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RESUMO

O género Orthopoxvirus (OPV), pertencente a familia Poxviridae, compreende virus
com morfologia complexa, sitio de multiplicagdo no citoplasma e um grande extenso
genoma de DNA de fita dupla. O Vaccinia virus (VACV), membro deste género, € um
importante agente zoonético, acometendo principalmente o gado de leite e
ordenhadores, 0 que confere a esta doenca um carater ocupacional. Desde 1999, o
VACV vem sendo relacionado a surtos de uma doenca denominada vaccinia bovina
(VB), caracterizada por lesbes exantematicas nos tetos e Ubere de animais em
lactacdo, e maos e antebraco de ordenhadores, em varias regides e biomas no
Brasil, principalmente na regido sudeste. Estudos moleculares e biologicos indicam a
circulacdo no Brasil de dois grupos de VACV com caracteristicas fenotipicas e
genéticas distintas. Devido ao grande numero de casos de VB reportados nos
altimos anos ao grande impacto da doenca para a economia do pais, tradicional na
producdo de leite e seus derivados, este trabalho tem como objetivo avaliar a
diversidade genética e fenotipica das amostras brasileiras de VACV detectadas em
espécimes humanos e bovinos entre os anos de 2005 a 2011 em varias regides do
Brasil. Dentre as 402 amostras analisadas, 168 (41,8%) foram positivas apos
triagem por PCR para o gene viral vgf. Destas, 92 amostras foram selecionadas para
caracterizagcdo molecular. Apenas 3 amostras, provenientes do mesmo surto que
ocorrem na regido do Serro em 2011, apresentaram a assinatura genética do grupo
1 de VACV-BR, que compreendem isolados como GP1lV, SAV, BAV e P1lV,
enquanto que as demais amostras apresentaram perfil genético do grupo 2 de
VACV-BR, que compreendem isolados como GP2V, PSTV, ARAV, CTGV e S2V. Os
dados biolégicos e moleculares apresentados neste trabalho comprovam que
diferentes amostras de VACV co-circulam no Brasil, com uma maior prevaléncia de
amostras do grupo 1, porém, os motivos para tal permanecem desconhecidos. Esta
foi a primeira vez em que uma amostra de VACV-BR do grupo 2 foi isolada de
humanos. O estudo do polimorfismo entre os diferentes VACV isolados abre as
portas para estudos envolvendo a genética evolutiva destes isolados, a sua

patogénese e até mesmo métodos de controle antivirais.
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ABSTRACT

The genus orthopoxvirus (OPV), belonging to Poxviridae family, comprises viruses
with complex morphology, multiplication site in the cytoplasm and a large extensive
genome of double-stranded DNA. The Vaccinia virus (VACV), member of this genus,
is an important zoonotic agent, affecting mainly the milk and cattle milkers, which
gives the disease an occupational character. Since 1999, the VACV has been linked
to outbreaks of a disease called bovine vaccinia (BV), characterized by rash injuries
on the teats and udder of lactating animals, and milkers hands and forearm in various
regions and biomes in Brazil, mainly in southeast. Molecular and biological studies
indicate the circulation in Brazil of two groups of VACV with distinct phenotypic and
genetic characteristics. Due to the large number of reported cases of VB in recent
years, the major impact of the disease to the country's economy, traditional in the
production of milk and milk products, this study aims to evaluate the genetic and
phenotypic diversity of Brazilian VACV isolates detected in both human and cattle
specimens during 2005 to 2011 years in various regions of Brazil. Among of the 402
samples tested, 168 (41.8%) were positive after screening by PCR for viral VGF
gene. Of these, 92 samples were selected for molecular characterization. Only three
samples from the same outbreak, occurring in Serro region in 2011, showed the
genetic signature of the group 2 of VACV-BR comprising mice-virulent strains such
as GP1V, SAV, BAV and P1V, whereas the other samples showed the genetic profile
group 1 of VACV-BR, comprising isolated as GP2V, PSTV, ARAV, CTGV and S2V.
Biological and molecular data presented in this work show that co-circulation of
different VACV lineages in Brazil, with a higher prevalence of group 1 samples.
However, the reasons for this remain unknown. This was the first time a sample
VACV-BR group 2 have been isolated from humans. The study of polymorphism
between different isolates VACV opens the door to future studies of the genetic

evolution of these isolates, its pathogenesis and even antiviral control.
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1. INTRODUCAO

1.1 Familia Poxviridae

1.1.1 Classificacéao

A familia Poxviridae compreende virus que apresentam propriedades caracteristicas
como morfologia complexa do virus, sitio de multiplicagdo no citoplasma e um
grande genoma que codifica para numerosos peptideos com fun¢bes estruturais,

enzimaticas, fatores transcricionais e ligantes virais (Moss, 2007).

A familia Poxviridae é dividida em duas subfamilias (Tabela 1), relacionadas
geneticamente, denominadas Chordopoxvirinae e Entomopoxvirinae de acordo com
0s hospedeiros naturais vertebrados ou invertebrados, respectivamente. As
subfamilias sdo divididas em géneros compostos por espécies relacionadas tanto
geneticamente quanto ao espectro de hospedeiro. Chordopoxvirinae é dividida em
nove géneros: Avipoxvirus, Capripoxvirus, Cervidpoxvirus, Leporipoxvirus,
Molluscipoxvirus, Orthopoxvirus (OPV), Parapoxvirus (PPV), Suipoxvirus,
Yatapoxvirus e uma espécie ainda nédo classificada em nenhum género dentro da
subfamilia denominada Squirrel poxvirus. Entomopoxvirinae é dividida em trés
géneros: Alphaentomopoxvirus, Betaentomopoxvirus, Gammaentomopoxvirus e
duas espécies ainda ndo classificadas em nenhum género: Diachasmimorpha

entomopoxvirus e Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus 'O' (ICTVdB, 2012).

Os virus da subfamilia Entomopoxvirus infectam hospedeiros artropodes das ordens
dos Coledpteros (Alphaentomopoxvirus), Lepidoptera e Ortoptera
(Betaentomopoxvirus) e Diptera (Gammaentomopoxvirus) (Basil, 1995). Os virus da
subfamilia Chordopoxvirinae apresentam um espectro de hospedeiro bastante
amplo, estando os virus pertencentes aos géneros OPV, PPV, Molluscipoxvirus e
Yatapoxvirus associados a infeccbes humanas. Muitas amostras de cordopoxvirus
isoladas de mamiferos como focas californianas (California harbor seal poxvirus),
golfinhos nariz-de-garrafa (Dolphin poxvirus), cangurus cinza e vermelho (Grey
kangaroo poxvirus, Red kangaroo poxvirus) e de répteis como o crocodilo do Nilo
(Nile crocodile poxvirus) e jacarés americanos (Spectacled caiman poxvirus), ainda
nao foram classificados (ICTVdB, 2012).

14



Tabela 1: Classificacdo da familia Poxviridae. A espécie protétipo de cada género foi citada. Fonte:
(ICTVdB, 2012).

CLASSIFICACAO DA FAMILIA Poxviridae

Subfamilia Género Espécie prot6tipo do género
Avipoxvirus Fowlpox virus
Capripoxvirus Sheeppox virus
Cervidpoxvirus Deerpox virus W-848-83
Leporipoxvirus Myxoma virus
Chordopoxvirinae Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus
Orthopoxvirus Vaccinia virus
Parapoxvirus Orf virus
Suipoxvirus Swinepox virus
Yatapoxvirus Yaba monkey tumor virus

Squirrel poxvirus

Alphaentomopoxvirus Melolontha melolontha entomopoxvirus
. Betaentomopoxvirus ; PR
Entomopoxvirinae P Amsacta moorei entomopoxvirus 'L
Gammaentomopoxvirus Chironomus luridus entomopoxvirus

Diachasmimorpha entomopoxvirus

Cotia virus, Pox virus red squirrel, Dolphin poxvirus

N&o classificados - California harbor seal poxvirus, Caiman poxvirus, Nile

crocodile poxvirus, Grey kangaroo poxvirus, Red
kangaroo poxvirus.

1.1.2 Morfologia da particula

Os virus pertencentes a familia Poxviridae possuem morfologia complexa, com
formas de tijolo, ovaladas ou pleomoérficas, medindo entre 140-260 nm de diametro
por 220-450 nm de comprimento. A particula viral é dividida em capsideo,
corpusculo lateral, envelope e membrana (Figura 1A). A parede do cerne possui
espessura total de 18-19nm, com indicios da presenca de nucleoproteinas como
constituintes basicos, porém sem estrutura resolvida por tomografia crioeletrbnica
(MOSS, 2001; ICTVdB, 2012). O capsideo é envolvido por uma membrana lipidica
contendo glicoproteinas dispostas de forma irregular (virus do género OPV) (Figura
1B) ou espiraladas (virus do género PPV) (Figura 1C). O capsideo pode apresentar-
se em uma forma bicéncava, unilateralmente concava ou em forma cilindrica, dentro
do qual se encontra o material genético. A particula pode conter um ou dois

corpusculos laterais, dependendo do formato do capsideo, sendo sua fungcédo e
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composicdo ainda ndo bem definidas, podendo tratar-se apenas de artefatos de

7

microscopia. O envelope viral € constituido de uma membrana bi-lipidica,
proveniente da célula hospedeira (MOSS, 2001; ICTVdB, 2012).

A Corpusculo
Tubulosde lateral Envelope’ Membrana
superficie N\t

''''''''''

cerne

(NN A &) ¥ a b oA
Figura 1. Morfologia dos Poxvirus. (A) estrutura esquematica de uma particula de poxvirus. (B)
micrografia eletrébnica de um OPV, destacando membrana lipidica contendo tdbulos de superficie
dispostos de forma irregular. (C) micrografia eletrdnica de um PPV apresentando tubulos de
superficie dispostos em forma elicoidal. Fontes: ICTVdB, 2012; FENNER, 1989 — modificado.

A massa total da particula do Vaccinia virus (VACV) (género OPV) é em média de
9,5 fg, sendo esta constituida por proteinas, DNA e lipidios (90%, 3,2% e 5%
respectivamente). Em contraste, cerca de um terco do Fowlpox virus (género
Avipoxvirus) é constituido por lipideos. A particula viral dos poxvirus possui mais de
100 proteinas distribuidas por toda sua estrutura, sendo muitas delas importantes
fatores precoces do processo de transcricdo do genoma viral. Carboidratos s&o
encontrados também na particula dos poxvirus, compondo as glicoproteinas de
superficie, além de espermina e espermidina associadas a tracos de RNA com
significado indefinido (Moss, 2007).

1.1.3 Organizacdo genbmica

O genoma dos poxvirus é constituido de uma molécula de DNA de fita dupla, ndo
segmentada, com tamanho variando entre 130kb (género PPV) a 375kb (género
Avipoxvirus), e codificando aproximadamente 200 genes. Apresenta um contetdo de
G+C variando entre 35-64% nos cordopoxvirus e cerca de 20% em entomopoxvirus
(Moss, 2007; ICTV,2012).

O genoma dos poxvirus, sobretudo dos virus pertencentes ao género OPV,
apresentam uma regiao central conservada contendo genes estruturais e genes

relacionados a replicacdo do genoma, e regifes terminais em ambas as
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extremidades contendo sequéncias repetidas e invertidas (ITR), onde se encontram
genes relacionados a viruléncia e imunomodulacdo. Os dois segmentos do genoma
sao interligados covalentemente nas extremidades (Figura 2). As ITR’s apresentam
alto conteudo de T+A, grampos que conectam as duas fitas de DNA e séo
importantes no processo de formacdo de concatameros, que por sua vez serao
importantes na replicagdo do DNA. As ITR’s apresentam tamanhos variados devido
a delecdes, repeticdes e transposi¢cdes (Moss, 2007; ICTV,2012).

Genes conservados

Fungdes essenciais: franscrigdo,
replicacdo de DRA, proteinas
astruturais & enzimas

«7 ~90 genes consensados nos .
cordopoxins .
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FIGURA 2: Representacdo esquematica das caracteristicas estruturais e funcionais do genoma
do VACV. A regido central do genoma apresenta genes altamente conservados, que codificam
proteinas envolvidas em fungdes essenciais. As regides terminais invertidas (ITRs) codificam
proteinas ndo-essenciais, e se apresentam duplicadas no genoma. Nas extremidades sé&o
observadas as alcas terminais. Fonte: Adaptado de Smith e McFadden, 2002.

A regido central do genoma dos virus pertencentes a subfamilia Chordopoxvirinae
apresenta cerca de 90 genes altamente conservados, diferentemente das regides
terminais que apresentam genes altamente divergentes entre os géneros dos virus
pertencentes a subfamilia Chordopoxvirinae e até mesmo entre virus da mesma
espécie. Analises do tamanho do genoma, nimero de genes unicos, arranjo dos
genes e analise filogenética de sequéncias de proteinas dos virus dos géneros
pertencentes a subfamilia Chordopoxvirinae, mostram que 0 género Avipoxvirus é o
género mais divergente dentre os demais cordopoxvirus, seguido do género

Molluscipoxvirus. Os géneros Suipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus e
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Yatapoxvirus se agrupam em conjunto, sendo que Suipoxvirus e Capripoxvirus
compartilham um ancestral comum. O género OPV se agrupa distante dos demais
géneros (Gubser, 2004).

Os genes dentro do genoma normalmente n&o se sobrepdem. Seguindo uma
convencgao, os genes ou ORF’s dos poxvirus (open reading frame — janela aberta de
leitura) sdo nomeados de acordo com a letra do fragmento gerado pela digestado do
genoma do VACV, usando a enzima de restricdo Hind lll, seguido do numero da
ORF no fragmento gendmico (da esquerda para a direita) e L para R (left = esquerda
ou rigth=direita), de acordo com o sentido da ORF. As proteinas sintetizadas
recebem o nome referente ao gene sem a indicacdo do sentido de leitura do gene,
exemplo: gene H3L codifica para a proteina H3, que atua como um ligante de
heparina (Moss, 2007).

Algumas proteinas produzidas pelos poxvirus, que possuem atividade
imunomodulatéria, podem ser divididas em trés classes estratégicas: “virostealth®
que se refere a proteinas que impedem o reconhecimento das células infectadas
pelas células de defesa, desta forma mascarando a infeccdo; proteinas transdutoras,
que impedem a ativacdo de vias antivirais inatas como apoptose, cascatas pro-
inflamatorias e ativacdo do estado antiviral, e proteinas que realizam mimetismo
molecular como, por exemplo, virocinas e viroreceptores sintetizados pelo virus para
mimetizar citocinas e seus respectivos receptores. Estas proteinas bloqueiam a
comunicacao extracelular, promovendo a manutencédo do microambiente intracelular
protegido para o virus dentro do tecido infectado (revisado por Johnston &
McFadden, 2003).

1.1.4 Ciclo de multiplicacao

Os virus da familia Poxviridae, juntamente com os virus das familias Asfarviridae e
Mimiviridae, sdo excecdo entre os virus de DNA por realizarem todo seu ciclo de
multiplicacdo no citoplasma, enquanto que os demais virus de DNA realizam pelo
menos parte de seu ciclo de multiplicacdo no nudcleo celular. Os poxvirus nao
possuem um DNA infeccioso por si s6. Para que 0s poxvirus possam realizar a

replicacdo no citoplasma €& necessario que possuam uma enzima RNA polimerase-
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DNA dependente (normalmente encontrada no nucleo celular) associada a particula
viral (McFadden, 2005; Moss, 2007; revisado por Raoult, 2007).

