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RESUMO

A familia Poxviridae contém os maiores virus animais conhecidos, capazes de
infectar hospedeiros vertebrados e invertebrados. O Vaccinia virus (VACV) pertence
ao género Orthopxvirus (OPV) e é o prototipo do género, sendo utilizado como vacina
durante a campanha da erradicagdo da variola, coordenada pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS). A vaccinia bovina (VB) € uma doenca exantematica
emergente e tem ocorrido freqientemente no Brasil nos ultimos 10 anos acometendo
vacas e ordenhadores e causando prejuizos econémicos e problemas relacionados a
Saude Publica em diversas regides. Ha poucos estudos sobre a transmissao vertical
de amostras de VACV e sobre a patogénese e rea¢des imunoldgicas de infec¢des por
VACV durante a gravidez, e ndo se sabe sobre o potencial de transmissao viral
através do consumo de leite contaminado. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar em modelo murino a transmissao vertical e pelo leite de amostras de Vaccinia
virus brasileiras (Br- VACV), empregando camundongos fémeas Balb/c gravidas e
lactantes. Para isso, camundongos Balb/c fémeas gravidas, ndo gravidas e lactantes
foram inoculadas com GP2V por via intranasal e acompanhadas quanto a sinais
clinicos e deteccdo de DNA viral ou anticorpos neutralizantes para VACV. Os
resultados demonstraram que os animais ndo apresentam morbidade ou mortalidade
apos a infeccédo com a amostra GP2V. DNA viral em amostras de fetos e neonatos
nascidos de fémeas infectadas com GP2V, bem como nos filhotes de fémeas
infectadas durante o periodo de lactagédo, confirmando a transmissdo de VACV de
mae para filho em modelo murino. A deteccdo de DNA nas amostras de placenta e
feto coletadas durante cesariana post morten indicam a transmissao vertical em
modelo murino. Com esse estudo foram obtidos avangos no conhecimento deste
virus no esclarecimento dos fatores envolvidos no estabelecimento dos surtos de VB
no Brasil, como a origem dos VACV, seus reservatérios naturais e os mecanismos

pelos quais os virus persistem na natureza.
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ABSTRACT

Poxviridae contains the largest known animal viruses that infect vertebrate and
invertebrate hosts. Vaccinia virus (VACV) belongs to the genus (OPV) Orthopoxvirus
and is the prototype of the family, being used as attenuated virus vaccine during the
smallpox eradication campaign, coordinated by the World Health Organization (WHO).
Bovine vaccinia (VB) is an emerging and exanthematic outbreak that occurred
frequently in the last 10 years in Brazil affecting cows and milkers and causing
economic losses and problems related to public health in various regions of the
country. There are few studies about vertical transmission of VACV and about the
pathogenesis and immunological reactions of VACV infections during pregnancy and
lack of knowledge about the potential viral transmission through contaminated milk.
Therefore, the objective was to evaluate the vertical and milk transmission of brazilian
Vaccinia virus (Br- VACV), in pregnant and lactating mice model. Pregnant, non-
pregnant and lactating Balb/c mice were inoculated intranasally with GP2V and clinical
signs, viral DNA detection and neutralizing antibodies to VACV were evaluated. The
results showed that the mice did not show morbidity or mortality after infection with
GP2V. Viral DNA was detected in fetuses and neonate born mice infected with GP2V
as well as females infected during the lactation period, confirming VACV transmission
from mother to child in a murine model. Detection of DNA in placenta and fetus
obtained from post mortem cesarean indicated vertical transmission in mice.
Advances were obtained in the elucidation of factors involved in the establishment of
outbreaks of VB in Brazil, as the origin of VACV their natural reservoirs, and the

mechanisms by which the virus persists in nature.
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1- Introducao

1.1- Classificagdo

1.1.1- A familia Poxviridae

A familia Poxviridae € composta por complexos virus de DNA dupla fita que se
multiplicam no citoplasma da célula hospedeira. Os poxvirus sao classificados em
duas grandes subfamilias de acordo com o tipo de hospedeiro: Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae, que infectam respectivamente vertebrados e invertebrados
(INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES [ICTV], 2008). A
subfamilia Entomopoxvirinae & dividida em trés géneros que infectam insetos das
ordens Diptera, Coleoptera, Orthoptera e Lepidoptera. Os membros da subfamilia
Chordopoxvirinae sdo geneticamente relacionados e possuem morfologia e espectro
de hospedeiro similares. Esta subfamilia possui oito géneros: Orthopoxvirus,
Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxviru e Yatapoxvirus (MOSS, 2007; INTERNATIONAL COMMITEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES [ICTV], 2008).

1.1.2- O género Orthopoxvirus

O género Orthopoxvirus (OPV) agrupa dez espécies de virus (Tabela 1),
dentre estas espécies encontra-se o Vaccinia virus (VACV), o protétipo do género
OPV que infecta humanos e animais de interesse veterinario (FENNER, 2000;
MCFADDEN, 2005; MOSS, 2007). Além do VACV, outros OPV foram identificados
infectando humanos, como o Variola virus (VARV), agente etiolégico da variola,
erradicado em 1980 em uma campanha mundial de vacinagao (FENNER et al., 1989),

o Cowpox virus (CPXV) que tem casos relatados na Europa (PAHLITZSCH et al,,



2006), o Monkey poxvirus (MPV), endémico nas aldeias das florestas tropicais da

Africa central e ocidental acometendo humanos esporadicamente (LEVINE et al.,

2007), embora casos humanos tenham sido recentemente relatados nos Estados
Unidos (KAREM et al., 2005). Os surtos de um VACV Bufalopox virus (BPV) afetando
bufalos, vacas e humanos foram relatados em paises como india, Egito e Bangladesh
(SINGH et al, 2007).

Tabela 1: Espécies do género Orthopoxvirus com seus respectivos hospedeiros e regiao
geografica de infecgoes naturais.

Fonte: FENNER, 2000; MCFADDEN, 2005; DAMON, 2007 — modificado.

. Distribuicao .
Espécies Hospedeiros geografica Referéncias
Camelpox virus Camelos Africa e Asia DAMON, 2007;
FENNER, 2000
Cowpox virus Carnivoros, bovinos,  Europa e oeste FENNER,2000;
elefantes, seres da Asia MCFADDEN, 2005;
humanos e pequenos DAMON, 2007

Ectromelia virus

Monkeypox
virus

Raccoonpox
virus

Taterapox virus

Uasin Gishu
disease virus

roedores como
reservatorios naturais

Camundongos

Esquilos e primatas,
incluindo o ser
humano

Roedores e guaxinins

Gerbil

Cavalos, reservatorio

natural ainda

desconhecido

Europa

Oeste e centro

da Africa

Estados Unidos

Oeste da Africa

Leste da Africa

FENNER, 2000;
MCFADDEN, 2005;
DAMON, 2007
FENNER, 2000;
MCFADDEN, 2005;
DAMON, 2007
FENNER, 2000;
DAMON, 2007
FENNER, 2000;
DAMON, 2007
FENNER, 2000;
DAMON, 2007



Vaccinia virus Amplo espectro de Brasil FENNER, 2000;

hospedeiros. MCFADDEN, 2005;
Reservatorio natural DAMON, 2007
ainda desconhecido.
Variola virus Seres humanos Erradicado FENNER, 2000;
MCFADDEN, 2005;
DAMON, 2007
Volepox virus Ratos silvestres Estados Unidos FENNER, 2000;
(“Voles”) DAMON, 2007

1.2- Morfologia da particula e estratégia de multiplicagao

1.2.1- Morfologia

As particulas dos poxvirus séo consideradas grandes quando comparadas com
a maioria dos outros virus animais, sendo geralmente ovdéides, em forma de tijolo ou
pleomorficas e medindo aproximadamente 140-260 nandmetros (nm) de didmetro e
220-450 nm de comprimento (Figura 1B) (CYRKLALFF et al., 2005; MOSS, 2007). As
particulas consistem de uma membrana de superficie, um cerne e corpusculos
laterais, podendo ou néo, apresentar um envelope adicional externo (Figura-1A e C).
O material genético € envolvido por um cerne que pode ser biconcavo (Figura 1A e
1C) unilateralmente céncavo ou cilindrico, com um ou dois corpusculos laterais,
constituidos por um material heterogéneo sem organizagao aparente (MALKIN et al.,
2003; MOSS, 2007). Uma membrana lipidica contendo proteinas globulares ou
tubulares (Figura 1B e C) circunda o cerne e os corpusculos laterais (MOSS, 2007).

Assim, durante o ciclo de multiplicagao sao produzidas particulas intracelulares
e extracelulares, sendo que, a montagem das particulas virais ocorre através de uma
série de estruturas intermediarias que resultam em duas diferentes formas virais
infecciosas (CYRKLALFF et al., 2005, MOSS, 2007). A forma infecciosa basica dos

poxvirus é o virus maduro (MV). Os virus envelopados extracelulares (EV) consistem



essencialmente de MV envolvidos por uma membrana adicional (MOSS & WARD,
2001). Essa nomenclatura para as particulas virais foi proposta por MOSS em 2007,
que classificou os virus maduros intracelulares (IMV) (Figura 2A) como virus maduros
(MV), particulas que possuem apenas uma membrana constituida por bicamada
lipidica. Os virus intracelulares envelopados (SHCHELKUNOV et al, 2002)
(Figura2B), por adquirirem um envelope composto por duas membranas que
circundam o MV, foram chamados de virus envelopados (WV). Por fim, as particulas
(EEV) virus envelopado extracelular e (CEV) virus envelopado associado a célula
(Figura2C), por ocorrerem fora da célula, foram denominadas virus extracelulares
(EV), e possuem uma membrana a menos que os WV (Figura 2) (MOSS & WARD,
2001).



lateral

Envelope

Membrana externa Cerne

Parede do cerne
100nm {camada em paligada)

Figura 1: Morfologia e estrutura dos poxvirus.

A- Microscopia eletronica de transmissdo de Vaccinia virus, particula intracelular madura (MV). L:
corpusculos laterais; C: core ou cerne; E: membrana externa. B- Eletromicrografia de um virus do
género Orthopoxvirus. C- Representagdo esquematica de um poxvirus. Fonte: MOSS, 2001; ICTV,
2006 e FENNER, 1989 — modificado.



IMV: virus maduros IEV: virus intracelulares EEV e CEV: virus
intracelulares envelopados extracelulares; virus
envelopados associados a

', ‘ célula

MV: virus maduros WV: virus envelopados EV: virus extracelulares
(1M) (3M) (2Mm)

Figura 2: Eletromicrografia de transmissao de (A) IMV, (B) IEV e (C) EEV.
As setas indicam as membranas presentes nas particulas. *M: indica o0 nimero de membranas. Fonte:
MOSS, 2007 — modificado.

1.2.2- Organizagao do genoma

O genoma dos virus que constituem a familia Poxviridae é composto por uma
unica molécula de DNA (acido desoxirribonucléico) de dupla fita linear que varia de
aproximadamente de 134 kpb (mil pares de base) em parapoxvirus até mais de 300
kpb em alguns avipoxvirus. Este DNA linear € ligado covalentemente por algas de fita
simples em suas extremidades (MOSS & WARD, 2001; INTERNATIONAL
COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES [ICTV], 2008). Todos o0s poxvirus
possuem regides denominadas ITR’s (repeti¢cdes terminais invertidas), que consistem
de sequencias idénticas, mas com orientagbes opostas nas duas extremidades do

genoma (MOSS & WARD, 2001), os genes que constituem estas sequéncia sao



divergentes entre diferentes géneros da subfamilia Chordopoxvirinae, sendo que,
muitos deles n&do sdo essenciais para a multiplicacdo do virus in vivo e codificam
proteinas que estdo diretamente relacionadas com o espectro de hospedeiros,
viruléncia ou interagcdo com o sistema imune do hospedeiro (GUBSER et al., 2004).
Por outro lado, a regiao central do genoma é altamente conservada, possuindo genes
relacionados com fungbes essenciais, como sintese de DNA e RNA (acido
ribonucléico), processamento de proteinas, montagem das particulas virais e
proteinas estruturais (Figura 3) (GUBSER et al., 2004).

Genes conservados

ungoes essenciais:
Transcri¢ao, replicagdo do DNA e

enzimas

ITR ITR
Alga i a = Alga
termina—> | Variavel onservado Variavel —
\ ) " _ S
Aproxim. 30-60 Aproxim. 80-100Kb Aproxim. 30-60

ungdes nao-essenciais:
Espectro de hospedeiros, viruléncia

e imunomodulagao

Genes variaveis

Figura 3: Representacao esquematica do genoma dos virus do género Orthopoxvirus.

O genoma possui aproximadamente 200kb, nas extremidades existem regibes terminais invertidas que
variam de ~0.65kb para uma amostra de Variola virus de Bangladesh-1975 a ~12 kb em amostras de
Vaccinia virus Copenhagen. O genoma é dividido em uma regido conservada que codifica
principalmente genes que sdo essenciais para a multiplicagdo do virus e regides terminais que séo
mais variaveis e codificam proteinas que ndo sao essenciais para a multiplicagcdo do virus em cultura
celular. Fonte: SMITH AND McFADDEN, 2002 — modificado.



O sequenciamento do genoma de VACV revelou um potencial de codificagéo
de aproximadamente 200 genes, estes ndo possuem introns e cada gene conta com
seu préprio promotor transcricional. Além disso, 25 das proteinas codificadas por
esses genes tem papel conhecido ou presumido na transcrigdo viral e processamento
do mRNA (RNA mensageiro) (CONDIT, 2007).

1.2.3- Ciclo de multiplicagao

Um dos parametros comumente utilizados para a caracterizagao dos virus que
constituem a familia Poxviridae € a multiplicagdo dos mesmos inteiramente no
citoplasma da célula hospedeira, exigindo que as particulas virais codifiquem toda a
maquinaria necessaria para a sintese do mRNA adequado para a tradugdo em um
ambiente eucaridético (CONDIT, 2007)

O estudo dos mecanismos usados pelos VACV, o protétipo do género OPV,
para penetrar na célula hospedeira € complicado devido a existéncia de multiplas
formas infecciosas que diferem uma da outra pela presenca de uma membrana
externa como citado acima (Figura 2). Entretanto cada forma é composta por um
mesmo cermne de DNA e varias enzimas e fatores para expressao precoce de genes,
envolvidos por uma membrana lipidica que possuem dezenas de proteinas virais néo
glicosiladas (MOSS & WARD, 2001; SENKEVICH et al., 2004; MOSS, 2007).
Contudo, essas diferentes formas infecciosas diferem na abundancia, estrutura,
localizag&o e papel no ciclo de multiplicagéo do virus (SMITH & MCFADDEN, 2002).
A forma mais simples e mais abundante € o MV (MOSS, 2007; TOWNSLEY et al,,
2006). Dois diferentes tipos de particulas infecciosas: MV e EV podem dar inicio ao
ciclo de multiplicagdo (Figura 4), com a adsor¢do e subsequente fusdo das
membranas virais com a membrana celular do hospedeiro. O MV e EV diferem em
suas glicoproteinas de superficie, no numero de membranas que os envolve € no
mecanismo de penetragcéo na célula hospedeira (MCFADDEN, 2005). Acredita-se que
varias proteinas virais sejam importantes para a adsorgdo da particula viral na

superficie celular, entretanto, estudos utilizando purificacdo por imunoafinidade e



espectrometrias de massa revelaram oito proteinas formando um complexo estavel
relacionado com a fuséo e penetragao viral (SENKEVICH et al., 2004). 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 acidificagcao.

Pouco se conhece a respeito da fusédo entre as particulas virais e a membrana
da célula hospedeira, entretanto, acredita-se que a forma MV penetre na célula
através da fusdo do seu envelope com a membrana celular, enquanto que a forma EV
perca uma de suas membranas externas e em seguida ocorra a fusdo da membrana
interna com a membrana citoplasmatica (BROYLES, 2033). Esses dois processos
sdo denominados desnudamento primario e resultam na liberagdo do cerne viral no
citoplasma celular, seguido pelo desnudamento secundario que consiste na
degradacdo do cerne e consequente liberacdo do DNA (Figura 4). Uma vez no
citoplasma, o DNA viral é transcrito por meio de uma série de proteinas virais
presentes no capsideo viral. A maioria dos poxvirus coordena o processo de
replicacao do genoma e montagem da particula viral, através de uma fina regulagéo
da expressao de genes individuais. Deste modo, as proteinas que participam na
replicacao do DNA, biossintese de nucleotideos e transcrigao de genes intermediarios
sdo sintetizadas precocemente, caracterizando a transcricdo de genes precoces e
aquelas proteinas que participam na montagem e morfogénese da particula sao
expressas apoés a replicacdo do DNA caracterizando a expressédo dos genes tardios
(Figura 4) (BROYLES, 2003).

