCI 10mM). Apds a adigao desta solugéo, a suspensao
foi incubada em banho de gelo, durante 10 minutos e as células lisadas
mecanicamente em homogeneizador do tipo “Douncer’ (Wheaton, USA) por 80
vezes. A suspenséo viral resultante foi centrifugada a 14.000 rpm (rotor AH 629
Sorvall), 4°C, por 2 horas sobre um colchdo de sacarose a 36% em Tris-HCI
10mM, pH 8,0 para separagdo dos restos celulares. Utilizando-se uma pipeta
Pasteur, o sobrenadante e a interface foram coletados e desprezados e o restante
foi descartado por inverséo do tubo. Os sedimentos obtidos foram homogeneizados
em 1mL de Tris 10mM, pH 8,0 e submetidos a 2 ciclos de sonicagdo por 30
segundos, com 40% de poténcia de saida (Sonic Desmembrator-50, Fisher
Scientific — USA). Posteriormente, os sedimentos foram centrifugados em gradiente
de sacarose (25% a 40%) a 12.000 rpm (rotor AH 629 — ultracentrifuga Sorvall),
4°C, por 45 minutos. As bandas relativas aos virus foram coletadas com pipeta
Pasteur e adicionadas de Tris 10mM, pH 8,0 e centrifugadas a 20.000 rpm (rotor
AH 629 — ultracentrifuga Sorvall), 4°C por 45 minutos. Os sobrenadantes foram
desprezados e os sedimentos homogeneizados em até 500uL de Tris 10mM, pH

8,0 e distribuidos em aliquotas de 2 yL em microtubos e estocados a — 70°C.

4.2.4. Multiplicagao da amostra viral BAV em membrana corioalantéide de

ovos embrionados

A inoculagcé&o da amostra BAV em MCA foi feita por deslocamento da cadmara de ar
dos ovos embrionados pela técnica convencional, utilizando um ovoscépio. Um
volume de 100 pL contendo 1000 pfu de virus BAV foi inoculado, utilizando seringa
de 1 mL com agulha 0,45 x 13mm (26 Gauge). Os ovos foram mantidos em estufa
Umida, a 37°C, por um periodo de 72 horas e, posteriormente, incubados a 4°C
durante 24 horas. As MCAs foram retiradas ovos assepticamente e armazenada a -
70°C.
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4.2.5. Purificagdo da amostra viral BAV multplicada em membrana

corioalantéide de ovos embrionados (JOKLIK, 1962 — modificado)

A MCA infectada foi macerada em nitrogénio liquido e adicionada de 1 mL de
tampéo Tris, 10mM, pH 8,0. Esta foi triturada utilizando homogeneizador Politron
(Brinkmann Homogenizer, Suiga), primeiramente com a sonda maior por 90
segundos e, posteriormente, utilizando intervalo de 30 segundos e, novamente,
com a sonda menor por 90 segundos. Posteriormente, o material foi centrifugado a
1.500 rpm (Sorvall RT-6000) por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi colocado
sobre um colchdo de sacarose 36% e centrifugado a 14.000 rpm (rotor AH 629 -
ultracentrifuga Sorvall) por 2 horas a 4°C. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o
sobrenadante e a interface foram coletados e desprezados, e o restante foi
descartado por inversdo do tubo. Os sedimentos obtidos foram homogeneizados
em 1mL de Tris 10 mM, pH 8,0 e submetidos a 2 ciclos de sonicagdo por 30
segundos com 40% de poténcia de saida (Sonic Desmembrator-50, Fisher
Scientific — USA). A solugdo foi entdo distribuida em aliquotas de 2 pyL em
microtubos, sendo 2 pL do virus purificado retirada para determinacéo do titulo e o
restante foi estocado a — 70°C.

4.2.6. Titulagao viral (CAMPOS e KROON, 1993)

A titulacdo viral foi feita em placas de 6 cémaras, em triplicata, contendo
aproximadamente 1,5 x 10° células Vero/ camara cultivadas por 16 a 24 horas, a
37°C em MEM, contendo 5% SFB (Cultilab, Brasil). Em cinco camaras da placa, o
meio foi desprezado e 200 uL de uma série de diferentes diluicbes dos virus, na
razao de 10, em meio MEM, foram adicionados as células. Uma camara nao foi
infectada, ficando reservada para o controle da viabilidade celular. Ap6s 1 hora de
adsorcao a 37°C, 2 mL de MEM contendo 1% de SFB foram adicionados e as
placas foram novamente incubadas a 37°C e monitoradas por 48 horas. Em
seguida, as células foram fixadas com solugdo 10% de formol em PBS por 30
minutos, lavadas com agua e, posteriormente, coradas com solugéo 1% (p/v) de

cristal violeta por 15 minutos. O titulo viral foi calculado pelo numero de placas
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obtidas na camara da diluicdo que apresentou entre 30 a 300 placas de lise,
multiplicado pelo inverso da diluigdo, em 200 pL, sendo posteriormente convertido
para o volume final de 1 mL. As titulagbes foram feitas em triplicata.

4.2.7. Ensaios de imunofluorescéncia

Células BSC-40 foram cultivadas, a uma densidade de 4,5 x 10* células, sobre
laminulas de microscopia de 13 mm, por 16 a 24 horas, a 37°C, em MEM contendo
5% SFB (Cultilab). Apdés o crescimento celular, o meio foi descartado e a
monocamada infectada com diferentes amostras de VACV, na M.O.l. de 3. Ap6s 24
horas, as células foram fixadas com solugcdo de 4% de paraformaldeido e
incubadas com anticorpos anti-BSR ou anti-H3L (gentiimente cedidos pelo Dr.
Bernard Moss, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, E.U.A.). Apos 1
hora de incubacgéo, foram adicionados anticorpos secundarios conjugados com
rodamina ou FITC. Ap6s 30 minutos de incubagdo com os anticorpos secundarios,
as células foram tratadas com DAPI (Sigma, E.U.A.) por 10 minutos, para
marcacéo de acidos nucléicos. As imagens das células preparadas foram entédo
obtidas em um microscopio de imunofluorescéncia (Olympus BX51, E.U.A.). Este

ensaio foi feito em duplicata.
4.2.8. Ensaios de infectividade viral

A determinagdo das curvas de ciclo unico das amostras de VACV isoladas em
expedicdes de campo e das amostras controle foi feita em células BSC-40,
implantadas em placas de 6 camaras, a uma densidade de 10° células por camara.
Apds o crescimento celular, o meio foi descartado e a solug¢ao viral inoculada no
volume de 200puL, na M.O.I. de 10. Ap6s 1 hora de adsor¢ao, a monocamada foi
lavada com PBS, e entéo foi adicionado 2 mL de MEM 1% SFB. As placas foram
incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Apéds 3, 6, 12, 24, 36 ou 48 horas
de infeccdo, o meio de cultura foi descartado, as monocamadas infectadas foram
lavadas com PBS, e em seguida foram raspadas e coletadas para ensaios de

titulagdo, conforme descrito no item 4.2.6. Em paralelo, as amostras virais foram



10

15

20

25

30

59

inoculadas em células BSC-40 sob a M.O.Il. de 0,01 para a observacgéo do fendtipo
de placas virais. Apos 48 horas de incubacéo, as células infectadas foram fixadas
com solugdo de 4% de paraformaldeido e coradas com cristal violeta. Estes

ensaios foram feitos em triplicata.
4.3. Ensaios de soroneutralizacao e inibicdo da formagao de cometas

Amostras de soro foram aquecidas a 56°C por 30 minutos para a inativagcado do
complemento e testadas, em triplicata, pelos testes de soroneutralizag&o e inibicao
de cometas para deteccdo da presenca de anticorpos contra OPV. Os ensaios

foram feitos utilizando a amostra VACV-WR.

Para cada soro, foram utilizadas placas de 6 cémaras, nas quais foram
implantadas 10° células Vero por camara. Os virus, diluidos seriadamente em
MEM, foram acrescidos de gentamicina (50ug/mL), penicilina potassica (200U/mL)
e fungizona (2,5ug/mL). Os soros foram diluidos também seriadamente, nas
diluigbes de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280. Para cada diluicdo de
soro, foi preparada uma mistura que consistiu de 200uL de diluicdo de soro mais
200 pL de suspensdo viral contendo 1,5x10° UFP, que foram mantidas sob
agitacdo a 37°C, por 1 hora e, em seguida, inoculadas nas células. As placas foram
incubadas a 37°C e apés 1 hora de adsorcao das particulas virais, foi acrescentado
meio MEM suplementado com 1% SFB. Novamente, as placas foram incubadas a
37°C no periodo de 48 a 72 horas até o aparecimento de ECP. Apos esta
incubagdo, as ceélulas foram fixadas por 15 minutos em solugdo 3,7% de
formaldeido e em seguida, a monocamada de células foi corada com solucéo de
cristal violeta durante 15 minutos. Foram feitos controles com amostras de soro
sabidamente positivas ou negativas para OPV. A atividade neutralizante contra as
particulas IMV foi determinada e expressa como concentragcdo de soro requerida

para atingir 50% de reducgao de unidades formadoras de placa (UFP) por mililitro.

Os testes de inibicdo de cometas foram feitos em placas de 6 camaras contendo
células BSC-40, sob a confluéncia de 85-90%. A amostra VACV-WR foi diluida em
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MEM 0% de SFB, e inoculada sobre as monocamadas, em um total de
aproximadamente 40 UFP por camara. Apos 1 hora de adsor¢do, o inéculo foi
removido e a monocamada foi lavada com PBS duas vezes. As amostras de soros
testadas foram utilizadas no teste sob trés diluigcbes: 1:50, 1:250 e 1:500. As
diluigbes de soro foram adicionadas em 2 mL de meio MEM 1% de SFB, e
aplicadas sobre a monocamada. As placas foram incubadas por 72-96 horas, a
37°C, 5% COg,, e entado fixadas com solugao de formaldeiado a 3,7%, e coradas
com cristal violeta. A inibigdo de cometas foi classificada como completa, parcial ou
inexistente, considerando cada uma das diluicées de soro utilizadas.

4.4. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacao de diferentes genes virais de OPV, foram utilizados iniciadores
especificos para os genes da timidina quinase (tk) e do fator de crescimento viral
(vgf), seguindo as condigbes quimicas e térmicas descritas por FONSECA e
colaboradores (1998). O gene viral codificador da proteina hemaglutinina (ha) foi
amplificado utilizando os iniciadores especificos denominados EACP-1 e EACP-2,
descritos por ROPP (1995). O produtos das reacdes foram fracionados em gel de
agarose (1-2%), a uma voltagem de 100V, por 15 a 40 minutos. A visualizacao dos
resultados foi feita em um transiluminador (UV), através da excitagéo do fluoréforo
Gel-Red (Uniscience, Brasil) intercalado no material amplificado.

Todas as amostras de soro, 6rgdos e excretas utilizadas neste estudo foram
primeiramente submetidas a uma triagem, utilizando uma PCR do tipo semi-nested
para a deteccdo do gene vgf de OPV. A reacdo semi-nested PCR para a
amplificagcdo do gene vgf apresenta duas etapas. Na primeira, sdo utilizados os
iniciadores VGF F e E, que amplificam um fragmento de 1536 pb. O produto desta
reacao foi utilizada como molde para a segunda etapa de amplificacédo, que utiliza
os iniciadores VGF F e VGF R, cujo produto final € um amplificado de 381pb
(TABELA 2) (ABRAHAO et al, 2010).
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TABELA 2: Relagao dos iniciadores utilizados para a amplificagao do gene vgf - PCR
semi -nested

Tamanho

Iniciador Seqiiéncia Referéncia
amplicon (pb)
VGFR  3CCAGAAGCTTTGGCACAACCAATATC 5 FONSECA et al,,
VGF F 5 CGCAGGATCCATAATCAGTCATT 3 } 381 1998
E 3' ACAATGGATATTTACGAC 5' } 1536 DRUMOND, 2007

Nas duas etapas de amplificacdo foram utilizadas as mesmas condi¢des salinas e
enzimaticas, descritas a seguir: 2,0mM de MgCl,, 10mM dos nucleotideos (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 2U de Tag DNA polimerase (Promega), 2,0uL de Tampao
10X de Taq polimerase, 4pmol dos iniciadores especificos, 1uL de amostra e
500ng de albumina sérica bovina (BSA), em um total de 20pL de reagéo.

As seguintes condi¢des térmicas foram utilizadas para a amplificacédo do gene vgf
na primeira reagcéo: desnaturacgéo inicial de 94°C por 9 minutos, seguido por 30
ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturagéo), 45°C por 1 minuto (pareamento), 72°C
por 2 minutos (polimerizagdo), e uma extenséo final de 72°C por 7 minutos. O
volume de 1uL desta 12 reagdo foi utilizado, sem diluicdo, como amostra na 22
reacdo, cujas condi¢ées de amplificagao foram: 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 45°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, seguido de uma
extensao final de 72°C por 7 minutos.

Como controle positivo foi utilizado 10* UFP/uL de VACV-WR purificado por
reagdo. Nos controles negativos, 1uL de agua foi utilizado para substituir as
amostras correspondentes. Os fragmentos amplificados foram fracionados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 8%, sob voltagem de 100V e corados
pela prata.
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4.5. Sequenciamento e analise das seqiiéncias de DNA

O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi descrito por SANGER et al.,
(1977) em sequenciador automatico capilar Mega Bace1000
(Amersham/Phamacia, Suécia), utilizando o Kit Dy Enamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit for Megabace e obedecendo as condi¢cdes de reagao e
leitura indicadas pelo fabricante.

Para cada fragmento foram feitas seis rea¢des de sequenciamento, trés com cada
um dos iniciadores. As seqléncias obtidas foram sobrepostas e o consenso foi
obtido utilizando a plataforma Asparagin-Cenargen (EMBRAPA, 2010). As
seqUéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no banco de dados do
“National Center for Biotechnology Information” através do programa BLAST 2.0
(http://www.ncbi.nim.gov/BLAST .- Basic Local Aligment Tool (ALTSUCHL et al,
1990). As seqUéncias nucleotidicas foram analisadas pelo programa BLAST N e as

de aminoacidos foram analisadas pelo programa BLAST X. As sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos foram analisadas e utilizadas para a construcéo de

arvores filogenéticas utilizando o programa MEGA 4.0 (KUMAR et al., 1994).

4.6. Determinagdo de hospedeiros e reservatérios naturais de VACV
4.6.1. Expedi¢gdes de campo: caracteristicas das areas visitadas

Com o intuito de verificar se espécies de roedores poderiam representar
hospedeiros ou reservatorios naturais de VACV, quatro expedicbes de campo
foram feitas para a captura desses animais em propriedades afetadas pela VB, no
estado de Minas Gerais. Durante estes surtos, além da captura de roedores, foram
coletadas amostras de sangue, crostas, liquido vesicular e swabs de ulceras, de
bovinos e humanos acometidos pela doenga. Além disso, baseado em estudos que
demonstraram que particulas de VACV permanecem estaveis por longos periodos
em fezes de camundongos experimentalmente infectados (ABRAHAO et al., 2009),
foram coletadas excretas de roedores encontradas nas dependéncias das
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propriedades visitadas. As equipes que participaram das expedigcdes de campo
foram formadas por bidlogos, médicos veterinarios e enfermeiros, em uma parceria
do Laboratério de Virus/ICB/UFMG, da Escola de Veterinaria/UFMG e do Instituto
René Rachou (FIOCRUZ-MG), contando com o apoio do Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA).