Para se estudar o ciclo de multiplicacdo dos virus da familia Poxviridae foi utilizado o
modelo de multiplicacdo do VACV (Figura 3), espécie prototipo do género OPV.
Durante a multiplicagdo do VACV, trés tipos de particulas sdo produzidos: virus
maduro intracelular (IMV), virus envelopado intracelular (IEV) e virus envelopado
extracelular (EEV) que pode ser chamado de CEV (virus envelopado célula-
associado) quando este permanece aderido a membrana celular para ser propelido
para as células vizinhas através da polimerizacdo de uma cauda de actina (revisado
por McFadden, 2005).

O ciclo de infeccdo do VACV pode ser iniciado pelas particulas EEV ou IMV. Porém,
as diferentes particulas virais apresentam mecanismos e utilizam receptores
celulares distintos para reconhecer e penetrar na superficie celular. Tais diferencas
se devem as diferentes proteinas de superficie presentes nos diferentes morfotipos.
Contudo, estes mecanismos e receptores envolvidos na adsor¢do ainda ndo foram

completamente elucidados (Moss, 2007).

Evidéncias apontam para a existéncia de proteinas virais nos IMV’s que auxiliam a
adesdo de particulas virais a superficie celular por se ligarem a moléculas
ubiguamente expressas como glicosaminoglicanos, sulfato de condroitina e sulfato
de heparano. Os EEV’s possuem uma membrana externa que precisa ser removida
para que haja uma fusdo de membranas. Estudos demonstram que determinadas
amostras virais em contato com diferentes tipos celulares podem utilizar diferentes
vias de penetracdo, como a fusdo com a membrana citoplasmatica ou vesicula

endossomal e formas distintas de macropinocitose (Moss, 2007; Mercer et al, 2010).
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Figura 3: Ciclo de multiplicagdo do VACV. MV, virus maduro; IEV, virus envelopado intracelular;

EEV, virus envelopado extracelular. Fonte: McFadden, 2005 — modificado.

Apesar de o processo de fusdo entre a membrana viral e celular ser pouco
compreendido, pelo menos uma proteina viral conservada, proteina VV-A28, pode
ser ligada a este processo que culmina na liberacdo do cerne viral no citoplasma. Os
processos de adsorcdo e fusdo sdo capazes de desencadear uma cascata de
sinalizacdo celular, cujo objetivo é conter a infeccdo. Contudo, muitos poxvirus
blogueiam esta sinalizacdo durante todo o periodo de infeccdo. Apos a fusdo e

penetracdo da particula viral, ocorre a liberacdo do cerne no citoplasma, o
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desnudamento e replicacdo do DNA que forma moléculas concatameras
(McFadden, 2005; Moss, 2007).

A expressao génica dos poxvirus € interessantemente programada. A sintese
precoce de enzimas, fatores transcricionais e DNA polimerase da inicio a replicacao
do genoma viral. A RNA polimerase e fatores de transcricdo presentes na particula
viral (transcriptossomo) iniciam a transcricdo de genes virais precoces, sintetizando
proteinas imunomodulatorias, fatores de crescimento, enzimas e fatores de
transcricdo para os genes intermediarios. Alguns desses fatores de transcricdo para
0s genes intermediérios ja foram caracterizados e consistem na RNA polimerase
viral, enzima capping (atua através de um mecanismo que ndo envolve a formagéo
de CAP), e proteinas VITF-1 e VITF-3. A proteina celular VITF-2 parece também
estar envolvida no processo de transcricdo dos genes intermediarios, atuando como
um sinalizador de proliferagdo celular (Vos et al, 1991; Harris et al, 1993; McFadden,
2005; Moss, 2007).

Ja foram caracterizadas até o momento 53 proteinas virais intermediarias, sendo
algumas delas também expressas em tempos tardios da infec¢cdo. Algumas
proteinas intermediarias, como Al, A2 e G8, sdo responsaveis por regular a sintese
de genes tardios (Keck et al, 1990; Yang et al, 2011). Os genes tardios sdo
transcritos e 0s mMRNA’s codificam para a sintese das proteinas estruturais, enzimas
e fatores transcricionais para 0s genes precoces. A transcricdo dos genes precoces
esta sob completo controle de fatores transcricionais virais, diferentemente das
etapas de transcricdo de genes intermediarios e tardios, que sdo co-regulados por

genes virais e do hospedeiro (McFadden, 2005; Moss, 2007).

A montagem das particulas inicia-se em regides citoplasmaticas denominadas
fabricas virais, das quais organelas celulares sao excluidas. A primeira estrutura
visivel, constituida de proteinas e lipideo, é denominada virus imaturo (IV) e
apresenta-se em forma ovoide ou esférica. As moléculas concatameras de DNA sao
resolvidas em moléculas individualizadas e cada molécula é empacotada em um V.
Um processo de clivagem proteolitica transforma a particula do IV em uma particula
em “forma de tijolo”, caracteristica das particulas dos poxvirus, formando os IMV’s

(revisado por Roberts & Smith, 2008). Muitos IMV’s de alguns cordopoxvirus, como
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por exemplo, Cowpox virus (CPXV), Ectromelia virus, Racoonpox virus e Fowlpox
virus, se tornam oclusos em uma densa matriz protéica denominada corpusculo de
inclusédo do tipo A (ATI). A proteina que forma este corpusculo possui uma massa de
aproximadamente 160kDa, e é codificada tardiamente pelo gene A26L (ati) (Patel et
al., 1986; Funahashi et al., 1988; Osterrieder et al., 1994). O VACV apresenta uma
delecdo de dois residuos de adenosina, o que provoca uma mudanca da fase de
leitura do gene ati gerando um codon de terminacdo precoce levando a producéo de
uma proteina truncada com massa variando entre 92 a 96 kDa (Amegadzie et al.,
1992; Meyer et al., 1993; Osterrieder et al., 1994; Ulaeto et al., 1996; Moss, 2007). A
analise do gene ati € sugerida para o estudo filogenético de amostras de VACV
(Meyer et al., 1994; Leite et al., 2007).

A maior parte da progénie viral permanece no citoplasma na forma IMV, e seréo
liberadas ap6s a lise celular. Porém, algumas particulas migram através dos
microtubulos, em uma velocidade aproximada de 2.8 m/s, até o complexo de Golgi,
onde adquirem uma dupla membrana, dando origem aos virus envelopados
intracelulares (IEV) (Moss, 2007; Roberts & Smith, 2008).

Os IEV's sado transportados até a membrana celular, de onde sdo exocitados
formando os virus envelopados extracelulares (EEV). Alguns EEV’'s se associam a
membrana citoplasmatica formando os virus envelopados associado a célula (CEV).
Os CEV's induzem a polimerizacdo de uma cauda de actina propelindo a particula
viral até a célula vizinha. As proteinas virais A33 e A36 estdo envolvidas no
processo de polimerizacdo da cauda de actina. Os EEV’s, apesar de representarem
apenas um pequeno percentual das particulas virais totais, sdo essenciais para a
disseminacdo do virus dentro do hospedeiro durante uma infeccdo (MacFadden,
2005; Moss, 2007; Roberts & Smith, 2008; Doceul et al., 2010).

1.2 GENERO Orthopoxvirus (OPV)

1.2.1 Espectro de hospedeiro

Os virus pertencentes ao género OPV, com excecédo do Variola virus (VARV) o qual

infecta apenas o ser humano, possuem um amplo espectro de hospedeiros, sendo

22



estes pertencentes ao dominio Eukarya, reino Animalia, filo Chordata, sub-filo
Vertebrata, classes Mammalia, Reptilia e Aves . Dentre os hospedeiros pertencentes
a classe Mammalia, os ortopoxvirus sdo capazes de infectar aqueles pertencentes
as ordens Primates, Artiodactyla, Perissodactyla, Pholidota e Lagomorphia (ICTVdB,
2006).

Dentre as nove espécies pertencentes ao género OPV (Tabela 1), quatro sao
capazes de infectar o homem: VARV, Monkeypox virus (MPXV), CPXV e VACV. As
espécies Camelpox virus, Ectromelia virus, Raccoonpox virus, Taterapox virus,
Volepox virus sdo agentes zoonoticos. As espécies Skunkpox virus (SKPV) e Uasin
Gishu disease virus (UGDV) ainda ndo foram definitivamente classificadas dentro do
género Orthopoxvirus, e sdo agentes etiolégicos de doenca em Conepatus

semistriatus (gamba) e equideos (revisado por MacFadden, 2005; ICTVdB, 2006).

Os OPV’s possuem um arsenal bioquimico que permite a eles infectar uma grande
variedade de hospedeiros. O espectro de hospedeiro bem como os reservatorios
naturais destes virus continuam sob investigacao, e recentemente algumas espécies
de mamiferos naturalmente infectados tem sido identificados. Felinos possuem um
papel importante como hospedeiros intermedidrios na transmissao do CPXV,
possivelmente transmitindo-o do roedor ao homem, a animais domésticos como cao
e cavalos e a animais de zoologico como elefantes, rinocerontes, antas, edentatas e
alguns carnivoros (Marennikova et al, 1977; Baxby et al, 1979; Meyer et al, 1998;
Pelkonen et al, 2003; Kurth et al., 2008). Estudos sorol6gicos e moleculares tém
mostrado que CPXV provoca infeccdo persistente em Clethrionomys glareolus
(ratazana do morro), Microtus agrestis (ratazana do campo) e camundongos
domésticos e arboricolas, enquanto que o esquilo parece ser o principal reservatorio
natural do MPXV (Hutson et al, 2009). Apesar da importancia histérica do VACV na
campanha de erradicacdo do VARV, pouco se sabe sobre sua origem, reservatorios
naturais e mecanismos pelos quais o virus se mantém no ambiente natural. Apesar
disso, amostras de brasileiras de VACV ja foram detectadas em roedores silvestres
e peridomiciliares e em primatas amazonicos (Lopes et al., 1965; Abrahdo et al.
2009b; Abrahdo 2010b).
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1.2.2 Distribuicdo das espécies do género OPV

Os OPV’s possuem atualmente uma distribuicdo global devido principalmente a
grande expansao demografica, que colocam humanos e animais domésticos em
contato com o ambiente silvestre, bem como o trafego de pessoas e transporte de
animais, que tem contribuido para o aumento da distribuicdo destes virus. Um
exemplo disso foi o surto de MPXV ocorrido nos E.U.A em 2003, devido a
importacdo de roedores endémicos do continente africano, para serem vendidos
como animais de estimacg&do. Nesta ocasido, 81 casos de infeccdo em humanos
foram notificados, acometendo principalmente veterinarios e vendedores de animais
(Guarner, 2004).

O CPXV ¢é endémico na Europa e Asia, acometendo cerca de 1% do gado bovino.
Acredita-se que roedores silvestres e peri-domiciliares sejam importantes
reservatorios naturais do CPXV (Chantrey et al., 1999). A transmisséo direta do
CPXV de um roedor para um hospedeiro humano ja foi observada, e recentemente
dois novos casos foram notificados na Franca e Alemanha (Ninove et al., 2009;
Campe et al., 2009). No Brasil, um caso de variola bovina, doenca causada pelo
CPXV, foi relatado por SILVA e colaboradores, em 1986. No entanto, nenhuma
caracterizacdo molecular do agente viral foi realizada para a confirmacéo de que se
tratava efetivamente de um CPXV, e ndo um VACV, que causa a vaccinia bovina
(Trindade et al., 2003).

Até 0 momento, a circulagcdo do Taterapox virus e UGDV foi descrita apenas no
continente africano, acometendo gerbis e cavalos, respectivamente. Volepox virus
(VPXV), Skunkpox virus (SKPV) e Racoonpox virus (RCNV) circulam na América do
Norte acometendo roedores peridomiciliares, gambas e guaxinins, respectivamente.
O ECTV circula na Europa e causa doencga grave em camundongos. O Horsepox
virus (HSPV) circulava na Europa comumente antes do século XX, porém hoje sua
circulacdo é rara (Tulman et al., 2006; Damon, 2007; ICTVdB, 2012). A distribuicéo
geografica do VACV ainda é incerta e provavelmente sub-estimada. No Brasil, varias
amostras ja foram descritas, estando estas envolvidas em casos de infeccdo em
humanos, bovinos e equideos. Roedores peridomésticos parecem estar envolvidos

na circulagdo do VACV em ambientes rurais provocando diversos surtos de vaccinia
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bovina (VB), uma doenca que acomete o gado leiteiro com grande impacto
econdbmico (Abrahdo et al., 2009b). Uma sub-espécie de VACV, denominada
Buffalopox virus, circula na India, acometendo bufalos domésticos, gado e humanos
(Yogesh et al, 2011).

1.2.3 Aspectos clinicos das infecgdes

Os virus pertencentes ao género OPV sdo os mais bem conhecidos dentre os
poxvirus devido ao seu impacto na saude humana. O membro mais notério dentro
do género certamente é o VARV, que causa uma doenga exantematica febril (Figura
4) com taxas de mortalidade que variavam entre 30 e 40% em alguns surtos
(Damon, 2007). Este impacto motivou uma campanha mundial de vacinacdo contra
o VARV durante as décadas de 60 e 70. Em 1980, a Organizacdo Mundial de
Saude (WHO) declarou o VARV erradicado no ambiente sendo permitida sua
manutencdo em dois laboratérios: Centro de Controle e Prevencdo de Doencas

(CDC), nos Estados Unidos, e o Centro de Pesquisa do Estado para Virologia e

Biotecnologia, na Russia (revisado por McFadden, 2005).

R G '
N * .9?‘ By 4 A
Figura 4: LesbGes pustulares tipicas de variola em membro inferior (A) e face (B). Fontes:

CDC/Cheryl Tyron; www.manbir-online.com/diseases/smallpox.htm.

As infecgBes por OPV podem ser classificadas como sistémicas ou localizadas,
apresentando geralmente exantemas caracteristicos. A evolu¢do do quadro clinico é
variavel dependendo da espécie e viruléncia do OPV, da via de inoculacao do virus,
da espécie animal infectada e do estado imunologico do hospedeiro. As lesdes

exantematicas geralmente evoluem de uma macula para uma papula, vesicula,
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pustula, que eventualmente se rompe e d4 origem a uma Ulcera, que entdo forma

uma crosta e cicatriza (Damon, 2007).

O MPXV é um importante agente zoonoético, que ocasionalmente provoca doenca
sistémica grave em humanos (Figura 5), muito semelhante a provocada pelo VARV.
O periodo de incubacdo do MPXV varia entre 7 a 17 dias, com subsequentes
sintomas graves semelhantes a gripe, com febre alta. Dois tercos dos pacientes
apresentam sintomas respiratorios, aléem de multiplas vesiculas umbilicadas com

distribuicao centrifuga (revisado por Lewis-Jones, 2004).