A montagem e maturagao das particulas virais ocorrem em locais especificos
do citoplasma denominados “fabricas virais” (Figura 4), de modo que a primeira
estrutura visivel dentro destas fabricas virais sdo estruturas denominadas
“crescentes” que sao compostas por lipideos e proteinas virais. Estes crescentes por
sua vez, vao se arranjando de forma ovalada em torno das proteinas e DNA viral,
esse empacotamento da origem aos virus imaturos que passam por um processo de
maturagdo, envolvendo uma série de clivagens proteoliticas das proteinas do
capsideo e condensacao do cerne para formar os MVs (Figura 4) (SMITH et al.,,
2003).



Apesar das formas MVs serem infecciosas, a maioria dos permanece
intracelularmente e é liberado somente quando ocorre a lise celular (SMITH et al.,
2003). Porem, os MVs podem adquirir mais duas membranas no complexo de Golgi
formando os WVs, que se movem através de microtubulos para a periferia da célula.
Quando ocorre o encontro com a membrana plasmatica a membrana externa do WV
se funde com a membrana citoplasmatica resultando em exocitose e formando os
EVs (Figura 4). Entretanto, eventualmente algumas particulas podem permanecer
associadas a membrana citoplasmatica, dando origem aos virus envelopados
associados a célula, também classificado como um EV (DOCEUL et al., 2010; MOSS,
2007). Contudo os EVs sao liberados rapidamente e medeiam uma eficiente
disseminacéo célula-célula e uma disseminacéo de longo alcance (DOCEUL et al.,
2010)
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Figura 4: Representacao esquematica do ciclo de multiplicagédo dos poxvirus.
Fonte: McFADDEN, 2005 — modificado por ABRAHAO, 2010.



1.3- Ocorréncia mundial Orthopoxvirus

1.3.1- Variola virus: Um breve histoérico

Infecgbes humanas causadas por OPXV estdo intimamente ligadas a histéria
do desenvolvimento médico-cientifico. A variola humana é, até hoje, considerada uma
das doengas infecciosas mais importantes da histéria da humanidade, e sua
erradicacao, no final da década de 1970, coordenada pela OMS, constituiu uma das
maiores vitorias da medicina em sua historia recente (FENNER, 1989). A primeira
medida de controle da variola foi a variolagdo, um processo no qual o Variola virus
vivo” era obtido de uma pessoa infectada com variola e administrada em um
individuo ndo infectado. Esse processo tinha uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 1%, muito mais baixa do que a taxa de mortalidade que resultava
da infecgao natural pela rota respiratéria, que chegava a ter uma taxa de mortalidade
superior a 40%. A variolag&o foi praticada na india e na China por séculos antes da
sua introducao no leste da Europa em 1723, onde foi utilizada amplamente como o
unico meio de protecao contra a variola, até Edward Jenner introduzir a vacinagdo em
1796. Edward Jenner observou que ordenhadoras eram infectadas em seus bracos
por um agente contagioso como resultado da ordenha de vacas e que elas ficavam
protegidas da infeccdo subsequente de variola. A partir destas observagdes Jenner
retirou material das lesdes das ordenhadoras e vacinou um garoto que foi
subsequentemente desafiado com Variola virus, que permaneceu livre da variola.
Este trabalho marcou o inicio da era da vacina¢ao (SMITH & MCFADDEN, 2002).

Apesar de a variola ter sido designada por diferentes nomes em diferentes
linguas, a necessidade de distinguir as variedades da doencga tornou-se eminente
com a observagao da divergéncia dos sinais clinicos, que variavam de acordo com a
regido geografica do mundo. Essas diferengas deram origem as designagdes “variola
minor” usada para a doenga mais branda e o termo “variola major’ para a variola
classica (TOGNOTTI, 2010).
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A infecgdo natural ocorria através da implantagcéo do virus na orofaringe ou na
mucosa respiratéria (HENDERSON et al., 1999) e os sintomas clinicos eram descritos
como, febre alta, mal estar, cefaléia, prostracdo, dores abdominais, podendo ocorrer
delirio. Em seguida se desenvolvia na mucosa da boca e da faringe a erupgao
cutdnea maculopapular se disseminando posteriormente para o rosto, bragos,
antebracgos, tronco e pernas (Figura 5). (FENNER, 1989; HENDERSON et al., 1999;
TOGNOTTI et al., 2010 ).

3°dia 5° dia 7° dia

Figura 5: Evolugao da erupgdo cutanea tipica da variola em crianga no 3°, 5° e 7° dias apds o
periodo de incubagéao.

As lesbes sdo mais densas na face e nos membros do que no tronco. Fonte: HENDERSON et al.,
1999 — modificado.

No entanto mesmo depois de demonstrado o potencial da vacinacdo, a
erradicacao da variola demorou quase dois séculos para ser alcangada. Varios foram

os fatores que ajudaram a explicar esse cenario. Dentre eles destacam-se: a oferta
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limitada da vacina, pois cowpox era uma doencga relativamente rara no leste da
Europa e ausente nas Américas, e os problemas com o transporte da vacina de modo
que ela continuasse infecciosa. Dessa forma, somente depois de 1950, com o
advento da vacina liofilizada € que houve um grande progresso no sentido da
erradicagdo mundial da variola (FENNER, 1989; SMITH & MCFADDEN, 2002).

Apos a erradicagdo da variola, o interesse médico pelo grupo dos OPXV
diminuiu dramaticamente. Entretanto, as recentes mudancas politico-sociais no
mundo trouxeram de volta o temor de que OPXV possam estar novamente
associados a importantes surtos infecciosos humanos. Este temor se concentra,
principalmente, no uso ou liberagdo indevida do VARV como ato bioterrorista. Além
disso, infeccbes causadas por outros membros do género OPXV tém surgido ou
aumentado de forma alarmante, causando um grande impacto na saude humana e de
outros animais devido a emergéncia e re-emergéncia destes agentes zoonoticos
(ESSBAUER et al., 2008; HENDERSON et al., 1999).

1.3.2- Cowpox virus

O Cowpox virus (CPXV) recebeu esse nome porque esse virus foi isolado de
bovinos infectados, no entanto a infecgado do gado é esporadica da mesma forma que
para humanos e felideos, mas €& grande entre animais selvagens. O reservatorio
natural de CPXV ainda é incerto, mas estudos demonstram que os roedores devem
ser os responsaveis pela sua circulagdo (FENNER, 1989). Cowpox ou “variola
bovina” é a doenga causada pela infecgao por CPXV, e tem sido reconhecida na
Europa a varias centenas de anos como doenga do gado que é transmissivel ao
homem produzindo uma doenca leve caracterizada por erupgdes nas tetas das vacas
ou nas maos do ordenhador. Embora as infecgdes humanas sejam autolimitadas elas
podem se tornar generalizadas ou fatais para pacientes imunossuprimidos.
Atualmente, a infeccdo por CPXV raramente esta associada com as vacas como
hospedeiro natural. Nos ultimos anos, um grande numero de amostras foi isolado a

partir de uma variedade de diferentes espécies animais, tais como animais de
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zoolégico e em especial os gatos. Essas amostras se mostraram muito similares as
amostras de CPXV isoladas de vacas e humanos, tanto em suas propriedades
biolégicas como em suas caracteristicas genéticas (MEYER et al., 1999). Desta
forma, a hipétese dos hospedeiros zoondticos acidentais, corrobora com o resultado
de varios inquéritos epidemiolégicos que tem identificado os gatos como os
hospedeiros mais comuns para CPXV. Além disso, anticorpos especificos contra
OPVs frequentemente sao identificados em roedores e carnivoros (PAHLITZSCH et
al., 2006).

Em 2007 um elefante (Elephans maximus) de circo do norte da Alemanha
exibiu lesdes ulcerativas na pele e mucosas causadas por uma infecgao por CPXV,
apesar de varias tentativas terem sido feitas para sua recuperacéao, todas foram sem
sucesso culminando na eutanasia do animal. Neste relato, a principal fonte provavel
da infecgao foram roedores silvestres que haviam se propagado e infestado a area
devido ao inverno (KURTH et al., 2008).

Muitos casos de infecgdes humanas causadas por CPXV tém sido relatados na
Europa e estados do oeste da antiga Unido Soviética (BABIX et al., 1994). Como um
caso de erisipela e celulite facial causada por uma infecgao por CPXV que acometeu
uma garota de sete anos de idade, tendo como fonte mais provavel da infecgdo o
contato com gatos domeésticos (PAHLITZSCH et al., 2006). Apesar da transmissao de
CPXV de roedores silvestres para humanos ter sido relatada recentemente (WOLFS,
et al., 2002), alguns surtos de cowpox acometendo humanos e roedores domésticos
também tem sido relatados na Alemanha e Franga (Figura 6) (CAMPE et al., 2009;
NINOVE et al., 2009).

Figura 6: Lesdes de cowpox em ratos e humanos durante um surto na Alemanha.

A- Roedor com lesdes nos membros posteriores. B- Lesdes no pesco¢co de uma crianga sem
vacinagao prévia com VACV. C- Lesao no pescoco de uma pessoa com historico de vacinagao contra
VARV.Fonte: NINOVE et al., 2009.
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1.3.3- Monkeypox virus (MPXV)

MPXV presumivelmente surgiu na Africa subsaariana ha milhares de anos,
desde que os seres humanos adquiriram o virus, através do contato direto com
animais infectados. Entretanto, o reservatério pra MPXV ainda é desconhecido,
porém, ha dados que sugerem que primatas ndo humanos sejam os hospedeiros
acidentais, e que o reservatorio provavel seja uma ou varias espécies de roedores e
esquilos que habitam as regides de florestas tropicais da Africa central e ocidental
(ARITA & HENDERSON, 1976; SHCHELKUNOQV et al., 2002; NALCA et al., 2005;
ESSBAUER et al., 2008).

O monkeypox MPX foi descrito pela primeira vez como uma doenga que
causava erupcéo cutdnea em macacos de cativeiro em um zoolégico de Copenhagen
em 1957 (ARITA & HENDERSON, 1976; ESSBAUER et al., 2008). E o primeiro relato
de MPX como uma doenga humana foi em uma criangca de nove meses de idade do
Zaire em 1970 (NALCA et al., 2005). Assim como nas outras doengas causadas por
poxvirus zoonéticos, os sinais clinicos causados pela infecgao pelo MPXV séo lesdes
cutaneas que aparecem apos um periodo de incubagao, evoluindo de uma fase com
pustulas a crostas, frequentemente em um periodo de varias semanas. Entretanto, na
maioria das outras doengas causadas por OPV, o numero de lesdes € geralmente
pequeno, ao contrario das infecgdes por MPXV, que apresenta lesdes
frequentemente dispersas se assemelhando a variola (Figura 7) (LEWIS-JONES,
2004; NALCA et al., 2005).
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Figura 7:Monkeypox humano.
O 8° dia das lesBes cutaneas causadas por monkeypox em uma garota de 7 anos de idade da
Republica Democratica do Congo. Fonte: BREMAN et al., 1980.

Apesar de MPXV ocorrer naturalmente na Africa, sendo os casos clinicos,
portanto restritos a essa regido, recentemente no ano de 2003, uma inadvertida
importacdo de roedores africanos causou um surto de MPXV no centro-norte dos
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Estados Unidos (DI-GIULIO & ECKBURG, 2004; NALACA et al., 2005). Foram
relatados 81 casos com sinais clinicos, sendo 40 confirmados por testes laboratoriais,
acometendo principalmente veterinarios e vendedores de animais (GUARNER et al.,
2004).

1.3.4- Vaccinia virus (VACV)

A maioria dos trabalhos experimentais com os virus do género Orthopoxvirus e
a familia Poxviridae tém sido realizados com o VACV. Além disso, essa espécie foi
amplamente utilizada como vacina de virus vivo e por um periodo muito maior do que
qualquer outro agente imunizante (FENNER, 1989). Atualmente o VACV ¢ utilizado
no esquema de vacinagao contra variola que é destinado a pessoas que trabalham
em laboratérios com OPVs, profissionais da saude e militares nos Estados Unidos
(DAMON, 2007).

A vacina desenvolvida por Jenner era produzida com CPXV e durante o século
IX o virus utilizado na vacinacao era derivado de lesdes em vacas e algumas vezes
de cavalos em varios paises da Europa. Em 1939, Downie descreveu as
caracteristicas biolégicas de CPXV, esses estudos demonstraram que a vacina contra
variola utilizadas na época da caracterizacao e provavelmente por muitos anos antes
de 1930 nao consistia do CPXV, mas de outro OPV que era chamado de “Vaccinia
virus”, mas que possuia propriedades biologicas diferentes do CPXV (FENNER,
1989). As origens do VACV sé&o desconhecidas, mas varias hipoteses existem para
explicar a sua origem. Algumas hipéteses defendem que ele pode ter surgido de uma
recombinagao entre CPXV e VARV ou pode ter surgido do CPXV ou de algum outro
OPV através de passagens seriadas sob condi¢des artificiais de cultura (FENNER,
1989). Foi sugerido também por BAXBY, em 1981, que ele pode ser um virus de
laboratério e que foi extinto da natureza.

Quanto a origem dos VACV brasileiros alguns pesquisadores sugerem a
possibilidade de que esses virus tenham escapado da vacina contra variola,
particularmente a VACV-IOC e VACV-Lister. (DAMASO et al., 2000). De fato, o gene

que codifica a ha tem sido um marcador potencial para diagndstico molecular e
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estudos filogenéticos. Em particular, uma delecdo de 18 nucleotideos (nt) dentro
deste gene tem sido proposta para identificar os VACV brasileiros (DAMASO et al.,
2000). Entretanto, estudos posteriores da comparagao das sequéncias de trés genes
e uma regiao variavel do genoma dos OPVs brasileiros com a vacina utilizada na
campanha da erradicagdo da variola no Brasil demonstraram que ndo existe essa
correlacdo e que registros historicos levantaram a possibilidade de que as amostras
que circulam atualmente no Brasil foram introduzidas através do comércio de
escravos em meados do século IX, por meio da introducdo da vacina cultivada em
animais no final do século IX ou subsequentemente pela introdugao de VACV através
da compra da vacina contra variola durante o programa de erradicacdo em meados
do século XX, assim as origens do VACV na natureza permanece um mistério (LEITE
et al., 2005; TRINDADE et al., 2007).

A circulacdo do VACV dentro ou entre as fazendas durante os surtos de
vaccinia bovina (VB) no Brasil € normalmente promovido por ordenhadores infectados
que disseminam o virus para o rebanho pelo contato com méaos infectadas e através
do comércio do gado infectado entre as propriedades (LEITE et al., 2005). Entretanto,
alguns surtos de VACV sao temporalmente e espacialmente distantes das areas com
VB notificadas previamente. Além disso, a VB ocorre normalmente durante a estagao
seca, quando alguns biomas brasileiros apresentam uma escassez de alimentos,
levando algumas espécies silvestres a procurar alimento nos celeiros e currais das
fazendas. Ratos, camundongos, gambas, raposas, cachorros do mato e pequenos
felinos sao frequentemente observados ao redor das fazendas. Em teoria, algumas
dessas espécies, principalmente roedores, podem ser os reservatérios de VACV
(ABRAHAO et al., 2009a).

De fato, as amostras de VACV: Cotia virus (CTV)/SPAn 232 virus (SAV) e
BeAn 58058 virus (BAV) (LOPES et al, 1065; da FONSECA et al, 1998; da
FONSECA et al., 2002) foram isoladas nas florestas brasileiras, longe dos ambientes
rurais (da FONSECA et al., 1998; MARQUES et al., 2001; TRINDADE et al., 2007) e
estudos sorolégicos com animais silvestres capturados no cerrado brasileiro e
animais da Amazoénia, revelaram alta prevaléncia de mamiferos soro positivos contra

OPVs (ABRAHAO et al., 2010a). Adicionalmente, um estudo recente, realizado para
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avaliar a soroprevaléncia de OPVs em uma comunidade rural da regido Amazonica
onde surtos de OPVs ainda ndo foram notificados, demonstrou uma soroprevalencia
de 27,89% da populacédo avaliada, sendo que destes, 26,38% n&o eram vacinados
contra variola. Assim, existem fortes evidéncias de que os OPVs circulam nessa
populacdo uma vez que surtos anteriores nunca foram relatados anteriormente
(MOTA et al., 2010).