A primeira expedi¢cdo aconteceu no ano de 2005, durante um grande surto de
VACV que aconteceu nas proximidades da cidade de Mariana (20°22’40”S -
43°24°57”\W), centro do estado. Varios pequenos distritos da regido registraram
casos da doenga, principalmente as localidades de Acaiaca e Goiabeiras. A regiao
é localizada em uma area de transicdo de biomas, entre Mata Atlantica e Cerrado,
alternando fragmentos de mata ombréfila densa e savanas. A altitude média da
regiao € de aproximadamente 720 m, apresentando clima subtropical com médias
de temperatura entre 15 e 18°C. O surto aconteceu durante a estagcédo seca, que
dura aproximadamente quatro meses do ano. A area apresenta alto nivel de
impacto antropogénico, com diversas areas de pastos e lavouras (cana-de-agucar,
café e milho). Em algumas propriedades, por¢cdes de florestas limitam os quintais,
currais e pastos, e segundo os moradores, animais selvagens eram
frequentemente avistados nas redondezas, incluindo camundongos, ratos, gatos do
mato, capivaras, siriemas, gambas, micos e garcas-boiadeiras. De uma forma
geral, as propriedades apresentavam infra-estrutura muito precaria, e uma grande
guantidade de entulho e lixo era observada nos quintais e em volta dos currais. Em
todas as propriedades em que houve notificacbes de infecgbes por VACV a
ordenha era manual, e o processo apresentava baixo nivel de tecnificacdo.
Roedores peridomiciliares e suas excretas, sobretudo Mus musculus e Ratus
norvergicus, foram observados em diversas instalacbes das propriedades,
incluindo os currais, armazéns e granjas de suinos. Algumas das propriedades,
localizadas em Acaiaca, foram visitadas novamente pela equipe do Laboratério de
Virus/lUFMG em 2009, e a situagdo permanecia muito semelhante com a
observada em 2005. Segundo o IMA, foi o primeiro surto de vaccinia bovina

notificado na regiéo.
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A segunda expedi¢cédo aconteceu no ano de 2008, em um surto de VB que ocorreu
na cidade de Paraguacu (21°31'59"S e 45°45'59"W), e representou o primeiro surto
notificado na regido sul do estado de Minas Gerais. O perfil das propriedades rurais
visitadas foi muito semelhante ao observado no surto de Mariana, com baixo nivel
de tecnificagdo na ordenha. Todavia, a regido apresenta-se, exclusivamente, em
uma area de Mata Atlantica, com altitude meédia de 825 m. O surto também
aconteceu durante o inverno, e durou aproximadamente 2 meses. A temperatura
média durante os dois dias de expedicdo foi de 17°C (dia). Dentre as regides
visitadas, esta foi a que apresentava maior impacto antropogénico, uma vez que a
pratica da pecuaria leiteira era divida com extensas areas de lavoura cafeeira,
produto tradicional do sul do estado. Foram observadas excretas de roedores em
todas as propriedades visitadas. Em uma das propriedades que a comercializagéo
do leite foi vetada pelo IMA, o proprietario descreveu a utilizagdo do mesmo na
alimentagcdo de cdes e gatos da propriedade. Apesar disso, nenhum desses

animais apresentou sinais aparentes de infeccado por VACV.

A terceira expedicdo de campo aconteceu na regido de Doresopolis (20°17'13"S e
45°54'10"W), centro-oeste de Minas Gerais, em 2009. Mais de 15 propriedades
foram afetadas pela doenca, e durante os dois meses em que os surtos foram
notificados, mais de 15 pessoas foram hospitalizadas (populagao de 1200 pessoas
[IBGE, 2008]). A regido esta inserida integralmente em uma area de campos
Cerrados, com altitude aproximada de 752 m, e temperatura média de 25°C. O
inquérito epidemioldgico revelou que a area ja havia sido acometida por surtos
exantematicos semelhantes, porém nenhum registro oficial de confirmagédo do
agente etiolégico foi encontrado pelos funcionarios do IMA. A maioria das
propriedades afetadas também apresentava sinais de infestacdo por roedores, e

algumas delas estavam localizadas muito proximas a areas urbanas.

A ultima expedi¢cdo foi realizada em setembro de 2009, e diferentemente das
demais, ndo aconteceu em uma area em que estava ocorrendo um surto de VACV.
As coletas aconteceram na cidade de Curvelo (18°45'21"S e 44°25'51"W), em uma

area que, segundo moradores, uma doenga com sinais clinicos muito semelhantes
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a VB havia ocorrido em 2006. A regido esta localizada em uma area de Cerrado
(subtipo cerradao), altitude média de 632 m, e temperatura média de 25°C durante
o dia. Na ocasido, os proprietarios relataram que uma grande quantidade de
roedores silvestres e peridomiciliares estavam invadindo as propriedades em busca
de alimento. Em algumas propriedades, mais de 40 roedores foram encontrados
em piscinas e tanques de armazenamento de agua, em uma unica noite. Segundo
os produtores rurais, a infestacdo de roedores causou perdas de mais de 60% em
lavouras de milho e feijao. Apesar da auséncia de relatos de VB durante a
expedigcao, o estudo foi feito porque a deteccdo VACV em roedores poderia estar
relacionada com o surto relatado em 2006 pelos proprietarios.

A relacdo das amostras coletadas de roedores capturados durante as quatro
expedi¢des sera apresentada no item 4.6.2..

4.6.2. Captura de roedores e coleta de espécimes clinicos

Para a captura de roedores, armadilhas do tipo Sherman (40x60x30cm) foram
distribuidas nas propriedades rurais visitadas durante as expedi¢cées de campo. Foi
utilizado como atraente uma composigao contendo pasta de amendoin, bacon,
banana e 6leo de figado de bacalhau. As armadilhas foram posicionadas em salas
de ordenha, em armazéns, locais proximo a silagens, bordas de matas, lavouras de

graos ou cana, currais, granjas de suinos e pastagens (FIGURA 11).

As armadilhas foram preparadas e posicionadas nos locais indicados no periodo da
tarde. Para evitar que os animais capturados ficassem prolongadamente expostos
ao sol, a equipe verificava se haviam roedores nas armadilhas no inicio da manha.
No caso de armazéns e outros locais onde as armadilhas n&o ficavam expostas

sol, a conferéncia foi feita, em alguns casos, apds as 13 horas.
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FIGURA 11: Painel ilustrando os locais onde as armadilhas para roedores foram
posicionadas nas propriedades rurais visitadas. Os circulos indicam exatamente onde
as armadilhas foram montadas. (A) lavoura de cana-de-agucar; (B) armazém; (C) curral;
(D) lavoura de feijao. Fotos obtidas durante a expedicao de campo feita em Curvelo (MG),

em 2009. Fotos gentilmente cedidas por Turrini, F.

Visando o inicio do processo de sedagao dos roedores, as armadilhas contendo
animais capturados foram colocadas dentro de uma caixa de isopor com tampa,
onde foi entdo adicionado um algoddo embebido em éter. Apdés 5 minutos, a
armadilha era retirada do isopor e apoiada sobre uma bancada, para a
administracdo de uma solugéo contendo anestésico e sedativo. Esta solugao foi
feita pela adigdo de 1.300uL de Ketamina (Vertanarcol®) a 50 mg/mL, 200uL de
Cloridrato de Xilazina (Kensol®) a 20mg/mL e 1.500uL de PBS1x (RAMIREZ et al.,
2003 - modificado). Dependendo do tamanho do roedor capturado, um total entre

50 a 300uL desta solucéo foi inoculada pela via intraperitonial.
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Apds a administracdo do anestésico, foi feita a coleta de sangue, através de
puncgdo cardiaca, utilizando uma seringa de insulina (500uL). Os animais foram
entdo sacrificados por deslocamento cervical. Orgdos como figado, bago, intestino,
cérebro, pulmdes, gbnadas e peritbnio foram coletados, acondicionados em tubos
de microcentrifuga, e armazenados sob refrigeragdo até serem processados no
Laboratério de Virus/UFMG. Alguns animais foram fotografados para auxiliar no

processo de identificacdo das espécies de roedor.

Amostras de fezes de roedores também foram coletadas em diversos locais das
propriedades, sobretudo em armazéns, silos e currais. Este material foi
acondicionado e armazenado conforme descrito para os 6rgados dos roedores.
Todo manuseio de roedores e suas fezes foi feito utilizando luvas e mascaras de
protecdo contra particulas bioloégicas. A TABELA 3 sumariza as espécies de
roedores capturadas durante este estudo.

Em paralelo a captura de roedores, foi feita a coleta de amostras biolégicas de
humanos e bovinos. Amostras de crostas foram coletadas utilizando tesouras e
pincas estéreis e acondicionadas em tubos de microcentrifuga; amostras de liquido
vesicular foram coletadas utilizando seringas de insulina (500uL). Nos casos em
que as lesdes encontravam-se no estagio de ulcera, foram feitos swabs, que
posteriormente foram acondicionadas em microtubos, sem a adicdo de qualquer
solugado. As amostras foram armazenadas sob refrigeragao até serem processados
no Laboratorio de Virus/lUFMG.
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TABELA 3: Relagao dos roedores capturados e analisados neste estudo

Localidade Ano Espécie Identificacao Sexo

1 Mariana / Acaiaca 2005 Mus musculus MmA1 ND

2 Mariana / Acaiaca 2005 Mus musculus MmA2 ND

3 Mariana / Acaiaca 2005 Mus musculus MmA3 ND

4 Mariana / Acaiaca 2005 Mus musculus MmA4 macho

5 Mariana / Acaiaca 2005 Rattus rattus RrA1 macho

6 Mariana / Acaiaca 2005 Rattus rattus RrA2 ND

7 Mariana / Goiabeiras 2005 Mus musculus MmG1 ND

8 Mariana / Goiabeiras 2005 Rattus rattus RrG1 ND

9 Mariana / Goiabeiras 2005 Rattus rattus RrG2 ND
10 Mariana / Goiabeiras 2005 Mus musculus MmG2 ND
11 Mariana / Goiabeiras 2005 Rattus sp. RG1 ND
12 Mariana / Goiabeiras 2005 Rattus sp. RG2 ND
13 Mariana / Goiabeiras 2005 Mus musculus MmG3 ND
14 Curvelo 2009 Rattus norvergicus RnC1 macho
15 Curvelo 2009 Mus musculus MmC1 féemea
16 Curvelo 2009 Mus musculus MmC(C2 féemea
17 Curvelo 2009 Mus musculus MmC3 macho
18 Curvelo 2009 Rattus norvergicus RnC2 macho
19 Curvelo 2009 Mus musculus MmC4 macho

ND= ndo determinado
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O processamento dos espécimes clinicos bovinos e humanos foi feito conforme

descrito por TRINDADE e colaboradores (2007). O processamento dos 6rgaos dos

roedores foi feito segundo FERREIRA e colaboradores (2008). As amostras

processadas foram submetidas ao isolamento viral em células Vero, CEF ou BSC-

40 (FERREIRA et al., 2008). Ao todo, foram feitas pelo menos duas passagens

cegas visando o isolamento. As amostras de soro murinas, bovinas e humanas

foram submetidas a ensaios de soroneutralizagdo para a detecgdo de anticorpos

anti-OPV, conforme descrito no item 4.3.. A TABELA 4 sumariza os espécimes

clinicos coletados durante as expedi¢cdes feitas em Mariana,

Doresopolis e Curvelo.

Paraguacu,
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TABELA 4: Relagdao das amostras coletadas e analisadas neste estudo

Localidade Ano Amostra/detalhes Espéecie

1 Mariana / Acaiaca 2005 Crosta Bos taurus

2 Mariana / Acaiaca 2005 Lig Vesicular Homo sapiens

3 Mariana / Acaiaca 2005 Sangue Bos taurus

4 Mariana / Acaiaca 2005 Sangue Homo sapiens

5  Mariana / Acaiaca 2009 Fezes de roedor/Curral NI

6  Mariana / Acaiaca 2009 Fezes de roedor/armazém NI

7 Mariana / Acaiaca 2009 Fezes de roedor/armazem?2 NI

8  Mariana / Acaiaca 2009 Fezes de roedor/quintal NI

9  Mariana / Acaiaca 2009 Fezes de roedor/galinheiro NI
10 Mariana / Acaiaca 2009 Fezes de roedor/granja suina NI
11 Mariana / Acaiaca 2009 Sangue Bos taurus
12 Mariana / Acaiaca 2009 Sangue Bos taurus
13 Paraguacu 2008 Fezes de roedor/armazém NI
14 Paraguacu 2008 Fezes de roedor/quintal NI
15 Paraguacu 2008 Fezes de roedor/Curral NI
16 Paraguacu 2008 Fezes de roedor/granja suina NI
17 Paraguacu 2008 Crosta Bos taurus
18 Paraguacu 2008 Lig Vesicular Homo sapiens
19 Paraguacu 2008 Sangue Bos taurus
20 Paraguacu 2008 Sangue Homo sapiens
21 Doresopolis 2009 Fezes de roedor/armazém NI
22 Doresopolis 2009 Fezes de roedor/quintal NI
23 Doresopolis 2009 Fezes de roedor/galinheiro NI
24 Doresopolis 2009 Fezes de roedor/Curral NI
25 Doresopolis 2009 Sangue Homo sapiens
26 Doresopolis 2009 Crosta Bos taurus
27 Doresopolis 2009 Sangue Bos taurus
28 Doresopolis 2009 Sangue Homo sapiens
29 Doresopolis 2009 Sangue Homo sapiens
30 Curvelo 2009 Sangue Bos taurus
31 Curvelo 2009 Sangue Bos taurus
32 Curvelo 2009 Sangue Bos taurus
33 Curvelo 2009 Sangue Bos taurus
34 Curvelo 2009 Fezes de roedor/armazém NI
35 Curvelo 2009 Fezes de roedor/armazém NI
36 Curvelo 2009 Fezes de roedor/armazém NI
37 Curvelo 2009 Carcaca roedor/armazém Mus musculus

NI: ndo identificada

69

4.6.3. Caracterizagao biolégica e molecular de amostras de VACV isoladas de

roedores capturados em areas acometidas pela vaccinia bovina

Amostras de VACV isoladas de roedores foram comparadas com amostras

isoladas de bovinos e humanos, isoladas durante o0 mesmos surtos de vaccinia

bovina. As amostras murinas,

bovinas e humanas foram multiplicadas

separadamente em Vero, purificadas, e entdo submetidas a testes biologicos e
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moleculares. Apds a purificagdo, as amostras foram inoculadas em MCA (item
4.2.4.), submetidas a testes de curva de ciclo unico e de fen6tipo de placas virais
(tem 4.2.8.). Os isolados também foram submetidos a testes de
imunofluorescéncia (item 4.2.7.). A comparagcdo molecular foi feita baseada nos
genes tk, vgf e ha (item 4.4.), que foram amplificados e sequenciados (item 4.5.).
As sequéncias obtidas dos isolados murinos, humanos e bovinos foram alinhadas,
comparadas e analisadas filogeneticamente (item 4.5.). A amostra VACV-WR foi

utilizada como controle positivo em todos os testes acima descritos.
4.6.3.1. Teste de viruléncia dos isolados virais em camundongos Balb/c

Os testes de viruléncia dos isolados murinos, bovinos e humanos foram feitos em
camundongos Balb/c, como descrito por FERREIRA e colaboradores (2008). Desta
forma, grupos de 4 camundongos Balb/c machos com 4 semanas, foram
inoculados pela via intranasal, com 10° UFP de cada isolado. A inoculagao foi feita
posicionando o focinho dos animais, previamente anestesiados (item 4.6.2), sobre
uma gota de 10uL de solucao viral aplicada na superficie de uma placa de Petri.
Apoés inspirar a solugéo viral, os animais foram colocados dentro de gaiolas
contendo microisoladores, e levados para o biotério do Departamento de
Microbiologia/ICB/UFMG. De forma comparativa, grupos de 4 camundongos
também foram infectados com as amostra de VACV GP2V e BAV. Um grupo foi

inoculado com PBS.