FIGURA 5: Lesdes pustulares corporais causadas por infec¢do

de MPXV - Fonte: ettertotheworld.wordpress.com/.../

As infeccdes por CPXV em humanos apresentam um curso rapido, com apenas sete
dias de incubacdo em média, provocando um mal-estar e pirexia semelhante a uma
gripe. Normalmente provoca poucas lesdes, localizadas principalmente na face e
nas maos, além de edema, eritema e adenopatia localizada. As vesiculas progridem
para pustulas, papulas e posteriormente crostas, que lentamente evoluem para a
cicatrizagdo. Um caso mais grave foi notificado na Holanda onde uma adolescente,
em contato com um roedor da espécie Rattus novergicus, apresentou lesdes
nodulares ulceradas na face (Figura 6). Em hospedeiros imunodeficientes, o CPXV
pode causar quadro clinico grave e generalizado (Wolfs, 2002; Lewis-Jones, 2004).
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FIGURA 6: Les0es faciais resultantes da infecg&o por CPXV
apos contato com roedor da espécie Rattus novergicus -
Fonte: Wolfs, 2002

O VACV, agente utilizado como amostra vacinal no combate a variola, pode ser
transmitido de uma pessoa vacinada para outra ndo vacinada pelo contato direto
(Figura 7A). No Brasil, O VACV € um agente zoonatico, acometendo principalmente
0 gado leiteiro e ocasionalmente fazendeiros e ordenhadores, levando a uma grande
perda econbmica. O VACV causa lesbes nodulares e pustulares nos tetos das
vacas, nariz e boca de bezerros, evoluindo para ulceracdes dolorosas, e por fim com
a formacado de crosta. A mesma evolucao das lesdes é observada em humanos em
contato com as lesdes do gado (Figuras 7B a 7D). Ordenhadores apresentando
lesGes nas maos contribuem para a disseminagao da doenca para o rebanho leiteiro
e, potencialmente, para seus familiares e pessoas proximas. Um caso de
transmissdo pelo contato entre humanos ocorreu na Ultima década, apos um
soldado norte-americano receber a vacina contra variola, e transmitir o virus VACV
para sua filha de vinte oito meses de idade que sofria de dermatite atdpica. Esta
transmissao provocou um quadro grave denominado eczema vaccinatum (Figuras
7E e 7F) (Vora et al., 2008).
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Figura 7: Aspectos clinicos das infec¢@es causadas pelo VACV. A, leséo vulvar; B, leses na mao; C,
lesbes na face; D, lesdes graves nas tetas de bovino; E e F, eczema vaccinatum em crianga com

dermatite atopica. Fontes: Trindade et al., 2003 ; Vora et al., 2008; Schatzmayr et al., 2009.

1.3  Vaccinia virus (VACV)

O VACV ¢é a espécie prototipo do género OPV (ICTVdB, 2012). Devido a relacdo
antigénica entre os OPV, o VACV foi extensamente utilizado na campanha de
vacinagao contra a variola organizada pela Organizacao Mundial de Saude (OMS).
No entanto, a definicho da origem e natureza das varias amostras de VACV
utilizadas na producéo de vacinas € ainda um desafio a ser superado. Sabe-se que
as quatro amostras de VACV, denominadas EM-63, Lister, New York City Board of
Helth e Temple of Heaven foram as principais amostras utilizadas durante a
campanha contra variola, sendo inoculadas em cerca de um terco da populacéo
mundial (FENNER, 1988).

No Brasil, os registros historicos relatam uma importacdo de amostras vacinais
datando antes de 1804. Estas amostras, destinada a imunizacdo da populagéo
contra a variola, chegaram em navios negreiros vindos de Portugal, sendo
transportada pelo sistema brago a brago, aportando no Estado da Bahia. A partir dai,
tanto escravos quanto a vacina foram enviados para os Estados Sao Paulo, Minas
Gerais e Rio Grande do Sul, e apartir de 1840, para o Rio de Janeiro Espirito Santo,
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Santa Catarina, Rio Grande do Norte, Ceara e Maranh&o. Entre 1804 e 1887 houve
uma extensa vacinacao tanto de escravos quanto de pessoas que viviam nessas
regides, apesar da alta rejeicdo deste tipo de imunizacdo por parte da populagcéo
(Revisado por RISI, 1968).

Em 1887, a primeira amostra vacinal produzida em bezerro foi importada do Instituto
Chambon em Paris na Franca para o Instituto de Vacinas do Rio de Janeiro (atual
instituto Oswaldo Cruz). Esta amostra foi entdo distribuida para os estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Pernambuco (Revisado
por FERNANDES, 1999). Em 1899, surgiu a pratica da utilizacdo de bovinos para a
producdo de vacina em larga escala. Em 1903, a prética da vacinacdo se tornou
obrigatério no Brasil por forca de lei, devido ao esfor¢co do pesquisador Oswaldo
Cruz, diretor da Reparticdo Sanitaria do Congresso Nacional. A partir dai, as vacinas
passaram a ser produzidas em diferentes sistemas bioldgicos, utilizando amostras

vacinais de origens muitas vezes desconhecidas (Revisado por RISI, 1968)

Em 1950, foi iniciado o programa de erradicac@o da variola nas Americas e em 1966
foi criada a campanha de erradicacdo subordinada ao Departamento Nacional de
Saude com apoio da Reparticdo Sanitdria Panamericana de Saude. A vacina
sistematicamente utilizada neste programa foi produzida pelo Instituto Oswaldo
Cruz, no Rio de Janeiro. Sabe-se que a amostra utilizada para a producdo desta
vacina (VACV-10C) era proveniente da Francga, provavelmente originada da amostra
Paris (Revisado por FENNER, 1988; DAMASO et al., 2000). Durante todo esse
periodo, as vacinas produzidas no Brasil ndo chegaram a atingir um padrdo de
qualidade satisfatorio, considerando sua estabilidade e potencialidade. Contudo,
apenas em 1970 foi obtida uma amostra vacinal com padrdes de qualidade
satisfatorios. Tratava-se da vacina produzida pelo Instituto Butantan, em Sao Paulo,
provavelmente utilizando um clone proveniente da amostra Lister, denominada
assim de VACV-LBT (Revisado por FENNER, 1988).

Os lotes sementes da vacina Lister produzidos pelo Centro Internacional de
Referéncia da OMS, ndo eram submetidos a clonagem antes de sua distribuicdo
para diversos laboratérios em todo o mundo. A observagdo prévia da presenca de

varios polimosfismos entre diferentes aliquotas da vacina Lister distribuida pela
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OMS, sugere que o estoque da amostra Lister na verdade era constituida de uma
populacdo genética e fenotipicamente heterogénia (MORIKAWA et al., 2005).
Drumond, 2007 observou diferencas entre as sequéncias nucleotidicas e
aminoacidos (aa), de diversos genes contidos nas regides terminais invertidas (ITR)
da amostra VACV-LBT, em relacdo as sequéncias de Lister e as variantes LC16m0
e LC16m8, produzidos no Japao a partir da amostra Lister. A principal diferenca
observada entre a amostra Lister (Numero de acesso: AY678276) e a amostra
VACV-LBT foi a presenca de uma delecao de 6 aa no gene A56R da amostra VACV-
LBT, ausente na amostra Lister. No entanto, Drumond, 2007 avaliou cerca de 10%
dos genes codificados por essas amostras, 0 que nos estimulou a comparéa-las
utilizando dados genémicos completos, a fim de elucidar semelhancas e
divergéncias entre as amostras Lister e VACV-LBT, bem como descrever as
caracteristicas genéticas dessa amostra vacinal que foi amplamente utilizada no
Brasil. Recentemente, foi realizado o sequénciamento de genoma completo da
amostra VACV-LBT e as andlises preliminares dos dados obtidos serdo

apresentados neste trabalho.

1.3.1 Amostras brasileiras de VACV

Desde 1960, amostras de VACV tem sido repetidamente isoladas no Brasil, mas a
origem destas amostras ainda vem sendo alvo de intensa pesquisa (Lopes et al.,
1965). Em 1963, a amostra BeAn 58058 virus (BAV) foi isolada do sangue de um
roedor do género Oryzomys sp capturado na regido norte do Brasil no estado do
Pard. Esta amostra de VACV foi a primeira isolada naturalmente no Brasil (Lopes et
al., 1965).

Durante as décadas de 60 e 70, o governo do estado de S&o Paulo, através do
Instituto Adolfo Lutz, conduziu um trabalho de vigilancia epidemiolégica contra
arboviroses emergentes no estado. Durante esta investigacdo, uma amostra de
VACYV foi repetidamente isolada de camundongos sentinelas e foi denominada Cotia
virus. Uma amostra de Cotia virus, denominada SPAn232 (SAV), foi enviada ao
Laboratério de Virus da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde foi

caracterizada molecularmente como VACV (da Fonseca et al., 2002).
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Em 1998, a amostra Belo Horizonte virus (VBH) foi isolada de amostras clinicas
congeladas, coletadas durante surto de VACV no biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas/UFMG ocorrido em 1993. Este surto acometeu camundongos recém
adquiridos da Universidade de Campinas, no estado de S&o Paulo, indicando uma
exposicdo prévia desses animais ao virus. A partir de 1999, surtos de doenca
exantematica, associados ao VACV, acometendo gado e ordenhadores, foram
reportados no Brasil. Duas novas amostras de VACV, Aracatuba virus (ARAV) e
Cantagalo virus (CTGV) foram isoladas em distintos rebanhos leiteiros doentes, em
diferentes localidades da regido sudeste do Brasil. Desde entdo, varios surtos tém
sido notificados em varias regides do pais, principalmente no sudeste. Em 2000, um
surto acometendo humanos foi reportado em Minas Gerais, e a amostra de VACV
denominada Muriaé virus (MURV) foi identificada e caracterizada (Trindade et al,
2007a). Em 2001, duas amostras de VACV foram isoladas em um mesmo surto, em
fazendas adjacentes, no estado de Minas Gerais; Guarani P1 virus (GP1V) e
Guarani P2 virus (GP2V), que apesar de terem sido isolados de propriedades
adjacentes, apresentaram propriedades distintas (Trindade et al, 2006). Em 2003, a
amostra Passatempo virus (PSTV) foi também isolada de gado leiteiro no estado de
Minas Gerais (Leite et al, 2005). Em 2005, surtos de uma doenca exantematica
foram reportados na regido do Serro/MG envolvendo humanos e gado leiteiro. Foi
conduzida uma investigacao para identificar o agente causador do surto e uma nova
amostra de VACV, denominada Serro virus 2 (SV2) foi identificada e caracterizada
(Trindade et al, 2009). Em 2009, Abrah&o e colaboradores descreveram a circulagéo
de uma amostra de VACV, Mariana virus (MARV) em uma fazenda na regido de

Mariana, no estado de Minas Gerais.

Até o presente momento foram notificados surtos causados pelo VACV em onze
Estados brasileiros, compreendendo todas as regiées do Brasil. Nos ultimos trés
anos, surtos exantematicos causados por VACV, afetando bovinos e humanos,
foram descritos nos estados do Espirito Santo (Donatele et al., 2007), Pernambuco
(Damaso et al., 2008), Rondénia (S. de Saude de Rondbnia, 2009), Maranhao (Assis
et al., 2009 — dados néo publicados), Tocantins (Medaglia et al, 2009), Minas Gerais
(Abrahdo et al., 2009), Rio de Janeiro (Silva-Fernandes et al., 2009) e Séo Paulo
(Megid et al, 2008). Em janeiro de 2010, Brum e colaboradores descreveram um

surto exantematico causado por um OPV acometendo cavalos crioulos em um haras
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localizado em Pelotas, RS. Estudos moleculares adicionais, realizados em parceria
com o Laboratério de Virus/UFMG, demonstraram que este isolado também se
tratava de uma co-infeccao de duas amostras distintas de VACV, amostras Pelotas 1
virus (P1V) e Pelotas 2 virus (P2V). Estas amostras foram as primeiras isoladas de

cavalos no Brasil (Brum et al, 2010; Campos et al, 2010).

1.3.2 Diversidade Genotipica e Fenotipica das amostras Brasileiras de VACV

Damaso e colaboradores (2000) sugeriram que a amostra de VACV Cantagalo virus
(CTGV) tenha sido originada da amostra vacinal VACV-IOC, baseado na
similaridade de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos do gene A56R (ha), que
codifica para uma hemaglutinina. Estas analises se basearam, sobretudo, na
presenca de uma delecdo de 18 nucleotideos observada tanto na amostra CTGV
como na amostra I0OC (Figura 8).
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Figura 8: Sequéncia de aminoacidos do gene ha de amostras de VACV-BR e outras amostras

de VACV e OPV. O retangulo mostra a regido de delecédo de 6 aminoacidos (18nt) nas amostras
de VACV-BR ndo virulentas (modelo murino), além de outras amostras, enquanto que as
amostras de VACV-BR virulentas, além de outras, ndo possuem esse delecdo. Fonte: Campos
et al., 2010.

Entretanto, Trindade e colaboradores (2007) demonstraram, em um estudo mais
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extenso com diversas amostras brasileiras de VACV (VACV-BR), utilizando os genes
ha, B19R, E3L e a regido variavel rpol132-ATI-p4c-A27L no genoma dos poxvirus,
gue as amostras brasileiras de VACV nado se agrupam diretamente com a amostra
vacinal VACV-IOC. Este mesmo estudo demonstrou que as amostras VACV-BR
podem ser agrupadas filogeneticamente em dois grupos monofiléticos distintos
(Figura 9), sendo o grupo 1 composto pelas amostras Aracatuba virus (ARAV),
Cantagalo virus (CTGV), Guarani P2 virus (GP2V), e Passatempo virus (PSTV); e o
grupo 2 composto pelas amostras Guarani P1 virus (GP1V), Belo Horizonte virus
(VBH), BeAn 58058 virus (BAV) e SPAN232 virus (SAV).
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Figura 9: Consenso entre as seis mais parcimoniosas arvores concatenadas derivadas a partir
da andlise dos genes B19R, E3L e ha de varias espécies do género Orthopoxvirus. O retangulo
negro indica uma delecdo de 18 nucleotideos (nt) no gene ha, compartilhado entre as amostras do
grupo 1 e a amostra VACV-IOC. Retangulo aberto indica trés perfis de digestdo (P1,P2 e P3) na
regido variavel rpol32-ATl-p4c-A27L. Linhas azuis, grupo 1; Linhas vermelhas, grupo 2; linhas

amarelas, amostras GP1V e GP2V isoladas em fazendas adjacentes. Fonte: Trindade et al., 2007.

Corroborando com os resultados de Trindade e colaboradores (2007), um estudo
sobre a viruléncia das amostras de VACV-BR em modelo murino (Balb/c), realizado

por Ferreira e colaboradores (2008), demonstrou que as amostras brasileiras de
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VACV também podem ser agrupadas em dois grupos: um extremamente virulento
em modelo murino que agrupa as amostras BAV, SAV, VBH e GP1V; e outro ndo
virulento, que agrupa ARAV, PSTV e GP2V. Novos estudos com base na
comparacao molecular dos genes C6L, C7L, K1L, K2L, K3L, E3L, ha, B5R, B8R e
ati, identificaram novamente o mesmo padrdo dicotdmico dos VACV-BR descritos
anteriormente (Drumond et al., 2008). Estudos filogenéticos posteriores incluiram as
amostras de VACV MARYV, SV2, P2V e MURV no grupo 1 e nao virulento em modelo
murino, enquanto que a amostra P1V foi incluida no grupo 2 e virulenta em modelo
murino (Abrahao et al., 2009b; Campos et al., 2010).

1.3.3 Aspectos epidemioldgicos do VACV no Brasil

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO),
em 2010 o Brasil possuia um rebanho bovino de 209.541.000 cabecas de gado.
Neste mesmo periodo, a regido sudeste apresentou a maior producdo de leite no
pais, com 2.972,129 milhdes de litros, cerca de 39% da producdo nacional. Estes
dados demonstram a importancia da producao leiteira para a economia nacional e
principalmente para a regido sudeste (www.agricultura.gov.br, acesso em
15/07/2010).