Abrahdo em 2009, apds isolar pela primeira vez um VACV de um roedor
durante um surto de VB que ocorreu na regidao da cidade de Mariana no estado de
Minas Gerais, juntamente com os dados disponiveis anteriormente, propds um
modelo hipotético do ciclo de transmissdo do VACV envolvendo roedores
peridomésticos (Figura 8). Neste modelo, acredita-se que os roedores
peridomiciliares podem promover a transmissao de VACV entre animais selvagens e
o gado ou humanos, uma vez que eles circulam tanto em fazendas quanto em seus

arredores.
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Figura 8: Modelo hipotético do ciclo de transmissao do VACV.

Esse diagrama foi proposto com base na publicagdo de dados laboratoriais e epidemiolégicos do
VACV e de acordo com as caracteristicas comportamentais dos animais silvestres e os roedores
brasileiros. As linhas continuas determinam dados determinados experimentalmente e as linhas
pontilhadas indicam propostas hipotéticas que ainda estdo sob investigacédo. Fonte: ABRAHAO et al.,
2009a - modificado por CAMPOS.

Dessa forma, ao contrario do VARV que possui um espectro de hospedeiro
restrito, o VACV possui um amplo espectro de hospedeiros e se multiplica
rapidamente e em altos titulos em muitas espécies de animais e na maioria dos tipos
de cultura celular. Em ovos embrionados o virus produz pocks grandes na membrana

corioalantéide (MCA) em 48 horas, enquanto que outros OPVs produzem pocks
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menores e levam trés dias para alcangar o tamanho ideal para a contagem (FENNER,
1989). A infec¢do por VACV comumente progride através em diversos estagios que
variam de papulas a vesiculas, pustulas e crostas. Entretanto, a vacina contra variola
que compreende o VACV, possui alta taxa de eventos adversos. As maiores
complicagbes incluem a vaccinia progressiva, eczema vaccinatum, vaccinia
generalizada, encefalite pos-vacinal, infecgdes acidentais e miocardites (Figura 9)
(DAMON, 2007).

Figura 9: Complicag6es graves da vacinagao.

A: Eczema vacinatum em um individuo ndo vacinado que entrou em contato com seu irmao vacinado.
B: Vaccinia progressiva, anteriormente conhecida como vaccinia necrosum, em uma crianga com
defeito congénito na imunidade mediada por células. C: Vaccinia generalizado dez dias apdés a
vacinacao. D: Vaccinia ocular. Fonte: Damon, 2007 — modificado.

Apesar de todos os VACV isolados no Brasil terem sido igualmente
patogénicos para o gado produzindo o mesmo padrédo de lesbes macroscoépicas
caracteristica da VB, estudos de caracterizacdo dessas amostras demonstraram que
existe uma variabilidade genética entre essas amostras que pode refletir em
diferentes caracteristicas biologicas (FERREIRA et al., 2008a).

Leite e colaboradores em 2007, baseados na estrutura do gene de incluséo
tipo-A (ati) evidenciaram a existéncia de trés grupos distintos de VACVs brasileiros
(Br-VACV). Posteriormente, em analises filogenéticas baseadas nas sequéncias dos
genes A56R, B19R, E3L (TRINDADE et al., 2007) e dez genes relacionados com

viruléncia e espectro de hospedeiros Ferreira e colaboradores em 2008
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demonstraram a existéncia de pelo menos dois grupos bem definidos de Br-VACV
(Tabela 2).

Tabela 2: Os dois grupos de VACYV isolados no Brasil.
Fonte: TRINDADE et al., 2007; CAMPOS et al., 2010 — modificado.

Grupo 1 - Ano de isolamento Grupo 2 - Ano de isolamento
ARAV - 1999 SPAnN 232 — 1961
CTGV - 1999 BeAn 58058 - 1963
GP2V - 2001 VBH - 1993
PSTV — 2003 GP1V - 2001
P2V - 2010 P1V - 2010

Devido a existéncia dessa diversidade genética observada nas amostras de
VAC brasileiros, Ferreira e colaboradores em 2008 realizou estudaram caracteristicas
biolégicas desses dois grupos estabelecidos anteriormente através da observagao
dos padrées de tropismo e viruléncia dessas amostras apds a infeccdo de
camundongos BALB/c por via intranasal. Esses experimentos demonstraram que os
VACV brasileiros possuem perfis de viruléncia diferentes no modelo utilizado, e
baseando nas caracteristicas bioldgicas foi possivel dividir os VACV brasileiros em
dois grupos corroborando com os dados genéticos dos estudos anteriores. As
amostras que demonstraram maior viruléncia foram reunidas em um grupo: SAV
(SPAn232 virus), VBH (Belo Horizonte virus), BAV (BeAn 58058 virus), GP1 (Guarani
virus P1) e Pelotas 1 virus (P1V) e o segundo grupo for representado pelas
amostras menos virulentas: ARAV (Aragatuba virus), GP2 (Guarani virus P2), PSTV
(Passatempo virus) e Pelotas 2 virus (P2V) (FERREIRA et al., 2008; CAMPQOS et al.,
2010).

Diante do exposto, evidencia-se que muitos dos fatores envolvidos no
estabelecimento dos surtos de VB no Brasil, bem como dados sobre a origem dos
VACV, seus reservatérios naturais € 0s mecanismos pelos quais o virus persiste na
natureza permanecem desconhecidos (FENNER, 1989; TRINDADE, et al., 2007;
LEITE et al., 2008; ABRAHAO et al., 2009a).
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1.4- Impacto das zoonoses causadas por poxvirus no Brasil

Infecgbes zoondticas humanas causadas pelo VACV no Brasil alcangaram
projecao mundial. Desde 1960 os OPVs tém sido repetidamente isolados no Brasil e
identificados como VACV (Figura 10) através varias ferramentas dentro da virologia,
imunologia classica e métodos moleculares (da FONSECA et al., 1999; DAMASO et
al., 2000, TRINDADE et al., 2006, TRINDADE et al., 2007).

1,259 km

AmazdniaBrasileira
Castinga

Cerrado Brasilein
Mata Alantica
Fampas

Pantanal

1 BeAn58058 - 1963 (2)

2 SPAN232 - 1961 (4)

IVBH- 1993 (7)

4 ARAV - 1999 (5)

5 CTGV - 1999 (6)

& GP1 and GP2 - 2001 (11)

7.8 and 9 Isolates from GO, 5P and MG after
2001 (8)

10 PSTV - 2003 (9)

Figura 10: Mapa do Brasil mostrando os estados e os biomas ecolégicos.
Os locais de coleta estdo representados por numeros que referem ao isolado brasileiro e seu
respectivo ano de isolamento. Fonte: TRINDADE et al., 2007 — modificado.
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Em 1963, o virus BeAn 58058 (da FONSECA et al, 1998) foi isolado do sangue
de um roedor (Oryzomys SP.) capturado proximo a borda de uma area desmatada,
limitada pela floresta tropical Amazénica (Figura 10). Este virus esta entre os
primeiros OPVs isolados de um roedor silvestre no Brasil (da FONSECA, et al., 1999;
MARQUES et al., 2001; TRINDADE et al., 2006).

Durante as décadas de 1960 e 1970, o governo brasileiro e o Instituto Adolfo
Lutz conduziram um inquérito epidemioldgico de arboviroses nas areas florestais em
torno da cidade de Sao Paulo, regido sudeste do Brasil. Durante a investigagdo um
poxvirus foi repetidamente isolado, no municipio de Cotia, de um camundongo
sentinela e chamado de Cotia virus e posteriormente outra amostra de SPAn 232
(SAV) (da FONSECA, et al., 1999). Posteriormente, foi proposto que esse virus fosse
um recombinante entre Leporipoxvirus e Orthopoxvirus (ESPOSITO, et al., 1980;
AFONSO, et al., 2012).

Em 1998, Belo Horizonte virus (VBH) foi isolado de amostras congeladas que
haviam sido coletadas de camundongos durante um surto no biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Minas Gerais em 1993 (Figura 10)
(TRINDADE et al., 2004). Surtos exantematicos afetando o gado leiteiro e seus
ordenhadores foram relatados no Brasil em 1999 e dois novos VACVs, ARAV e
CTGV foram isolados de vacas doentes em localizagdo geografica distinta na regido
sudeste do Brasil (Figura10) (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003).

Desde entdo, um aumento no numero de surtos zoonoticos similares tem sido
relatados em diferentes regides do Brasil, principalmente nas regides sudeste e
sudoeste (Figura 10) (NAGASSE-SUGAHARA et al., 2004; TRINDADE et al., 2007,
SILVA-FERNANDES et al., 2009). Em 2001, GP1 e GP2 foram isolados de vacas
infectadas de fazendas vizinhas préximo a regido onde CTGV foi encontrado. Apesar
do local coincidente, os dois novos isolados constituiam amostras diferentes de VACV
(Figura 10) (TRINDADE, et al., 2006).

Apo6s um surto em margo de 2003, que emergiu na cidade de Passa-Tempo no
estado de Minas Gerais acometendo o gado e os ordenhadores, Passatempo virus
(PSTV) foi isolado (Figura 10) (LEITE et al., 2005). Recentemente, um surto de

doencga cutanea associada com infeccao por Orthopoxvirus em cavalos foi descrito
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em uma fazenda localizada na cidade de Pelotas no estado do Rio Grande do Sul
(BRUM, et al., 2010).

O grupo de pesquisadores do Laboratério de Virus/ICB/UFMG tem estudado
estes surtos desde meados da década de 1980, estudando OPXYV isolados, inclusive
aqueles identificados nas décadas de 1960 e 1970 (da FONSECA et al., 1998; da
FONSECA, et al., 2002; TRINDADE, et al., 2003; TRINDADE, et al., 2004; LEITE, et
al., 2005; TRINDADE, et al.,, 2006; TRINDADE et al.,, 2007). Estes surtos afetam
zonas rurais das regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste afetando, principalmente,
pequenos produtores de leite, comprometendo centenas de propriedades e

acarretando grande perda econémica.

1.5- Transmissao do VACV

1.5.1- Transmissao horizontal

Devido a ampla distribuicdo e ao crescente numero de zoonoses no mundo
causadas por OPV, estes tém sido detectados em varias espécies animais infectadas
naturalmente. Alguns estudos descreveram a eliminagédo de OPV, incluindo CPXV,
VARV e Ectromelia virus, via excretas ou secregdes, tais como fezes, urina e
secre¢cdes da conjuntiva (GLEDHILL, 1962; SARKAR, et al., 1973; MAIBORODA,
1982) Ferreira e colaboradores em 2008 descreveram a transmiss&o horizontal de
VACV que foi comprovada através da exposigdo de camundongos sentinelas a
maravalha contaminadas com excretas de camundongos infectados, sugerindo que
as excretas apresentam um papel relevante na disseminacédo e transmissao dos
virus. Estes estudos sugerem que a transmissao via excretas possa também ocorrer
na natureza e contribua para a disseminacdo e manutencdo do VACV na natureza
por roedores.

A disseminacdo e manutencdo de VACV na natureza e seu espectro de
hospedeiros sdo importantes fatores ecoldgicos associados com a circulagdo dos

virus entre diferentes espécies animais (MAIBORODA, 1982). A resisténcia dos
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VACV (ESSBAUER, et al., 2007; ABRAHAO, et al., 2009; TRINDADE, et al., 2009)
associada a variedade de micro-nichos presentes nas fezes podem contribuir para a
manutencao da viabilidade de virus infecciosos por algum tempo apds a excregao.
Reservatorios selvagens em contato com excretas podem se tornar infectados,
levando ao estabelecimento de uma infecgao subclinica com baixos titulos virais sem
doenga aguda ou letal, como observado no estudo de transmissao horizontal com
camundongos sentinelas (FERREIRA, et al., 2008b). A capacidade de OPV
multiplicar no intestino, como previamente observado em outros estudos (GOFF, et
al., 2007), pode ser um recurso permanente de contaminagdo fecal por VACV
(MAIBORODA, 1982). Assim, infec¢des inaparentes poderiam contribuir para a
manutencéo viral em seus hospedeiros.

Uma decisao recente de iniciar a vacinagao de militares contra o VARV trouxe
novamente a preocupacdo e o interesse em se estudar a transmissdo horizontal
desta doenca. Ja foi reportado (LEDERMAN, et al., 2009) um caso de eczema
vacinatum nos Estados Unidos relacionado com a vacinagcdo contra variola. Neste
caso, uma crianga com dermatite atopica refrataria desenvolveu eczema vacinatum
ap6s contato com seu pai, um membro das forgas militares dos EUA que havia
recentemente recebido a vacina, e que ndo manifestou nenhum efeito colateral. Além
disso, varios casos de transmissdo sexual de VACV caracterizados por lesdes na
vagina, frequentemente sdo relatados apdés o contato intimo de soldados
recentemente vacinados com suas esposas (EGAN, et al., 2004; LORICH et al., 2004;
MUZNY et al., 2009).

Em 2008, o CDC (Centro de Prevencao e Controle de Doencas), foi notificado
de um caso suspeito de auto-inoculagado acidental de um homem que trabalhava em
um laboratério de uma instituicdo académica do estado da Virginia, regido sudeste
dos Estados Unidos. Apos a confirmacdo do VACV como agente etiolégico os
estudos indicaram que a fonte da infeccdo seria a exposi¢cao do paciente a uma
amostra de VACV que havia contaminado o estoque semente do laboratério onde o
paciente trabalhava (EGAN, et al., 2004).

Um caso também envolvendo a pratica da vacinagao de militares contra variola

aconteceu em maio de 2003. Este destaca-se por ser o primeiro caso documentado
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em que uma crianga foi infectada durante a amamentagdo em sua méae que por sua
vez tinha tido contato com seu marido que havia recebido a vacina contra variola. A
crianga desenvolveu uma papula sobre o seu labio superior, que progrediu para
vesicula, pustula até formar crosta (Figura 11). A mae da crianga havia desenvolvido
lesdes nas duas aureolas poucos dias antes dos sintomas da crianga tornarem-se
evidentes (GARDE, et al., 2004).

Figura 11: Leso6es causadas por infecgao por VACV durante a amamentagao.
Fonte: GARDE et al., 2004.

Portanto, as potenciais complicagbes associadas a infeccdo por VACV tem
levado o Comité dos Estados Unidos sobre praticas de imunizagdo a recomendar que
criangas com menos de 1 ano de idade e adultos com sistema imune debilitado ou
com doengas de pele como eczema ou dermatite atdpica ndo sejam vacinados na
auséncia de uma clara exposigao a variola ou monkeypox.

Atualmente, sabe-se que para a maioria dos virus que infectam humanos a
transmissdo através do leite € rara (Tabela 3). Entretanto, a transmissédo através da
amamentacdo € bem documentada para Human herpesvirus 5, Human
immunodeficiency virus 1 (HIV-1) e Human T Ilynphotropic virus 1 e 2 (HTLV-1 e 2)
(LAWRENCE & LAWRENCE, 2004). Outros relatos de virus transmitido através do
leite de mae para filho incluem Papilomavirus, Simian immunudeficiency virus e o
Mouse mammary tumor virus (MMTV), sendo este ultimo, o virus transmitido pelo
leite mais bem estudado. O MMTV causa cancer de mama em camundongos a

infeccdo in vivo ocorre primeiro nas células dendriticas do intestino, as quais
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transferem o virus para os linfécitos. O trafego de linfocitos infectados para a glandula

mamaria resulta na infeccdo das células epiteliais mamarias durante a puberdade e

gravidez. Os camundongos lactantes eliminam altos niveis de particulas virais no

leite, que entdo adquirido pela prole na primeira semana de vida (OKEOMA, et al.,

2010).

Tabela 3: Transmissao viral durante a amamentagao.
Fonte: LAWRENCE & LAWRENCE, 2004 — modificado.