Todos os camundongos foram examinados e pesados diariamente para a
observacgéo do aparecimento dos sinais clinicos. Para verificar a eliminagdo de dos
isolados virais em excretas murinas (FERREIRA et al., 2008), as fezes dos
camundongos foram coleadas no 1°, 5° 10° e 15° dias pés-infecgédo (d.p.i.). As
fezes foram processadas (FERREIRA et al., 2008) e submetidas a ensaios de PCR
(item 4.4.) e titulagdo viral (HUTSON et al., 2009). No 15° d.p.i. os camundongos
foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical, para a coleta de

sangue, visando ensaios de soroneutralizagéo (item 4.3.).
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Em paralelo, grupos de 3 animais foram infectados pela via intranasal com as
mesmas amostras virais, conforme acima descrito. No 5°d.p.i.,, os animais foram
sacrificados e amostras de intestino foram coletadas. Esses o6rgdos foram
submetidos a titulagéo viral em células BSC-40 (FERREIRA et al., 2008). Todas as

amostras foram armazenadas em freezer -70°C até serem processadas.

4.6.4. Analise de cole¢ées de soros de espécies de vertebrados silvestres ou

mantidos em cativeiro

Com o intuito de determinar se outras espécies de vertebrados poderiam
representar hospedeiros ou reservatorios de VACV, cole¢des de soros de animais
silvestres ou mantidos em cativeiro foram submetidas a testes sorologicos e
moleculares, a fim de analisar a presenca de anticorpos anti-OPV e DNA de viral. A
primeira colegéo analisada foi gentiimente cedida pela Profa. Zélia Lobato (Escola
de Veterinaria, UFMG), sendo composta por amostras de soro de varias espécies
de animais silvestres. Estas amostras foram coletadas durante um projeto de
resgate de fauna, em decorréncia do alagamento de uma area de floresta
Amazobnica, durante a construgdo de uma usina hidroelétrica no Rio Tocantins, nos
municipios de Lajeado e Ipueiras (09°44'58"S e 48°21'23"0) (TO). Na ocasido da
coleta, ndo existiam notificagdes de surtos de vaccinia bovina na regido. O primeiro
surto de VACV notificado neste estado aconteceu no ano de 2009 (MEDAGLIA et
al., 2009). Ao todo, foram coletadas 344 amostras de soro, como apresentado na
TABELA 5. Todas as amostras foram submetidas a ensaios de soroneutralizagéo
(item 4.3.) e PCR (item 4.4.) para a detecgdo dos genes vgf e ha de OPV.
Algumas das amostras positivas na PCR foram sequenciadas e analisadas,

conforme descrito no item 4.5.

A outra coleg¢do analisada foi gentilmente cedida pela Fundagdo Zoobotanica de
Belo Horizonte. As amostras de soro foram coletadas por veterinarios da
instituigdo, e abrange uma grande variedade de taxons de vertebrados, incluindo
aves, mamiferos e répteis. A analise da soroprevaléncia de animais de zoologico

OPV-positivos foi feita uma vez que surtos de CPXV tém sido descritos em animais
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mantidos em cativeiro na Europa (ZWART et al., 1971; MARENNIKOVA et al.,
1977; MATZ-RENSING et al., 2006). Assim como descrito para a colegéo anterior,
os soros dos animais da Fundacdo Zooboténica também foram submetidos a
ensaios de soroneutralizacao (item 4.3.) e PCR (item 4.4.). A relacdo dos soros

desta colegcéo também foi sumarizada na TABELA 5.

TABELA 5: Relagdo das amostras de soro de vertebrados silvestres ou mantidos em

cativeiro, analisadas no presente estudo.

Espécie Nome popular N°de soros Ano da coleta Local

Cebus apela macaco-prego 269 2001-2002 Lajeado-lpueiras (TO)
Alouatta caraya macaco guariba 217 2001-2002 Lajeado-lpueiras (TO)
Nasua nasua quati 12 2001-2002 Lajeado-lpueiras (TO)
Dasyprocta sp. cotia 20 2001-2002 Lajeado-lpueiras (TO)
Didelphis albiventris gamba 2 2001-2002 Lajeado-lpueiras (TO)
Euphractus sexcinctus tatu 5 2001-2002 Lajeado-lpueiras (TO)
Tamandua tetradactila tamandud-mirim 5 2001-2002 Lajeado-Ipueiras (TO)
Cerdocyon thous raposa cinzenta 4 2001-2002 Lajeado-Ipueiras (TO)
Eunectes murinus sucuri 2 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Caiman latirostris jacaré do papo-amarelo 3 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Amazona brasiliensis papagaio de cara-roxa 1 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Boa constrictor jiboia 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Crocodylus acutus crocodilo 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Rhea americana ema 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Panthera onca onca pintada 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Chrysocyon brachyurus lobo guara 6 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Tapirus terrestris anta 4 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Lama glama lhama 2 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Panthera leo leao 1 2004 Fundag&o Zoo-Bot.BH (MG)
Taurotragus oryx elande 2 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Loxodonta africana elefante 1 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Pan troglodytes chimpanzeé 1 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Panthera pardus leopardo 1 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Blastocerus dichotomus cervo do pantanal 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Myrmecophaga tridactyla tamandud-bandeira 3 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Cebus apela macaco-prego 1 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Mandrillus sphinx mandril 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Speothos venaticus cachorro do mato 1 2004 Fundagéo Zoo-Bot.BH (MG)
Tamandua tetradactyla tamandud-mirim 1 2004 Fundagé&o Zoo-Bot.BH (MG)
Gorilla gorilla gorila 1 2004 Fundag&o Zoo-Bot.BH (MG)
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4.7. Padronizagao de um sistema prime-boost de vacinagao contra OPV
4.7.1. Imunégeno inativado BAV
4.7.1.1. Inativagao por pB-propiolactona (THORNTON, 1980 - modificado)

O virus BAV previamente titulado em 10° UFP/uL foi transferido para um
erlenmeyer e em seguida, adicionado B-propiolactona (Sigma) na proporcao de
1:100 (ISLAS et al., 1995; FRAZATTI-GALLINA et al., 2004). A solugéo foi mantida
sob agitagdo por 2 horas a 37°C, sendo o pH monitorado por meio de um
potencidmetro (MB-10-Marte, Brasil), corrigido para pH 7,2 pela adicao de K;HPO,4
1M estéril, quando necessario. ApOs este periodo, o virus foi incubado a
temperatura de 25°C e a agitag¢ao foi mantida por mais 4 horas.

A suspenséo viral inativada foi coletada e dialisada em PBS 0,8% por 24 horas, a
4°C (SAMBROOK et al., 1989). A dialise da amostra inativada foi feita com o
objetivo de se retirar a pB-propiolactona, e seus produtos de degradacédo. A
membrana de dialise (12000-14000 MWCO) foi preparada conforme instrugbes do
fabricante (Spectral Medical Industries Inc., E.U.A.), autoclavada apos o preparo, e
em seguida, armazenada imersa em agua Milli-Q estéril a 4°C. Ao final da dialise, a

amostra foi armazenada a -70°C.

O imunodgeno inativado BAV foi desenvolvido e testado por FERREIRA (2008), no
Laboratério de Virus — ICB/UFMG. No protocolo padrao, sdao administradas 2 doses
com 10" UFP de BAV inativado, em 100pL, pela via subcutanea, em intervalos de 4

semanas.

4.7.1.2. Inativagao térmica de BAV

Visando reduzir o tempo utilizado para inativagdo de BAV, uma metodologia de
inativacao térmica de VACV foi testada em paralelo a inativagdo quimica. Segundo
PULFORD (2004), a inativagéo consiste em aquecer a 60°C, por 2 horas, aliquotas
virais de 100uL, contendo 10” UFP/uL. Para isso, foram utilizados tubos de

microcentrifuga pequenos (200 pL), e o aquecimento foi feito em um termociclador
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(Eppendorf, Mastercycler, Alemanha). O tempo necessario para inativacédo de BAV
foi testado, e aliquotas desse virus foram expostas ao aquecimento por 15, 30, 45,
30, 90, 120 ou 150 minutos. Ao final de cada tempo a aliquota viral foi titulada em
células CEF (item 4.2.6.). O experimento foi feito em triplicata.

4.7.1.3. Testes de inativagao

Para a avaliagdo e comprovacgéo da inativagao viral foram utilizados células CEF e

ovos embrionados.

Para inoculagdo em células, um volume de 100 pL de BAV inativado por beta-
propiolactona e termicamente (2 horas de aquecimento) foi diluido em 0,4 mL de
MEM acrescido de glutamina, antibidticos e antifungico. A inoculagdo da
suspensao viral foi feita em monocamadas de CEF com confluéncia de 90%,
implantadas em garrafas de cultivo celular de 25cm?. O meio de cultura foi
removido e a monocamada lavada com PBS. Em seguida, foram acrescentados
0,1 mL da suspensao viral inativada e, em paralelo, feito um controle da viabilidade
celular e um controle de virus, em duplicata. As células foram incubadas a 37°C,
homogeneizadas por 1 hora, de 15 em 15 minutos. Em seguida, o volume de meio
foi completado para 5 mL suplementado com 1% de SFB (Cultilab). As células
foram observadas quanto ao aparecimento de ECP por um periodo de 48 a 96
horas. Uma das garrafas de cada teste foi fixada em formol e corada com cristal
violeta para contagem de placas. Da outra garrafa, o meio foi descartado, as
células foram congeladas e descongeladas por trés vezes em Tris 10 mM pH8,0 e,
posteriormente, centrifugadas a 1.500 rpm (Sorvall, RT6000) a 4°C. O
sobrenadante foi coletado, sendo 1 mL deste, repassado em 6 vezes sucessivas
em células Vero. Esse processo foi feito para as garrafas com as suspensdes virais
inativadas, com os controles positivos, inoculados com o BAV nao-inativado e com
os controles negativos, inoculados com PBS (THORNTON, 1980; SOMEKH et al.,
2004).
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Para inoculagées em MCA, foram utilizados 10’ UFP de virus BAV inativado, por
ambos os métodos. Apds incubacgao por 72 horas a 37°C, as MCA infectadas foram
retiradas assepticamente, e armazenada a -70°C. Foram feitas duas passagens
consecutivas em MCA, em duplicata, as quais foram coletadas e maceradas com
areia autoclavada para inoculagdo em CEF para confirmag&o da inativagao viral.
Os controles negativos consistiram na inoculagdo da MCA com PBS e os controles
positivos, na inoculagdo com 1000 UFP do virus BAV néo inativado (THORNTON,
1980).

4.7.2. Vacina de DNA: B5R e H3L

As vacinas BSR-DNA e H3L-DNA foram descritas por PULFORD e colaboradores
(2004). O protocolo cujos melhores resultados foram observados utilizou 4 doses,
com intervalos de 3 semanas, com 50ug do plasmideo pTarget (Promega, E.U.A.)
com o gene B5R em janela de leitura. A administragdo da vacina foi feita pela via

intramuscular, com um volume de 100uL, nos membros traseiros.

As vacinas de DNA expressando as proteinas B5R ou H3L utilizadas no presente
estudo foram obtidas de uma biblioteca de ORFs de VACV (gentiimente cedidos
pelo Dr. Bernard Moss, National Institute of Allergy and Infectious Diseases,
E.U.A.)). As ORFs foram clonadas no plasmideo pcDNA3.1-V5-his-TOPO
(Invitrogen), e encontram-se sob a regulagéo de um promotor de citomegalovirus, e
portanto sdo expressas em células eucariotas. Algumas vacinas de DNA utilizando
este vetor foram descritas (FRAGAKI et al, 2001; LI et al., 2004, LIU et al., 2004).

Os plasmideos contendo B5R ou H3L foram inseridos em bactérias E.coli DH5a e,
posteriormente, clones bacterianos foram triados por PCR, utilizando os iniciadores
T7-F e BGH-R (pcDNA3.1). Ao todo, 5 clones bacterianos de cada gene foram
submetidos a extragdo plasmidial em pequena escala (MiniPreps DNA plasmidial
extraction kit, Promega). Para confirmar a integridade das sequéncias nucleotidicas
de B5R e H3L nas construgdes, os plasmideos foram sequenciados e as
sequéncias obtidas comparadas com outras disponiveis no GenBank (item 4.5.).
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Para confirmar a expresséo das proteinas B5R e H3L, células BSC-40 implantadas
em laminulas de microscopia foram transfectadas com as construgbes
separadamente, utilizando um kit de transfeccdo de células eucariotas
(Lipofectamina, Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante. Apds a
transfecgao, as células foram incubadas com meio Opti-MEM (Gibco) contendo 1%
SFB, por 24 horas, a 37°C, 5% de CO,. ApGs este periodo, as laminulas, contendo
as células transfectadas, foram fixadas e submetidas a ensaios de
imunofluorescéncia, utilizando anticorpos especificos para a deteccédo de B5R e
H3L (item 4.2.7.).

Os clones bacterianos selecionados, contendo as sequéncias de BS5R ou H3L,
foram propagados em meio LB por 18 horas, e entdo submetidos a extracdo de
DNA plasmidial em larga escala (Maxi-Preps Qiagen endotoxin-free). O DNA obtido

foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop (ND-1000) e conservado a -70°C.

4.7.3. Preparo dos imunégenos para vacinag¢ao (FERREIRA, 2008)

Para o preparo dos imunoégenos foi utilizado como adjuvante Emulsigen®
(Laboratoérios MVP, Ralston, NE), que & autorizado pelo Ministério da Agricultura
Americano para uso em vacinas veterinarias para ser administrado pelas vias
intramuscular e subcutanea. A formula utilizada foi composta (% p/p) de 5% de
Rehydragel LV® (Reheis, U.S.A) - disperséo coloidal de hidréxido de aluminio - ,
25% de Emulsigen® (Laboratérios MVP, Ralston, NE) e 70% de suspensao viral
inativada e/ou BSR DNA e/ou H3L-DNA. Inicialmente, sob fluxo laminar, o
Rehydragel® foi vertido em um béquer, seguido da adi¢ao do imundégeno inativado
ou das vacinas de DNA. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente, sob
agitagdo de 2000 rpm utilizando o aparelho Eurostar Basic, Brasil. Ap6s 1 hora, a
suspensao obtida foi vertida em um béquer contendo o Emulsigen® e a agitagéo
foi mantida por mais 1 hora a 2000 rpm (Eurostar Basic, Brasil) a temperatura
ambiente. Ao término do processo, o imundgeno foi envazado e conservado a 4°C

até o momento do uso. A administragdo dos imundgenos, simples ou compostos,
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foi feita pela via subcutédnea, na parte interna da coxa esquerda, utilizando o
volume de 100uL. Cada dose de imunégeno contém 10” UFP de BAV inativado,
40ug de B5R-DNA ou 40ug de H3L-DNA.

4.7.4. Avaliagado da resposta imune humoral pdés-vacinagao (FERREIRA, 2008)

Grupos contendo quatro camundongos Balb/c machos, com 4 semanas de idade,
foram imunizados pela via subcutdnea. Os imundégenos foram administrados
utilizando os sistemas de dose unica, prime-boost homoélogo ou prime-boost-
heter6logo, conforme indicado na FIGURA 12.