Apesar dos impactos econbémicos causados durante os surtos de VB, devido a
diminuicdo da producéo de leite e afastamento do trabalhador infectado, ndo existe
uma acgédo de vigilancia epidemiologica efetiva a fim de diminuir a disseminagéo do
VACV nas areas rurais, e o numero de casos de infeccbes certamente €
subestimado (Abrahéo et al., 2009b). O risco de infeccdo em humanos através do
consumo do leite contaminado ainda é desconhecido. Porém existe pelo menos uma
ocorréncia do aparecimento de lesBes exantematicas na boca de um humano,
associadas ao Bufalopox virus, uma amostra indiana de VACV, ap6s o consumo de
leite contaminado (revisado por Berkelman, 2003). Em 2009, Abrahdo e
colaboradores detectaram particulas infecciosas de VACV em amostras de leite
coletadas de rebanhos leiteiros durante surtos de VB no Estado de Minas Gerais,
Brasil. Porém, ndo se sabe ao certo se a presenca de particulas infecciosas de
VACV no leite € decorrente de uma contaminacdo com fragmentos das crostas

presentes no teto durante a ordenha, ou se é decorrente de uma infeccéo sistémica
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e uma consequente migracdo viral para as glandulas maméarias (Abrahdo et al.,
2009a).

Os surtos de VB apresentam um carater ocupacional, acometendo principalmente
trabalhadores rurais ligados direta ou indiretamente com a ordenha do gado. Um
carater sazonal a VB foi atribuido por Lobato e colaboradores (2005) e Donatele e
colaboradores (2007). Nestes estudos supracitados, foi observada uma maior
ocorréncia de surtos de VB durante as estacfes mais secas do ano. Entretanto,
Fernandes e colaboradores (2009) sugerem que a VB nédo seja mais sazonal, devido
ao crescente numero de relatos da doenga na regido sudeste do Brasil, durante todo

0 ano.

1.3.4 Transmisséao e disseminagéo

Os mecanismos de transmisséo e disseminacao do VACV séo bastante complexos e
nao completamente elucidados. Ratos, camundongos, gambas, raposas, cées
selvagens e pequenos felideos séo frequentemente observados nas adjacéncias das
fazendas onde surtos foram notificados. Acredita-se que alguns destes animais,
principalmente roedores, possam estar envolvidos na transmissdo do VACV do
ambiente silvestre para o ambiente rural. Em 2009, Abrahdo e colaboradores
observaram durante um surto na regido de Mariana que tanto o gado quanto
ordenhadores de uma propriedade apresentavam lesdes caracteristicas de VB. Foi
entdo feita a captura de roedores nas instalacdes da propriedade. Amostras clinicas
humana, bovina e murina foram coletadas para a investigacdo da presenca de
VACV. Andlises moleculares e fenotipicas indicaram que o virus presente nos trés
hospedeiros analisados tratava-se da mesma amostra de VACV, denominada
MARV.

Sabendo da presenca do VACV no ambiente silvestre (Lopes et al, 1965; da
Fonseca et al., 2002) , Abrah&do e colaboradores (2009) propuseram um modelo de
transmissdo do VACV do ambiente silvestre para o ambiente rural e sua posterior
disseminagdo (Figura 10). Neste modelo, a fauna silvestre adjacente as
propriedades rurais seria a fonte do VACV. Um ambiente de transicdo entre a

floresta e as areas adjacentes da fazenda como plantacbes e as bordas das
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florestas forneceriam condicbes para a transmissdo do virus a partir dos
reservatorios silvestres para os roedores peridomésticos, através do contato direto
entre estes animais ou excrementos. Esta hipotese de transmissédo horizontal entre
roedores € corroborada com dados de Ferreira e colaboradores (2008b) que
detectaram a presenca de VACV em fezes e urina de camundongos infectados
experimentalmente e constataram a transmissdo do VACV, através do contato das
fezes contaminadas, para animais sadios.

bY

Devido a grande quantidade de roedores proximos as instalagfes destinadas ao
manejo do gado, como currais, e em locais de armazenamento de suprimentos
como paibis, Abrahdo e colaboradores (2009) propuseram ser esta a fonte de
contaminacdo do gado, que por sua vez transmitiria o VACV através do contato
direto ou de excrementos para outros bovinos, humanos ou roedores. Pesquisas
realizadas em parceria entre o Laboratorio de Virus da UFMG e a Escola de
Veterinaria da UFMG, indicam a presenca do VACYV nas fezes do gado contaminado
(D’Anunciacéao et al, 2012). A eliminacdo do VACV nas fezes do gado contribuiria
para a disseminacao do virus no rebanho e para humanos e popula¢ées de roedores

(D’Anunciacéo et al, 2012).
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Figura 10: Ciclo hipotético de transmlssao do VACV. Ambiente sﬂvestre como fonte natural do

VACYV envolvidos em surtos de VB no ambiente rural. Fonte: Adaptado de Abrahao et al., 2009b
1.3.5 Hospedeiros e Reservatorios naturais do VACV no Brasil
Embora alguns pesquisadores acreditem que o VACV circulante hoje no Brasil e

india seja proveniente de amostras vacinais, as quais foram transmitidas para

animais domésticos e adaptaram em ambientes rurais (Damaso et al., 2000),
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amostras isoladas de animais silvestres (BAV e SAV) no Brasil sugerem uma origem
natural para amostras isoladas na América do Sul (Trindade et al., 2007).

Em um trabalho de resgate de fauna feito no Estado do Amazonas em 2001-2002
para a constru¢do de uma hidroelétrica, foram capturados 344 animais silvestres de
oito diferentes espécies, dos quais os soros foram coletados e enviados ao
Laboratério de Virus da UFMG. Anticorpos contra ortopoxvirus foram detectados em
4 espécies de mamiferos analisados: Cebus apella (Macaco-prego), Alouatta caraya
(Macaco guariba), Nasua nasua (quati) e Dasyprocta sp (cutia). Através de PCR
para os genes ha e vgf, foi detectado VACV geneticamente similar as amostras de
VACV isoladas durante surtos de VB no Brasil. Embora estes achados sejam
incertos no contexto da VB, novas perspectivas no estudo da biologia e
epidemiologia do VACV foram abertas (Abrahdo et al., 2010b). Uma extensa
investigacdo a fim de identificar possiveis reservatérios naturais do VACV vem

sendo conduzida pelo Laboratério de Virus da UFMG (dados ndo publicados).

1.3.6 Modelos para estudo de viruléncia do VACV

O modelo animal mais adequado para o estudo de viruléncia das amostras de VACV
ainda é incerto. Varios modelos animais vém sendo utilizados, sendo o modelo
murino considerado um bom modelo animal devido a disponibilidade de linhagens
consanguineas bem definidas (Jacobs et al., 2006). Varias vias de inoculacdo vém
sendo utilizadas neste modelo, tais como intradérmica, intravenosa, intraperitonial,
intracranial e intranasal. A via intranasal € a principal via de inoculacédo do VARV, e é
considerada a principal via de transmissdo dentre os demais ortopoxvirus. Conforme
mencionado no item 1.3.2, Ferreira e colaboradores (2008) utilizaram o modelo
murino Balb-C para a caracterizacdo do perfil de viruléncia de amostras brasileiras
de VACV.

Os camundongos Balb-c, infectados pela via intranasal com algumas amostras de
VACV-BR, apresentaram sinais clinicos como: pilo erecdo e arqueamento de dorso
(VBH, BAV, SAV, GP1V), alopecia periocular (BAV e SAV), balonopostite (GP1V) e
perda excessiva de peso (= 25%) (VBH, BAV, SAV, GP1V). Os animais inoculados
com PSTV, ARAV, VACV-Lister e GP2V nao apresentaram sinais da doenca. A dose
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letal (LDsp) para cada amostra virulenta foi estabelecida para este modelo (Figura
11) (Ferreira et al., 2008).

Amostra de VACV LD50 (PFU)
VBH 10°

WR 10

GP1V 10°

SAV 10°

BAV 5x%10’

Figura 11: Dose letal de 50% para modelo Balb-c infectado por via intranasal.
Grupos de 7 animais foram infectados com doses virais variando de 10% a 10°
PFU, e acompanhados por até 20 dias. Fonte: Ferreira et al., 2008.

Anticorpos neutralizantes podem ser observados nos camundongos infectados com
ARAV, GP2V, PSTV e VACV-Lister 12 dias apos infeccdo. Nao foi possivel detectar
anticorpos neutralizantes nos animais inoculados com as amostras VACV-BR
virulentas devido a letalidade precoce provocada pelas amostras virais. Foram
detectados altos titulos virais (10%-10° PFU/g) nos pulmdes, traquéia, baco, figado,
rins, coracdo e cérebro dos animais infectados com as amostras BAV, SAV, VBH,
GP1V e VACV-WR. Nao foi detectada a presenca de VACV nos o6rgdos dos
camundongos infectados com as amostras ARAV, GP2V, PSTV e VACV-Lister.
Analises histopatoldgicas nos pulmdes dos animais infectados com as amostras
BAV, SAV, VBH, GP1lV e VACV-WR revelaram a presenca de infiltrados
inflamatorios e quadro grave de pneumonia enguanto que nos animais infectados
com as amostras ARAV, GP2V, PSTV e VACV-Lister este quadro foi de brando a
moderado. Todos o0s animais estudados apresentaram pneumonia intersticial e
bronquiolite. Nos quadros mais graves as lesdes no pulméo foram degenerativas,

necrotizantes e hemorragicas, contendo predominantemente infiltrados intersticiais
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linfociticos e histiociticos. Hiperplasia das células do epitélio bronquial, fibroblastos e
pneumdacitos também foram observados (Ferreira et al., 2008).

Adams e colaboradores (2007) utilizaram coelhos infectados com Rabbitpox virus e
Vaccinia virus como modelo de estudo da variola em humanos. A Escola de
Veterindria da UFMG junto com o Laboratério de Virus da UFMG vém
desenvolvendo um estudo sobre a patogénese do VACV em modelo bovino (dados

nao publicados).

Uma correspondéncia entre o perfil genético e efeito citopéatico foi demonstrado por
Abrahdo et al, 2009 e Campos et al, 2010 para estudos de caracterizacdo de
amostras de VACV. Amostras do grupo 1 de VACV-BR apresentaram placas de lise
em monocamada celular pelo menos 2 vezes menores que as placas provocadas
por uma infeccdo com amostras de VACV-BR do grupo 2, corroborando com os
ensaios de viruléncia em modelo murino e com os dados moleculares (Trindade et
al., 2007; Drumond et al., 2008).

39



2. JUSTIFICATIVA

Desde tempos remotos, ha cerca de 6.000 anos, a vida do ser humano vem sendo
impactada pelos poxvirus. Acredita-se que a variola tenha causado a morte de mais
pessoas do que qualquer outra doenca ou outras causas de mortalidade na historia
da humanidade. S6 no século XX, estima-se que cerca de 500 milhdes de mortes
tenham sido causadas pelo VARV. Registros histéricos indicam que a variola pode
ter sido, em parte, responsével pela decadéncia de civilizagbes organizadas como
Atenas e até mesmo o Império Romano, assim como o fez também nas Américas.
Mesmo apds a erradicacdo do VARV, a possibilidade de sua utilizacdo como arma
bioldgica tem motivado pesquisas com diversos virus do género OPV, causadores
de infeccBes zoondticas, a fim de entender os processos biolégicos envolvidos na
transmissdo e patogénese das doencas, uma vez que estes agentes possuem

semelhancas com o VARV.

Outras espécies de OPV tais como CPXV, MPXV e VACV, tém emergido como
agentes zoondéticos, eventualmente causando infeccdes graves em humanos. No
Brasil, desde a década de 60, amostras de poxvirus vém sendo isoladas e
caracterizadas como VACV através de métodos imunoldgicos, viroldgicos e
moleculares. Devido ao fato de o VACV ter sido o agente utilizado como vacina
contra o VARV, sua caracterizacédo tem sido especialmente importante.

Desde 1999, o VACV vem sendo relacionado as infeccbes no gado leiteiro em
diversas regides do Brasil, afetando principalmente pequenas propriedades que
realizam a ordenha de subsisténcia, causando um grande impacto econdémico e
social. Apesar de sua importancia econdmico-social no Brasil, a VB é ainda
negligenciada tanto pelos proprios proprietarios, como também por trabalhadores

rurais, veterinarios, politicos e profissionais da saude.

Surtos de vaccinia bovina vém sendo cada vez mais frequentemente notificados em
diversas regidbes do Brasil, principalmente no sudeste, centro-oeste, nordeste e
norte. Amostras clinicas humanas e bovinas, coletadas durante estes surtos, vém

sendo encaminhadas ao Laboratorio de Virus da UFMG, e analisadas pelo grupo de
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poxvirologia para fins de diagndstico. Em muitas destas amostras foi detectada a
presenca do VACV. Contudo, algumas destas amostras ainda n&o foram
caracterizadas para fins de estudos filogenéticos, biologicos e epidemioldgicos.
Devido a grande diversidade biolégica entre as amostras de VACV, este trabalho
teve como objetivo caracterizar amostras de VACV detectadas em espécimes
humanos e bovinos entre os anos de 2005 a 2011, em varias regides do Brasil, a fim

de avaliar a diversidade genética e fenotipica das amostras brasileiras de VACV.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo molecular e bioldgica de amostras de VACYV isoladas de
humanos e bovinos durante surtos de VB, ocorridos nas regifes sudeste, centro
oeste e norte do Brasil no periodo de 2005 a 2011.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fazer a triagem molecular por PCR (gene C11R — fator de crescimento viral) de
espécimes clinicos humanos e bovinos, de uma cole¢do de amostras clinicas do

Laboratorio de Virus da UFMG, coletadas durante surtos de VB;

e Realizar a caracterizacdo das amostras positivas na triagem em dois grupos

distintos, utilizando uma PCR diferencial para o gene A56R (Hemaglutinina viral);

e Padronizar uma PCR-Nested para o gene ati a fim de aplica-la na caracterizacao

molecular das amostras identificadas no presente estudo;

e Sequenciar e analisar filogeneticamente regides parciais dos genes ha e ati de

algumas amostras de VACYV selecionadas;
e Fazer o isolamento, clonagem, multiplicacdo e purificacdo viral de algumas

amostras de VACV, para realizacdo da sua caracterizacdo bioldgica (ensaios de

viruléncia em modelo murino Balb-C e fenétipo de placa).
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4. METODOLOGIA

4.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

Foi utilizada neste estudo uma colecdo de 142 amostras clinicas, pertencentes ao
Laboratorio de Virus da UFMG; dentre elas crostas, suabes e soros humanos e
bovinos, coletadas durantes surtos de VB ocorridos durante o periodo de 2005 a
2009, nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Estas amostras estavam
armazenadas em freezer -20°C. Foi feito um levantamento dos registros destas

amostras clinicas a fim de verificar sua procedéncia.

Alem disso, no decurso deste trabalho (2010 e 2011) varios surtos de VB foram
notificados em varios estados brasileiros, e amostras foram enviadas ao Laboratorio
de Virus para pesquisa do agente etiolégico. Em alguns casos, uma equipe do
Laboratério foi enviada até o local de ocorréncia do surto para a coleta de materiais
e levantamento epidemioldgico. Durante este periodo foram coletadas e analisadas
260 amostras clinicas sendo, 151 provenientes do Estado da Bahia (34
propriedades), 51 de Goias (05 propriedades), 33 do Espirito Santo (08
propriedades), 21 de Minas Gerais (03 propriedades) e 04 do Estado do Para (01
propriedade). Conforme protocolo interno do Laboratério de Virus da UFMG, estas
amostras foram inseridas em um catalogo de registro e homologacéo de diagndstico
para OPV, e as fichas epidemiolégicas arquivadas. Uma compilacdo de todas as

amostras analisadas pode ser visto na Tabela 2.