Virus

Modo predominante

de transmisséao

Periodo usual de

infecgao

Evidencias de

transmissao pelo leite

Human herpes virus 5

Enterovirus

Picornaviridae
Hepatitis A virus

Hepadnaviridae
Hepatitis B virus

Flaviviridae
Hepatitis C virus

Human herpes virus 1
e 2 HSV1 e HSV2

Human
immunodeficiency
virus1

HIV-1

Human
immunodeficiency
virus2

HIV-2

Human T lynphotropic
virus 1

HTLV-1

Parvovirus

Human respiratory
syncytial virus

HRSV

Human herpes virus 3

Contato - fluidos do
corpo

Contato - oral/fecal

Comida; agua,
contato-fluidos
corporais
Sangue; fluidos
corporais ; sexual
Sangue; fluidos
corporais

Contato

Sangue; fluidos

corporais;sexual

Sangue; fluidos

corporais;sexual

Sangue; fluidos
corporais
Contato-fluidos
corporais

Contato

Contato

Congenita, perinatal e

posnatal

Perinatal e pos-natal

Pos-natal

Pos-natal

Pre-natal, perinatal

Perinatal (congenital

posnatal)

Perinatal, pré-natal e pos-

natal

Perinatal, pré-natal

Perinatal, pré-natal e pos-

natal

Pre-natal

Pos-natal

Pos-natal

Cultura e detecgédo do
DNA viral por PCR

Nenhuma

Um caso relatado

Antigeno de superficie
Hepatite B

? possivel RNA HCV
Transferéncia  apenas
com lesdes no seio
Deteccao do RNA viral
por PCR cultura

Informacao limitada

Deteccao do RNA viral
por PCR

Desconhecido

Nenhuma

Apenas com lesbées no
seio; VZV-DNA
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Apesar do risco de infecgcdo por VACV através do consumo de leite produzido
em areas afetadas por VB ser desconhecido, um caso associado com BPXV na india
acometendo um humano que manifestou lesdes exantematicas na boca apds o
consumo de leite supostamente infectado, ja foi relatado (BERKELMAN, 2003;
ABRAHAO et al., 2009¢c).

ABRAHAO e colaboradores em 2009 descreveram a deteccdo de DNA de
VACV e particulas infecciosas em amostras de leite coletadas do gado leiteiro
infectado durante surtos de VB no periodo de 2005 a 2008 nas cidades de Bambui,
Paraguagu e Mariana (Figura 12). Embora ndo tenha sido possivel confirmar a fonte
nas particulas virais no leite, duas hipoteses foram levantadas. A primeira sugere que
a manipulacéo das lesbes exantematicas nas tetas durante a ordenha manual, pode
ter levado a fragmentacéo da crosta e consequentemente a contaminagao do leite, ou
a deteccdo de VACV nas amostras de leite foram o resultado de uma infecgéo
sistémica e conseqiiente dispersdo para as glandulas mamarias (ABRAHAO, et al.,
2009c).

Figura 12: Mapa do estado de Minas Gerais demonstrando o numero de amostras de leite
coletadas em cada cidade.

Numero de amostras coletada por municipio: Bambui (17), Mariana (25), Paraguagu (6). Fonte:
ABRAHAO et al., 2009.
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De fato, estudos recentes da patogénese do VACV, utilizando a via intranasal
de infeccdo em modelo murino demonstraram que os VACV brasileiros podem
dispersar do local da infeccdo primaria no caso deste modelo as vias aéreas
superiores, para diferentes 6rgéos incluindo o figado, rim, linfonodos, cérebro e
intestinos, caracterizando uma infec¢éo sistémica (FERREIRA, et al., 2008a). Assim,
esses dados podem sustentar a segunda hipétese, apesar da diferenga dos locais de
infeccdo entre os dois estudos. Além disso, como descrito acima, a liberagdo de
VACV em excretas e secregdes de camundongos ja foram descritas (FERREIRA, et
al., 2008b), e DNA viral tem sido detectado em amostras de sangue bovino e
humano (SILVA-FERNANDES, et al.,, 2009). Sendo assim, ambas as hipoteses
permanecem sob investigacao.

Além disso, estudos recentes realizados para testar a viabilidade do VACV no
leite apds o tratamento térmico e producédo de queijo, utilizando leite contaminado
experimentalmente demonstraram que as particulas virais permanecem viaveis no
leite apés o armazenamento por 48 horas tanto em camara fria quanto em freezer e
também apds o tratamento térmico a 65°C por 30 minutos, indicando um potencial
risco para a saude publica (LUDOULFO et al.,, 2010).

1.5.2- Transmissao vertical

Assim como preconizado para criangas e individuos imunodebilitados, o
Comité dos Estados Unidos sobre praticas de imunizagcdo nao tem recomendado a
vacinacao a mulheres gravidas ou mulheres que estao tentando engravidar devido ao
potencial de transmisséao vertical de VACV da mae para o feto. Existem na literatura
médica menos que 50 casos documentados de transmissao vertical de VACV durante
a gravidez, a maioria resultando na morte do feto acometido, entretanto ndo se sabe
se o virus infecta o feto através do sangue ou pelo contato direto com o liquido
amnidtico infectado (CONO, et al., 2003).

Em humanos a maioria das infecgdes virais em recém-nascidos e criangas
ocorre através da transmissao intraparto ou transplacentaria (LAWRENCE &

LAWRENCE, 2004). Dentre os virus relevantes clinicamente que s&o transmitidos
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para o feto subseqlente a infeccdo materna destacam-se HIV, Hepatitis B virus,
Hepatitis C virus, Human herpesvirus 3, Rubella virus, Human parvovirus B19 e
Human herpesvirus 5 (KOY, et al., 2001).

Assim, varios virus podem ultrapassar a barreira fetal-materna e causar
doencgas para o feto ou para o recém nascido. Recentemente, entretanto, se tornou
Obvio que os virus podem invadir 6rgéos e células fetais através de diferentes rotas
sem consequéncias agudas. Espermatozoides, liquido seminal e linfécitos no
esperma podem transferir virus para o zigoto humano. Os virus ja se mostraram
integrados nos cromossomos humanos e dessa forma serem transferidos para os
tecidos fetais. O transporte fetal-materno regular de células maternas também foi
descoberto, este transporte implica que virus linfotrépicos podem ser liberados dentro
dos tecidos fetais e posterior invasao celular. Tem sido mostrado que muitos virus
podem se replicar em células do trofoblasto e sinciciotrofoblasto humano
ultrapassando dessa forma a barreira fetal-materna (YOUNES et al., 2009).

Com o objetivo de determinar a via que o VACYV utiliza para cruzar a placenta e
o alvo de multiplicagao viral dentro do tecido reprodutivo materno e no feto, Benning e
Hassett em 2004 examinaram a capacidade de uma amostra laboratorial comum de
VACYV infectar com sucesso a placenta murina e dispersar verticalmente para o feto
antes do nascimento. Os experimentos demonstraram que tanto a inoculagao
intraperitonial como a intravenosa WRV (Western Reserve Virus), podem levar
primeiro a infeccdo da placenta e posteriormente a infeccdo do feto em modelo
murino. Sendo assim, o conhecimento das consequéncias patologicas e imunologicas
das infeccdes causadas por amostras de VACV sao limitadas, e é importante a
utilizacdo de amostras de VACV que apresentam perfis de viruléncia diferentes em
um modelo murino que mimetize a infecgdo natural para estudar a transmissao

vertical destas amostras
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1.6- Patogénese

As infecgoes por OPV podem ser classificadas como sistémicas ou
localizadas, sendo que o tipo de infeccao vai depender da espécie de OPV envolvida,
da rota de entrada, da susceptibilidade do hospedeiro e do seu estado imunoldgico.
Entretanto, em alguns casos como o VACV, o entendimento da patogénese € limitado
devida a falta de dados sobre a patogénese da doenga em seu hospedeiro natural
(DAMON, et al., 2007). O trato respiratorio é a via de transmissédo que ocorre com
mais frequéncia entre os OPV, e provavelmente a principal rota de entrada Camelpox
virus, VARV e MPXV, sendo que para muitas espécies a infeccdo pode ocorrer
através de microabrasdées na pele, como descrito para VACV, CPXV e Ectromelia
virus (ECMV) (revisado por FENNER, 1989).

O ECMV tem sido utilizado em estudos que ajudaram a elucidar mecanismos
de defesa do hospedeiro e patogénese viral. A infeccdo experimental mimetizando a
rota natural de infecgdo por abrasdes na pele utiizando ECMV em camundongos,
demonstrou que a multiplicagdo na epiderme e liberacdo da progénie viral do local
inicial da infecgéo, resulta na disperséo viral para linfonodos, corrente sanguinea e
outros 6rgaos (revisado por ESTEBAN & BULLER, 2005).

Os sintomas clinicos destas infecgdes em humanos incluem o surgimento de
areas focais avermelhadas que coincidem com aparecimento de febre e sintomas
gerais semelhantes a um quadro gripal, incluindo-se dores de cabega, dores
musculares e nausea. A proxima fase é marcada pelo surgimento de pustulas e
lesbes ulcerativas margeadas por edema e eritema, principalmente nas maos e
antebracos. Frequentemente, desenvolve-se uma linfoadenopatia local que pode
persistir por varias semanas. A cura e cicatrizagao das lesdes ocorrem ao longo de
varias semanas e deixam uma cicatriz tipica na pele das pessoas e animais
acometidos (Figura 13) (TRINDADE, et al., 2003; LEWIS-JONES, 2004; KROON, et
al., 2011).

Embora as lesdes sejam normalmente observadas nos dedos e bragos de
ordenhadores afetados, a dispersdo das pustulas para outras partes do corpo como

face, olhos, mucosa, térax e genitalias também tem sido relatadas, possivelmente
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como resultado de auto-inoculagcdo (da FONSECA, et al., 2011). Além disso,
infecgcdes bacterianas secundarias ou outras infecgdes virais ulcerativas podem
também ocorrer (LEITE, et al, 2005; LOBATO, et al., 2005; revisado por da
FONSECA, et al., 2011).

O processo todo, desde o aparecimento dos sinais clinicos iniciais até a
cicatrizagao total leva aproximadamente vinte e um dias, embora o periodo de
incubacéo inicial seja dificil de determinar devido ao contato continuo entre individuos
doentes e vacas infectadas durante um surto em andamento. Complicacbes da
doengca sdo extremamente raras, e embora descrigdes nao oficiais relatando
ulceragdes generalizadas ja foram feitas em regiées de surtos, nenhuma confirmagao
independente foi obtida. Além disso, quando comparados individuos doentes e
individuos que foram possivelmente expostos, mas ndo desenvolveram a doengca em
reacdo ao seu “status” vacinal, as pessoas que foram vacinadas, possivelmente
vacinadas ou que apresentam a cicatriz tipica da vacina, demonstram uma reducao
significante na propensdo de desenvolverem a doenga. Esses resultados indicam
claramente que o numero de pessoas ndo vacinadas contra variola é um fator
importante na explicagdo do numero de individuos infectados com VACV durante os
surtos de VB (da FONSECA, et al., 2011).

No caso dos animais as vesiculas ocorrem no ubere, principalmente na parte
dos tetos com uma confluéncia de vesiculas que resultam em grandes lesdes
cobertas por crostas. Lesdes orais, no focinho e na lingua de bezerros também sao
observadas. A contaminagdo bacteriana nas vesiculas ja foi demonstrada, e em
alguns casos o Ubere pode apresentar lesbes permanentes. Estas condigdes estao

associadas a grande impacto econémico (SCHATZMAYR et al., 2011).
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Figura 13: Lesdes causadas por infecgido pelo Passatempo virus.

(1) e (2) Lesbes ulcerativas em tetas de vacas, (3) mastite causada por infec¢do bacteriana
secundaria, (4) e (5) lesbes no focinho e mucosa oral de bezerros, (6) lesdo na mado de um
ordenhador. Fonte:LEITE et al., 2005. Modificado - Por FERNANDES-TAVARES.

Como referido acima, Ferreira e colaboradores em 2008, demonstraram que
algumas amostras de Br-VACV podem causar grave morbidade em camundongos
Balb/c, apresentando sinais clinicos como arqueamento de dorso, pilo-erecao,
alopecia periocular, balanopostite e perda de peso (Figura 14). Além disso, o estudo
demonstra a presenca de virus em diferentes 6rgdos dando suporte a idéia de que
essas amostras sejam capazes de causar doenga sistémica apds a infecgao
intranasal (FERREIRA, et al., 2008a).

Figura 14: Sinais clinicos em camundongos Balc/c infectados com br-VACV.

VBH: amostra Belo Horizonte virus causando arqueamento de dorso. BAV: amostra BeAn58058
causando alopecia periocular. GP1V: amostra Guarani Propriedade 1 virus causando. Fonte:
FERREIRA et al., 2008a — modificado.

34



2- Justificativa e Relevancia

VACV, membro protétipo dos OPV e intimamente relacionado ao VARV, foi
utilizado como vacina atenuada na campanha global de erradicagéo contra a variola
virus ocorrida no final da década de 1970. A recente decisdo de iniciar uma vacinagcao
contra a variola nos militares, e a possibilidade da re-emergéncia de poxvirus
zoonoticos em diferentes partes do mundo, causada pela adaptagcao de OPV como
MPXV, CPXV e VACV ao hospedeiro humano, tém atraido o interesse de
pesquisadores e dos o6rgaos de saude em estudar a patogénese das infeccoes
agudas e crOnicas causadas por poxvirus. Além disso, a imunidade adquirida pela
vacinagao a populagdo mundial ha 30 anos esta diminuindo devido a descontinuidade
da vacinagao.

A vaccinia fetal, que é a transferéncia de VACV da mée para o feto, pode se
tornar uma complicacéo fatal através da vacinagao primaria durante a gravidez, em
criangas muito jovens e em individuos imunocomprometidos. Um numero estimado de
15 a 50 pessoas a cada 1 milhdo que recebem vacinagdes primarias de VACV irao
desenvolver efeitos colaterais incluindo reag¢des alérgicas nos locais de vacinagao,
disseminacado do virus para outras partes do corpo e infeccdo do sistema nervoso
central.

Desde 1999, as notificacbes de surtos de VB com infecgdes zoondticas
causadas pelo VACV tém crescido no Brasil. Os ordenhadores s&o o principal grupo
de risco uma vez que eles estabelecem o contato direto com o gado. Esta zoonose
compromete centenas de propriedades e acarreta grande perda econémica devido a
varios fatores, como a diminuicdo da producéo de leite que varia de 40 a 60%; a
ocorréncia de mamite e outras infecgdes secundarias e o afastamento do ordenhador
do trabalho. Estas infecgbes sao causadas por virus que apresentam diversidade
genética e também diferengas na patogenicidade, como por exemplo, as amostras
GP1V e GP2V, tornando-se uma oportunidade para a compreensao dos mecanismos
de patogénese e imunoldgicos associados as infecgdes por OPV.
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Ja foi demonstrado que vacas e camundongos infectados por br-VACV
apresentam infeccao persistente por até 30 dias. Além disso, estudos recentes tém
mostrado a presenca de br-VACV no leite coletado de vacas que apresentam a VB.
Como a doencga é tipica de vacas em lactacdo e estas precisam ser ordenhadas
devido ao aparecimento de mamite, o leite produzido por estas vacas infectadas é
consumido pela populacdo. Além disso, em varias propriedades rurais, muitos
consomem o leite sem o devido tratamento prévio. Apesar de a vaccinia fetal ser uma
complicacgao relativamente rara ela é frequentemente fatal.

Ha poucos relatos na literatura sobre a transmissao vertical de amostras de
VACYV e sobre as consequéncias patolégicas e imunoldgicas de infecgdes por VACV
durante a gravidez e nao se sabe sobre o potencial de transmissao viral através do
consumo de leite contaminado. Assim, este trabalho pretende utilizar um modelo
murino para compreender se GP2V é capaz de atravessar a barreira placentaria e
serem transmitidos ao feto apés o nascimento bem como se o virus pode ser
eliminado e transmitido pelo leite. A partir dos experimentos que estdo sendo
propostos, poderemos avangar no conhecimento deste virus para melhorar agcdes
preventivas ou de tratamento, visando protecdo a saude humana e diminuicdo de

impactos econdmicos causados por surtos de VB no Brasil.
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3- Objetivos

3.1- Objetivo geral:

Avaliar a transmissao vertical e pelo leite GP2V, em modelo murino.