Um grupo de 4 animais foi imunizado com amostra VACV-LST (10° PFU/100uL) em
um sistema de prime-boost homologo, e um grupo de camundongos foi imunizado
apenas com adjuvante. Em todos os grupos, o intervalo entre as imunizagdes foi de
trés semanas. Trés semanas apds a ultima dose, os animais foram sacrificados, e
amostras de sangue foram coletadas para ensaios de soroneutralizagao, testes de
inibicdo de cometas e ELISA.

4.7.5. Desafio de camundongos vacinados

A protecédo dos sistemas de vacinagdo sumarizados na FIGURA 12 foi avaliada
através do desafio dos camundongos com a amostra viral VACV-WR. Foram
utilizados 4 camundongos por grupo, e o desafio foi feito 3 semanas apos a ultima
dose. Foi avaliada a protegdo contra 5x10° UFP de VACV-WR. Apés o desafio,
foram analisados parametros como a perda de peso e mortalidade. Além disso, foi
utilizada uma metodologia descrita por PULFORD (2004) na qual o score da
doenca foi avaliado, baseado em 5 niveis distintos, que variam entre 0 e 100%:
20% - pilo erecéo discreta; 40% - pilo-erecdo substancial; 60% -arqueamento de
dorso; 80% - edema facial ou plantar e dificuldade respiratéria; 100% - morte. A
pontuacao foi atribuida, considerando que pelo menos 50% dos animais do grupo
devessem apresentar os sinais clinicos acima relacionados. Os camundongos

imunizados e desafiados foram avaliados até o 14° d.p.i., e entdo foram
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FIGURA 12: Relagao dos sistemas de vacinagéao utilizados neste estudo.

4.8. Clonagem e expressao das proteinas B5R e H3L em sistema procarioto
4.8.1. Clonagem de B5R e H3L em pQE9

Visando a expressdo de B5R e H3L em sistema procarioto as ORFs completas

destes genes foram amplificadas e clonadas no sistema de expressdo pQE9

(QIAGEN, EUA). Iniciadores especificos foram designados a partir da analise do
genoma completo da amostra VACV-WR (AY243312). As ORFs de B5R e H3L

foram analisadas quanto a presenca de sitios de restricdo internos utilizando a

plataforma WebCutter (bio.lundberg.gu.se/cutter2/). A partir destas analises, foi

adicionado, a cada iniciador, sitios de restricdo especificos para clonagem em

pQES9.
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As sequéncias dos iniciadores utilizados sdao: B5R F Sall: %
GTCGACAAAACGATTTCCGTTG 3 e B5R R HindlIll:5’
AAGCTTTTACGGTAGCAATTTATGGAAC 3, contendo sitios de Sall e Hindlll,
respectivamente; para a amplificagdo e clonagem de H3L em pQE9 foram
utilizados os iniciadores: H3L F Hindlll: 5° AAGCTTTTAGATAAATGCGGTAAC 3’ e
H3L R BamHI: 5 GGATCCGCGGCGGCGGCGAAAACT 3, com os sitios de
Hindlll e BamHI, respectivamente. Nas rea¢des foram utilizados 2mM de MgCly,
10mM de dNTP, 4pmol de cada iniciador, 2U de Taq DNA polimerase e tampao
dessa enzima. Como amostra, foram utilizados 50ng de DNA de VACV-WR
purificado. As condi¢des térmicas utilizadas foram: desnaturacéo inicial a 95°C por
5 minutos; seguido por 30 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1 minuto, pareamento
dos iniciadores a 45°C por 1 minuto e sintese de DNA a 72°C por 1 minuto; por fim,
7 minutos de extensdo final a 72°C. Os amplificados foram submetidos a
fracionamento por eletroforese (100V) em gel de agarose 1%.

Apds a amplificagdo de B5R e H3L a partir de VACV-WR, os fragmentos com
tamanho esperado (~950pb) foram extraidos do gel de agarose (Qiagen Gel
Extraction Kit), quantificados em espectrofotometro (Nanodrop 1000), e entado
subclonados em pGEM-T easy, seguindo as instru¢des do fabricante. Apds a
ligacéo, as contru¢ées pGEMT-B5R e pGEMT-H3L foram propagadas em bactérias
E. coli DH5a (SAMBROOK et al. 1989), e entdo submetidas a extragcdo de DNA
plasmidial, utilizando o Kit Minipreps Plasmidial Extraction (Promega), segundo
instrugdes do fabricante.

As contrugbes pGEMT-B5R e pGEMT-H3L, assim como o vetor plasmidial de
expressdo pQEY9, foram entdo submetidos a digestdo enzimatica, utilizando as
enzimas Hindlll e BamHI ou Sall e Hindlll (Fermentas). Apos 3 horas de incubagéo
a 37°C, os amplificados foram fracionadas por eletroforese (100V) em gel de
agarose 1%. Os fragmentos de interesse, correspondentes aos insertos BSR ou
H3L digeridos, e ao vetor pQE9 digerido, foram extraidas do gel de agarose
(Qiagen Gel Extraction Kit) e quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop 1000).
Em seguida, foi feita a ligacdo de B5R ou H3L no vetor pQE9, utilizando o Kit T4
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DNA ligase (Promega), nas proporc¢des 1:3 e 1:8 (vetor:inserto). Apds 12 horas a
4°C, as constru¢des foram submetidas a transformacao bacteriana (SAMBROOK et
al., 1989), utilizando a linhagem E. coli M15. Os clones contendo a construgéo
foram triados por PCR, utilizando iniciadores especificos e/ou do plasmidio (pQE-F
e pQE-R).

4.8.2. Cromatografia de afinidade (HOCHULI, 1990)

Clones bacterianos contendo os plasmidios de expressao pQE9 ligados a H3L ou
B5R foram inoculados em meio de cultura, contendo antibiéticos e incubados por
18 horas a 37 °C sob agitacao de 180 rpm. Apds este periodo foi feita a diluicdo na
proporcao de 1:10, em meio de cultura, contendo antibiéticos e novamente
incubado a 37 °C, sob agitacdo de 180rpm até atingir a DOgoonm. Neste momento,
foi retirada uma amostra (1mL) da cultura ndo-induzida, utilizada como controle
negativo da expressao e, ao restante da cultura, foram adicionados 4mM de IPTG.
O restante foi centrifugado a 4000 rpm (Sorvall RC-5B, rotor GS3) por 30 min. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi homogeneizado com 10% do
volume inicial da cultura de tampao A (6M Guanidina HCI, 0.1M fosfato de sodio,
0,01M tris /HCI pH 8,0), e incubado por 30 min sob agitacdo de 100 rpm. O lisado
bacteriano obtido foi centrifugado a 8000 rpm (Sorvall RC-5B, rotor SS34) por
30min a 4°C, o sobrenadante coletado e armazenado, e o pellet utilizado na
purificacdo (FENG et al., 2002). O sedimento foi entdo resuspendido em tampao A

e submetido a 2 ciclos de sonicacgao (poténcia 50%), por 12 minutos cada.

A esta solugdo foi entdo adicionada resina de quelato de niquel (QIAGEN, EUA)
carregada com Nix+. A mistura resina/proteina foi colocada em um tubo coénico de
50 mL, selado e incubado durante 1h a temperatura ambiente sob agitacao
constante e lenta. Apds a ligacdo da resina as proteinas recombinantes, por
intermédio da cauda de histidina, presente na extremidade amino-terminal da
proteina, a resina/proteina foi entdo transferida para uma coluna de 1 cm de
diametro e 6 cm altura onde foi compactada. Para proceder a eluigcdo da proteina,

foram adicionados a coluna tampao de eluigdo (8M uréia, 0.1M fosfato de soédio,
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0,01M tris/ HCI) em diferentes valores de pH, aumentando gradativamente a acidez
da solucdo. O eluato foi coletado em diversas aliquotas, de acordo com o pH.
Estas foram mantidas a 4 °C até o momento do uso.

4.8.3. Caracterizagao da proteina — PAGE (LAEMMLI, 1970).

Para controle da purificagdo de BS5R e H3L, os eluatos proteicos foram submetidos
a eletroforese em gel de poliacriiamida (PAGE). Apds fervura em tampéo de
amostra (20% glicerol, 20% SDS, 0,375M Tris pH 8,8, 0,75M, mercaptoetanol e
0,25 % v/v do corante azul de bromofenol) (Sigma, EUA), as amostras foram
separadas por fracionamento eletroforético em gel de poliacrilamida bifasico a 10%
(acrilamida/bisacrilamida na proporgéo 30:0,8) em tampao Tris-glicina (Tris base 25
mM pH 8,3, glicina 250 mM, SDS 0,1%). O fracionamento foi feito por 3 horas a
100V. O gel foi corado em solugdo coomassie blue (0,25% p/v do corante
coomassie blue R 250) (Sigma, EUA) durante 1 hora, a temperatura ambiente e
sob agitacdo constante. Em seguida, foi descorado por 2h em solugéo fixadora |
(40% metanol, 10% acido acético glacial, 50% agua) e entdo transferido para outra
solugao descorante por 2 h, fixadora Il (etanol 10%, acido acético 5%, agua 85%)
até a visualizagéo das bandas, ao fundo do gel. Os géis foram desidratados entre
duas folhas de papel celofane e presas sobre uma placa de vidro, a temperatura
ambiente durante 48 h.

4.9. Ensaio de Western blot

Para caracterizar as protéinas H3L e B5R recombinantes, estas foram
submetidas a ensaios de Western blot utilizando anticorpos monoclonais
especificos. Com este intuiuto, tampao LB (“loading buffer”) 5x (Tris-HC{ 0,5M pH
6,8; B-mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,1% (p/v); glicerol 20% (p/v)) foi
adicionado a aliquotas de cerca de 50ng das proteinas recombinantes, que foram
entdo desnaturadas por 5 min a 99°C. As proteinas foram fracionadas em gel de
10% poliacrilamida/SDS (PAGE) a 100V e transferidas para membrana de
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nitrocelulose (Hybond ECL, GE Healthcare), conforme o protocolo do “Kit Bio-Rad
Transferency” (Bio-Rad Laboratories, USA). Apds a transferéncia, as membranas
foram coradas com Ponceau 1% para a verificagdo da eficiéncia da mesma. A
seguir, as membranas foram bloqueadas durante 1 hora em solugao de leite em po
desnatado a 5% (p/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) em PBS. Ap6s o bloqueio, as
membranas foram lavadas trés vezes em PBS/Tween-20 a 0,1% e incubadas com
os anticorpos primarios desejados por 24h a 4°C, na diluicao de 1:3000, em
albumina sérica bovina (BSA) a 5% (p/v) em PBS/Tween-20. As membranas foram
novamente lavadas trés vezes em PBS/Tween-20 e incubadas, por 1h a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase, na
diluigdo recomendada pelo fabricante em leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em
PBS/Tween-20. Apos nova sessao de lavagens por trés vezes em PBS/Tween-20,
as membranas foram incubadas em solucgéo reveladora ECL Plus (GE Healthcare)
pelo tempo recomendado pelo fabricante, expostas contra filme de raio X
(Hyperfiim ECL-GE Healthcare) e reveladas de acordo com as instrugbes do
fabricante (Kodak). Os anticorpos primarios monoclonais anti-B5R e —H3L foram
gentimente cedidos pelo Dr. Bernard Moss (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, E.U.A.)

4.10. ELISA anti-OPV utilizando B5R e H3L recombinantes

Visando avaliar a presenca de anticorpos totais anti-VACV em camundongos
imunizados com as vacinas BAV, B5R-DNA e/ou H3L-DNA (item 4.7.5.), um ELISA
foi padronizado utilizando como antigenos as proteinas recombinantes BSR e H3L.
Para isso, um total de 50ng de B5R ou H3L recombinantes foi diluido em tampéo
carbonato (0,01M, pHG6) e entdo adicionadas em placas para ELISA (Maxisorp
Nunc, Apogent, EUA). Apds 15 horas, o antigeno foi retirado e a placa foi lavada 3
vezes com uma solugcdo de Tween-20 0,05% em PBS. O bloqueio foi feito
utilizando uma solugdo de leite em pd desnatado (1%) diluido em PBS-Tween
0,05%. Ap6s 2 horas de incubacgéo a 37°C, a solugao de bloqueio foi retirada e a
placa foi lavada trés vezes. Em seguida foram adicionadas as amostras de soro
murino, diluidas 100 vezes em PBS-Tween 0,05%. Apo6s 1 hora de incubacéo, as
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amostras de soro foram retiradas e a placa foi novamente lavada 3 vezes com
PBS-Tween 0,05%. Foi entédo adicionado conjugado anti-lgG murino, na diluicdo de
1:20000 (Sigma-Aldrich, Alemanha). As placas foram lavadas 4 vezes, e em
seguida adicionado o substrato o-phenilenediamina dihidrocliridrico (Sigma-Aldrich,
Alemanha) e 0,03% de peroxido de hidrogénio. Apos 10 minutos, a reacgéo foi
interrompida pela adigao de acido sufulrico 2M. A leitura dos resultados foi feito em
espectrofotometro (492nm).



84

FLUXOGRAMA DE TRABALHO

Vacina BAV Vacinas de DNA Clonagem e expressao de
inativad B5R e H3L
Inativada - B5R e H3L em sistema
procarioto
Transformagao
I em DH5a

Multiplicagao
e Purificagcao
viral
I Selecao dos melhores
plasmideos vacinais:
sequenciamento e
imunofluorescéncia

Diicso 18

Extracéo
plasmidial em
larga escala e ) il Inibicéo de
i Mortalidade ' cometas

Desafio
VACV-WR

1 Camundongo
Balb/c
12 dose

(Prime)

Captura de Colecoes de
Roedores sSoros

e | S P 2N S S
. Isolamento ' | Soroneutralizacdo ! | PCR !
v v
e resrm e e, O



10

15

20

25

30

85

V. RESULTADOS

5.1. Determinagédo de hospedeiros e reservatoérios naturais de VACV
5.1.1. Analise de roedores e espécimes clinicos

Objetivando analisar se espécies de roedores poderiam representar alguns dos
hospedeiros de VACV, foram feitas quatro expedigbes de campo visando a captura
desses animais. As expedi¢des foram feitas em Paraguacu (2008), Doresopolis
(2009), Curvelo (2006) e em Acaiaca/Goiabeiras, dois distritos de Mariana (2005 e
2009). Amostras de fezes de roedores também foram coletadas nas propriedades
rurais visitadas, com o objetivo de verificar a presenca de VACV nas mesmas.
Amostras de crosta, liquido vesicular e sangue também foram coletadas de
humanos e bovinos afetados pela VB durante os surtos. Ao todo, foram capturados
19 roedores, todos peridomiciliares, pertencentes as espécies Mus musculus,
Rattus rattus ou Rafttus norvergicus. Esses animais foram capturados em
instalagdes proximas as sedes das propriedades, como currais, armazéns, granjas
de porcos e galinheiros, e também nas adjacéncias, em locais como bordas de
matas, plantagcbes de milho, cana e feijao. Apés a captura, foram coletadas
amostras de sangue e 6rgaos dos roedores, que posteriormente foram analisados
no Laboratorio de Virus, UFMG.