As amostras provenientes dos estados da Bahia, Espirito Santo, Goias e Mato
Grosso foram enviadas pelos 6rgaos de vigilancia veterinaria de cada Estado ou
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). As amostras
provenientes de Minas Gerais foram coletadas pelo grupo de poxvirologia da UFMG.
As amostras do estado do Para foram coletadas e encaminhadas ao Laboratorio de
Virus pelo estudante de Doutorado da Escola de Veterinaria da UFMG, Cairo H.S de
Oliveira. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -20°C até o0 momento
da andlise. No total foram analisadas 402 amostras clinicas provenientes de cinco

Estados de quatro regides do Brasil (Figura 12).
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Tabela 2: Descricdo das amostras analisadas, identificando a localidade de coleta, ano ou periodo
em que as amostras foram coletadas; espécime (s) clinico (s) coletados e o total de amostras

coletadas em cada localidade.

Localidade Ano Espécime N° amostras Fonte
Minas Gerais* 2005-2009 crosta, soro, suabe 44 Humano/Bovino
Espirito Santo* 2005-2009 crosta, soro, suabe 40 Humano/Bovino
Serro/MG 2005 Crosta 16 Humano/Bovino
Resplendor/MG 2005-2009 Crosta, suabe 8 Bovino
Paulista/MG 2005-2009 crosta 3 Bovino
Maravilha/MG 2005-2009 Crosta 1 Bovino
Paraguacu/MG 2009 Crosta 6 Bovino
Argirita/MG 2008 Suabe 5 Humano
Ecoporanga/ES 2005-2009 crosta 2 Bovino
Mucurici/lES 2008 Soro, crosta 11 Bovino
Lagoa da Prata/MG 2009 Crosta 2 Bovino
Acaiaca/MG 2005 Suabe 2 Humano
Bambui/MG 2005/2009 Suabe 1 Bovino
Jequeri/MG 2005 Suabe 1 Humano
Carangola/MG 2011 Soro, crosta, suabe 18 Humano/Bovino
Serro/MG 2011 Crosta 3 Humano/Bovino
Para* 2011 Crosta 4 Bovino
Ecoporanga/ES 2010 Soro, crosta 5 Bovino
Pinheiros/ES 2010 Soro 15 Bovino
Cachoeiro do Itamemirim/ES 2010 Soro 2 Bovino
Baixo Guandu/ES 2010 Soro, crosta 3 Bovino
Sao José do Calgado/ES 2011 Soro, crosta 3 Bovino
Anchieta/ES 2011 Soro 3 Bovino
Sao Roque do Canad/ES 2011 Soro 2 Bovino
Vila Propicio/GO 2011 Soro, crosta 22 Bovino
Buriti Alegre/GO 2011 Soro, crosta 10 Bovino
Sao Joao da Paralina/GO 2011 Soro, crosta 13 Bovino
Jatai/GO 2011 Soro, crosta 6 Bovino
Mundo Novo/BA 2011 Soro, crosta 69 Humano/Bovino
Piritiba/BA 2011 Soro, crosta 16 Bovino
ltapé/BA 2011 Soro 1 Bovino
Mairi/BA 2011 Soro, suabe 4 Humano
Miguel Calmo/BA 2011 Soro 3 Bovino
Jacobina/BA 2011 Soro, crosta 24 Bovino
Capela do Alto Alegre/BA 2011 Soro, crosta 19 Bovino
Pintada/BA 2011 Soro, crosta 2 Bovino
Macajuba/BA 2011 Soro, crosta 4 Bovino
Baixa Grande/BA 2011 Soro, crosta, suabe 9 Humano/Bovino
TOTAL - - 402 -

*As amostras descritas, coleta em Minas Gerais, Espirito Santo (2005-2009) e Para (2011), nao
tiveram as localizac6es exatas das cidades de coleta identificadas.
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Figura 12: Distribuicido geografica das amostras clinicas coletadas durante surto de VB. Em
destaque os Estados acometidos por surtos de VB. Os nimeros contidos na figura correspondem ao
numero de amostras coletadas em cada Estado: Para, 04 amostras; Goias, 51 amostras; Bahia, 151
amostras; Minas Gerais, 110 amostras; Espirito Santo, 86 amostras.

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras clinicas foram processadas usando solugéo salina tamponada
(PBS) acrescida de penicilina (200 U/mL), anfotericina B (4ug/mL) e gentamicina
(100 pg/mL). As biopsias de lesdo (crostas) foram maceradas manualmente com
auxilio de um pistilo e diluidas a 1:100 p/v em PBS, homogeneizadas e clarificadas
por centrifugacdo a 2000 x g por 3 minutos. Os soros foram diluidos a 1:100 v/v em
PBS e homogeneizados. Aos suabes foram adicionados 200-300uL de PBS,
homogeneizados e centrifugados a 2000 x g por 3 minutos. Todas as amostras
foram submetidas a reacdo de PCR do tipo Nested para o gene vgf como método de
triagem (Abrah&o et al., 2009).
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4.3 SISTEMAS CELULARES
4.3.1 Células fibroblasticas de embrido de galinha (CEF)

Para o isolamento viral foram utilizadas células fibroblasticas de embrido de galinha
(CEF). A CEF é uma célula embrionaria primaria obtida através de maceracdo do
tecido embrionario e posterior desagregacdo enzimatica. Os ovos contendo
embrides com 10 dias de vida foram higienizados com solucao de iodo glicerinado
2% para evitar contaminagdes. Os ovos foram abertos em capela de fluxo laminar,
com a camara de ar voltada para cima. Com auxilio de uma pinga, a casca do ovo
foi quebrada e removida até a linha da camara de ar. A membrana da casca foi
removida expondo o embrido, que foi removido pelo pescoco de forma a preservar o
saco vitelino (gema). O embrido teve a cabeca e os membros removidos e foi
colocado numa placa de Petri com meio minimo essencial (MEM) estéril (sem adicao
de SFB, antibidticos e glutamina). Foram removidos os 6érgdos internos (coracao,
figado e intestinos). Os embrides foram triturados em seringa, coletados em
erlenmeyer contendo cerca de 5 mL de tripsina/EDTA (NaCl 136mM; kClI 5mM;
glicose 55mM; NaHCO3; 69mM; 0,59 p/v tripsina 1:250 [Difco]; EDTA 0,5mM; 1%
vermelho de fenol) por carcaga, onde foram incubados por 15 minutos a 37°C sob
agitacdo lenta. Para interromper a acao da tripsina, foi adicionado meio MEM 10%
de SFB, em igual volume. A suspensédo foi filtrada em béquer com gaze em 8
camadas. O filtrado foi transferido para tubo falcon (50mL) estéril e centrifugado por
10 minutos a 1750 x g. O meio foi descartado e o sedimento suspenso em 4mL de
meio MEM 10 %. As células foram contadas em Camara de Neubauer (Item 4.3.3) e
foram adicionada 5 X 10° células por garrafa (150 cm?). Foram adicionados 25mL de
meio MEM acrescido de 10% de SFB, glutamina, bicarbonato de sédio e acrescido
de antibiéticos (penicilina - 100 U/mL; anfotericina B - 2ug/mL; Gentamicina - 50
pug/mL). As garrafas foram incubadas a 37°C até atingir confluéncia de 90-100%. As
células CEF foram sub-cultivadas por no maximo 3 vezes sendo a monocamada
celular lavada com solucao tampéao fosfato salina (PBS) (NaCl 137mM; KCIl, 7mM;
Na;HPO, 1,4mM; pH 7,2) e tratada com solugcdo de tripsina contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (NaCl 136mM; kCl 5mM; glicose 55mM; NaHCO3;
69mM; 0,5¢g p/v tripsina 1:250 [Difco]; EDTA 0,5mM; 1% vermelho de fenol).
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4.3.2 Células VERO e BSC

As células VERO e BSC-40, linhagens continuas derivadas de células epiteliais de
rim de macaco verde africano (Cercopthecus aeothiops) foram obtidas da “American
Type Culture Collection” (ATCC), (Maryland, E.U.A.). O cultivo celular foi feito em
garrafas redondas contendo 50 mL de meio minimo essencial de Eagle (MEM)
(Gibco™, USA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil),
glutamina, gentamicina (50 pg/mL), penicilina potassica (200 U/mL) e anfotericina B
(2,5 pg/mL), sob incubacédo a 37°C, em atmosfera com 5% de CO, em estufa de
tambor rolante. Os subcultivos foram feitos trés vezes por semana sendo a
monocamada celular lavada com solucdo tampao fosfato salina (PBS) (NaCl
137mM; kCl, 7mM; Na;HPO, 1,4mM; pH 7,2) e tratada com solucdo de tripsina
contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (NaCl 136mM; kCl 5mM; glicose
55mM; NaHCO3; 69mM; 0,5g p/v tripsina 1:250 [Difco]; EDTA 0,5mM; 1% vermelho
de fenol). As células VERO foram utilizadas para multiplicacdo e titulacédo viral,
enquanto que as células BSC-40 foram utilizadas no ensaio de fenétipo de placas.
Em ambos os casos, a infeccdo viral foi realizada quando as monocamadas

atingiram uma confluéncia entre 80-90%.

4.3.3 Controle de qualidade da multiplicacao celular

Para o controle da multiplicacdo das linhagens celulares e das CEFs, suspensfes
celulares foram diluidas, utilizando micropipeta, em tubos de eppendorf de 1,5mL em
uma concentracdo de 1:10 (100uL da suspensdo celular + 900uL de meio de
cultura). Com auxilio de uma micropipeta, foram aplicados aproximadamente 0,1mL
da diluicdo entre a laminula e a cAmara de Neubauer. A contagem das células foi
feita utilizando um microscoépio invertido. Foram quantificadas as células presentes
nos quadrantes das extremidades do campo de contagem. Para obter a quantidade
de células por mililitro de suspensédo, o numero de células contadas é dividido pelo
numero de quadrantes contados; o resultado é multiplicado pelo fator padrédo de
correcdo da camara de 10* e novamente multiplicado pelo fator de correcéo da
diluicdo da suspenséo utilizada, no caso 10. A suspensao foi entdo aliquotada em

garrafas e placas estéreis com a quantidade apropriada. Novo meio de cultura
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previamente suplementado foi adicionado, e as células foram homogeneizadas para

garantir crescimento uniforme da monocamada em toda a superficie de contato.

O crescimento celular foi avaliado diariamente até este atingir a confluéncia
desejada. Para o cultivo de CEF e VERO em garrafas de 150 cm? foram adicionados
5 X 10° células para que se atingisse a confluéncia de 90-100% em
aproximadamente 72 horas. Para titulacdo e ensaio de fenotipo de placa em células
VERO e BSC-40, respectivamente, placas de seis pocos foram inoculadas com 10°

células, por poco, para se obter a confluéncia de 90-100% em 24 horas.
4.4 VIRUS

Como controle positivo da PCR para o gene vgf, foi utilizada a amostra laboratorial
Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR), protétipo da espécie, e gentiimente
cedida pelo Dr. C. Jungwirth (Universitat Wurzburg, Alemanha). Como controles
positivos das PCRs para os genes ha e ati, foram utilizadas as amostras GP2V e
GP1V, representantes dos grupos 1 e 2 de VACV-BR, respectivamente (Trindade et
al, 2006). Para o ensaio de fenétipo de placa e viruléncia em modelo murino,
também foram utilizadas as amostras WR (protétipo dos OPV), GP1V (amostra
sabidamente virulenta em modelo murino) e GP2V (amostra sabidamente né&o

virulenta em modelo murino).
4.5 ISOLAMENTO VIRAL

Para o isolamento viral, monocamadas de células CEF e/ou BSC-40, com
confluéncia entre 80-90%, tiveram o meio de cultura desprezado; lavado duas vezes
com PBS retirando 0 excesso ao final da lavagem com auxilio de uma pipeta estéril.
As monocamadas foram entdo inoculadas com 300ul de cada amostra processada
(1:200 p/v ou v/v) (Item 4.2) e incubadas a 37°C para adsor¢ao durante uma hora,
sendo o inoculo homogeneizado por inversdes da garrafa a cada 10 minutos. Apés a
adsorcao foi adicionado meio MEM, na quantidade adequada para o recipiente
utilizado, suplementado com 1% de SFB. As monocamadas foram entdo incubadas
a 37°C com atmosfera a 5% de CO,, por 48 horas ou até que se observassem

placas de lise nha monocamada, provocadas pelo virus. Como controle negativo, foi
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utilizado meio MEM. Como controle positivo foi utilizado VACV- WR. Para os casos
onde néo foi possivel observar efeito citopatico (ECP) na primeira passagem, foram
procedidas até trés passagens adicionais em monocamada de CEF. As
monocamadas de CEF que apresentaram efeito citopatico foram coletadas com

auxilio de raspador (Scraper TTP®) e armazenadas em freezer -70°C.

4.6 SELECAO DE PLACAS VIRAIS

Para a selecdo de placas virais, as suspensfes de virus foram seriadamente
diluidas em meio DMEM sem adicdo de SFB, em um volume final de 200uL. Estas
foram inoculadas em monocamada de células VERO, com confluéncia de 80-90%,
contidas em placas de 6 pocos, apés prévio descarte do meio e lavagem da
monocamada com PBS. As monocamadas contendo os inoculos foram incubadas
por 1 hora (periodo de adsorcdo), sendo gentilmente homogeneizadas a cada 10
minutos. ApoOs a adsorcédo, foi adicionado aos pocos, meio de cultura semi-sélido,
que consistiu de: Meio DMEM 2X suplementado com SFB 2% e acrescido de
antibioticos 2X (penicilina - 200 U/mL; anfotericina B - 4ug/mL; Gentamicina - 100
pug/mL). Paralelamente, foi preparada solucédo de Agarose 2% diluida em H,O dd e
adicionada do meio DMEM supracitado na razdo de 1:1 (v-v), dando origem a meio
DMEM 1X acrescido de agarose 1%. Foram adicionados 2mL deste meio em cada
poco contendo monocamada e inéculo. Para cada placa foi reservado um poco para
controle de célula, que foi inoculado com meio DMEM 0%. As culturas foram
incubadas por 24-48hs. ApoOs visualizacdo e sele¢cdo dos clones com auxilio de
microscoépio e pincel de ponta fina, estes foram coletados com auxilio de pipeta e
ponteira de 100uL com filtro. O meio sélido foi aspirado logo acima da placa
marcada com pincel. O aspirado foi dispensado em tubo de 1,5 mL pré-identificado
contendo 100uL de PBS. A ponteira foi lavada com o PBS contido no tubo repetidas
vezes para liberar possiveis particulas contidas nela. Os tubos foram armazenados
em freezer -20°C. Os clones utilizados na caracterizacao biologica foram submetidos

a duas selec¢bes para garantir a pureza dos clones.

4.7 MULTIPLICACAO VIRAL
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Para a multiplicagdo viral, 20 garrafas de 150cm?, contendo monocamadas de
células VERO com confluéncia de 90-100%, foram infectadas com multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 0,01 em 3mL de MEM, acrescido de antibiéticos (penicilina - 100
U/mL; anfotericina B - 2ug/mL; gentamicina - 50 pg/mL). Apds 1 hora de adsorcéao, a
37°C, foram acrescentados 25mL de MEM suplementado com 1% SFB. As células
foram novamente incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, e monitoradas
diariamente, ao microscopio Optico até a deteccdo de 90% de ECP,
aproximadamente, 48 horas apos a infeccdo (Trindade et al., 2003, 2006; Leite et al.,
2005). Em seguida, o meio de cultivo foi desprezado, as células foram lavadas com
PBS e desprendidas das garrafas com auxilio de um raspador (Scraper TTP®)
utilizando Tris-HCI 10mM, pH 8,0. A suspenséao obtida foi entdo centrifugada durante
10 minutos a 1500 x g, a 4°C, e o sedimento obtido foi mantido a — 70°C para

posterior purificacdo das particulas virais.