3.2- Objetivos especificos

Analisar os sinais clinicos de camundongos Balb/c fémeas gravidas, nao

gravidas ou lactantes infectadas com GP2V;

Analisar por titulacao viral, a presenga de GP2V no utero, ovarios, pulmdoes,
baco, cérebro, coragao, figado e linfonodos das camundongas maes infectadas

por via intranasal e dos seus filhotes;

Avaliar a presenga de GP2V na placenta apds cesaria de camundongos

fémeas Balb/c infectados por via intranasal;

Avaliar a soroconversédo dos camundongos por ELISA;

Verificar a eliminagdo e transmissédo de GP2V no leite de camundongos
fémeas infectadas pela via intranasal empregando reacdo em cadeia da
polimerase (PCR);

Demonstrar a ocorréncia da infeccdo viral nas fémeas infectadas por via

intranasal pela detecgdo de DNA viral no sangue e fezes e nos fetos/filhotes
por PCR;
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4- Estratégia de trabalho

4.1- Fluxograma:

Multiplicagdo, purificagdo e
titulagdoviral
Infec¢dao de camundongos
Balb/ccom GP2V

4 N

Avalia¢dodaeliminacdoe
transmissdo de Vaccinia
virus pelo leite

pW 4

Coleta e processamento de
orgdos, sangue e fezes

Avaliagdo da transmissdo
vertical de Vaccinia virus

Titulacdo dasamostras
Ensaiosde ELISA




5- Materiais e métodos

5.1- Célula

As células 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 de 162 cm? contendo 25 mL de meio minimo essencial de Eagle (MEM)
(Gibco™, USA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil),
glutamina, gentamicina (50 pug/mL), penicilina potassica (200 U/mL) e anfotericina B
(2,5 pg/mL), sob incubacdo a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,. Os subcultivos
foram feitos trés vezes por semana sendo a monocamada celular lavada com solugao
tampéo fosfato salina (PBS) (NaCl 137mM; kCl, 7mM; Na;HPO4 1,4mM; pH 7,2) e
tratada com solugcéo de tripsina contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(NaCl 136mM; KCI 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
multiplicacéo, titulagdo, isolamento viral e ensaios de soroneutralizacdo, quando

apresentaram 85-100% de confluéncia da monocamada.

5.2—- Membrana corioalantéide de ovos embrionados (MCA)

Os ovos embrionados de galinha utilizados para inoculagdo de virus em
membrana cérioalantéide (MCA) foram obtidos do setor de aves do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG.e possuiam nove
dias de postura. Estes ovos foram mantidos em incubadora Petersime (SC, Brasil), a
temperatura de 37°C, para infec¢ao viral.
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5.3- Virus

As amostras virais GP1V e GP2V foram isoladas no Laboratério de
Virus/lUFMG, a partir de amostras de lesbes coletadas de bovinos de duas
propriedades vizinhas, propriedade 1 (P1) e propriedade 2 (P2), durante um surto de
VB ocorrido em Guarani — MG em 2001(TRINDADE, G. S. et al. 2006). O VACV
amostra Western Reserve (VACVWR) foi gentilmente cedido pelo Dr. C. Jungwirth

(Universitat Wurzburg, Alemanha) e foi utilizado como amostra padréo.

5.3.1— Multiplicagao viral em cultivo celular

Os estoques de virus foram obtidos por multiplicacdo em células BSC-40 em
meio minimo essencial de Eagle (MEM) (GibcoTM) suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB) (Cultilab), glutamina e antibidticos, cultivadas em garrafas
quadradas de 162 cm? a 37°C. A monocamada contendo cerca de 20 milhdes de
células BSC-40 foi lavada duas vezes com PBS e infectadas com multiplicidade de
infecgdo (moi) de 0,01, em 2 mL de MEM 1% de SFB, acrescido de antibioticos. Apos
1 hora de adsorgéo, a 37°C, foram acrescentados 25 mL de MEM suplementado com
1% SFB. Novamente, as células foram incubadas a 37°C e monitoradas diariamente,
ao microscopio optico até a deteccao de 90% de efeito citopatico (ECP). 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
suspensdo obtida foi centrifugada durante 10 minutos a 1500 rotagbes por minuto
(rpm) (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B), a 4°C e o sedimento resultante da

centrifugacgao foi mantido a — 70°C para posterior purificagdo das particulas virais.
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5.3.2— Purificagao viral

Apds a multiplicagdo em células BSC-40, a purificagao viral foi realizada
segundo metodologia descrita por JOKLIK, 1962 modificado. O sedimento obtido no
item anterior foi homogeneizado em 8 mL 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 em seguida, o sedimento celular
foi lisado duas vezes em 10 mL de solugdo de lise (MgCI2 1mM; Tris10mM, pH 7,0;
KCI 10mM). Apd6s a adigdo desta solugdo, 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 suspensao viral resultante foi
centrifugada a 14.000 rpm (rotor AH 629 Sorvall), 40C, por 2 horas sobre um colchao
de sacarose a 36% em Tris-HCI 10mM, pH 8,0 para separagao dos restos celulares.
Utilizando-se uma pipeta Pasteur, o sobrenadante e a interface foram coletados e
desprezados e o restante foi descartado por inversado do tubo. Os sedimentos obtidos
foram homogeneizados em 1mL de Tris 10mM, pH 8,0 e submetidos a 2 ciclos de
sonicagao por 30 segundos, com 40% de poténcia de saida (Sonic Desmembrator-50,
Fisher Scientific — USA) e distribuidos em aliquotas de 2 yL em microtubos e

estocados a— 70°C.

5.3.3- Titulagao viral (CAMPOS e KROON, 1993)

A titulacao viral foi feita em placas de 6 camaras, contendo aproximadamente
1,5 x 10° células BSC-40/ 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 adsor¢cao 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
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com solugcdo 10% de formol por 30 minutos, lavadas com agua e, posteriormente,
coradas com solugdo 1% (p/v) de cristal violeta por 15 minutos. O titulo viral foi
calculado pelo numero de placas obtidas na camara da diluicdo que apresentou entre
30 a 300 placas de lise, multiplicado pelo inverso da diluicdo, em 200 pL, sendo

posteriormente convertido para o volume final de 1 mL.

5.3.4-Ensaios de soroneutralizagao

Amostras de soro foram aquecidas a 56°C por 30 minutos para a inativagdo do
complemento e testadas pelo teste de soroneutralizagcdo para detec¢ao da presenca
de anticorpos contra OPV. Os ensaios foram feitos utilizando a amostra VACV-WR.
Para cada soro foram utilizadas placas de seis camaras, nas quais foram implantadas
10° células Vero por camara. Os virus, diluidos seriadamente em PBS. Os soros
foram diluidos seriadamente, nas diluicdes de 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160. Para cada
diluicdo de soro, foi preparada uma mistura que consistiu de 200uL de diluicdo de
soro mais 200 pL de suspensao viral contendo 1,5x10% UFP, que foram mantidas sob
agitagdo a 37°C, por 1 hora e, em seguida, inoculadas nas células. As placas foram
incubadas a 37°C e apo6s 1 hora de adsorgdo 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 do efeito citopatico. Apds esta
incubacgao, as células foram fixadas por 15 minutos em solu¢édo 10% de formaldeido e
em seguida, a monocamada de células foi corada com solugdo de cristal violeta
durante 15 minutos. Foram feitos controles com amostras de soro sabidamente
positivas para OPV. A atividade neutralizante contra as particulas virais foi
determinada e expressa como a diluicdo de soro requerida para atingir 50% de
reducéo de unidades formadoras de placa (ufp) por mililitro.
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5.4- Animais

Camundongos fémeas Balb/c gravidas, ndo gravidas e lactantes foram
utilizados como modelo animal, sendo cedidas pelo Centro de Bioterismo da UFMG
(CEBIO/UFMG). Os experimentos foram realizados de acordo com as normas do
Comité de Etica (CETEA) da UFMG- Protocolo de aprovacdo N° 014/09. Estes
animais foram mantidos em microisoladores sob maravalha autoclavada no biotério
de experimentacdo animal da Microbiologia e Bioquimica ICB/UFMG. A alimentagao

foi feita ad libitum com agua filtrada e ragao comercial.

5.4.1- Infeccdao de camundongos Balb/c por via intranasal

Camundongos fémeas Balb/c gravidas, ndo gravidas e lactantes foram
utilizados para infeccdo experimental com o virus GP2. Os camundongos foram
inoculados com uma concentragcdo de 10° pfu/10 pL pela via intranasal utilizando-se
uma placa de superficie plana de 35 mm, sendo a gota inspirada pelos camundongos.
Os camundongos pertencentes ao grupo controle negativo foram inoculados com 10
ML de PBS. Previamente as infecgbes, os camundongos foram anestesiados com
injecao intraperitonial. As anestesias foram feitas por 50 a 100 yL de uma solugao
contendo 1.300 pL de Ketamina (DopalenO, Brasil) a 50 miligramas por mililitros
(mg/mL), 200 pL de Cloridrato de Xilazina (KensolO, Brasil) a 20mg/mL e 1.500 uL de
PBS (FERRIER-REMBERT, A. et al. 2007; QUENELLE, D. C. et al. 2004).

5.4.2—- Acasalamento

Para o acasalamento, os animais foram solicitados no Centro de Bioterismo da
UFMG (CEBIO/UFMG) com quatro semanas de idade e alojados no Biotério de
experimentagcao animal da Microbiologia e Bioquimica ICB/UFMG até alcangarem a
idade adulta para o acasalamento, entre seis a oito semanas. Machos e fémeas

foram mantidos em gaiolas diferentes e conforme a maturidade sexual era atingida a
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maravalha suja dos machos era distribuida nas gaiolas das fémeas, para induzir o cio
através dos ferorménios. Apos trés dias os machos eram colocados juntos com as
fémeas na proporgdo um macho para cada trés ou duas fémeas. O harém era
mantido por aproximadamente 24 horas e entdo os machos eram retirados da gaiola.
Trés parametros foram utilizados a partir dai, para determinagdo do estado de
gravidez das fémeas. O “plug” vaginal na manha do dia seguinte ao cruzamento, o
aumento gradual do peso e a observagdo do crescimento da barriga. Todas as
inoculagdes foram realizadas no 14° dia de gravidez , pois nesse estagio era claro o
estado de gravidez. A cesariana foi realizada no 19° dia de gravidez.

5.4.3- Cesariana post-morten

A cirurgia cesariana post-morten foi realizada com auxilio de um profissional
treinado. Em capela de fluxo laminar, apds aberto o peritoneo, o utero foi amarrado
nas duas extremidades proximas aos ovarios e na regido da vagina com linha 200 jds
- Urso extra vero forte J & COATS. O utero entado foi cortado na regido posterior aos
nos e retirado da cavidade abdominal. Uma incisdo no utero com o auxilio de tesoura
cirurgica foi realizada e os fetos e suas respectivas placentas retirados e estocados

em freezer -20% ou fixados em formol tamponado 10% para andlises histologicas.

5.5 - Avaliagéo da transmisséao vertical

Para avaliacdo da transmissao vertical as infecgées foram feitas em quatro
grupos de fémeas Balb/c conforme descrito na tabela 4. As infecgdes de Balb/c
gravidas foram feitas em dois grupos. Devido a gravidez de camundongos durar em
torno de 21 dias, ambos foram infectados aproximadamente no 14° dia de gravidez.
Sendo um grupo acompanhado até o nascimento dos filhotes que aconteceu no 21%¢
outro acompanhado até o 19° dia de gravidez sendo que neste dia foi realizado uma
cirurgia cesariana post-mortem com o objetivo de impedir que os fetos entrassem em
contato com as excretas e outras possiveis secregbes advindas da mae

potencialmente infecciosas.
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As infecgcbes de Balb/c lactantes foram realizadas em animais com prole de
idade entre dois a cinco dias de nascidos. Tanto as mées quanto a prole foram
eutanasiados nos dias 8, 11 e 15 pds-infecgédo (dpi). As infecgcdes de Balb/c fémeas
(ndo gravidas e ndo lactantes) foram realizadas em animais de aproximadamente oito
semanas e acompanhados até o 5° dpi.

Durante o periodo de experimentacdo todos os animais foram pesados
diariamente e acompanhados quanto a possiveis sinais clinicos. Apds a eutanasia
foram coletados placentas, tecidos mamarios e 6rgéos (utero, ovarios, pulmdes, bago,
cérebro, coragdo, figado, rim, intestino e linfonodos) das fémeas, e os fetos para
reagdes de PCR para o gene vgf e ensaios de titulagdo. O sangue e fezes dos
camundongos também foram coletados diariamente para a PCR para o gene vgf e
testes de ELISA. Para todos os grupos de animais propostos um grupo para o
controle negativo foi submetido aos mesmos procedimentos experimentais (tabela 4).

Tabela 4: Grupos de animais propostos para avaliagdo da transmissao vertical de GP2V.

Grupos Virus Status do animal Dias de infecgédo Acompanhamento
Gruoo A GP2V Gravidas ~14"de gravidez Até 5° dpi- parto nomal
Pe PBS Gravidas ~14°de gravidez Até 5° dpi- parto normal
Gruoo B GP2Vv Gravidas ~14°de gravidez Até 5° dpi -cesariana

P PBS Gravidas ~14%de gravidez Até 5° dpi —cesariana
GP2V Lactantes Prole entre 2-5 dias Até 8°,11°, 15’ dpi
SHEOE PBS Lactantes Prole entre 2-5 dias Até 8°,11° 15° dpi
Gruso D GP2Vv Fémeas Adultas ~8 semanas Até 5° dpi
Pe PBS Fémeas Adultas ~8 semanas Ate 5° dpi

(~) Aproximadamente; (dpi) Dias p6s infec¢ao; (GP2V) Guarani virus P2.; (PBS)

5.6 - Avaliagao da eliminacao de VACYV no leite

A avaliagdo da presenca de virus no leite foi feita em camundongos fémeas
infectadas pela via intranasal com prole entre 2-5 dias de nascidos. O leite foi
coletado durante todo o periodo de experimentagéo, ou seja, até o 5° dpi com o

auxilio de uma ordenhadora de camundongos acoplada a uma bomba de vacuo,

como adaptado de Oskarsson and Moller, 2004 (Figura 15). O leite retido na
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mangueira do aparato foi lavado com aproximadamente 300uL de PBS e estocado
em um microtubo. Esse volume foi utilizado para lavar a mangueira utilizada para a
ordenha de todos os animais do mesmo grupo e esse pool foi estocado em freezer -
20°C. Os animais foram inoculados diariamente antes da ordenha, com oxitocina
sintética 10Ul (Tortuga Companhia Zootécnica Agraria), licenciado no Ministério da
Agricultura: 3.527/90 para auxiliar na eliminagcdo do leite, e a lactagdo foi induzida

com 0,2 a 1mg por quilograma por via subcutanea de plasil (metoclopramida).

A

D—

E—

Figura 15: Dispositivo de ordenha para coleta de leite em camundongo.

A: Tubulagéo de borracha com didmetro interno de ~1mm que foi utilizado para sugar o mamilo. B: é
conectado & uma bomba de vacuo, criando vacuo no recipiente. C: E um parafilm usado para apertar o
espago entre o tubo de teflon e o tubo de vidro com didmetro interno de 2mm. D: é uma rolha de
borracha. E: € um frasco de vidro de 100ml. F: & um microtubo no qual o leite sera coletado. Fonte:
Oskarsson & Moller, 2004.

As amostras de leite coletadas foram submetidas a ensaios de titulagao, e
PCR para a avaliagao de particulas virais viaveis e DNA viral respectivamente. As
amostras de sangue e fezes coletadas diariamente foram submetidas a reacéo de
Nested- PCR para o gene vgf. Apds a eutanasia os tecidos mamarios das maes

foram coletados para analises histologicas.
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5.7- Transmissao de VACYV pelo leite

5.7.1- Infecgcoes de camundongos Balb/c por via oral

Para avaliacdo da transmissao pelo leite camundongos Balb/c nenatos com
idade entre 2-5 dias foram utilizados para infecgdo experimental com 2,6 x 10* PFU
de GP2V em 10 pyL de PBS por via oral utilizando-se uma pipeta de 10 pL. Os
neonatos pertencentes ao grupo controle negativo foram inoculados com 10 yL de
PBS. Amostras de sangue e fezes das maes foram coletadas durante todo o
experimento e apos a eutanasia amostras de sangue dos filhotes foram coletadas.

Todas as amostras foram submetidas a PCR Nested para o gene vgf.