Embora ndo tenham sido observadas lesbes epidérmicas aparentes em nenhum
dos roedores capturados, os ensaios de soroneutralizacado revelaram a presenca
de anticorpos neutralizantes anti-OPV nos soros de dois roedores, capturados
durante a expedicao feita em Acaiaca em 2005 (TABELA 6). Os titulos dos soros
positivos foram de 1:40 e 1:320, correspondentes a dois camundongos da espécie
Mus musculus (MmA1 e MmA2 [TABELA 3]), capturados nas proximidades de uma
lavoura de milho. As outras 17 amostras de soro de roedores ndo apresentaram
nenhuma atividade neutralizante contra VACV-WR, a amostra viral utilizada nos
ensaios de soroneutralizagdo. Entretanto, a analise dos soros humanos e bovinos
coletados durante as expedicdbes mostraram altos titulos de anticorpos
neutralizantes, variando de 1:160 a 1:640 (TABELA 6), incluindo as amostras de
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soro bovino coletadas em Curvelo, local onde ndo estava ocorrendo surto de VB na
ocasiao da expedicdo. A analise dos soros bovinos coletados em Acaiaca em 2009
revelou que bovinos expostos ao surto em 2005 (segundo os proprietarios), ainda
apresentavam titulos altos de anticorpos anti-OPV (1:180) (TABELA 6).

TABELA 6: Titulos de anticorpos neutralizantes anti-OPV em amostras de soro

murino, bovino e humano, coletadas durante as expedi¢goes de campo.*

Titulo de anticorpos

Localidade Ano Espécie .
neutralizantes

Mariana / Acaiaca 2005 Mus musculus 1:320
Mariana / Acaiaca 2005 Mus musculus 1:40
Mariana / Acaiaca 2005 Bos taurus 1:320
Mariana / Acaiaca 2005 Homo sapiens 1:640
Mariana / Acaiaca 2009 Bos taurus 1:160
Mariana / Acaiaca 2009 Bos taurus 1:160
Paraguacu 2008 Bos taurus 1:160
Paraguacu 2008 Homo sapiens 1:320
Doresopolis 2009 Homo sapiens 1:160
Doresopolis 2009 Bos taurus 1:160
Doresopolis 2009 Homo sapiens 1:160
Doresopolis 2009 Homo sapiens 1:160
Curvelo 2009 Bos taurus 1:160
Curvelo 2009 Bos taurus 1:320
Curvelo 2009 Bos taurus 1:160
Curvelo 2009 Bos taurus 1:160

*As amostras de soro OPV-negativas ndo estdo representadas na TABELA.

Apdbs os ensaios de soroneutralizagéo, foram feitas tentativas de isolamento viral, a
partir dos o6rgaos coletados dos roedores capturados. Foram utilizados, em
paralelo, trés tipos celulares para o isolamento, BSC-40, CEF e Vero, com o
minimo de duas passagens cegas. As células de cultivo primario, CEF, mostraram
maior sensibilidade, e os resultados apresentados na TABELA 7 correspondem as
tentativas de isolamento feitas nesta célula.

Ao todo, foram testadas 118 amostras de o6rgaos, incluindo cérebro, figado, rins,
gbnadas, intestino, peritbnio, estdmago, pulmdes e traquéia. Os testes de
isolamento revelaram efeito citopatico tipico de poxvirus nas células infectadas

com as gbnadas ou com o peritdnio coletados do camundongo MmA1, um dos
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animais positivos nos ensaios de soroneutralizagao. Estes efeitos correspondem a
formacédo de placas de lise, apresentando bordas com células em proliferagao e
uma regido central com células arrendondadas ou mortas. O mesmo efeito foi
observado nas células onde foram inoculadas amostras de crosta ou liquido
vesicular, humanas e bovinas, coletadas durante os surtos de VACV. Entretanto,
nao foi possivel detectar efeito similar nas células infectadas com outros 6rgaos de
MmA1, nem quaisquer érgéo de outro roedor, incluindo MmA2 (TABELA 7).

Amostras de fezes de roedores coletadas durante as expedi¢des, assim como uma
carcaca de camundongo coletada na cidade de Curvelo, foram submetidas a
deteccdo de DNA viral pela PCR semi-nested vgf, e isolamento em células CEF,
Vero ou BSC-40. Todavia nao foi possivel detectar VACV em nenhuma dessas

amostras.

TABELA 7: Teste de isolamento viral a partir de 6rgaos de roedores capturados.

Ensaios feitos em CEF. Resultados correspondentes a 22 passagem cega.

Especie Identificacao Cérebro Figado Rins Gonadas Intestino  Peritonio E: ] Pul Traquéia
Mus musculus MmAT1 - - - + - + - S -
Mus musculus MmA2 - - - NF NF NF NF - NF
Mus musculus MmA3 - - - NF NF NF NF - NF
Mus musculus MmA4 - - - NF NF NF NF - NF
Rattus rattus RrA1 - - - NF NF NF NF - NF
Rattus rattus RrA2 - - - NF NF NF NF S NF
Mus musculus MmG1 - S - NF NF NF NF - NF
Rattus rattus RrG1 S - - - - - - - -
Rattus rattus RrG2 - - - NF NF NF NF - NF
Mus musculus MmG2 - - - - - - - - -

Rattus sp. RG1 - S - NF NF NF NF - NF
Rattus sp. RG2 - - - NF NF NF NF - NF

Mus musculus MmG3 - - - NF NF NF NF - NF
Rattus norvergicus RnC1 - - - - R
Mus musculus MmC1 R
Mus musculus MmC2 - - - - - - - S
Mus musculus MmC3
Rattus norvergicus RnC2 - - - S
Mus musculus MmC4

NF: ndo feito; S: suspeito, mas ndo confirmado em passagens posteriores; +: positivo; -:negativo

A amostra viral isolada do periténio de MmA1 foi denominada Mariana virus murino
(MARV-M). Esta amostra foi multiplicada e purificada em colchdo de sacarose para
posteriores testes de caracterizagdo biolégica e molecular. Com o intuito de
analisar se MARV-M era o mesmo agente etiolégico das lesbes exantematicas
observadas durante o surto em Mariana, também foram multiplicadas e purificadas
uma amostra bovina (MARV-B) e uma amostra humana (MARV-H), oriundas de
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lesbes exantematicas observadas durante o mesmo surto. MARV-M, MARV-H e
MARV-B foram comparados por testes bioldgicos e moleculares. PCR dos 6rgéos
dos camundongos capturados, de fezes coletadas nas propriedades visitadas e de
liquido vesiculures e crostas bovinas e humanas confirmaram os resultados dos

testes de isolamento viral.

5.1.1.2. Caracterizagao biolégica e molecular dos isolados MARV
5.1.1.2.1. Ensaios de imunofluorescéncia e de infectividade viral

Com o intuito de confirmar se os isolados MARV-M, MARV-H e MARV-B poderiam
ser classificados como membros do género OPV, foram feitos testes de
imunofluorescéncia, utilizando anticorpo monoclonal anti-BSR. B5R & uma
glicoproteina viral de superficie dos poxvirus, que fica ancorada em membranas
celulares durante o ciclo de multiplicagao do virus. As células foram infectadas sob
a M.O.l. de 3, incubadas por 24 horas, e entdo tratadas com os anticorpos primario
anti-B5R e secundario, seguido pela incubagdo com DAPI, um marcador de acido

nucléico.

Os ensaios de imunofluorescéncia revelaram que células BSC-40, infectadas com
MARV-M, MARV-B e MARV-H, apresentavam, 24 horas ap6s a infecgédo, a
marcacgao da proteina B5R pontualmente distribuida pela membrana plasmatica e
pelo complexo de Golgi (FIGURA 13), indicando a multiplicacao de algum OPV. O
mesmo resultado foi observado nas células infectadas pela a amostra VACV-WR,
utilizada como controle positivo. A coloragdo com DAPI, marcador de acido
nucléico, revelou a presenga de fabricas virais nas células infectadas com os
isolados MARV ou com VACV-WR. As fabricas virais sdo pequenos concentrados
de DNA préximo ao nucleo, e correspondem ao sitio celular onde é feita a maior
parte da montagem da progénie viral dos poxvirus. N&o foram visualizadas fabricas
virais nem a marcagao de B5R nas células ndo infectadas (FIGURA 13).

Paralelamente aos testes de imunofluorescéncia, ensaios de infectividade viral
foram feitos em células BSC-40. Os isolados MARV-M, MARV-H e MARV-B foram
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comparados entre si e com VACV-WR, através de ensios de curva de ciclo unico e
fendtipo de placas virais. Neste ultimo teste, células BSC-40 foram infectadas com
a M.O.l. de 0,01, e analisadas 48 horas apo0s a infecgdo. As trés amostras
testadas, MARV-M, MARV-H e MARV-B apresentaram placas pequenas, com o
didametro médio de 0,6 mm. Todavia, a monocamada infectada com VACV-WR
apresentou placas maiores, com o didmetro médio de 1,4 mm (FIGURA 14).
Nenhuma placa viral foi observada na monocamada infectada com PBS.

O outro ensaio de infectividade viral in vitro, também feito em células BSC-40,
revelou que os isolados MARV apresentam curvas de ciclo unico muito similares
entre si, e distintas estatisticamente de VACV-WR (p<0,04, PRISM). Enquanto
MARV-M, MARV-H e MARV-B apresentaram um crescimento final de
aproximadamente 1 log, VACV-WR cresceu 1,5 log (FIGURA 14). Nenhuma placa
foi observada na monocamada infectada com PBS (dados n&o mostrados).
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FIGURA 13: Ensaios de imunofluorescéncia de células BSC-40 infectadas com
MARV-M, MARV-H, MARV-B ou VACV-WR. Células BSC-40 foram infectadas com
MARV-M, MARV-H ou MARV-B, além de VACV-WR como controle positivo. 24 horas apés
a infecgdo, as células foram incubadas com um anticorpo primario anti-B5R, e
posteriormente com um anticorpo secundario anti-mouse conjugado com rodamina. Para a
marcagdo de acidos nucléicos foi utilizado DAPI. As imagens foram obtidas no
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51. As setas indicam as fabricas virais. Em

vermelho, a glicoproteina viral B5R de OPV.
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5.1.1.2.2. Isolados MARV: inoculagao em MCA e PCR para a detec¢ao de

genes especificos de OPV

Levando em conta os resultados apresentados no item anterior, a caracterizagéo
dos isolados MARV prosseguiu com a inoculagdo dessas amostras em membrana
corioalantéide (MCA) de ovos de galinhas embrionados, para a observagdo de
pocks virais. Um total de 10* particulas de MARV-M, MARV-H, MARV-B ou VACV-
WR foi inoculado por ovo, que permaneceu em incubac¢do por 72 horas apos a
inoculacdo. Apés este periodo, os ovos foram mantidos por 24 horas a 4°C para

causar a morte do embrido.

Os ovos inoculados com MARV-M, MARV-H ou MARV-B revelaram pocks grandes
e esbranquicados, tipicos de VACV, disseminados por toda a superficie da MCA
(FIGURA 15). Este resultado foi igualmente observado nos ovos inoculados com

VACV-WR. Nenhum pock foi visualizado nas membranas inoculadas com PBS.

Avancando na caracterizagéo dos isolados, MARV-M, MARV-B e MARV-H foram
submetidas a ensaios de PCR, visando a identificacdo de genes virais especificos
de OPV. Foram utilizados iniciadores para a amplificacdo dos genes tk, vgf e ha, e
as reactes foram feitas utilizando 102 UFP dos virus purificados como amostra. Os
amplificados foram fracionados em gel de agarose 1%, sob a voltagem de 100V.

As PCRs dos genes tk, vgf e ha revelaram a amplificacédo de fragmentos de 528,
381 e 960 pb, respectivamente, a partir dos isolados MARV-M, MARV-B e MARV-
H, assim como a partir do controle positivo, VACV-WR (FIGURA 15). Nenhuma
amplificagdo foi observada nos controles negativos das trés reacdes. As reagdes
foram feitas em ftriplicata, e os amplificados foram utilizados para reacdes de

sequenciamento.
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(A) MARV-M

MARV-B VACV-WR

FIGURA 15: Isolados MARV: inoculagdao em MCA e PCR de genes especificos de
OPV. (A) MCA de ovos de galinha embrionados foi inoculada com 10* UFP dos isolados
MARV ou VACV-WR. Ap6s 72 horas de incubacao, foi possivel observar que todas as
amostras induziram a formagdo de pocks esbranquicados, tipicos de VACV. (B) Os
isolados MARV foram submetidos a ensaios de PCRs, nas quais foram utilizados
iniciadores especificos para os genes tk, vgf e ha, de OPV. Canaleta 1: MARV-M; Canaleta
2: MARV-H; Canaleta 3: MARV-B; Canaleta 4: agua (controle negativo); Canaleta 5:
VACV-WR (controle positivo). Os amplificados foram fracionados em gel de agarose 1%,

sob a voltagem de 100V.
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5.1.1.2.3. Sequenciamento, comparagao e analises filogenéticas dos isolados
MARV

Visando avaliar a semelhancga genética entre os trés isolados MARYV, e a relagéo
desses isolados com outras amostras de OPV, os amplificados obtidos a partir das
PCRs de tk, vgf e ha foram sequenciados de forma direta, sem clonagem
molecular. O método de sequenciamento direto foi selecionado para garantir que
as sequéncias nucleotidicas obtidas fossem mais fidedignas aos genes virais que
foram amplificados, uma vez que a clonagem e a multiplicacdo plasmidial em
bactérias podem levar ao acumulo de erros nas sequéncias clonadas. Cada gene
foi sequenciado 6 vezes, e um consenso foi feito utilizando a plataforma online
Asparagin-Cenargen (genoma.embrapa.br/phph/). Sequéncias consenso de alta
qualidade foram obtidas e analisadas utilizando o programa MEGA 4.0.

A analise das sequéncias dos genes tk, vgf e ha, obtidas a partir de MARV-M,
MARV-H e MARV-B, revelou alta identidade entre esses isolados e amostras de
VACYV disponiveis no GenBank. As sequéncias de aminoacidos inferidas (MEGA
4.0) de vgf e ha (FIGURA 16) mostram um perfeito alinhamento entre os isolados
MARYV, sem nenhuma insercao, delecéo ou alteragdo de elementos. As sequéncias
nucleotidicas de tk, vgf e ha de MARV foram depositadas no GenBank e
receberam os numeros de acesso (GQ226042, GQ226041 e GQ226040,

respectivamente.

O alinhamento das sequéncias de ha revela que os isolados MARV apresentam
uma delecdo de 6 aminoacidos no final da regido codificadora do gene, presente
também em diversas amostras de VACV isoladas durante surtos de VB no Brasil,
como ARAV, CTGV, Serro, GP2 e MURV; mas ausente nas amostras GP1, VBH,
BAV e SAV. Embora a amostra vacinal IOC apresente esta delecdo em ha, outras
amostras de VACYV utilizadas como vacinas no Brasil, como Malbran e LST-BTT,
nao a possuem (FIGURA 16).
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FIGURA 16: Alinhamento das sequéncias dos genes vgf (A) e ha (B). As sequéncias
inferidas de aminoacidos obtidas no presente estudo foram alinhadas com sequéncias de
outros OPV disponiveis no GenBank, utilizando o programa MEGA 4.0. Em destaque
(vermelho, azul e vinho) as sequéncias obtidas e analisadas no presente trabalho, a partir

de amostras coletadas em Mariana (MG) e Ipueiras/Lajeado (TO).

A analise do percentual de similaridade do gene ha (FIGURA 18) entre os OPV
mostra que os isolados MARYV apresentam 100% de identidade com amostras de
VACYV isoladas durante surtos de VB, como Cantagalo-MuO7, RIA, LOR, ARAV e
Serro. A analise dos percentuais de similaridade dos genes tk e vgf (FIGURA 17)
entre os OPV revela que ainda mais amostras de VACV possuem valores de
identidade igual ou muito proximos de 100% quando comparadas aos MARV, uma

vez que esses genes sdo mais conservados.