4.8 PURIFICACAO

O sedimento obtido durante a multiplicacdo viral (item 4.7) foi homogeneizado em
8mL de Tris-HCI 10mM, pH 8,0 e centrifugado a 2.500 x g (rotor H1000B - Sorvall
RT6000 B) durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi mantido em banho
de gelo e o sedimento celular foi lisado duas vezes em 10 mL de solucéo de lise
(MgCl, 1mM; TrislOmM, pH 7,0; KClI 10mM). Ap6s a adicdo desta solucdo, 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 suspensdo viral resultante foi entdo centrifugada a 14.000 x g, 4°C, por 2
horas sobre um colchdo de sacarose a 36% em Tris-HCI 10mM, pH 8,0 para
separacao dos restos celulares. Utilizando-se uma pipeta Pasteur, o sobrenadante e
a interface foram coletados e desprezados e o restante foi descartado por inversao
do tubo. Os sedimentos obtidos foram homogeneizados em até 500uL de Tris 10mM
(pH 8,0), distribuidos em aliquotas de 2 puL em microtubos e estocados a — 70°C
(Adaptado de JOKLIK,1962).

4.9 TITULACAO

50



A titulacdo foi feita em duplicata em placas de 6 pog¢os contendo aproximadamente
1,5 x 10° células Vero/ camara cultivada 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 diluigdes dos virus, na razdo de 10,
em meio MEM, foram adicionados as células. Uma camara foi reservada para o
controle da viabilidade celular. Ap6s 1 hora de adsorcédo a 37°C, 2,8 mL de MEM
contendo 1% de SFB foram adicionados e as placas foram novamente incubadas a
37°C e monitoradas por 48 horas. Em seguida, as células foram fixadas com solucéo
10% de formol em PBS por 30 minutos, lavadas com agua e, posteriormente,
coradas com solucdo 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, e
posteriormente convertido para o volume final de 1 mL, dando o titulo final em

unidades formadoras de placas por mililitro (PFU/mL) (Campos & Kroon, 1993).

4.10 ENSAIO DE FENOTIPO DE PLACA

Algumas das amostras virais isoladas (item 4.5) foram selecionadas para os ensaios
de fendtipo de placa. Desta forma, estas amostras foram multiplicadas em células
Vero (item 4.7), purificadas (item 4.8) e entdo foram inoculadas em placas de 6
pocos contendo monocamadas de célula BSC-40 com confluéncia de 90-95%, sob
M.O.l.s variando entre 1 e 0,01, para a observacdo do fenétipo de placas virais. A
inoculacao das amostras foi feita segundo o item 4.8. Ap6s 48 horas de incubacéo,
as células infectadas foram fixadas com solucdo de 10% de paraformaldeido e
coradas com cristal violeta. As placas de lise obtidas pela inoculacdo celular com
amostras virais foram fotografadas para analise comparativa. A célula BSC-40 foi
escolhida por ser capaz de diferenciar amostras do grupo 1 e 2 de VACV-BR de
acordo com o tamanho da placa de lise gerada por eles. Em células VERO essa

diferenca ndo é observada.

4.11 VIRULENCIA DE AMOSTRAS DE VACV EM MODELO MURINO

Algumas das amostras de VACV obtidas no presente estudo foram selecionadas,

multiplicadas (item 4.7) e purificadas (item 4.8) para analise de viruléncia em

51



camundongo Balb-c, segundo Ferreira e colaboradores, 2008. Camundongos
BALB/c machos com 4 semanas de idade foram utilizados como modelo animal,
sendo cedidos pelo Centro de Bioterismo da UFMG (CEBIO/UFMG). Quatro animais
em cada grupo foram anestesiados através de injecéo intraperitonial de Ketamina e
Xilasina (3.2 mg e 0.16 mg/animal, em tampé&o fosfato salina (PBS) 0,9%,
respectivamente) e inoculados por via intranasal com um volume de 10 pL contendo
10° PFU das amostras virais testadas. Como amostras controles, foram
selecionados os virus WR (protétipo dos OPV), GP1lV (amostra sabidamente
virulenta) e GP2V (amostra sabidamente nado virulenta). Como controle negativo,
animais foram inoculados com 10 pyL de PBS. Os animais foram acompanhados por
12 dias apés a infeccao (D.P.l), sendo registrada diariamente a evolucdo dos sinais
clinicos e peso. Todos os animais foram sacrificados apos o periodo de observacao
através da injecdo letal de 100ul da solugdo anestésica/analgésica seguida por
deslocamento cervical (Ferreira et al.,, 2008). Os experimentos foram feitos de
acordo com as normas do Comité de Etica (CETEA) da UFMG (protocolo n°
207/2010).

4.12 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

4.12.1 PCR-Nested para o gene vgf

Para a PCR-Nested para o gene vgf, um gene conservado entre os virus do género
Orthopoxvirus que codifica para um fator de crescimento viral, foram utilizados
iniciadores  externos  vgfF: CGCTGCTATGATAATCAGATCATT e vgfR:
GATATGGTTGTGCCATAATTTTTAT (Fonseca et al., 1998), e os iniciadores
internos vgfF2: ACACGGTGACTGTATCCA e vgfR2: CTAATACAAGCATAATAC
(Abrahéo et al., 2009B). A primeira reagao consistiu de: em um volume final de 20 pL
em solucao tampao (tris 0,1M pH8.3 + KCI 0,5M + 0,1% de Triton x100) foi acrescido
0.4 mM de cada iniciador (VGF-F and VGF-R), 40 mM dNTP’s, 2,0 mM MgCl,, 500
ng albumina bovina sérica (BSA) e 2 U de Tag DNA polimerase. A reacdo foi
realizada no termociclador DNA Mastercycler Epgradient (Eppendorf, Hamburg,
Germany) usando o protocolo de pré-incubacdo a 95°C por 9 minutos; 30 ciclos de
desnaturacao (94°C, 1 minuto), pareamento (45°C, 1 minuto) e extenséao (72°C, 1

minuto), e extenséo final (72°C,10 minutos). A segunda reacao foi feita utilizando
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1pL da primeira reagdo como amostra. Foram utilizadas as mesmas condigcoes
quimicas e térmicas da primeira reac¢do, porém utilizando somente os iniciadores
internos e excluindo a BSA. Como controle negativo foi utilizado H,O dd utilizada na
preparacdo da solucdo de PCR a fim de avaliar uma possivel contaminacdo dos
reagentes. Para esta reacdo € esperada a amplificacdo de um fragmento de 170pb
(Abrah&o et al., 2009B). As reacbes foram fracionadas em gel de poliacrilamida

(item 4.13) e coradas pelo método da prata (item 4.14).

4.12.2 PCR para o gene ha

Para o gene ha foram utilizados os pares de iniciadores descritos na Tabela 3
(Trindade et al., 2008). Os iniciadores para PCR 1 foram desenhados para amplificar
diferentes OPV incluindo CPXV, MPXV e ECTV; os iniciadores para PCR 2 foram
desenhados para amplificar todas as amostras de VACV-BR, nao amplificando
amostras derivadas da amostra vacinal DRYVAX e alguns clones da amostra VACV-
Lister; os iniciadores para PCR 3 foram desenhados para amplificar todas as
amostras de VACV-BR que ndo apresentam uma delecdo de 18 nt no gene ha,
amplificando amostras derivadas de VACV-NYCBH DRYVAX and VACV-Lister. Com
este conjunto de iniciadores é possivel identificar as amostras como sendo OPV (par
de iniciadores PCR 1), diferenciar amostras de VACV-BR das amostras VACV
vacinais (par de iniciadores PCR 2) e por fim separar as amostras de VACV-BR em
dois grupos de acordo com a presenca ou ndo da delecdo de 18 nt no gene ha (par
de iniciadores PCR 3). Embora estes iniciadores tenham sido desenhados para
aplicacdo em PCR em tempo-real, estes foram aqui utilizados em reacdes
convencionais. Cada amostra foi submetida as trés reacdes simultaneamente sob as
seguintes condi¢bes: em um volume final de 20 pL em solugéo tampé&o (tris 0,1M
pH8.3 + KCI| 0,5M + 0,1% de Triton x100) foi acrescido 1 mM de cada par de
iniciador, 7,5 mM dNTP’s, 2.5 mM MgCl, e 1U de Tag DNA polimerase. As
condicdes térmicas para a reacdo foram as seguintes: um ciclo inicial a 95 -C por 10
minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min e
temperatura final de extensédo 72°C por 10 min (adaptado de Trindade et al., 2008).

Tabela 3: Iniciadores desenhados para reacdo de PCR em tempo real. O tamanho dos
fragmentos esperados para cada grupo de VACV-BR esta demonstrado na tabela. Fonte: Trindade
et al., 2008.
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L Tamanho do fragmento
Pares de iniciadores desenhados pararea¢do de PCR em .
amplificado

tempo real para o gene ha
Grupo 1 Grupo 2

HA-genérico F - CATCATCTGGAA TTGTCACTACTAAA
PCR 1 . 166 pb 184 pb
HA-genérico R —- ACGGCCGACAATATAATTAATGC

HA-BVV F — ACCGATGATGCGGATCTTTA
PCR 2 N 134 pb 152 pb
HA-genérico R - ACGGCCGACAATATA ATTAATGC

HA BVV-nDEL F- GCGGATCTTTATGATACGTACAATG
PCR 3 . 0 pb 143 pb
HA-genérico R- ACGGCCGACAATATAATTAATGC

A fim de confirmar os resultados obtidos, utilizando o conjunto de iniciadores para o
gene ha descritos por Trindade et al;.,, 2008, algumas amostras foram
adicionalmente submetidas a uma PCR convencional para amplificacdo da ORF
completa deste mesmo gene. A amplificacdo deste fragmento foi feita utilizando os
iniciadores EACP1 (ATGACACGATTGCCAATAC) e EACP2 (CTAGACTTTGTTTTCTG)
(Roop et al, 1995) sob as seguintes condicbes: em um volume final de 20 pyL em
solucéo tampao (tris 0,1M pH8.3 + KCI 0,5M + 0,1% de Triton x100) foi acrescido 2,0
mM de MgCl,, 10 mM de cada dNTP, 4 mM de cada iniciador, 2 U de Taq
polimerase. As condi¢Bes térmicas para a reacao foram: um ciclo inicial a 95 -C por
10 minutos, seguido de 30 ciclos de 95 -C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 2
min e temperatura final de extensdo 72°C por 10 min. Os fragmentos de DNA
amplificados (927pb) foram fracionados em gel de agarose 1% (Roop et al, 1995), e

encaminhados para sequenciamento (item 4.15)

4.12.3 PCR para o gene ati

Visando avancar na caracterizacdo das amostras de VACV, uma PCR do tipo semi-
Nested foi utilizada para a amplificacdo do gene A26L (ati). Este gene apresenta um
grande polimorfismo entre as amostras brasileiras de VACV e por isto representa um
alvo para diferenciacdo e agrupamento molecular das mesmas. Esta reacdo foi
designada para a detecgao de amostras que apresentam a regidao downstream deste
gene integra, como as amostras GP2V, PSTV, ARAV, dentre outras. Os iniciadores
desenhados para realizagdo da triagem molecular das amostras de VACV estéo
contidos na Tabela 4. Representacdo da localizacdo dos iniciadores desenhados

para a PCR semi-Nested para o gene ati esta contida na Figura 13.
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Tabela 4: Iniciadores desenhados para reacdo de PCR do tipo semi-Nested para o gene ati

L Tamanho do fragmento
Pares de iniciadores desenhados para reacédo .
amplificado

de PCR para o gene ati
Grupo 1 Grupo 2

ATI-iIF/1 - ’ACCACGTCTACACTCGGCGA3’
12 Reacao 787 753
ATI-iR/2’ TGCATCGAGAGCGGAGGAGGA'S;

ATI-iF/1 - ’ACCACGTCTACACTCGGCGA3’
22 Reacéo 166 145
ATI-IR/3 - CGATGCCAAGTACATCGACGA3’

Para estes iniciadores foram utilizadas as mesmas condi¢cdes quimicas da reagéo
para o gene vgf (item 4.10.1), exceto pela auséncia da BSA. As condi¢fes térmicas
foram: um ciclo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1
min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min e temperatura final de extencdo 72°C por 10
min. Para esta rea¢do o fragmento esperado € de 145 pb para amostras VACV-BR.

us_WR_(AY243312) RAT CAC TAT GGG

Al RAT CAC TAT GGG A
AAT CAC TAT GGG
RAT CAC TAT GGG
RAT CAC TAT GGG
AAT CAC CAT GGG A

CAT TGC TRC CAC CAT TAG
CAT AC CAC CAT TAG
cAT CAC CAT TAG
CAT TGC TAC CAC CAT TAG
CAT TGC TAC CAC CAT TAG
CAT TGC TAC CAC CAT TAG

ATT TAC AGG CTG
ATT TAC AGG CTG
ATT TAC AGG CTG
ATT TAC AGG CTG
ATT TAC AGG CTG
ATT TAC AGG CTG

TAR
TAR
ThR
TAR
TAR
TAR

TTT CCA ATT
TTT CCA ATT
TITIT CCA ATT
TTT CCA ATT
TIT CCA ATT
TIT CCA ATT

c TIIT TAT
c TTT TAT
TTT TAT
ThA CGA TIT TAT
CTA CGA TTT TAT
CTA CGA TTT TAT

AGT
asT
AGT
AGT
A AGT
AGT

TIT GIT cCC
TTT GIT ccC
TTT GTT ccc
IIT GIT €CcC
TTT GIT ccc
TCT GIT cCC

GIC CGA
GIC CGR
GTC CGA
GTC CGG
G6IC CGR
GIC CGR

TAG ICT TTA GCC TAT TTh
TAG TCT TTA GCC TAT TTA
TAG TCT TTA GCC TAT TTA
TAG TCT TTA GCC TAT TTA
TAG TCT TTA GCC TAT TTA
TAG TCT TTA GCC TAT TTa

kv
T
ks
T
k?
TAG

(=1
cre
crc
cre
cce
crc

TAT CAG CAT
TAT CAG CAT
TAT CAG CAT
TAT CAG CAT
TAT CAG CAT
TAT CAG CAT

ccT CAG ARG
ccT CAG ARG
CAG ARG
CAG AAG A
CAG ARG
CAG ARG

CAT TAT
CAT TAT TAC GTC TGC AGT CAC TCA ACT GIC TT|
CAT TAT TAC GIC TGC AGT CAC TCA ATT GIC TIT|
CAT TAT TAC GTC TGC AGT CAC TCAR ACT GIC TT|
CAT TAT TAC GIC IGC AGT CAC TCA ACT GIC TT|

TIG GIT TCA TTA TTA CGT
TIG GIT TCA TTA TTA CGT
TIG GIT TCA TTA TTA CGT
TIG GTT TCA TTA TTA CCT
TIG GIT TCA TTA TTA CGT

virus ]
virus_PSTV
virus_SAV

HHHH

wirus WR_(RY243312) CTA CAG TCG TTC RAC TGT CTT o TIT TGT CTT TCA AGA TCT GAG ATT
virus ARAV CTA CAG TCG TTC AAC TGT CTT N TIT TGT CIT TCA AGA TCT GAG ATT
virus_ GP2V CTA CAG TCG TTC ARC TGT CTT R TIT TET CIT TCA AGR TCT GAG ATT
virus MURV CTA CAG TCG ITC AAC TGT CTT s T TGT CIT TCA AGA TCT GAG ATT
virus_PSTV CTA CAG TCG TTC AAC TGT CTT N TIT TGT CTT TCA AGA TCT GAG ATT
virus_SAV CTA CGG TCG TITT AARC TGT CTT A TIT TGT CIT TCA AGA TCT GAG ATT
virus_WR_(A¥243312) TTA GAT TGG AGT CTG CTA ATC T TIC TCT AGT TCT CTA ATA
virus RRAV TITA GAT TGG AGT CTG CTA ATC T TIC TCT AGT TCT CTIA ATA
virus GP2V ITA GAT TGG AGT CTG CTA ATC T TIC TCT AGT TCT CTA ATA
virus_MURV TTA GAT TGG AGT CTG CTA ATC T TIC TCT AGT TCT CTA ATA
virus_PSTV ITA GAT TGG AGT CTG CTA ATC T TIC TCT AGT TCT CTA ATA
T

vizrus_SAV TTA GAT TGG AGT CTG CTA ATC

TIC TCT AGT TCT CTA ATA

Figura 13: Representacdo esquemética da localiza¢édo dos iniciadores desenhados para a PCR semi-
Nested para o gene ati. (Azul) iniciador ATI-iF/1; (Vermelho) iniciador ATI-iR/2; (Verde ) ATI-iR/3. Os

iniciadores foram construidos baseados no alinhamento de sequéncias do gene ati de amostras de
VACV-BR.