5.8- Coleta e processamento de espécimes clinicos

Os orgaos utero, ovarios, pulmdes, bago, cérebro, coracdo, figado, rim,
intestino e linfonodos foram coletados dos camundongos fémeas méaes, e as carcagas
dos filhotes para ensaios de titulagdo viral. O processamento dos o6rgaos foi feito
segundo metodologia descrita por SMEE e colaboradores, 2002. Os 6rgaos foram
pesados e uma diluicdo 1:10 (peso/volume) foi calculada para posteriormente serem
triturados em PBS com o auxilio de um pistilo e/ou nitrogénio liquido em gral de
porcelana. Posteriormente, a suspenséo foi centrifugada a 8.000 rpm por 5 minutos, a
4°C em microcentrifuga (Eppendorf, 5415C, Europa).O sobrenadante foi coletado e
estocado em freezer -20°C para posteriores ensaios bioldgicos e moleculares. O
sangue foi coletado através de um pequeno corte na ponta da cauda dos
camundongos, com o auxilio de uma tesoura cirdrgica. Apds este procedimento, a
cauda foi massageada para favorecer o fluxo de sangue no local da excisdo. A gota
de sangue foi acrescida de 20uL de acido etileno tetracético (EDTA) 0,5 mM, para
evitar a coagulagdo. Apds congelar e descongelar trés vezes para lise celular e
liberagdo das particulas virais as amostras foram diluidas 1:100 em PBS. Todos os

espécimes clinicos foram armazenados a -20 °C.
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O comportamento tipico dos camundongos de defecar durante a
manipulacao permite que as amostras de fezes sejam coletadas diretamente no anus
do animal com o auxilio de um microtubo eppendorf de 1,5ml. Esse procedimento
garante que os animais sejam analisados individualmente e que a viabilidade da
amostra ndo tenha sido comprometida por exposigao prolongada na gaiola. Antes de
serem utilizados nas reacbes de PCR os espécimes foram macerados em PBS
(100mg fezes para 900uL de PBS), com o auxilio de um pistilo. Apdés congelar e
descongelar trés vezes para lise celular e liberagdo das particulas virais, as amostras
foram centrifugadas a 3.000 rpm (Sorvall RT6000 B) por 2 minutos, e armazenadas
a -20 °C.

5.9- Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificagdo do gene vgf, que codifica para um fator de crescimento
viral e tem sido amplamente utilizado como alvo, em associagdo com outros genes no
diagnostico e estudos filogenéticos de OPVs brasileiros, foi utilizado uma PCR do tipo
Nested. A reacdo Nested PCR apresenta duas etapas. Na primeira, foram utilizados
os iniciadores VGF F e R, que amplificam um fragmento de 381 pb (pares de base). O
produto desta primeira reagao foi utilizado como molde para a segunda etapa da
amplificagcéo, que utiliza dois iniciadores internos VGF RT F e R, cujo produto final é

um amplificado de 170 pb (Tabela 5).

Tabela 5: Iniciadores utilizados para a amplificagdo do gene vgf por Nested- PCR.

Tamanho

Iniciador Seqiiéncia Referéncia
amplicon (pb)
VGF F 3’ CGCTGCTATGATAATCAGATCATT 5° o FONSECA et al.,
VGF R 5 GATATGGTTGTGCCATAATTTTTAT 3 1998
VGF RT F 3’ ACACGGTGACTGTATCCA S 170 ABRAHAO et al.,
VGF RTR 5 CTAATACAAGCATAATAC 3’ 2009
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Na primeira etapa de amplificacdo foram utilizadas as seguintes condi¢des
salinas e enzimaticas: 0.4 mM de cada iniciador (VGF-F e VGF-R), 10 mM dNTP’s,
2.0 mM MgClI2, 500 ng albumina bovina sérica (BSA) e 2 U de Taq DNA polimerase
(Promega, Madison, USA), usando tampdo 10X fornecido pelo fabricante. As
seguintes condigdes térmicas foram utilizadas para a amplificagcdo do gene vgf na
primeira reacao: pré-incubacdo a 95°C por 9 minutos; 30 ciclos de denaturagao
(94°C, 1 minuto), pareamento (45°C, 1 minuto) e extensdo (72°C, 1 minuto); extensao
final (72°C,10 minuto). O volume de 1pL desta 12 reacédo foi utilizado, sem dilui¢ao,
como amostra na 22 reagcdo. Foram utilizadas as mesmas condigcdes quimicas e
térmicas da primeira reagdo, com excec¢ao do BSA, que nao faz parte da 22 reacéo e
os iniciadores utilizados s&@o os internos. Como controle positivo foi utilizado 10*
ufp/uL de VACV-WR purificado por reagao. Para os controles negativos, 1L 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.

5.10- Extragao de DNA pelo método fenol-Cloroférmio

A extracdo de DNA inclui basicamente dois procedimentos principais, a lise
das células presente na amostra e a purificacdo do DNA. O fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (PCIl) foram utilizados na propor¢ao 25:24:1. Foi adicionado 50 pL do
sobrenadante do 6rgao processado em 450 uL de PBS 1X e posteriormente 500 pL
de PCI foi adicionado a esta mistura gerando uma proporgéo de 1:1 v/v de PCI na
amostra. Este foi homogeneizado e centrifugado por 2 minutos (Eppendorf 5415C,
Europa). Foi feita a coleta do sobrenadante e adicionado 10% do volume de acetato
de sodio 3M pH 5,5 e 2,5X do volume do sobrenadante de alcool absoluto. A mistura
foi homogeneizada e a reagéo deixada no gelo por 10 minutos, e centrifugada por 5
minutos (Eppendorf 5415C, Europa), a 4 °C. O sobrenadante foi descartado por
inversao e o tubo deixado aberto em estufa. Apés a completa evaporacgao do etanol, o
DNA extraido foi homogeneizado em 50 yL de agua e quantificado em nanodrop

(Uniscience).
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6- Resultados

6.1- Transmissao vertical em Balb/c gravidas — parto normal

Para avaliar a transmissao vertical, um grupo de trés camundongos Balb/c
gravidas que estavam aproximadamente no 14° dia de gravidez foram infectadas com
10° pfu de GP2V. Os animais foram acompanhados até o nascimento da prole (treze
filhotes), que ocorreu no 5° dpi. Para o controle negativo um animal foi submetido aos

mesmos procedimentos experimentais (12 filhotes) e inoculado com PBS (Tabela 6).

Tabela 6: Infec¢ao de camundongos Balb/c fémeas gravidas com parto normal.

NuUmero de Prole Dia da eutanasia
Virus
animais* (morte) dpi
GP2v 3 3(1) 6°
Controle -PBS 1 12 (0) 6°

*Animais com aproximadamente 14 dias de gravidez; (dpi) dias pds infecgao; (GP2V) Guarani virus P2;
(PBS) Solugéo tampao fosfato salina.

Os camundongos fémea gravidas infectadas com GP2V nao apresentaram
nenhum sinal clinico e o curso da gravidez foi normal bem como a prole apresentava
aparéncia normal, ndao sendo observadas anomalias, natimortos ou outras

adversidades ap6s o parto (Figuras 16, 17 e 18).
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Figura 16: Camundongos Balb/c gravidas infectadas com GP2V.

Grupos de camundongos foram infectados com 10° pfu de GP2V e o controle inoculado com PBS. Os
animais foram observados nos seguintes dias apds a infecgdo: A-PBS e B-GP2V, no 2° dpi; C-PBS e D-
GP2V, no 3° dpi; E-GP2V e F-GP2V, no 4° e 5° dpi respectivamente.
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Figura 17: Camundongos Balb/c neonatos nascidos de fémeas infectadas com GP2V.
Grupos de camundongos foram infectados com 10° pfu de GP2V e o controle inoculado com PBS.
Animais neonatos foram observados nos seguintes dias apds a infecgdo: A-5° dpi e B-6° dpi.

/ / -~ Grupo - PBS
120- - Grupo - GP2V

1 2 3 4
DPI

on -
(=]

Figura 18: Peso de camundongos Balb/c gravidas infectadas com GP2V.

Grupos de camundongos que foram infectados com 10° pfu de GP2V ( média de um n=3) e o controle
inoculado com PBS, tiveram seu peso determinado diariamente. dpi - dias apods a infecgdo. As setas
vermelhas indicam o dia de nascimento dos filhotes.
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Para avaliar a presengca de DNA viral no sangue e fezes das maes, foi feito um
“pool” das amostras coletadas no 2° e 5° dpi. As amostras de sangue e fezes das
maes foram positivas para a amplificagéao de um fragmento de DNA do gene vgf nos
dois dias coletados (Figura 19). Os filhotes foram eutanasiados e tiveram seus
estdbmagos, sangue e carcagas coletados e submetidos a Nested- PCR para o gene
vgf e isolamento viral apds o processamento (Tabela 7). Foi possivel detectar DNA
viral em dez das onze amostras de estdmagos e de sangue dos filhotes (Figura 19 e
20). Além disso, foi possivel isolar o virus em monocamadas de células BSC-40 de
sete amostras de estomago, mas ndo das carcacas dos neonatos (Figura 21 e 22).
Em conjunto, esses resultados indicam a transmissdo de mae para filho de GP2V em
modelo murino. Nao foi possivel detectar DNA viral na diluicdo testada de 1:10 nas
amostras de linfonodos, coracéo, pulmao, cérebro, intestino, bacgo, rim, utero e ovario
das maes e carcacgas dos filhotes.
Tabela 7: Detecgdo de virus em camundongos Balb/c neonatos nascidos de camundongos

gravidas infectadas com GP2V em avaliagao feita por Nested-PCR para o gene vgf e por
isolamento viral.

PCR PCR PCR Isolamento viral

Neonatos sangue Estomago Carcaga Estomago Carcaca

1B
2B
1A
2A
3A
4 A
5A
6 A
7A
8 A
9A
10 A
1A

pzd

TVTTVTTUVUUVTUVTUTUOUUTUZTUZZ
TVTTVTTUVUUVTUVTUTUOUUTUZTUZZ
Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z2ZZ
VZZ2Z2T0VTVTTUVUVTUOUZTUVZ2Z

N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
1

Camundongos neonatos nascidos de camundongos gravidas Balb/c foram inoculados com (A) 10° pfu
de GP2V; (B) PBS; N- nado detectado; P- positivo.
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Fezes/sangue das maes sangue dos neonatos

PM 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
100bp> Nt e U B B TR e -

200 bp->

Figura 19: Detecg¢dao de virus nas fezes e no sangue dos camundongos gravidas Balb/c
infectados com GP2V e no sangue de neonatos em avallagao feita por PCR para o gene vgf.
Grupos de camundongos foram infectados com 10° pfu de GP2V e tiveram as fezes e sangue
coletados no 2° e 5° dpi. Os neonatos foram sacrificados no 6° dpi. Canaletas: PM - tamanho
molecular; 1 e 2 - sangue das maes 2° e 5° dpi respectivamente; 3 e 4 - fezes das maes 2° e 5° dpi
respectivamente; 5 a 14- sangue dos neonatos do grupo infectado com GP2V.

Amostras de estdmagos de neonatos (PBS e GP2)

PM 1 2 CP CN 3 4 5 1" 12 13

Nt - - HHHV‘\—‘ o -l
e

Figura 20: Deteccdao de virus em amostras de estomago de camundongos neonatos Balb/c
nascidos de fémeas infectadas com GP2V em avaliagao felta por Nested- PCR para o gene vgf.
Grupos de camundongos fémeas foram infectados com 10° pfu de GP2V e os estdmagos dos
neonatos eutanasiados no 6° dpi foram coletados. Canaletas: PM- tamanho Molecular; 1 e 2 - grupo
controle inoculado com PBS; CP - controle positivo da reacdo com VACV-WR; CN - Controle negativo
da reagdo com agua; 3 a 13 - amostras de estbmagos de neonatos do grupo infectado com GP2V
correspondentes aos filhotes de nimero 1 ao 11.

Figura 21: Isolamento viral do estdmago de camundongos neonatos Balb/c nascidos de fémeas
infectadas com GP2V.

Os estdmagos dos neonatos foram macerados em PBS e inoculados em BSC-40 observando-se as
placas de lise em 48 horas. A - estdmago do neonato 11; B - estdmago do neonato 5.
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Figura 22: Camundongos neonatos Balb/C nascidos de fémeas infectadas com GP2V.
Grupos de camundongos fémeas foram infectados com 10° pfu de GP2V e os neonatos foram

fotografados no 6° dpi. As setas vermelhas indicam o estémago.

Para comprovar que os DNAs amplificados obtidos na Nested- PCR para o
gene vgf de amostras do estomago dos neonatos eram de um OPV, foi feito o
sequenciamento direto. A analise das sequéncias dos genes vgf obtidas a partir de
amostras dos neonatos nascidos de camundongos Balb/c infectadas com GP2V,

revelou total identidade com a amostra de GP2V inoculada (Figura 23).
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Figura 23: Alinhamento de sequéncias de nucleotideos amplificadas do gene vgf em amostras
de estomago.

As sequencias obtidas foram alinhadas com as sequencias depositadas no Genbank:VACV-GP1
(DQ206440), VACV-GP2 (DQ206441), VACV-MARYV (GQ226041), VACV-SPAN (AY523995), VACV-
BeAn (U79140), VACV-Aragatuba (AF503170), VACV-PSTV (DQ085462), VACV-Lister (DQ121394),
Cowpox virus (U76380), VARR-Somalia (DQ437590).
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Em paralelo a analise molecular, ensaios sorologicos foram feitos, com o
objetivo de demonstrar se as amostras de soro coletadas das fémeas possuiam
anticorpos neutralizantes para VACV. As amostras de soro coletadas das maes no 6
dpi foram submetidas a ensaios de soroneutralizacdo em células BSC-40, mas

anticorpos neutralizantes nao foram detectados (Figura 24).

Sorofémea1 - Grupo A

Sorofémea3 - Grupo A

Sorofémea2 - Grupo A

Figura 24: Ensaio de soroneutralizagao.

Apds a eutanasia os camundongos gravidas tiveram o sangue coletado e o soro separado para a
pesquisa de anticorpos neutralizantes contra OPV em células BSC-40. Grupo A: Soro dos animais
infectados com GP2V; Grupo B: Soro do animal infectado com PBS. CV: Controle de virus; CC:
Controle de célula.

Sorofémea- Grupo B

N&o foi possivel detectar DNA viral na diluicdo testada de 1:10 nas amostras
de linfonodos, coracdo, pulmao, cérebro, intestino, baco, rim, utero e ovario das

maes e carcacgas dos filhotes.
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6.2- Transmissao vertical em Balb/c gravidas — cesariana post-

morten

Levando em conta os resultados obtidos nos experimentos com Balb/c
gravidas e parto normal, foram propostos experimentos de cesariana a fim de buscar
respostas sobre a via de transmissao de mée para filho de VACV-GP2V em modelo
murino (Tabela 8). Assim, seis camundongos Balb/c com aproximadamente 14 dias
de gravidez, foram inoculadas com 10° pfu de GP2V por via intra-nasal e submetidas
a uma cirurgia cesariana post-mortem, com o objetivo de impedir que os fetos
entrassem em contato com as excretas e outras possiveis secrecdes advindas da
mae potencialmente infecciosas. No grupo controle dois animais foram submetidos

aos mesmos procedimentos experimentais (Figura 25 e 26).

Tabela 8: Infec¢cao de camundongos Balb/c fémeas gravidas com parto cesariana e coleta
individual de material®.

Virus Numero de animais Prole
1 5
e M S
e G
GP2V ..
4 3
e S
e G
e s

Controle - PBS ..

(GP2V) Guarani virus P2; (PBS) Solugao tampao fosfato salina.
*Dia da cesariana — 5° dpi

Os animais foram pesados diariamente e amostras de fezes e sangue
coletadas e submetidas a Nested-PCR para o gene vgf. No 19° dia de gravidez (5°

dpi), os animais foram eutanasiados e os fetos retirados cirurgicamente de dentro do
utero (Figura 25 e 26).
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Figura 25: Cesariana post-morten A.
De A-F: abertura do peritdnio e exposi¢céo do utero.
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Figura 26: Cesariana post-morten B.
De A-l: apés amarrado nas extremidades superiores proximo aos dois ovarios o Utero é retirado da

cavidade abdominal. Posteriormente os fetos sdo retirados de dentro do Utero através de uma incisao
com o auxilio de uma tesoura cirurgica.
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Os resultados de auséncia de sinal clinico obtidos nos experimentos anteriores
mais uma vez se repetiram, incluindo a auséncia de perda de peso (Figura 27). As
amostras de sangue e fezes submetidas a PCR para a detecgdo de DNA viral
demonstram uma variagdo na positividade. Os animais um e quatro apresentaram
positividade em sangue e fezes no primeiro e terceiro dpi, respectivamente. Os
animais dois, trés e seis apresentaram positividade somente em fezes no terceiro,
terceiro e quarto e no segundo dpi, respectivamente. O animal cinco apresentou
positividade no sangue no primeiro e terceiro dia e nas fezes do segundo ao quarto
dpi conforme demonstrado na Figura 28 e na Tabela 9.