Baseado nas sequéncias nucleotidicas dos genes vgf e ha, duas arvores
filogenéticas foram construidas, utilizando o programa MEGA 4.0 (FIGURA 19). As
arvores foram construidas utilizando a metodologia da maxima parciménia, com

valores de significancia baseados em 1000 replicatas.

A analise da arvore filogenética construida baseada no gene ha mostra que MARV
se agrupa com diversas amostras de VACV. E possivel observar que as amostras
de VACV formam um grande ramo, segregado de VARV, CPXV e MPXV. Além
disso, a arvore baseada em ha mostra uma clara separacdo das amostras
brasileiras de VACV em dois grupos: um composto por MARV, ARAV, PSTV,
CTGV, MURYV, Serro, GP2V, entre outros; e outro grupo formado por VBH, GP1V,
BAV e SAV. A amostra IOC, apesar de apresentar a delecdo de 6 aminoacidos no
gene ha, se agrupa com outras amostras vacinais, como Lister e Ankara (FIGURA
19). Pelo fato do gene vgf ser mais conservado, a visualizagdo de tal separacéo
das amostras de VACV né&o pode ser visto na arvore construida baseada nas
sequéncia nucleotidicas deste gene. Todavia, assim como foi observado para ha,
na arvore de vgf €& possivel ver que MARV se agrupa com diversas amostras de
VACV.



97

timidina quinase (tk)
1 2 3 4 s | & [ 7 | & [ = 10 " 12 13 14 15 %
3 VACV-S2V
4 VADV-GPIV
5 cexv
6 VACV-WR
7 NACV-Cotia
8 VACV-BAV
3 VACV-PSTV
10 VACV-MURY
11 vagv-LsT
12 ECV
13 Hepy 9300
14 yexy 5770 8,70
15 VARV 9750 EE: s |
TeTary e 6.5 5750 | 5840
fatorde crescimento viral (vgf)
1 2 3 4 s | & | 7 | ® | & [ o | m 1z 13 14 15 16 17 18
10000
100,00
100,00 100,00
99,40 2540 99,40
23,40 2540 99,40
25,40 9540 99,40 2830
9E,90 98,90 98,90 9830 9850
95,40 9540 29,40 9540 2340 28,60
98,40 940 99,40 100,00 8E.30 98,30 29,40
95,70 98,70 89,70 95,70 9920 88,60 59,70 59,70
2470 24,70 94,70 2410 2440 94,10 440 2410 2440
W 86,40 9640 96,40 95,80 9510 85,80 95,10 9580 96,10 SB.,00
15 MPXV-Zalre 96,90 96590 56,90 9640 96,50 96,40 96,60 2540 2550 95,50 9720
16 MPXV-Congo 96,60 26,60 96,60 96,10 8540 95,10 S5.40 26,10 2540 95,20 2650 99,70
17 VARV-Paskistan 84,10 34,10 24,10 84,10 9380 93,60 2440 5410 2440 90,80 9240 92,70 52,40 |
18 VaRv-5omalia 24.10 84,10 84,10 5410 54,10 84,10 53,80 23,50 2440 54.10 2440 50,80 3240 32,70 52,40 | 100,00

FIGURA 17: Percentual de identidade entre OPV, baseado nas sequéncias
nucleotidicas dos genes tk e vgf. As sequéncias nucleotidicas obtidas no presente
estudo foram comparadas com as sequéncias de outros OPV disponiveis no GenBank,
utilizando o programa MEGA 4.0. Em destaque (vermelho e azul) as sequéncias obtidas e
analisadas no presente trabalho, a partir de amostras coletadas em Mariana (MG) e

Ipueiras/Lajeado (TO).
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FIGURA 19: Arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias nucleotidicas dos genes

vgf (A) e ha (B). As sequéncias nucleotidicas obtidas no presente estudo foram alinhadas

com as sequéncias de outros OPV disponiveis no GenBank, e utilizadas para a construgao

das arvores filogenéticas, Neighbor-joinning, com valor de bootstrap de 1000 replicatas

(MEGA 4.0). Em destaque (pontos pretos) as amostras de VACV analisadas no presente

trabalho, obtidas em Mariana (MG) e Ipueiras/Lajeado (TO).



10

15

20

25

30

100

5.1.1.3. Testes de viruléncia e eliminagao de MARV em camundongos Balb/c

Objetivando analisar a viruléncia de MARV-M, MARV-H e MARV-B, grupos de 4
camundongos Balb/c foram inoculados pela via intranasal com 10° PFU/10pL das
amostras virais mencionadas. Apds a inoculagcdo, os animais foram pesados
diariamente, amostras de fezes foram coletadas, e os sinais clinicos, quando
presentes, registrados. As amostras GP2V e BAV foram utilizadas para estudos
comparativos de viruléncia. Os camundongos de todos os grupos foram mantidos
no biotério do Departamento de Microbiologia da UFMG, em gaiolas com

microisoladores, e fluxo de ar individualizado.

O grupo controle, no qual PBS foi inoculado, ndo apresentou qualquer sinal, e os
animais ganharam peso gradualmente até o 15°d.p.i. (FIGURA 20). O grupo de
animais inoculados com a amostra BAV apresentou mortalidade de 25%, uma vez
que um dos animais infectados chegou ao 6bito no 9°d.p.i. (FIGURA 20). Todos os
camundongos do grupo apresentaram arqueamento de dorso e pilo-ere¢do, do 2°-
3° ao 10°d.p.i., ou até a data do O&bito. Dois animais apresentaram alopecia
periocular, do 5° ao 9° d.p.i., sendo que um desses corresponde ao animal que
chegou ao 6bito em decorréncia da infeccdo. Os camundongos infectados com
BAV apresentaram perda de peso até o 9°d.p.i., com decréscimo médio de 34%
nesta ocasidao (FIGURA 20). Os trés animais sobreviventes recuperaram peso a
partir do 10°-11°d.p.i. (FIGURA 20).

Os camundongos infectados intra-nasalmente com amostra GP2V ou pelos
isolados MARV n&o apresentaram quaisquer sinais clinicos, sendo observado um
ganho médio de 15,5% no peso desses animais, ao final dos 15 dias analisados
(FIGURA 20).

No 15°d.p.i.,, o soro dos camundongos foi coletado para confirmar o sucesso do
procedimento de inoculagdo viral, através da deteccdo de anticorpos
neutralizantes, pela técnica da soroneutralizagdo. A coleta ndo pdde ser feita no
animal que chegou ao 6bito em decorréncia da infecg¢ao, devido a coagulagao post-
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mortem. Todos os camundongos inoculados com as amostras virais, e que tiveram
seus soros coletados, apresentaram anticorpos neutralizantes contra VACV,
variando entre 40 a 640 unidades neutralizantes por mL. Os animais do grupo
controle foram negativos nos testes de soroneutralizagdo. A FIGURA 21 apresenta
os titulos de anticorpos obtidos nos ensaios mencionados.

A 4

= MARV-M
MARV-B
MARV-H
BAV
GP2V
PBS

100+

80+

Variagdo do Peso (%)
¢ 4 4 f ¢4

o
-
(=]

B 100+

BAV
MARV-M
MARV-B
MARV-H
GP2V
PBS

EEEEE

sobrevivéncia (%)

70

d.p.i

FIGURA 20: Variagdo percentual média diaria do peso (A) e curva de sobrevivéncia
(B) de camundongos Balb/c infectados pela via intra-nasal. Grupos de 4 camundongos
Balb/c foram inoculados pela via intra-nasal com 10° PFU/10uL das amostras MARV-M,
MARV-B, MARV-H, GP2V ou BAV. O peso dos animais foi monitorado por 15 dias. O
grupo controle foi inoculado com PBS.
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FIGURA 21: Titulos de anticorpos neutralizantes anti-VACV no soro de
camundongos Balb/c infectados pela via intra-nasal com MARV-M, MARV-B, MARV-
H, GP2V ou BAV (15°d.p.i.). Grupos de 4 camundongos Balb/c foram inoculados pela via
intra-nasal com 10° PFU/10uL das amostras MARV-M, MARV-B, MARV-H, GP2V ou BAV.
Amostras de sangue foram coletadas no 15° d.p.i.. O grupo controle foi inoculado com
PBS.

Amostras de fezes foram coletadas diretamente do anus dos camundongos
infectados por MARV-M, MARV-H ou MARV-B no 1°, 5° 10° e 15° d.p.i., e entéo
processadas e submetidas as PCR semi-nested vgf e a testes de titulagcdo em
células BSC-40. Para esta analise foram feitos pools de fezes de cada grupo, em
todos os dias de coleta mencionados. Nao foram isolados ou detectados DNA ou

particulas virais nas fezes coletadas do grupo inoculado com PBS.

Todavia, DNA de VACV foi detectado nas fezes dos animais infectados com
MARV-M, MARV-H ou MARV-B, nos quatro dias analisados (FIGURA 22). Em
todos casos, a PCR das fezes produziu um fragmento de aproximadamente 380
pb, assim como o controle positivo da reacéo (VACV-WR). Nenhuma amplificagcéo

especifica foi visualizada no controle negativo da reagao (FIGURA 22).

Entretanto, nos ensaios de titulacdo, s6 foi possivel detectar VACV a partir do
5°d.p.i., em amostras de fezes de camundongos infectados com MARV-M, MARV-
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H ou MARV-B (FIGURA 22). As médias dos titulos virais foram muito semelhantes
no 5° 10° e 15°, variando entre 400 e 650 UFP por grama de fezes.

MARV-M MARV-B MARV-H
(d.p.i.) (d.p.i.) (d.p.i.)
12 5¢ 109 15° 12 52 10° 15¢° 1 5¢ 100 150 cp CN

A 500 pb

250 pb

10004

600
B3 BAV
ER MARV-M
= MARV-B
[mm MARV-H
B GP2V

4004

200

vy)
Titulo Viral- Fezes {UFP/g)

FIGURA 22: Detecg¢ao de VACV em fezes de camundongos infectados com MARV-M,
MARV-H, MARV-B, GP2V ou BAV por PCR (A) ou titulagao (B). Grupos de 4
camundongos Balb/c foram inoculados pela via intra-nasal com 10° PFU/10uL das
amostras MARV-M, MARV-B, MARV-H, GP2V ou BAV. Amostras de fezes foram coletadas
no 1°, 5° 10° e 15° d.p.i., e entdo submetidas a PCR semi-nested vgf e titulagcao viral em
células BSC-40. O grupo controle foi inoculado com PBS. Em (A) foi mostrado apenas os
resultados das PCR feitas com fezes coletadas dos grupos infectados com os isolados
MARYV, uma vez que a deteccdo de DNA de GP2V e BAV em fezes de camundongos
infectados ja foi descrita (ABRAHAO, 2008).

Em paralelo, grupos de 3 camundongos Balb/c machos, com 4 semanas, foram
inoculados pela via intranasal com as mesmas amostras virais, conforme
previamente descrito. No 5°d.p.i.,, os animais foram sacrificados, e amostras de
intestino foram coletadas. Estes 6rgéos foram titulados em BSC-40. Os resultados
obtidos pelos ensaios de titulagdo sugerem que todas as amostras de VACV
testadas multiplicam no intestino dos camundongos (FIGURA 23). A média dos
titulos virais obtida a partir dos intestinos de camundongos infectados com BAV foi
de 4x10° UFP/g. Os animais infectados com as amostras MARV-M, MARV-H,

MARV-B e GP2V apresentaram titulos virais no intestino muito similares, variando
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entre 4x10° e 8x10° UFP/g. Nenhuma particula viral foi detectada nos intestinos

dos animais inoculados com PBS.

108+

108

1044

1024
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100

y
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FIGURA 23: Titulos virais nos intestinos de camundongos infectados com MARV-M,
MARV-H, MARV-B, BAV e GP2V. Grupos de 3 camundongos Balb/c foram inoculados
pela via intra-nasal com 10® PFUNM OpL das amostras MARV-M, MARV-B, MARV-H, GP2V
ou BAV. Os intestinos desses animais foram coletados no 5° d.p.i. para ensaios de

titulagdo em células BSC-40. O grupo controle foi inoculado com PBS.

5.1.2. Analise de colecdes de soro de espécies de vertebrados silvestres ou

mantidos em cativeiro

5.1.2.1. Caracterizagao soroldgica

Com o intuito de determinar se outras espécies de vertebrados poderiam
representar hospedeiros ou reservatorios de VACV, cole¢des de soro de animais
silvestres ou mantidos em cativeiro foram submetidas a testes soroldgicos e
moleculares, a fim de analisar a presenga de anticorpos anti-OPV e DNA de viral.
Como controles positivos foram utilizados soros de humanos acometidos por
infeccdes de VACV; e como controles negativos foram utilizados soros de bovinos
OPV-negativos (SILVA-FERNANDES et al.,2009).

Amostras de soro de mamiferos silvestres, coletadas em uma regido de floresta
Amazbnica em lpueiras e Lajeado (TO), em 2001 e 2002, foram analisadas pela
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técnica de soroneutralizagdo. Ao todo foram avaliadas 344 amostras de soro,
sendo 269 provenientes de macaco-prego (C. apela), 27 de macaco guariba (A.
caraya), 12 de quati (N. nasua), 20 de cotia (Dasyprocta sp.), 2 de gamba (D.
albiventris), 2 de tatu (E. sexcinctus), 5 de tamandua (T. tetradactila) e 4 de raposa-

cinzenta (C. thous).

Os testes de soroneutralizagédo revelaram uma alta prevaléncia de macacos OPV-
soropositivos. Das 269 amostras de macaco-prego, 68 (25,3%) apresentaram
anticorpos anti-OPV, enquanto 13 das 27 amostras de macaco guariba (48,1%)
foram sorologicamente positivos. Soropositividade também foi verificada em 2
quatis (16,6%) e uma cotia (5%) (TABELA 8). Anticorpos anti-OPV n&o foram

detectados nas outras espécies analisadas.

Em geral, os soros de animais amazonicos mostraram altos titulos de anticorpos
neutralizantes (FIGURA 24). Ao todo, 55,95% das amostras positivas (47 soros)
apresentaram titulo entre 1:80 e 1:320. Apenas 5,95% (5 soros) apresentaram
titulos menores que 1:40 (FIGURA 24).

Testes de soroneutralizagao, feitos utilizando amostras provenientes de animais
mantidos em cativeiro na Fundagéo Zoobotanica de Belo Horizonte, revelaram que
nenhum dos soros testados apresentava atividade neutralizante contra OPV. Essas
amostras foram também submetidas a PCR semi-nested vgf, e nenhum dos 37

soros apresentou amplificagdo do gene vgf (~381pb).
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TABELA 8: Deteccdo de anticorpos anti-OPV e DNA viral em amostras de soro de

mamiferos silvestres amazoénicos

Espécie n SN PCR
positivos (%) positivos (%)
Cebus apela 269 68 (25.3) 11 (4.1)
Allouata caraya 27 13 (48.1) 7 (25.9)
Nasua nasua 12 2 (16.6) 0(0)
Dasyprocta sp. 20 1(5.0) 0(0)
Didelphis albiventris 2 0(0) 0(0)
Euphractus sexcinctus 5 0(0) 0(0)
Tamandua tetradactila 5 0(0) 0(0)
Cerdocyon thous 4 0(0) 0(0)
Total 344 84 (24.4) 18 (5.2)

SN: soroneutralizagédo; PCR: PCR semi-nested vgf; n: nimeros de amostras testadas.