Algumas amostras positivas nesta triagem foram escolhidas para sequenciamento,
onde foram utilizados os iniciadores descritos por Meyer e colaboradores (1997):
ATIR-5"-CTTAACTTTTTCTTTCT-3° e ATIF-5"-AATACAAGGAGGATCT-3, e que
amplificam fragmentos de tamanhos diferentes para diferentes espécies de OPV.
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Com estes iniciadores € possivel avaliar polimorfismos genéticos no gene ati. As
condicdes para as reacgdes foram: em um volume final de 20 pL em solu¢do tampéao
(tris 0,1M pH8.3 + KCI 0,5M + 0,1% de Triton x100) foi acrescido 15mM de cada
dNTP, 2.0 mM de MgCl,, 4 mM de cada iniciador e 2.5 U de Taq polimerase. As
condi¢cbes térmicas para a reacdo foram: um ciclo inicial & 95°C por 10 minutos,
seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 min, 48°C por 1 min e 72°C por 2 min e
temperatura final de extencéo 72°C por 15 min. Os fragmentos de DNA amplificados
foram fracionados em gel de agarose 1% (item 4.14) e encaminhados para

sequenciamento (item 4.15)

4.13 GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE) 8%

Para o preparo do PAGE 8% foram utilizados 3,74 mL de H,O dd, 1,4 mL de tamp&o
tris borato de EDTA (TBE) 5X (549 de tris base; 27,5g &cido bérico; 20 mL de EDTA
0,5 M pH 8,0; 1000 mL H,O q.s.p), 1,86 mL de solucdo de poliacrilamida (29,2 g de
acrilamida; 0,8 g de bisacrilamida; 100 mL de H,O q.s.p), 7uL de TEMED
(catalizador) e 100uL de APS (polimerizador). O PAGE foi polimerizado em aparato
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio Rad — cod: 165-8000) com espessura de 0.75mm, e
transferido para cuba de eletroforese contendo tamp&o TBE 5X. Foram aplicados
10uL da amostra acrescida de 3uL de tampdo de corrida 6X [10 mM Tris-HCI
(pH 7.6); 0.03% azul de bromofenol; 0.03% cianol xileno; 60% glicerol; 60 mM EDTA

— Fermentas Life Sciences] e submetido a eletroforese a 100 Volts.

4.14 COLORACAO COM PRATA

Apos fracionamento por eletroforese, os géis de poliacrilamida foram corados com
prata para visualizacao de bandas de DNA. Desta forma, os géis foram retirados dos
aparatos de eletroforese e transferidos para um recipiente contendo solucéo fixadora
1 (metanol 40%; ac. acético 10%), onde foram mantidos por 30 minutos. Em
seguida, a solucéo fixadora 1 foi descartada. Os géis foram entdo submersos em
solucdo fixadora 2 (etanol 10%; ac. aceético 5%), por 15 minutos. Foi entédo
adicionada uma solucdo oxidante (dicromato de potassio 0,0034 M; acido nitrico
0,0032 M; H,0 dd g.s.p) por 5 minutos. Os géis foram submetidos a trés banhos de

H,O dd por 5 minutos e entdo submersos em uma solucao de prata (0,2g de nitrato
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de prata; 100 mL de H,O dd) por 20 minutos; apés este periodo, 0 excesso de prata
foi retirado dos géis por um banho com H,O dd por 1 minuto. Por fim, os géis foram
submersos em uma solucédo reveladora (5,99 de carbonato de sodio; 0,1g de
paraformaldeido; 200 mL de H,O dd) até aparecimento das bandas. Para
interromper a atividade da solugéo reveladora, cerca de 200 mL de solucdo de
parada (mistura da fixadora 1 e 2) foram adicionados aos géis. Os géis foram fixados

em lamina de vidro com papel celofane para fins de analise e registro dos mesmos.

4.15 GEL DE AGAROSE 1%

Para sequenciamento, foram gerados produtos de PCR contendo fragmentos dos
genes ha (960pb) e ati (1606pb) (itens 4.11.2 e 4.11.3, respectivamente). Estes
fragmentos foram fracionados em gel de agarose 1%. Para o preparo do gel foi
adicionado 1,0 mg de agarose em 100ml de tampao tris acetato de EDTA (TAE 1X);
dissolvido sob aquecimento em microondas e distribuido em aparato apropriado.
Apos solidificagdo do gel, as amostras foram aplicadas nas canaletas e submetidas
a eletroforese a 100 Volts. As amostras foram acrescidas de 1,0 ul de Sybr Green
(nas concentracdes indicadas pelo fabricante) para visualizacdo das bandas
utilizando luz ultravioleta, e 3,0ul tampéo de corrida 6X [10 mM Tris-HCI (pH 7.6);
0.03% azul de bromofenol; 0.03% cianol xileno; 60% glicerol;, 60 mM EDTA
(Fermentas Life Sciences)], para acompanhamento da corrida. As bandas de
interesse foram excisadas com o auxilio de um bisturi e o fragmento foi recuperado
do gel utlizando o Kit Gel Extraction (Qiagen, Alemanha) seguindo as

recomendacdes do fabricante.

4.16 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi descrito por SANGER e
colaboradores (1977) em sequenciador automatico capilar Mega Bacel000
(Amersham/Phamacia, Suécia), utilizando o “Kit Dy Enamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit for Megabace” e obedecendo as condi¢des de reacao e leitura
indicadas pelo fabricante. Para cada fragmento foram feitas seis reacdes de

sequenciamento, trés com cada um dos iniciadores. As sequéncias obtidas foram
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sobrepostas e o consenso foi obtido utilizando a plataforma Asparagin-Cenargen
(EMBRAPA, 2010).

As sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no banco de dados
do “National Center for Biotechnology Information” através do programa BLAST 2.0
(http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST.- Basic Local Aligment Tool). As sequéncias
nucleotidicas foram analisadas pelo programa BLAST N e as de aminoacidos foram
analisadas pelo programa BLAST X. As sequéncias de nucleotideos e de
aminoacidos foram analisadas e utilizadas para a construgdo de arvores
filogenéticas utilizando o método de Neighbor-joinning implementado no programa
MEGA4. O modelo de substituicdo de nucleotideos utilizado na construcdo das
arvores foi Tamura Nei 3 parametros. Para a construcdo das arvores, multiplos
eventos INDEL foram considerados como um Unico evento. A analise de bootstrap
foi feita com 1000 replicatas (Leite et al, 2007).

5. FLUXOGRAMA DE TRABALHO
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Expedicdo a fazenda Recebimento e protocolo de

(Carangola/MG) durante amostras coletadas durante
surto e coleta de amostras surtos (2010-2011)

Processamento das Processamento das
amostras (2005-2009) \ amostras (2010-2011)

PCR para os genes ha
(3 steps) e ati (semi-
Nested) para todas as
amostras

PCR para os genes ha (3
steps) e ati (semi-Nested)
de algumas amostras

\ selecionadas

Isolamento viral em
células BSC-40

Triagem
PCR
Nested

/

Isolamento viral em
células CEF

Multiplicacao e titulacdo
viral em células Vero

~

Caracterizagéo
molecular

Caracterizagéo
biol6gica

PCR para os genes ha Ensaio de fenétipo de

e ati

placas virais

Ensaio de viruléncia em
camundongo Balb-C

Sequenciamento e
analise filogenética

6. RESULTADOS
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6.1 TRIAGEM DAS AMOSTRAS

A triagem das amostras foi feita utilizando a PCR-Nested para o gene vgf, bastante
conservado dentre os virus do género Orthopoxvirus. Das 142 amostras clinicas
datadas de 2005 a 2009, pertencentes ao banco de amostras do Laboratério de
Virus, 58 amostras (41%) foram positivas, sendo 13 (22,4%) provenientes de
humanos, 25 (43,1%) provenientes de bovinos e 20 (34,4%) amostras nao tiveram
seu municipio ou espécie de origem precisamente determinado, pois seus registros
nao foram localizados. Todavia, estas amostras foram coletadas em surtos ocorridos
nos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo, no periodo mencionado. Estas
amostras, de origem indeterminada, foram incluidas no trabalho a fim de se avaliar a
diversidade genética entre diferentes amostras de VACV-BR. A Figura 14 mostra
um gel de poliacrilamida no qual foi feita a eletroforese da PCR Nested para o gene
vgf de algumas amostras clinicas, destacando o tamanho do fragmento amplificado
(170pb).

Figura 14: Deteccdo do gene vgf em amostras clinicas coletadas durante surtos de vaccinia
bovina entre os anos de 2005 a 2009. Amostras de suabes e crostas foram coletadas, processadas
em PBS e submetidas a PCR Nested para o gene vgf (Abrahdo et al., 2009). As PCR foram
fracionadas em PAGE 8% e corados pela prata. Canaleta (1): amostra bovina coletada em Minas
Gerais em 2005; canaleta (2-3): amostras bovinas coletadas da cidade do Serro em 2005; canaleta
(4): amostra de bovino coletada na cidade de Resplendor/MG em 2005; canaletas (5-6): amostras de
bovinos coletadas na cidade do Serro em 2005; canaleta (7): amostra de bovino coletada em Minas
Gerais em 2005; canaleta (8): controle positivo (VACV-WR); canaleta (9): padrdo molecular; canaleta
(10): controle negativo. Para essa reacdo séo esperadas bandas de aproximadamente 170pb.

Das 260 amostras coletadas durante o periodo de 2010-2011, 110 amostras (42,3%)
foram positivas na triagem (tabela 5). As amostras provenientes do estado da Bahia
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representaram 58% das amostras analisadas e apresentaram uma positividade de
38,4%. Os Estados de Goids e Minas Gerais apresentaram indices mais elevados
de positividade com 58% e 41%, respectivamente. O Estado do Espirito Santo
apresentou 24% de positividade, enquanto que 100% das amostras coletadas no

Estado do Paré foram positivas.

Das amostras coletadas de bovinos, foi observada uma positividade de 31,6% para
soros, 50% para suabes e 71,1 % para crostas. Foram coletadas amostras clinicas
humanas (19 amostras) apenas nos Estados da Bahia e Minas Gerais,
correspondendo a 7% das amostras coletadas. Foi possivel detectar a presenca de
DNA viral em 100% das amostras dentre elas crostas e suabes. No entanto, nao foi

possivel detectar DNA viral em amostras de soro humano.

Tabela 5: Triagem molecular das amostras coletadas durante o periodo de
2010-2011, pela PCR Nested para o gene vgf

Estado Amostras Humano Bovino

UF positivo/total Soro Suabe Crosta Soro Suabe Crosta
BA 58/151 0/4 2/2 5/5 37/114 2/3 12/23
GO 30/51 0/0 0/0 0/0 12/30 0/0 18/21
ES 8/33 0/0 0/0 0/0 6/30 0/0 2/3
MG 10/21 0/1 5/5 0/0 0/0 3/7 11
PA 4/4 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 4/4

Total 110/260 0/5 717 5/5 55/174 5/10 37/52

Amostras positivas/total das amostras, relativo & amostra clinica e sua fonte, e

Estado de coleta da amostra.

Apenas amostras positivas na triagem pela PCR Nested para o gene vgf foram

utilizadas em analises posteriores.

6.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

6.2.1 Anélise do gene ha

Todas as amostras datadas de 2005-2009, positivas na triagem com o gene vdf,

foram submetidas a PCR para o gene ha, descrito por Trindade e colaboradores

(2008), a fim de identificar o grupo genético de VACV-BR mais prevalente nestas
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amostras. Das 58 amostras positivas para vgf, 38 (65,5%) foram identificadas como
pertencentes ao VACV-BR grupo 1, pois apresentaram amplificagéo nas reacdes 1 e
2 (Figura 15). Este resultado indica que estas amostras apresentam a delecéo de 18
nucleotideos no gene ha. As demais amostras coletadas entre 2005-2009 nao
apresentaram amplificacdo nas condi¢fes testadas, ndo sendo possivel identificar o

grupo genético dos virus contidos nelas.

U

3 6 7 4 15
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Figura 15: Deteccdo do gene ha em amostras clinicas coletadas durante surtos de vaccinia
bovina entre os anos de 2005 a 2009, utilizando set de iniciadores para o gene ha. Amostras de
crostas foram coletadas, processadas em PBS e submetidas & PCR utilizando conjunto de iniciadores
descritos por Trindade e colaboradores (2008). As PCR foram fracionadas em PAGE 8%, que foi
corado pela prata. Canaletas (1-3): Controle positivo (VACV-GP1V); canaleta (5): padrdao molecular;
canaletas (6-8): amostra bovina (Espirito Santo, 2005) negativa para o set de iniciadores para o gene
ha; canaletas (9-11): amostra bovina coletada na cidade de Lagoa da Prata/MG em 2009; canaletas
(13-15): controle negativo; Canaletas (4 e 12): vazias. Para cada amostra foi utilizado trés pares de
iniciadores (Tabela 3) e os tamanhos esperados dos fragmentos estdo indicados na figura.

Dentre as amostras coletadas entre 2010-2011, foram testadas para esta mesma
reacdo 07 amostras representativas de trés propriedades do Estado de Minas
Gerais, situadas nas cidades do Serro e Carangola; e 02 amostras de uma mesma
propriedade do estado do Para. Amostras de 02 propriedades de Minas Gerais,
obtidas durante um surto no municipio do Serro em 2011, apresentaram o perfil
genético de VACV-BR grupo 2 (Figura 16), enquanto que as amostras coletadas na
cidade de Carangola/MG e no estado do Parda, apresentaram o perfil de VACV-BR
grupo 1. Desta forma, de todas as amostras testadas, somente as amostras virais
coletadas no Municipio do Serro em 2011 ndo apresentaram a delecdo de 18

nucleotideos no gene ha.
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Figura 16: Deteccdo do gene ha em amostras clinicas coletadas durante surto de vaccinia
bovina na cidade do Serro em 2011. Amostras de crostas foram coletadas, processadas em PBS e
submetidas a PCR utilizando conjunto de iniciadores descritos por Trindade e colaboradores (2008).
As PCR foram fracionadas em PAGE 8%, que foi corado pela prata. Canaletas (1-3): amostra (crosta)
coletada de paciente (Serro/2011); canaletas (4-6): amostra (crosta) bovina (Serro/2011); canaletas
(7-9): controle positivo (VACV-GP1V); canaletas (11-13): controle negativo; canaletas (10 e 14):
padrdo molecular. Para cada amostra foram utilizados trés pares de iniciadores (Tabela 3) e os

tamanhos esperados dos fragmentos estéo indicados na figura.