-~ Grupo - GP2V
= Grupo - PBS

©
o

DPI

Figura 27: Peso de camundongos Balb/c gravidas infectadas com GP2V.
Grupos de camundongos foram infectados com 10° pfu de GP2V (média de um n=6) e o controle
inoculado com PBS (n=2), tiveram seu peso determinado diariamente. dpi - dias apds a infecgao.

Tabela 9: Detecgcao de DNA viral nas fezes e sangue de camundongos Balb/c gravidas
infectadas com GP2V em avaliacéo feita por Nested-PCR para o gene vgf.

Positividade PCR

Animais* 1° 20 30 4° 5°
1 S/F
2 F
3 F F
4 S/F
5 S F S/F F
6 F

**Foi utilizado sangue e fezes dos animais antes da cesariana.
F=Fezes S=Sangue
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Figura 28: Deteccdao de DNA viral nas fezes e sangue de camundongos Balb/c gravidas
infectadas com GP2V em avaliagao feita por Nested-PCR para o gene vgf.

Grupos de camundongos gravidas foram infectados com GP2V e foi feita a coleta individual de
amostras de sangue e fezes todos os dias. As amostras foram processadas e foi feito PCR para o
gene vgf

Com a cesariana foi possivel ter acesso a amostras como placentas e fetos
coletados no 5° dpi (Tabela 10). Duas placentas, ambas do animal nimero quatro
(referentes aos fetos 1 e 2) foram positivas na Nested -PCR, apds a extragao de DNA
(Figura 29A). Nao foi possivel detectar nenhuma placa viral em BSC-40. Quando da
inoculagdo em membrana corioalantoide (MCA) de embrido de galinha a placenta da
fémea 4/feto 1 apresentou lesbes semelhantes a pocks foi congelada, processada e

inoculada novamente em BSC-40 sem sucesso de isolamento viral (Figura 29B).
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Tabela 10: Detecgao de virus em fetos e placentas de camundongosBalb/c infectados GP2V.

Placentas Isolamento Fetos Isolamento
N°Fémea/ N°Feto/Grupo Nested-PCR viral N°Feto/ N°Fémea/Grupo Nested-PCR viral
11/GP2V N N 1/1/GP2V N N
1/2IGP2V N 2/1/ GP2V N
1/3/IGP2V N N 3/1/ GP2V N N
1/4/GP2V N N 4/1/ GP2V N N
1/5/ GP2V N N 5/1/ GP2V N N
2111 GP2V N N 1/2/ GP2V P N
2/2/ GP2V N N 2/2/ GP2V N N
2/3/ GP2V N N 3/2/ GP2V N N
311/ GP2V N N 1/3/ GP2V P N
4/1/ GP2V P MCA 1/4/ GP2V N N
4/2/ GP2V P N 2/4/ GP2V N N
4/3/ GP2V N N 3/4] GP2V N N
511 GP2V N N 1/5/ GP2V N N
521 GP2V N N 2/5/ GP2V N N
5/3/ GP2V N N 3/5/ GP2V N N
1/1/PBS N N 1/1/PBS N N
1/3/PBS N N 3/1/PBS N N
2/1/PBS N N 1/2/PBS N N
2/2/PBS N N 2/2/PBS N N

Grupos de camundongos Balb/c com 14 dias de gravidez foram infectados com GP2V. Apds 5 dpi foi feita a cesariana e as placentas e os fetos
foram removidos. Foi feito Nested- PCR e isolamento de todas as amostras.N- ndo detectado, P- positivo, S- suspeita.
*As amostras de fetos ou placentas que ndo foram submetidas a PCR ou ao isolamento foram fixadas para serem analisadas histologicamente.
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Placentas

P 11 12

CP

Figura 29: Deteccao de virus na placenta de camundongos Balb/c gravidas infectados com
GP2V em avaliagao feita por Nested-PCR para o gene vgfe inoculagao em MCA.

Grupos de camundongos gravidas foram infectados com GP2V e no 6 dpi foi feita a cesariana e foram
retiradas as placentas. A. As placentas foram submetidos a Nested-PCR para o gene vgf. Canaletas:
CP - VACV-WR controle positivo; PM - tamanho molecular; 11 - Placenta fémea 4 feto1 Grupo GP2V;
12 - Placenta fémea 4 feto 2 Grupo GP2V. Os amplificados foram fracionados em gel de poliacrilamida
8 %, sob a voltagem de 100V e corados por prata. B MCA de ovos de galinha embrionados foram
inoculadas com as placentas processadas na diluicdo 1:10. Apds 72 horas de incubagédo, manchas
esbranquicadas (indicadas pelas setas amarelas) indicando formagao de pocks tipicos de VACV foram
observadas.

Apos a deteccdo de DNA viral na placenta, o proximo passo a fim de
comprovar a transmissao vertical em modelo murino foi avaliar a presenca de DNA
viral nos fetos. Assim, os fetos retirados cirurgicamente do utero das fémeas
infectadas com GP2V, foram processados e submetidos a Nested- PCR para o gene
vgf. Desta vez, as amostras foram processadas da seguinte maneira: 1:10 e 1:100
sem extracao de DNA e com extracdo de DNA pelo método fenol/cloroférmio (PCI).
Foi possivel detectar DNA viral em dois fetos, (Feto 3/Fémea 1 e Feto 1/Femea 2)
indicando que a amostra GP2V pode ser transmitida verticalmente de mée para filho

em modelo murino (Figura 30).
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Fetos nascidos de maes infectadas com GP2V — cesariana post morten
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 CPCN 9 1011 12 13 14 15

Figura 30: Detecgao de DNA viral em fetos de camundongos Balb/c nascidos de mae infectadas
com GP2V apés cesariana pés-morten analisados em Nested-PCR para o gene vgf.

Canaletas: CP - VACV-WR controle positivo; PM - tamanho molecular; CN - controle negativo da
reagdo com agua; Canaletas 1 a 15 amostras de fetos nascidos de fémeas infectadas por GP2V, as
amostras 7 (referente ao feto 3 da fémea 1) e 12 (referente ao feto 1 da fémea 2).

6.2.1- Viruléncia de GP2V em Balb/c fémeas adultas

Diante dos resultados obtidos com detecgdo de DNA viral no sangue e fezes
dos animais foi feito um experimento com quatro fémeas adultas (6-8 semanas de
idade), fora do estado de prenhez ou lactacdo. As fémeas foram inoculadas com a
mesma dose de GP2V dos experimentos anteriores com gravidas e lactantes, 10°
pfu. As amostras de fezes e sangue foram coletadas diariamente durante cinco dias.
Apenas uma fémea, no 1° dpi foi positiva para detecgdo de DNA viral no sangue , e
nenhum animal foi positivo nas amostras de fezes analisadas nos cinco dias de

infeccao.

6.3- Transmissado horizontal em Balb/c lactantes

Com o intuito de determinar se fémeas lactantes eram capazes de se infectar e
transmitir GP2V para sua prole, um grupo de seis camundongos Balb/c lactantes com
prole de idade entre 2-5 dias foram inoculados com 10° pfu de GP2V e
acompanhados diariamente para observar possiveis sinais clinicos, sendo
eutanasiados do 8° ao 15° dpi para avaliagdo da infecgéo e transmissdo para a prole
(Tabela 11). Nao houve perda de peso de nenhum grupo nos dias observados e
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nenhum outro sinal clinico foi detectado durante o periodo de experimentacéo, tanto

dos grupos infectados com GP2V como o grupo controle inoculado com PBS. Além

disso, todos os filhotes que amamentaram nas fémeas infectadas demonstraram um

padrédo de desenvolvimento aparentemente normal, bem como os filhotes do grupo

controle.

Tabela 11: Peso de camundongos Balb/c lactantes e dias de eutanasia.

Grupos dpi
(Prole) 1° 2° 3° 4° 5° 6 7° 8° 9°  10° 11° 12° 13° 14° 15°
Controle (4) 33,4 33,7 350 370 39,0 382 385 405 40,5 40,2 393 403 419 425 40,6
1(4) 27,0 330 320 324 364 341 357 * - - - - - - -
2 (5) 306 339 340 345 369 353 369 * - - - - - - -
3 (6) 342 346 340 350 380 376 394 395 395 387 * - - - -
4 (4) 240 258 280 299 292 296 298 29,7 295 298 @ * - - - -
5 (3) 250 26,2 270 284 280 293 292 291 291 302 300 303 29,3 294 280
6 (4) 29,7 348 350 359 387 370 376 375 391 386 400 364 393 40,3 377

*Dia da eutanasia; grupos 1 — 6: inoculados com GP2V; Grupo controle inoculado com PBS

A infeccado das fémeas pdde ser confirmada pela deteccdo de DNA viral no

sangue e nas fezes em diferentes dias pos-infeccdo (Tabela 12). Entretanto, nao

foram detectadas particulas virais viaveis e DNA viral no estomago dos lactentes, e

ao contrario da alta positividade encontrada para os neonatos nascidos de fémeas

infectadas com GP2V demonstrado anteriormente (Tabela 7), foi detectado DNA viral

no sangue de apenas dois lactentes, ambos eutanasiados no 11° dpi (Figura 31). Ao

todo foram analisadas treze amostras de sangue e treze de estomago de filhotes que

amamentaram em fémeas infectadas com GP2V (Tabela 13).
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Tabela 12: Camundongos Balb/c lactantes infectados com GP2V. Positividade em Nested-PCR
para o gene vgf em sangue e fezes.

Nested-PCR Nested-PCR
Animal*
Sangue (dpi) Fezes (dpi)
CN - -
1 P (2,5) P (2,5)
2 P (2,5) P (2,5)
3 P (2,5,8) P (2,5,8)
4 P (2,5,8) P (2,5,8)
5 P (2,5,8,11, 14) P (2,5,8,11, 14)
6 P (2,5,8,11,14) P(2,5,8,11,14)

*Balb/c lactantes com prole de idade entre 2-5 dias foram inoculados com 10° pfu de GP2V e
coletados sangue e fezes no 2,5,8, 11 e 14° dpi
P:Positivo ; CN: Grupo Controle

Sangue neonatos
CP PM 5/3 4/4

s
m_AE

Figura 31: Deteccdo de DNA viral no sangue de camundongos Balb/c lactentes que
amamentaram em fémeas infectadas com GP2V.

Fémeas foram infectadas com GP2V e amamentaram os filhotes até 11° dpi quando foram
eutanasiados e o sangue foi retirado para fazer Nested —PCR para o gene vgf. Canaleta: CP - Controle
positivo; Canaleta: PM - tamanho molecular; Canaleta 5/3: Filho 5 da fémea 3 ; Canaleta 4/4: Filho 4 da
fémea 4.

Tabela 13: Detecgdo de DNA viral em camundongos Balb/c lactentes que amamentaram em
fémeas infectadas com GP2V. Positividade em Nested-PCR para o gene vgf em sangue e no
estémago.

N°Filhote / N°Mie PCR Nested-vgf PCR Nested-vgf Dia da
Estébmagos Sangue eutanasia*
1/CN N N 15°
2/CN N N 15°
1/3 N N 11°
2/3 N N 11°
4/3 N N 11°
5/3 N P 11°
6/3 N N 11°
1/4 N N 11°
2/4 N N 11°
3/4 N N 11°
4/4 N P 11°
1/5 N N 15°
2/5 N N 15°
3/5 N N 15°
5/5 N N 15°

* Nao foi obtido isolamento de nenhuma amostra
N: N&o detectado; P: Positivo ;CN: Grupo Controle
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6.4- Presenca de DNA viral e particulas virais viaveis no leite de

camundongos Balb/c lactantes

Para avaliar a presenga de DNA viral no leite de camundongos Balb/c lactantes
um grupo de sete fémeas com prole entre 2-5 dias de idade foram infectadas pela via
intranasal com 10° pfu de GP2V. A presenca de DNA viral em sangue ou em fezes foi
detectada em apenas quatro animais dentre todos os animais analisados, conforme
demonstrado na tabela 14. Os animais nao tiveram perda de peso e nenhum sinal

clinico foi observado.

Tabela 14: Camundongos Balb/c lactantes utilizados para deteccdo de virus no leite.

PCR vgf
Prole* J

Virus Animais lactantes** i . positividade em fezes- F ou
(namero de filhotes) .
sangue- S (dpi)

1 2 F(4)

,,,,,,,,,,,,,,,,, e
_________________ D R

GP2v. 4 6 FG56)
""""""""" 5 - s
""""""""" 6 Ty e ey

PBS 7 4

* prole com 2-5 dias/idade;** eutanasia foi feita no 6°dpi ; (GP2V) Guarani virus P2; (PBS) Solugdo
tampao fosfato salina.
-Dado indisponivel.

O leite foi coletado durante todo o periodo de experimentagdo, ou seja, até o 6°
dpi para sete animais. Conforme descrito anteriormente a coleta foi realizada
diariamente com o auxiio de uma ordenhadora (Figuras 32 e 33), apos a
administracdo de ocitocina e metaclopramida. O leite sugado pela bomba de vacuo,
ficava preso dentro da mangueira que era lavada com aproximadamente 300uL PBS.
Esse volume era empregado para lavar as mangueiras utilizadas para a ordenha de

todos os outros animais do mesmo grupo e estocado dentro de um microtubo. Esse
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“‘pool” foi submetido a Nested-PCR para o gene vgf diretamente sem diluicdo e
também com extracdo de DNA. Entretanto, ndo houve amplificagdo do fragmento
esperado, sendo, portanto consideradas como amostras negativas.

Figura 32: Aparato de ordenhar camundongo.
A e B o aparato ligado a bomba de vacuo; C: apenas o aparato.

Figura 33: Ordenha de camundongos Balb/c lactantes.
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6.5- Transmissao de VACV-GP2 por via oral em camundongos Balb/c

A avaliacdo da transmissdao do GP2V através do leite foi feita em
camundongos neonatos de 2-5 dias de idade infectados pela via oral com 2,6x10* pfu
de GP2V em 10 uL de PBS (Figura 34). Os filhotes foram eutanasiados do segundo
ao oitavo dpi (Tabela 15). Nao foi possivel detectar DNA viral no sangue dos filhotes
nos dpi analisados e com a dose utilizada. O sangue e fezes da méae dos filhotes
também foram coletados durante todo o experimento e analisados a possivel
transmissdo filho-mae, entretanto n&o foi detectado DNA viral em nenhuma das
amostras submetidas a analises moleculares. Tanto as maes quanto os filhotes néo
apresentaram nenhum sinal clinico, apesar do peso dos neonatos nao ter sido

registrado a fim de evitar interferéncias no reconhecimento dos mesmos pelas maes.

Figura 34: Inoculacdo oral em camundongos Balb/c neonatos com GP2V.

Tabela 15: Escala de eutanasia dos filhotes de camundongos Balb/c inoculados por via oral.

Filhotes 1°dpi 2°dpi 3°dpi 4°dpi 5°dpi 6°dpi 7°dpi 8°dpi
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6 X
7 X
8 X
9 X

69



6.6- Viruléncia em camundongos Balb/c nascidos de fémeas

infectadas com GP2V inoculados com GP1V

Para avaliar se filhotes que amamentaram em fémeas infectadas com GP2V
eram capazes de se desenvolver sem alteragdes clinicas, e verificar se eles ficariam
de alguma forma imune a um desafio contra uma amostra de VACV virulenta, um
grupo de quatro animais com idade entre dois a cinco dias que amamentaram durante
quinze dias em fémeas infectadas com 10° pfu de GP2V foi desafiado com 10° PFU
de GP1V por via intranasal ao atingirem aproximadamente quatro semanas de idade.
Um grupo controle de dois animais que amamentaram em fémeas inoculadas com
PBS foi submetido aos mesmos procedimentos experimentais. Os animais foram
pesados a partir do 3° dpi (Figura 35) e observados quanto aos sinais clinicos. Todos
os dois grupos apresentaram sinais clinicos com perda de peso, arqueamento de
dorso e pilo-eregéo.