3204 .
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FIGURA 24: Titulos de anticorpos neutralizantes em amostras de soro de mamiferos
silvestres amazénicos. Amostras de soro de animais silvestres foram coletadas durante
um programa de resgate de fauna em Ipueiras e Lajeado (TO), nos anos de 2001 e 2002.
Essas amostras foram submetidas a ensaios de soroneutralizagdo para a detecgdo e
quantificacdo de anticorpos neutralizantes anti-OPV. De 344 amostras, 84 apresentaram
atividade anti-OPV. Na figura estdo representadas apenas as espécies em que anticorpos

anti-OPV foram detectados. A barra indica a média dos titulos de anticorpos neutralizantes.
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5.1.2.2. Caracterizagao molecular das amostras do Tocantins

Baseado em estudos prévios que demonstraram a detecgcdo de DNA de OPV em
diferentes hospedeiros infectados (SAVONA et al., 2006; VORA et al., 2008), todas
as 344 amostras de soro de animais silvestres do Tocantins foram submetidas a
PCR semi-nested vgf, para a deteccédo de OPV. Amostras de soro humano VACV
DNA-positivas e negativas, coletadas durante surtos de vaccinia bovina (SILVA-
FERNANDES et al., 2009), foram utilizados como controles das reac¢des. Todas as
amostras laboratoriais e de campo foram manipuladas separadamente para evitar

contaminacgéo.

Um total de 18 amostras de soro de animais silvestres apresentaram a amplificagéo
de um fragmento de aproximadamente 381 pb: 11 de macaco-prego e 7 de macaco
guariba, todas também positivas nos ensaios de soroneutralizagdo. Destas 18
amostras de soro positivas na PCR vgf, seis foram sequenciadas e analisadas
filogeneticamente, sendo quatro de macaco-prego e duas de macaco guariba.
Adicionalmente, utilizando os iniciadores descritos por ROPP e colaboradores
(1995), o gene ha também foi amplificado de duas amostras de soro, uma de cada
espécie de macaco. Os produtos das PCRs de vgf e ha foram clonados no vetor

pGEM-T-easy e entdo sequenciados.

As analises das sequéncias obtidas do gene vgf (ClustalW, MEGA 4.0) mostraram
um perfeito alinhamento de nucleotideos e aminoacidos entre todas as amostras
obtidas a partir dos soros de macaco-prego ou macaco guariba, apresentando
100% de identidade entre elas. Quando comparadas com sequéncias nucleotidicas
disponiveis no GenBank, as sequéncias obtidas de macacos silvestres
apresentaram alta identidade com diversas amostras de VACV, variando entre 98,3
e 100% (FIGURA 17).

As sequéncias de ha, obtidas a partir dos soros de macaco-prego ou macaco
guariba, apresentam uma delecdo de 6 aminoacidos, também presente em varias
amostras brasileiras de VACV (FIGURA 16). As sequéncias de ha obtidas a partir
desses animais silvestres apresentaram, entre si, 99,6% e 99,7% de similaridade

considerando o alinhamento de nucleotideos e aminoacidos, respectivamente
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(foram analisados 736 pb do gene ha). Como apresentaram diferengcas genéticas
(SETA, FIGURA 16), os amplificados de VACV obtidos a partir de macaco-prego e
de macaco guariba foram denominados VACV-TO CA e VACV-TO AC,

respectivamente.

Arvores filogenéticas foram construidas baseadas nos genes vgf ou ha, utilizando o
método da maxima parciménia, com valor de 1000 replicatas de booststrap (MEGA
4.0.). As arvores feitas para os gene vgf ou ha, mostram que VACV-TO CA e
VACV-TO AC se agrupam com varias amostras de VACV, isoladas durante surtos
de VACV, como CTGV, PSTV, GP2, ARAV, Serro, entre outras (FIGURA 19). Os
amplificados de VACV do Tocantins apresentaram também alta identidade com a
amostra MARV (99,7% com VACV-TO CA e 99,9% com VACV-TO AC),
considerando as sequéncias nucleotidicas do gene ha (FIGURA 18). As
sequéncias de vgf e ha obtidas a partir do soro de macacos amazénicos foram
depositadas no GenBank, e reeberam os seguintes numero de acesso: VACV-TO
CA vgf: GQ465372; VACV-TO AC vgf: GQ465373; VACV-TO CA ha: GU322359;
VACV-TO AC ha: GU322360.
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VI. DISCUSSAO

A circulagdo e manutencdo de particulas infecciosas na natureza representam
alguns dos desafios impostos as progénies virais. Estratégias de eliminagao,
resisténcia ambiental e disseminagéo foram selecionadas e modeladas ao longo da
evolugdo e sao fundamentais na logistica infectiva (MAIBORODA, 1982). A
complexidade do genoma dos VACV permite a codificagdo de inumeros fatores de
viruléncia e imunomodulagéo, além de proteinas essenciais para a multiplicagao
viral (HUGHES & FRIEDMAN, 2005), subsidiando a infeccédo de uma diversidade
de sistemas celulares (McFADDEN, 2005). A variedade de tecidos e 6rgaos
permissivos e susceptiveis a multiplicacdo viral (McFADDEN, 2005), permite a
existéncia de diversas vias de infeccao para os VACV (revisado por FENNER et al.,
1989), e a0 mesmo tempo dificulta a proposicao de um modelo de transmissao

destes virus na natureza.

Relatos existentes de transmissao de VACV na natureza se restringem a via da
epiderme e mucosas, associados aos surtos de vaccinia bovina (VB) (TRINDADE
et al., 2006) e Buffalopox virus (SINGH et al., 2007), além dos casos de eczema
vacinatum (CDC, 2007b). A utilizagdo do VACV como amostra vacinal no Programa
Internacional de Erradicagédo da Variola Humana da OMS (ESPOSITO & FENNER,
2001), historicamente direcionou os estudos envolvendo esse virus para o manejo
e estratégias de imunizacéo (revisado por METZGER & MORDMUELLER, 2007),
negligenciando a origem e os possiveis hospedeiros naturais dos VACV. No
entanto, a VB se consolidou como zoonose emergente brasileira nos ultimos anos
(GUEDES, et al., 2006) e a elucidacdao de aspectos biolégicos dos VACV
circulantes no pais, como seus hospedeiros naturais e mecanismos de circulagao,

alicerca a busca por métodos de controle e prevencao da doenca.

Desta forma, o presente estudo introduz um novo elemento na complexa e ainda
pouco compreendida cadeia de transmissdo do VACV no Brasil: o roedor
peridomiciliar. A busca por roedores infectados por VACV em areas afetadas pela
VB foi baseada em uma estratégia racional, uma vez que (l) roedores tém sido
descritos como reservatérios de CPXV na Europa, promovendo a transmisséo viral

para humanos, felinos e animais de zooldgico (HAENSSLE et al., 2006); (1) ratos e
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camundongos sao frequentemente avistados em propriedades afetadas pela VB, e
estdo em constante contato com a vida silvestre, humanos e animais de criagéo
(SILVA-FERNANDES, 2008; MADUREIRA, 2009); e (lll) estudos laboratoriais
demonstraram que roedores peridomiciliares podem eliminar e transmitir OPV pelo
contato direto com excretas contaminadas (MAIBORODA, 1982; FERREIRA et al.,
2008). Embora algumas amostras de VACV tenham sido consistentemente
isoladas e re-isoladas em florestas brasileiras utilizando camundongos sentinelas
(LOPES et al., 1965; da FONSECA et al., 1998; FONSECA et al., 2002), o presente
trabalho foi o primeiro a descrever o isolamento de uma amostra de VACV a partir
de um camundongo da espécie Mus musculus, capturado no contexto de um surto
de VB. Andlises filogenéticas prévias, utilizando sequéncias de genes conservados
e variaveis de OPV, demonstraram que algumas amostras de VACV isoladas a
partir de roedores silvestres se agrupam com VACYV isolados de bovinos durante
surtos exantematicos ocorridos em areas rurais brasileiras (TRINDADE et al., 2008;
DRUMOND et al., 2008). Todavia, o presente trabalho € o primeiro a estabelecer
uma conexao entre amostras de VACYV isoladas de um ser humano, de um bovino

e de um roedor, temporalmente e espacialmente relacionados (TABELA 7).

A deteccao de MARV em um camundongo peridomiciliar assintomatico (TABELA 7;
FIGURA 13) sugere que amostras de VACV podem circular na natureza sem
necessariamente causar infeccdes agudas, de maneira similar a estudos
laboratoriais feitos em modelo animal (FERREIRA et al., 2008; ABRAHAO, 2008).
A infeccao experimental de camundongos Balb/c (Mus musculus) com os isolados
MARV nao causou nenhum tipo de sinal clinico (FIGURA 20), e os animais
infectados eliminaram particulas de VACV viaveis nas fezes por um longo periodo
(FIGURA 22), provavelmente em decorréncia da multiplicagcao viral no intestino dos
animais (FIGURA 23). Um hospedeiro assintomatico pode ser de grande
importancia epidemioldgica, uma vez que circula ativamente entre sua populacgéo,
eliminando particulas, e auxiliando na manutencao e circulagao viral na natureza
(MAIBORODA, 1982). Estudos de patogénese feitos utilizando CPXV
demonstraram que visceras s&o alvos de intensa multiplicagéo viral (GOFF et al.,
2008), o que poderia explicar a detecgcdo de MARV no peritbnio e gbnadas de
MmA1 (TABELA 7).
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Investigagcdes epidemioldgicas e filogenéticas envolvendo espécies do género OPV
vém utilizando como principal marcador molecular sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos do gene da hemaglutinina viral (ha), visando a identificagdo de
espécies virais e para estimar o parentesco evolutivo entre elas (TRINDADE et al.,
2008; DRUMOND et al., 2008). Recentemente, notificagcbes de transmissao de
CPXV entre roedores e elefantes, e roedores e humanos foram descritas,
baseadas na perfeita similaridade das sequéncias de aminoacidos de ha entre
amostras de CPXV, isoladas a partir de diferentes hospedeiros (KURTH et al, 2008;
NIVOVE et al., 2009). Assim, baseado neste modelo, o presente estudo analisou o
gene ha e os genes conservados vgf e tk (FIGURAS 17-19), em paralelo com
ensaios biolégicos (FIGURAS 13-16), visando caracterizar e comparar os isolados
VACV-MARYV, obtidos de diferentes hospedeiros. As anadlises dos genes tk, vgf e
ha mostraram que os isolados MARV apresentam perfeita similaridade ndo s6 em
suas respectivas sequéncias de aminoacidos, mas também em suas sequéncias de
nucleotideos (FIGURAS 17-19). A similaridade genética observada entre esses
isolados foi corroborada por resultados obtidos em ensaios de curva de ciclo Unico
(FIGURA 14), fenétipo de placa de lise viral (FIGURA 14), imunofluorescéncia
(FIGURA13) e infecgédo de MCA (FIGURA 15), indicando que os trés isolados sao
na verdade uma Unica amostra de VACV, que circulou entre diferentes hospedeiros

durante o surto de VB na cidade de Mariana, em 2005.

Como mencionado anteriormente, alguns surtos de VB ocorrem temporalmente e
espacialmente distantes de éareas previamente afetadas, e nesses casos em
especifico, a vida silvestre poderia representar a fonte original de manutencao e
circulagao viral. A circulacao de amostras de VACV entre animais silvestres foi
descrita durante as décadas de 60 e 70 do século passado (LOPES et al., 1965; da
FONSECA et al., 1998; FONSECA et al., 2002), e pelo inquérito soroldgico
apresentado no presente trabalho, na qual foi observada uma alta soropositividade
anti-OPV em mamiferos amazdnicos brasileiros. Neste contexto, amostras de
VACV poderiam ser introduzidas nas areas rurais brasileiras, quando seus
hospedeiros silvestres deixam seus habitats naturais e se aventuram em busca de
alimentos, sobretudo em lavouras, ou migram errantes em decorréncia do processo
de desflorestamento de seu habitat original (SOARES-FILHO et al, 2006). Todavia,

a presenca de animais silvestres é usualmente restrita as bordas das propriedades
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rurais, sendo estes raramente avistados em locais como currais, pastos e sedes
das fazendas (MADUREIRA, 2009). Desta forma, como explicar a transmisséo de
VACV entre animais silvestres e populagdes humanas/bovinas? Uma possivel
explicacéo: se amostras de VACV estéao circulando primariamente entre animais
silvestres, o isolamento da amostra MARV a partir de um camundongo do género
Mus indica que roedores peridomiciliares poderiam representar uma possivel
conexao entre a vida silvestre e as propriedades afetadas pela VB, uma vez que
esses animais circulam ativamente pelas fazendas e suas adjacéncias,
compartilhando ambientes com seres humanos, bovinos e animais silvestres.
Embora nédo existam dados sobre a circulagédo de VACV em ambiente silvestre na
regiao de Mariana/MG, é provavel que ela ocorra, considerando o amplo espectro
de hospedeiros do VACV (McFADDEN, 2005) e as evidéncias de circulagéo viral
em outras regides de floresta no Brasil (LOPES et al., 1965; FONSECA et al.,
1998).

No Brasil, o avango das fronteiras agricolas esta intimamente associado com a
degradacdo de biomas naturais e florestas secundarias, causando perdas para
biodiversidade e ocasionando o deslocamento de nichos ecologicos pré-
estabelecidos (SOARES-FILHO et al., 2006). O bioma amazénico é um dos que
mais sofre com os processos de queimadas e desflorestamento, em decorréncia de
atividades agropecuarias e extrativistas (SOARES-FILHO et al., 2006). Além disso,
extensas areas sao eventualmente alagadas para a construgcdo de usinas
hidroelétricas, impactando a vida silvestre local. Neste contexto, foram capturados
os mamiferos amazénicos analisados no presente estudo. Os resultados dos
ensaios de neutralizagdo demonstraram soropositividade anti-OPV de
aproximadamente 27%, quando considerados os primatas pertencentes as
espécies C. apela e A. caraya (TABELA 8; FIGURA 24). Este percentual
relativamente alto pode ser explicado pelo fato de que os primatas dessas duas
espécies apresentam o comportamento de bandos, caminhando pela floresta e
compartilhando alimentos (e provavelmente infec¢des) entre grupos de até 20
individuos (HILARIO et al., 2010). Desta forma, é provavel que na ocasido do
programa de resgate de fauna, durante a constru¢ao da hidroelétrica, tenham sido
capturados primatas pertencentes a alguns poucos bandos. Portanto, a captura dos

animais nédo foi feita por amostragem espacial, e por isso nao reflete
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necessariamente a condigdo anti-OPV de todos os individuos e bandos dessas
espécies de primatas na regido amazodnica. Um estudo muito semelhante foi
realizado no Parque Nacional de Kibale, oeste de Uganda. GOLDBERG e
colaboradores (2008) descreveram que uma populagdo de colobos vermelhos de
Pennant (Procolobus pennantii), primatas habitantes desse parque, apresentava
evidéncias sorologicas de infeccdo por um OPV nao-caracterizado, com
percentuais de positividade de aproximadamente 25%. A amostragem utilizada por
GOLDBERG foi de apenas 28 animais, caracterizando apenas 2 ou 3 grupos, 0 que
indica que apenas um dos grupos apresentavam evidéncias de infeccdo por OPV.
Infecgbes de primatas n&o-humanos por outros OPV n&o sdo incomuns, e
normalmente estdo associados a uma alta taxa de transmissibilidade dentro de
uma determinada populagdo (MATZ-RENSING et al., 2006).

Em corroboracédo com os dados do presente estudo, que sugerem a circulagéo
silvestre do VACV na regido amazbnica, MOTA e colaboradores (2010)
descreveram uma soropositividade anti-OPV de aproximadamente 25% entre uma
populacdo humana de uma regido rural em Acrelandia, Estado do Acre. Até a
ocasiao desse estudo, nenhum caso de vaccinia bovina havia sido registrado no
Estado do Acre. Os autores sugeriram que os individuos soropositivos teriam sido
expostos ou infectados por algum OPV, provavelmente VACV, em decorréncia de
atividades em florestas adjacentes ao povoado, como extrativismo e caca de
animais silvestres (MOTA et al., 2010).

A avaliacdo de DNAemia nos soros das espécies de macacos amazdnicos
(TABELA 8) foi baseada em estudos prévios que demonstraram a presenca de
DNA viral em amostras de sangue de humanos vacinados contra variola, e em
sangue de camundongos infectados com amostras brasileiras de VACV (SILVA-
FERNANDES et al., 2009; COHEN et al., 2007; SAVONA et al., 2006). A analise
das sequéncias obtidas referentes ao gene ha mostraram a existéncia de uma
delecao de 18 nucleotideos na porcao final do gene, presente também em diversas
amostras de VACV isoladas durante surtos de VB no Brasil (FIGURAS 17-19). A
relacdo entre primatas amazonicos infectados com VACV e emergéncia de surtos
de VB no Brasil ¢é incerta. Entretanto, a circulagao de VACV no norte e nordeste do

Brasil vem sendo notificada, e surtos foram recentemente registrados nos Estados
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do Mato Grosso, Pernambuco, Maranh&o, Rondénia e Tocantins (KROON, dados
nao publicados; MEDAGLIA et al., 2009). Algumas das amostras isoladas durante
esses surtos podem ter relacdo com os VACYV circulantes na Amazénia, uma vez

que apresentam a mesma assinatura molecular no gene ha (FIGURA 16).

Baseado nos dados apresentados no presente trabalho, e em estudos
epidemioldgicos relacionados a outros OPV, um modelo hipotético de transmiss&o
de VACV sera proposto pelo presente estudo (FIGURA 38) (SOUZA-TRINDADE et
al., 2003; LEITE et al, 2005; LOBATO et al., 2005); FERREIRA et al., 2008). Neste
modelo, os roedores peridomiciliares poderiam se infectar com VACV a partir de
animais silvestres nas adjacéncias das fazendas, em decorréncia de lutas
territoriais (WSDE, 2008), ingestao de fezes ou carcagas contaminadas (FENNER,
1989) ou compartiihamento de alimentos (FENNER, 1989). A eliminacdo e
transmissdo de VACV e CPXV tém sido consistentemente demonstradas em
modelos murinos (MAIBORODA, 1982; FERREIRA et al., 2008), o que
parcialmente explicaria a disseminagdo de VACV entre popula¢des de roedores
peridomiciliares. Alguns desses roedores eventualmente retornariam as fazendas,
introduzindo VACYV entre populagdes bovinas e humanas. Por outro lado, roedores
peridomiciliares poderiam ser infectados com VACV apds manterem contato com
fragmentos de lesdes bovinas e humanas, leite contaminado (ABRAHAO et al.,
2009) ou fémites (tanque de expansao, latdo, tecidos contaminados com sangue,
ou material relacionado com a ordenha). Subsequentemente, tais roedores
peridomiciliares infectados poderiam disseminar VACV para animais silvestres
pelas fezes (FERREIRA et al, 2008), carcacas (FENNER, 1989), durante lutas
territoriais (WSDE, 2008) ou quando s&o predados (FENNER, 1989). Embora
menos provavel, a possibilidade de transmissao de VACV entre animais silvestres
e humanos/bovinos n&do pode ser descartada, se considerarmos os dados
apresentados por MOTA e colaboradores (2010). Novos estudos sdo necessarios
para elucidar a complexa dindmica de transmissdo do VACV, especialmente se seu
amplo espectro de hospedeiros for considerado (McFADDEN, 2005). A presenca
de mamiferos amazdnicos infectados com VACV pode representar, portanto, tanto
a causa quanto a consequéncia dos surtos de VB. O monitoramento de roedores
peridomiciliares poderia ser utilizado para predizer surtos de VB ou para indicar o

risco de introdugdo de VACV em ambientes silvestres.
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FIGURA 38: Modelo hipotético do ciclo de transmissio dos VACV. As linhas
representam dados experimentalmente comprovados, enquanto as linhas pontilhadas
representam proposicdes que ainda estdo sendo investigadas.

Uma vez que os dados apresentados sugerem uma ativa circulagdo do VACV em
ambientes silvestres, e que roedores peridomiciliares poderiam disseminar o virus
entre o meio silvestre e o meio rural (FIGURAS 13-19), se torna dificil o controle
desta zoonose, por mais bem estruturada que seja uma determinada propriedade
rural. Assim, a busca por imundégenos seguros contra a VB vem se tornando uma
necessidade crescente para a prevencdo desta doenca. A primeira vista, as
vacinas utilizadas durante a campanha da OMS para a erradicagdo da variola
humana poderiam representar boas opgbes. Entretanto, as consequéncias
relacionadas ao escape e recombinag¢ao entre amostras vacinais e as que circulam
de forma autéctone no territério nacional sdo imprevisiveis. Além disso, muitos
efeitos colaterais foram associados a maioria das amostras vacinais de VACV
utilizadas pela OMS (PASTORET e VANDERPLASSCHEN, 2003).

Desta forma, no presente trabalho foi proposta a elaboragdo de imunégenos “néo-
vivos” contra a VB, e a execug¢ao de um estudo piloto em camundongos Balb/c.
Foram analisadas duas vacinas de DNA, expressando B5R (glicoproteina da
particula EEV) ou H3L (glicoproteina da particula IMV); e uma vacina inativada,
utiizando a amostra brasileira VACV-BAV. O imunogeno BAV foi inicialmente
proposto por FERREIRA (2008) e mostrou resultados promissores em testes em
que camundongos foram desafiados com a amostra VACV-WR. Além disso, BAV

inativado apresenta como vantagem o fato de ser produzido em MCA de ovos
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embrionados, reduzindo os custos e eliminando a possibilidade de ocorréncia de
prions bovinos em sua composi¢gdo. As vacinas de DNA expressando as
glicoproteinas B5R e H3L foram desenvolvidas baseadas em estudos prévios que
demonstraram que estas proteinas virais sdo as que melhor induzem a produgéo
de anticorpos totais ou neutralizantes anti-VACV, respectivamente. Desta forma
B5R-DNA e H3L-DNA foram testadas em associagdo com BAV, visando a redugéo
da morbidade frente ao desafio com VACV-WR; e também foram testadas
isoladamente com intuito de fornecer informac¢des a respeito da importancia da

inducao de resposta protetora anti-IMV ou anti-EEV.

Um dos maiores desafios do presente estudo foi a escolha da via de inoculagéo
dos compostos vacinais. Os mecanismos de acao e indugdo de resposta imune
pelas vacinas de DNA ainda sado alvo de estudo e debate (FYNAN et al., 1993;
ULMER et al., 1997; UCHIJIMA et al., 1998; REN et al.,, 2002; YOSHIDA et al.,
2000; CONG et al., 2005, LI, et al., 2006). A hipétese mais aceita seria que, apos a
imunizagdo, o antigeno sintetizado é apresentado aos linfécitos T pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) ou células somaticas eventualmente
transfectadas com o DNA plasmidial expressando antigenos. Estas células,
particularmente as células somaticas, podem liberar antigeno para outra APC, pela
secrecao ou por apoptose das células transfectadas. Estas APCs podem entéo,
apresentar antigeno para células T CD4+ e CD8+, direcionando e amplificando a
resposta. Entretanto, muitas vias de inoculagao foram descritas para as vacinas de
DNA, incluindo intratraqueal, intravenosa, intrabursal, intraorbital, intradérmica,
intramuscular, oral, subcuténea e via mucosa, com sucesso na indug¢ao da resposta
imune em todas as vias testadas (FYNAN et al.,, 1993; ULMER et al., 1997;
UCHIJIMA et al., 1998; REN et al., 2002; YOSHIDA et al., 2000; CONG et al., 2005,
LI, et al., 2006). Embora PULFORD (2004) tenha descrito a utilizacdo da via
intramuscular com sucesso na imunizagado de camundongos contra VACV, outros
estudos mostram que a via subcutinea seria mais auspiciosa, uma vez que seria
mais provavel o encontro entre células dendriticas e as vacinas de DNA, assim
como os antigenos por ela sintetizados (LIU, 2003). A localizagdo celular do
antigeno, influenciada pela via de administracdo da vacina de DNA, parece ser
critica para a resposta imune gerada, e existe discordancia na literatura sobre este
assunto (LEWIS et al., 1999, LIU et al., 2003; MOREL et al., 2004).
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De uma forma geral, estudos mostram que a imunizagédo pela via intramuscular
com as vacinas de DNA induz preferencialmente a resposta do tipo Th1, enquanto
as vias intradérmica ou subcutanea estimulariam a resposta Th2 ou uma resposta
balanceada Th1/Th2 (NAFTZGER et al., 1996; WEBER et al., 1998; KANO et al.,
2007). Entretanto, MOREL e colaboradores demonstraram que a imunizagéo de
camundongos por sistema gene gun (intradérmica) com plasmidios que codificam
proteinas citoplasmaticas e transmembrana induziu forte resposta imune Th1 e
CD8+ (MOREL et al., 2004). Desta forma, ndo havendo um consenso na literatura,
foi escolhida a via subcuténea, uma vez que FERREIRA (2008) obteve resultados
promissores utilizando esta via para o imunégeno BAV. Além disso, € importante
mencionar que nao foi objetivo do presente estudo a analise do perfil de citocinas
ou marcadores indicadores de resposta celular ou humoral. Neste primeiro
momento, objetivamos a analise da geragéo de proteg¢édo e redugdo de morbidade
frente ao desafio intranasal com VACV-WR, e uma possivel associagao entre estes

dados com a presencga de anticorpos neutralizantes e totais anti-EEV ou anti-IMV.

Quando analisados individualmente, BAV se mostrou mais eficiente que BSR e H3L
na geragao de resposta protetora contra o desafio com VACV-WR (FIGURAS 28 e
29). Apesar de protegidos, todos os animais imunizados com BAV ainda
apresentaram morbidade, mesmo sob o regime de prime-boost (FIGURAS 28 e
29). Todavia, a associacdo de BAV com B5R-DNA, sob o regime de 2 doses,
reduziu de forma discreta o score da doenga nos animais desafiados (FIGURA 29),
constituindo um dos unicos grupos em que foi observada a recuperagcao completa
dos animais antes do 14° d.p.i. (FIGURA 29). Uma possivel explicagao para este
resultado seria o fato de que BSR-DNA induz mais robustamente a protegéo contra
as particulas do tipo EEV, como pode ser visto nos testes de inibicdo da formacgéao
de cometas (TABELA 9). Desta forma, anticorpos anti-B5R, e provavelmente uma
resposta celular especifica contra esta proteina, inibiiam a disseminagéo viral
dentro de um organismo infectado, uma vez que este € o principal papel atribuido
as particulas virais do tipo EEV.

E importante mencionar que durante o processo de multiplicagcdo de BAV em ovos

embrionados de galinha foram coletados somente os pocks esbranqui¢cados virais
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e, portanto, foram encaminhados para a purificagao viral somente tecidos e células
da MCA, sem fragdes de sobrenadante. Desta forma, na produgéo de BAV, séo
purificadas principalmente particulas do tipo IMV. Este detalhe técnico poderia
explicar a resposta quase exclusivamente anti-IMV induzida pelo imunégeno BAV,
quando considerados os testes in vitro (FIGURAS 30 e 36; TABELA 9). Embora
IMV e EEV compartilhem proteinas do cerne viral, anticorpos eventualmente
produzidos contra estas proteinas nao apresentaram atividade neutralizante em
testes in vitro e, portanto, n&o previnem a formagao de cometas (TABELA 9). Desta
forma, roedores imunizados com BAV apresentaram anticorpos neutralizantes
somente contra a forma IMV, como sugerem os ensaios de soroneutralizagao
(FIGURA 30).

Apesar de induzir a producao de altos titulos de anticorpos neutralizantes anti-IMV
(FIGURA 30), os grupos de camundongos imunizados somente com a vacina H3L-
DNA apresentaram altos percentuais de morbidade e mortalidade (FIGURAS 28 e
29). Esses dados sugerem, mais uma vez, que a resposta humoral anti-EEV e a
resposta celular (ndo avaliada no presente estudo) poderiam desempenhar um
importante papel na protecéo contra infecgdes por VACV. Outra possibilidade seria
que outras proteinas de superficie do IMV também seriam importantes para a

geracgao de resposta protetora in vivo, conforme observado para BAV.

Os resultados obtidos nos testes de ELISA (FIGURA 37), soroneutralizagédo
(FIGURA 30) e inibicdo de cometas (TABELA 9) sugerem que a elaboragcéo de um
imundégeno anti-VACV, que reduza de forma consideravel os percentuais de
mortalidade e morbidade frente a um desafio, deva contemplar mecanismos
indudores de resposta anti-IMV e anti-EEV. Curiosamente, os grupos de animais
inoculados com B5R-DNA + H3L-DNA apresentaram alta mortalidade e morbidade
(FIGURAS 28 e 29). Todavia, é importante mencionar que foram utilizadas doses
20% menores que as descritas por PULFORD (2004) e foram administradas
apenas duas doses do imunogeno, ao invés de quatro. Além disso, como
mencionado, outras proteinas do IMV parecem ser importantes no processo de
inducdo de resposta protetora in vivo. Estudos prévios demonstraram que a
glicoproteina H3L é melhor indutora de resposta protetora frente a desafios quando

administrada sob a forma de proteina purificada (e ndo na forma de vacina de
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DNA), na dose de 50-200ug, em 3 ou 4 doses (PULFORD et al., 2004; DAVIES et
al., 2005). Portanto, imundgenos que utilizam antigenos exclusivamente de IMV ou
EEV requerem altas doses vacinais, e varios reforgos. Até o momento, nenhum
estudo descreve a utilizagdo somente de particulas EEV em testes de desafio,
provavelmente pela dificuldade em purificar esta particula e pela sua pouca
estabilidade e relevancia epidemiolégica (McFADDEN, 2005). Todavia, embora
IMV corresponda a 90% da progénie viral, EEV parece ser importante no que diz
respeito a gravidade e duragcéo de uma infeccao por VACV em modelo murino, e
por isso a resposta contra esta particula deve ser mais bem explorada por futuros
estudos. A existéncia de dois tipos de particulas virais, contendo diferentes
glicoproteinas de membrana, poderia operar como mais um mecanismo de escape

associado ao VACV.

Os resultados de imunizagédo e desafio obtidos com BAV inativado termicamente
sugerem que esta forma de inativagao viral pode substituir a B-propriolactona,
reduzindo tempo e custo (FIGURA 25). Outras associa¢gbes ao imundgeno BAV
seréo testadas no futuro, como a administracdo de B5R e H3L sob a forma de
proteinas purificadas. Além disso, a adigdo de particulas EEV ao imunégeno BAV
inativado poderia também ser explorada, com o aperfeicoamento dos métodos de
purificacdo e concentragcéo dessas particulas virais. Os dados obtidos e discutidos
no presente trabalho reforcam os estudos referentes a vacinologia anti-OPV, e
abrem as portas para futuros estudos imunolégicos que permitam avaliar as
respostas celular, humoral e inata anti-VACV de uma forma integrada. O
preenchimento das lacunas deixadas pelo presente trabalho auxiliardo na
construcdo de um modelo sélido de circulagdo dos VACV assim como na
elaboracao de métodos seguros e eficazes para o combate de novas infecgdes,

abrindo perspectivas para o controle e prevengéo da vaccinia bovina no Brasil.