1101 -o- Grupo - Desafiado com
GP1V
100 -+ Grupo - PBS
2
9 90
(<]
o
80-
70 T T T T 1
3 4 5 6 7 8

DPI

Figura 35: Peso de camundongos Balb/c que amamentaram em maes inoculadas com GP2V e
foram desafiados com GP1V.

Quatro animais com idade entre dois a cinco dias que amamentaram durante quinze dias em fémeas
infectadas com 10° pfu de GP2V foram desafiados com 10° pfu de GP1V por via intranasal ao
atingirem aproximadamente quatro semanas de idade. Os animais tiveram seu peso determinado a
partir do 3° dpi.
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7-Discussao

O uso VACV na ciéncia produziu diversos beneficios para a humanidade, que
incluem a sua utilizagdo em estudos com vetor recombinante e em terapia génica, o
aperfeicoamento de técnicas de purificacdo e titulacdo viral, os estudos de
patogénese e ecologia viral e a sua marcante utilizagdo como vacina contra variola,
que sem duvida revolucionou a medicina, tornando um marco para a vacinologia.
Entretanto, as circunstancias envolvidas na selecdo do VACV como vacina contra a
variola ndo é clara, bem como sua etiologia, seus reservatorios naturais, origem e
historia evolucionaria, sendo frequentemente considerado extinto como um virus de
ocorréncia natural (da FONSECA, 2011).

Ha mais de uma década surtos de VB sao relatados no Brasil acometendo o
gado e seus ordenhadores. Diversos estudos proporem que a circulagao do VACV
dentro e entre as fazendas durante os surtos seja normalmente promovida por
ordenhadores infectados que disseminam o virus para o rebanho pelo do contato com
maos infectadas e através do comércio de gado infectado entre as propriedades
vizinhas. Porém, surtos de VACV sao temporalmente e espacialmente distantes das
areas com VB notificadas previamente, sugerindo o envolvimento de outras espécies
animais como possiveis reservatorios naturais (LEITE et al., 2005; ABRAHAO et al.,
2009a).

Os estudos prévios que sugerem os roedores como possiveis reservatorios
naturais, tém ganhado cada vez mais consisténcia com os dados agregados a
literatura de trabalhos recentes na busca pelo entendimento da manutengao do virus
na natureza (da FONSECA et al., 1998; da FONSECA et al., 2002; ABRAHAO et al.,
2009a). Diante desse cenario, aliado a facilidade de experimentacdo em
camundongos e os estudos anteriores para OPXV utilizando esse modelo, a opgao
pelos roedores nos pareceu a mais assertiva para responder as questdes levantadas
acerca da possibilidade da transmissao vertical e pelo leite do GP2V.

O GP2V empregado neste trabalho se agrupa com os isolados brasileiros n&o

virulentos em modelo murino. Se comprovada, a capacidade desta amostra de
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infectar os camundongos e ser transmitido verticalmente para sua prole, sem
mortalidade ou morbidade, o estudo sinalizaria um exemplo de adaptacdo ao
hospedeiro murino e o cenario perfeito para a manutencao do virus na natureza.

Diversos trabalhos utilizando VACV em modelos animais tém sido publicados
utilizando diferentes vias de inoculagdo, de acordo com o objetivo de estudo.
Normalmente as infecgdes subcutaneas e intra-dermicas sao observadas em estudos
que visam reproduzir uma infec¢do localizada, como por exemplos, nas pesquisas
que se propdem mimetizar em modelo murino a vacinagéo nos humanos (TSCHARKE
et al., 2002). A via intranasal ou intraperitoneal induz uma infeccao sistémica, e
frequentemente s&o empregados em estudos de eliminagdo viral, tropismo,
transmissdo e patogenicidade (MARTINEZ et al., 2000; ABDARHAMAN et al., 2006)
Estudos prévios sugerem que as infecgdes de roedores no campo podem acontecer
pela ingestdo ou aspiracdo de fezes contaminadas (Ferreira e Abrahdo, 2008), o
consumo de carcagas contaminadas ou consumo de comida contendo saliva de um
animal infectado (Fenner, 1989; Abrahdo, 2009). Levando em conta todos esses
estudos e a padronizagao prévia dessa rota de infeccdo pelo nosso grupo, a via
intranasal foi escolhida para o desenvolvimento desse trabalho.

Ja foi demonstrado que o VACV-WR é capaz de infectar a placenta murina e
dispersar verticalmente para o feto antes do nascimento, tanto com a inoculagao
intravenosa como a intraperitoneal (BENNINNG & HASSETT, 2004). Desta forma, o
primeiro passo nesse estudo, foi avaliar se camundongos Balb/c gravidas infectadas
com GP2V, poderiam transmitir o virus para sua prole. Para isso, trés desenhos
experimentais foram avaliados: Balb/c gravidas com parto normal, Balb/c gravidas
com cesariana e Balb/c lactante. Em todos os experimentos ficou comprovado que o
GP2V é transmitido de mae para filho no modelo escolhido. No entanto, varias
hipoteses foram levantadas acerca da real via de transmisséo, pois ja € conhecida a
capacidade do virus de ser transmitido para animais adultos através de excretas ou
outras secregcdes contaminadas (FERREIRA et al., 2008b). Desta forma, a cesariana
foi proposta para impedir que os fetos entrassem em contato com as excretas na

gaiola ou com secregdes potencialmente infectadas da mae.
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Durante o primeiro experimento, foram detectadas particulas virais infecciosas
no estomago, e DNA viral no sangue e estomago dos filhotes nascidos de gravidas
inoculadas no 14° dpi, bem como no sangue e nas fezes das suas respectivas maes.
Nao foi possivel detectar anticorpos neutralizantes nos ensaios de soroneutralizagao,
pois possivelmente o tempo para a producdo dos anticorpos neutralizantes foi
insuficiente, ou o titulo de anticorpos produzidos foi muito baixo, pois os animais
foram mantidos apenas seis dias apds a infeccdo. Assim, como todos os outros
experimentos propostos para esse trabalho n&o ultrapassaram muito mais do que
uma semana, o ensaio nao foi feito para os outros experimentos.

Com relagao aos animais submetidos a cesariana post-morten, a intermiténcia
na detecgcdo de DNA no sangue e fezes pode ter sido ocasionada por uma infecgao
menos eficiente, pois nos camundongos Balb/c macho com quatro semanas
analisados individualmente, a detecgdo pode ser feita a partir do 1° dpi em ambos os
espécimes (COTA, 2012). Outra possivel hipétese a ser avaliada é a capacidade de
alguns animais terem conseguido eliminar a infec¢cdo viral antes de outros,
impossibilitando a detecgao viral. Também deve ser considerada a idade dos animais,
visto que, os estudos que utilizando machos infectados com GP2V foram feitos com
animais de quatro semanas e neste estudo todos os animais foram utilizados a partir
da sexta semana de vida, devido a necessidade da maturidade sexual (COTA, 2012).

De fato, alguns estudos relatam a diferenga na infeccdo de camundongos de
sexo ou idade diferentes (Lima et al., 2012). Machos e fémeas de varias espécies
como humanos, cavalos e roedores diferem na sua resposta a diversos virus,
incluindo HIV, HHV1, Hantavirus, Hepatitis B virus, Influenza virus, Human herpes
virus 3 e West Nile virus. Os mecanismos que estéo por tras das diferencas entre os
sexos sado complexos e podem envolver fatores imunoldgicos, hormonais,
comportamentais e genéticos (KLEIN et al., 2011), entretanto mais estudos devem
ser feitos para comprovar essa hipotese.

Para elucidar a questao levantada sobre a baixa frequéncia de amostras de
sangue e fezes positivas na PCR, um experimento com fémeas adultas (6-8
semanas), fora do estado de prenhez ou lactagdo foram inoculadas com a mesma

dose de GP2V. Todos os quatro animais apresentaram resultados semelhantes aos
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grupos de fémeas em lactacdo ou gravidas. Esses dados sugerem a possibilidade
desses animais responderem de forma diferente as infecgdes por GP2V.

Existem duas barreiras que separam os tecidos maternos da circulagao
sanguinea fetal. O sinciciotrofoblasto e as células endoteliais dos vasos sanguineos
fetal que permitem que os virus sejam transportados causando a infecgdo do feto
(revisado por YOUNES et al., 2009). Assim, embora existam varios questionamentos
que permeiam a baixa frequéncia de amostras de fezes e sangue positivas na PCR
apo6s a infeccdo de Balb/c fémeas com GP2V foi possivel detectar DNA em duas
placentas e dois fetos, indicando uma infec¢ao sistémica e a transmissao vertical
transplacentaria.

Até o momento, em todos os experimentos citados utilizando gravidas, a
infeccéao foi feita durante a gestagédo. A infecgdo dos animais apos o parto teve como
objetivo, verificar se a frequéncia de filhotes infectados se assemelhava com os
dados obtidos filhotes nascidos de mées ja infectadas. Assim, um grupo de seis
animais lactantes com prole ente (2-5 dias) foi inoculado com GP2V e foram
sacrificados em diferentes dias apds a infecgcdo. Neste experimento em todos os
animais inoculados foi demonstrada a presenca de DNA viral nas fezes e sangue, em
praticamente todos os dias apds a infecgdo. No entanto, em apenas dois filhotes a
DNAemia foi detectada e nenhum estomago foi positivo, sugerindo que a transmissao
horizontal ndo seja tdo eficiente durante esse periodo.

De acordo com a literatura, o intestino dos camundongos € imaturo ao
nascimento, mas sofrem um rapido crescimento e diferenciagdo. A absorgao seletiva
de imunoglobulinas maternas e imunocomplexos ocorrem no intestino de neonatos
por causa da presenga de receptores Fc nas células epiteliais do duodeno e jejuno
proximal. A absor¢cdo nao seletiva de macromoléculas por células epiteliais imaturas
também ocorre, mas principalmente na parte distal do intestino delgado. Ambos os
processos param com o surgimento das células epiteliais maduras. Este fendbmeno é
conhecido por “closure” do intestino e ocorre 14 dias apds o nascimento nas espécies
de camundongos. Assim, o intestino de camundongos neonatos, € um oOrgao

totalmente diferente do adulto e essa diferenca pode ser uma importante
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caracteristica no processo de infecgdo natural por alguns virus (revisado por
HAINAUT, 1983).

No que se refere a avaliacdo da presenca de DNA viral, e particulas virais
infecciosas, nas amostras de leite coletadas de Balb/c lactantes tratadas com
ocitocina e metaclopramida, ndo houve amplificagdo de DNA viral e o isolamento
tanto em célula BSC-40 quanto em MCA foi negativos para todos os pools coletados.
Embora, a eliminagdo do virus pelo do leite ndo tenha sido detectada, uma nova
investigacao deve ser realizada, pois a principio, para que haja a infecgao da glandula
mamaria através da rota de infecgao escolhida (via intranasal), necessariamente deve
haver uma viremia (ABRAHAO, et al., 2009b). Como apenas 5 em 72 amostras de
sangue ou fezes foram positivas na PCR, & possivel que os animais néo tenham se
infectado eficientemente e portanto a infeccdo da glandula mamaria ndo tenha
ocorrido, justificando os dados encontrados. Entretanto o fato do virus nédo infectar o
tecido mamario e ser eliminado pelo leite ainda deve ser considerado.

Curiosamente, o experimento realizado com objetivo de analisar a transmisséo
horizontal de mées lactantes para seus filhotes, foi feito nas mesmas condigdes que o
experimento proposto para analisar a transmissdo através do leite. Ou seja, em
ambos, as fémeas foram inoculadas apds o nascimento dos filhotes com a mesma
dose de GP2V. Porem, no segundo experimento, as fémeas foram estimuladas a
lactacdo com ocitocina e metaclopramida e as amostras de leite também foram
coletadas diariamente. As analises moleculares demonstraram, portanto, uma grande
divergéncia. A deteccdo de DNA viral nos animais que n&o foram tratados com
ocitocina e metaclopramida foi muito mais expressiva do que nos animais que foram
tratados. Sem duvida, novas analises devem ser feitas para comprovar se realmente
existe essa relacdo. Além disso, o os resultados obtidos com fémeas fora do periodo
de gravidez e lactacdo também n&o apresentaram DNA viral no sangue e fezes como
observado para as fémeas lactantes que nao tiveram a lactagéo induzida, sugerindo
que nao exista de fato correlagédo entre a administragcdo dessas drogas com o
sucesso da multiplicagéo do virus.

Os camundongos neonatos nao se infectaram, ou n&o foi possivel detectar a

infeccdo apds a inoculacdo oral com 2,6x10° PFU. Nesse caso, talvez a dose
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necessaria para induzir uma infecgao sistémica tenha sido baixa e a realizagédo de
uma cinética da infeccdo detectaria a dose apropriada. Além disso, os dados séao
referentes a apenas um animal, demonstrando a necessidade de aumentarmos o n
experimental para obtermos um dado estatisticamente significativo. Por fim, deve ser
levada em consideracao a possibilidade do GP2V n&o ser capaz de causar infecgdes
em neonatos por via oral.

Como se pdde observar ao longo do trabalho, a impossibilidade da deteccéo
de DNA viral no sangue ou fezes do modelo animal escolhido, sem duvida dificultou
as analises e interpretacao dos resultados no que diz respeito a transmissao vertical
ou pelo do leite. Uma vez que esse parametro vem sendo utilizado pelo grupo como
marcador para infecgao viral, principalmente para as amostras néo virulentas em
modelo murino, que nao induzem sinais clinicos e poderiam servir como parametro
para comprovar que o animal foi infectado. Uma alternativa para essas questdes seria
titular as aliquotas utilizadas para a infecgdo, logo apds a inoculagdo. Esse
procedimento garantiria que os inoculos ndo perderam a viabilidade durante as
etapas de diluicdo ou sonicagao que precedem a inoculagdo. Outra alternativa, seria
utilizar uma das amostras que se agrupam com os isolados virulentos como controle,
por exemplo o GP1V e WR, assim poderiamos avaliar também os sinais clinicos.
Com isso, seria possivel avaliar se esses animais respondem de forma diferente as
infecgbes por Br-VACV seja por questdo de idade, sexo ou simplesmente pela sua
biologia individual.

Tomados em conjunto, os resultados indicam a existéncia de transmissao
vertical via de GP2V em modelo murino. A deteccdo de DNA viral na placenta e no
feto de camundongos infectados por via intranasal sugere que a transmissdo pode
ocorrer por via transplacentaria, uma vez que as amostras foram obtidas
cirurgicamente, impedindo o contato do feto com excretas ou secre¢des advindas da
mae que poderiam ser potencialmente infecciosas. Entretanto essa via parece nao
ser tao eficiente quanto a de outro virus como HIV, Hepatitis B virus, Hepatitis C virus,
Human herpesvirus 3, Rubella virus, Human parvovirus B19 e Human herpesvirus 5
(KOY, et al., 2001). Adicionalmente, diferentes diluigbes dos espécimes previamente

as reacoes de PCR foram realizadas apenas para os fetos. Essa estratégia teve
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como objetivo impedir a atuagdo de possiveis inibidores, gerando resultado falso
negativo, uma vez que esta reagcédo ainda nao esta padronizada para a detecgéo de
DNA viral em todos os tipos de tecidos murino. Contudo é possivel que algumas
amostras negativas frente a Nested- PCR para o gene vgf testadas nesse estudo, se

revelem positivas apds a padronizagao do processamento.
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8-Conclusoes

O estudo indica a existéncia de transmissédo vertical de GP2V em modelo
murino, sugerindo que esta, se dé por via transplacentaria, adicionando uma
importante informacéo a gama de questdes que permanecem desconhecidas,

sobre como os br-VACV se mantém na natureza.

Camundongos Balb/c fémeas entre seis a oito semanas de idade parecem
responder de maneira diferente a infeccdo por GP2V quando comparados a
Balb/c machos com quatro semanas de idade. A deteccdo de DNA viral
avaliada por Nested-PCR para o gene vgf em amostras de sangue e fazes foi
expressivamente mais baixa em relacdo aos estudos anteriores utilizando

machos.

A transmissao pelo leite utilizando esse modelo parece ndo ser uma via
eficiente de transmissdo de GP2V, entretanto novos estudos devem ser
realizados, uma vez que a metodologia empregada para ordenha necessita de
padronizagdes.
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