6.2.2 Anélise do gene ati

O gene ati vem sendo utilizado na caracterizacdo molecular de VACV-BR devido ao
grande polimorfismo entre as diferentes amostras. Com excessdo da amostra SAV,
0os virus do grupo 2 apresentam uma grande delecdo neste gene. Todas as
amostras datadas de 2005 a 2009 foram testadas para a presenca do gene ati.
Todas as 38 amostras previamente identificadas como petencentes ao grupo 1 de
VACV-BR, através da analise do gene ha (item 5.2.1), foram positivas para a
presenca do gene ati. Além disso, das 20 amostras nao detectadas na andlise do
gene ha, 13 foram positivas para o gene at, ou seja, provavelmente pertencentes ao

grupo 1.

Dentre as amostras coletadas entre 2010-2011, foram selecionadas algumas de
cada Estado para a analise da presenca do gene ati . Foram selecionadas amostras
de 12 propriedades do Estado da Bahia (13 amostras analisadas), 04 de Goias (6

amostras analisadas), 04 do Espirito Santo (6 amostras), 03 de Minas Gerais (7
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amostras analisadas) e 01 propriedade do Estado do Par& (2 amostras analisadas).
Os resultados estao representados na Tabela 6.

Tabela 6. Analise da presenca do gene ati. Estao
representadas na tabela amostras coletadas durante o
periodo de 2010 e 2011

Estado Amostras Amostras
analisadas positivas
Bahia 13 4
Goias 6 4
Espirito Santo 6 1
Minas Gerais 7 6
Para 2 2

As amostras coletadas no Serro, Minas Gerais, identificadas como sendo do grupo 2
de VACV-BR (item 5.2.1), apresentaram 0 gene ati integro na regido analisada,
como visto apenas nas amostras SAV e VACV-WR. Para todas as demais amostras
identificadas como sendo do grupo 1 de VACV-BR, foi possivel detectar a presenca
do gene ati. A Tabela 7 sumariza as amostras em que foi possivel caracterizar o
perfil dos genes ha e ati de forma completa. De uma forma geral, foi possivel
observar que a grande maioria das amostras virais apresenta o perfil do grupo 1
considerando o gene ha, e apresenta o gene ati completo na regido analisada.
Todavia, algumas excecfes puderam ser observadas, como as amostras 63, 64 e

65, revelando possiveis polimorfismos nestes genes.

Tabela 7: Caracterizacdo do perfil dos genes ha e ati de amostras envolvidas em surtos de VB.
Estdo representadas na tabela todas as amostras coletadas no periodo de 2005 a 2009, positivas na
triagem molecular utilizando o gene vgf (amostras de 1 a 58), além de amostras coletadas em 2011

selecionadas para esta caracterizacao.

PCR ha
PCR

ID da Amostra Espécime Espécie  Ano/Periodo  Municipio/ Estado  PCR vgf ati
Genérico BVV  BVVnDel

1 Crosta Bovino 2009 Paraguacu/MG + + + - +

2 Crosta Bovino 2009 Paraguacu/MG + + + - +

3 Crosta Bovino 2009 Paraguacu/MG + + + - +

64



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Crosta
Crosta
Suabe
Suabe
Suabe
liquido vesicular
Crosta
Suabe
Suabe
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Suabe
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Suabe
Suabe
Crosta
Crosta
Crosta
Crosta
Suabe
Suabe
Crosta
Crosta
Suabe
Suabe

Suabe

Bovino

Bovino

Humano

Humano

Humano

Humano

Bovino

Bovino

Humano

Bovino

Bovino

Humano

Bovino

Humano

Bovino

Bovino

Humano

Bovino

Bovino

Bovino

Humano

Bovino

Bovino

Bovino

Humano

2009

2009

2008

2008

2008

2008

2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005

2005-2009

2005

2005-2009

2005

2005

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005-2009

2005

2005-2009

2005

2005-2009

2005-2009

2005

2005-2009

2005

2005

Paraguacu/MG
Paraguacu/MG
Argirita/MG
Argirita/MG
Argirita/MG

Argirita/MG

Lagoa da prata/MG

Espirito Santo
Espirito Santo
Espirito Santo
Espirito Santo
Espirito Santo
Espirito Santo
Espirito Santo
Espirito Santo
Serro/MG
Resplendor/MG
Serro/MG
Espirito Santo
Serro/MG
Serro/MG
Resplendor/MG
Espirito Santo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Serro/MG
Minas Gerais
Acaiaca/MG
Resplendor/MG
Resplendor/MG
Serro/MG
Bambui/MG
Acaiaca/MG

Espirito Santo
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39 Crosta - 2005-2009 Serro/MG + + + - +

40 Crosta - 2005-2009 Serro/MG + + + - +
41 Crosta Bovino 2005-2009 Resplendor/MG + + + - +
42 Suabe - 2005-2009 Espirito Santo + + + - +
43 Suabe Humano 2005 Serro/MG + + + - +
44 Crosta - 2005 Serro/MG + + + - +
45 Crosta - 2008 Espirito Santo + + + - +
46 Crosta Bovino 2005-2009 Minas Gerais + + + - +
47 Suabe - 2005 Serro/MG + + + - +
48 Suabe Humano 2005 Jequeri/MG + - - - +
49 Crosta - 2005 Serro/MG + + + - +
50 Crosta - 2005-2009 Minas Gerais + - - - +
51 Crosta Bovino 2005-2009 Resplendor/MG + - - - -
52 Crosta - 2005-2009 Espirito Santo + - + - +
53 Crosta Humano 2005 Serro/MG + + + - +
54 Suabe - 2005-2009 Serro/MG + + + - +
55 Crosta - 2005-2009 Minas Gerais + - + - +
56 Crosta Bovino 2005 Serro/MG + - + - +
57 Crosta Bovino 2005-2009 Minas Gerais + - - - -
58 Crosta - 2005 Serro/MG + + + - +
59 Suabe Humano 2011 Carangola/MG + + + - +
60 Suabe Humano 2011 Carangola/MG + + + - +
61 Crosta Bovino 2011 Pard + + + - +
62 Crosta Bovino 2011 Pard + + + - +
63 Crosta Humano 2011 Serro/MG + + + + +
64 Crosta Humano 2011 Serro/MG + + + + +
65 Crosta Bovino 2011 Serro/MG + + + + +

6.3 ISOLAMENTO VIRAL

Para o isolamento viral das amostras datadas de 2005-2009, foram selecionadas 23
amostras dentre aquelas cujos registros foram localizados e que foram positivas na
triagem por vgf, analise do gene ha e presenca do gene ati. Das amostras testadas,

9 (39,1%) foram positivas, apresentando efeito citopatico (ECP) tipico de uma

66



infeccdo por VACV em monocamada de CEF apo0s 24-48 horas de infeccdo. Ao
todo, foram isoladas 06 amostras virais provenientes de amostras bovinas, e 03 de
amostras humanas. Todas as amostras isoladas estiveram envolvidas em surtos no
estado de Minas Gerais, hos municipios de Paraguacu (2009), Argirita (2008), Lagoa
da Prata (2009), Resplendor (2008) e Serro (2005). Os espécimes clinicos foram
considerados negativos no isolamento somente apds a terceira passagem sem que

se observasse nenhum efeito da infeccéo viral na monocamada.

Para as amostras datadas de 2010-2011 foram utilizadas células BSC-40 para o
isolamento viral. Foi possivel realizar o isolamento viral de amostras provenientes de
todos os estados, a excecdo do estado do Espirito Santo (Tabela 8). No estado da
Bahia, foi feito isolamento viral de amostras humanas do municipio Mundo Novo
(2011). Em Goias, foi possivel isolar virus de amostras bovinas coletadas em duas
propriedades vizinhas envolvidas hum mesmo surto, no municipio de Vila Propicio.
Em Minas Gerais, foi feito isolamento viral em uma amostra humana coletadas
durante surto na cidade de Carangola (2011), e de humanos e bovinos coletadas
durante surto na regido do Serro (2011). No estado do Para foram isoladas duas

amostras virais de amostras bovinas envolvidas em um mesmo surto (2011).

Tabela 8: Amostras de VACYV isoladas de amostras coletadas entre
2010 e 2011 envolvidas em surtos de VB

n Fonte
Estado : Ano
amostras Humano Bovino

Bahia 2 2 0 2011
Goias 4 0 4 2011
Espirito Santo 0 0 0 2011
Minas Gerais 4 3 1 2011
Para 2 0 2 2011

N&o foi possivel isolar virus de amostras coletadas no estado do

Espirito Santo. n = nimero de amostras virais isoladas.

Para todas as amostras virais isoladas, foi realizada a purificacdo de placas virais.

No total, 26 clones foram obtidos e cada clone foi multiplicado em monocamada de
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células VERO, aliquotados e armazenados em freezer -80°C para os estudos

posteriores.

6.4 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Dentre as amostras analisadas, foram selecionadas 11 amostras para
sequenciamento e analise filogenética (Tabela 9). Estas amostras foram submetidas
a extracdo do DNA (Sambrook et al., 1989), seguida por PCR para os genes ha (Roop
et al, 1995) e ati (Meyer et al, 1997). Foram selecionadas duas amostras, dentre
aquelas datadas de 2005 a 2009, para sequenciamento, uma proveniente do estado
do Espirito Santo, denominada Espirito Santo virus 1 (ESV1) e uma do estado de
Minas Gerais, denominada Serro Bovino 2005 virus (SB2005V). As sequéncias do
virus ESV1 foram obtidas apds extracdo de DNA diretamente da amostra clinica, uma
vez que ndo foi possivel isolar virus desta amostra. Para as demais amostras, foi
realizada a extracdo do DNA do estoque semente de cada clone viral selecionado.
Dentre as amostras datadas de 2010-2011, foram selecionadas amostras
representativas de cada estado (Tabela 9). Foram obtidas sequéncias de

aproximadamente 750pb e 1570pb dos genes ha e ati, respectivamente.

Tabela 9: Amostras selecionadas para sequenciamento parcial dos genes ha e ati.

Nome da Amostra ID da Amostra Genes Estado/UF Fonte
Espirito Santo virus 1 ESV1 ha e ati ES Bovino
Serro Bovino 2005 virus SB2005V ha e ati MG Bovino
Mundo Novo virus MUNV ha e ati BA Humano
Goias virus 1 GOV1 ha e ati GO Bovino
Baixo Guandu 1 virus BGV1 ha e ati ES Bovino
Carangola virus CARV ha e ati MG Humano
Serro humano 1 virus SH1V ha MG Humano
Serro humano 2 virus SH2V ha e ati MG Humano
Serro Bovino 1 virus SB1V ha MG Bovino
Para virus 1 PARV1 ha PA Bovino
Para virus 2 PARV 2 ha e ati PA Bovino

As amostras ESV1 e SB2005V sdo amostras obtidas de espécimes clinicos coletados em 2005.

As demais amostras foram coletadas em 2011.
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6.4.1 Andlise do gene ha

A analise das sequéncias obtidas para o gene ha, revelou uma grande similaridade
entre as amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV1, CARV, PARV1 e PARV2
quanto as sequéncias nucleotidicas (nt), variando de 99,5 a 100%, e sequéncias de
aminoacidos (aa), variando entre 99,1 a 100%. Estas amostras apresentaram
grande similaridade com amostras do grupo 1 de VACV-BR, como por exemplo,
GP2V, S2V, MARV e ARAYV apresentando 99,2 a 99,8% de similaridade para nt e
99,1 a 100% para aa. PARV1 e PARV2 apresentaram 100% de similaridade entre si
para sequéncias de nt e aa. BGV1l, CARV e GOV1 apresentaram 100% de
similaridade entre suas sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos para o gene ha
(Figura 17).

As amostras SH1V, SH2V e SB1V apresentaram 100% de similaridade entre elas
para nt e aa, considerando o gene ha. Estas amostras apresentaram altos valores
de similaridade de nt (99,1 a 99,8%) e aa (98,7 a 99,5%) com amostras do grupo 2
de VACV-BR, como por exemplo GP1V, BAV, SAV e VBH. Enquanto que, para as
demais amostras sequenciadas, bem como para amostras do grupo 1 de VACV-BR,
as amostras SH1V, SH2V e SB1V apresentaram valores inferiores de similaridade
de nt (96%) e aa (93,2 a 94%) (Figura 17).
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nucleotidicas (valores em preto) e aminoacidos (valores em vermelho) do gene ha. Nas posices

6 a 16 se encontram as amostras analisadas neste trabalho.

70



O alinhamento das sequéncias analisadas, bem como de sequéncias de VACV
obtidas no GenBank foi feita utilizando o programa MEGA 4.0 (Figura 18). A analise
revelou a presenca de uma assinatura genética, consistindo de uma delecéo de 18
nt, nas amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV1, CARV, PARV1 e PARV2.
Esta assinatura é caracteristicas de todas as amostras de VACV-BR do grupo 1. As
amostras SH1V, SH2V e SB1V, bem como as demais do grupo 2 de VACV-BR, néo
apresentaram esta delecdo. E possivel observar uma delecdo de 15 nt presente

apenas em amostras vacinais, ndo compartilhadas com as amostras de VACV-BR.
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Figura 18: Sequéncia de nucleotideo do gene ha de amostras de VACV-BR e outras amostras
de VACV e OPV. O retangulo preto destaca amostras de VACV-BR isoladas durante este estudo. O
retdngulo vermelho destaca uma delecdo de 18nt, presente em todas as amostras de VACV-BR do
grupo 1 e amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV1, CARV, PARV1 e PARV2. As amostras
SH1V, SH2V e SB1V néo apresentam delecdo na sequéncia analisada. A regido representada
corresponde ao intervalo de nucleotideos 162249 e 162326 no genoma do VACV-WR (AY243312)

Baseada nas sequéncias nucleotidicas do gene ha, foi construida uma arvore
filogenética utilizando a metodologia de Neighbor-joinning, com valores de
significAncia baseado em 1000 replicatas (Figura 19). A analise da arvore
filogenética construida mostra que as amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1,
BGV1, CARV, PARV1 e PARV2 se agrupam com varias outras amostras de VACV-
BR, todas pertencentes ao grupo 1. As amostras SH1V, SH2V e SB1lV se
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agruparam juntamente com as amostras do grupo 2 de VACV-BR. A analise
filogenética corrobora com todos os resultados moleculares até aqui apresentados.
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Figura 19: Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene ha. As sequéncias
obtidas no presente estudo foram alinhadas com as sequéncias de outros OPV disponiveis no
GenBank, e utilizadas para a construgdo da arvore filogenética usando o método de Neighbor-
joinning, com valor de bootstrap de 1000 replicatas (MEGA 4.0). Em destaque (pontos pretos) as
amostras de VACV analisadas no presente trabalho. A linha azul indica amostras de VACV-BR

grupol e a linha vermelha indica amostras de VACV-BR grupo 2.
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6.4.2 Analise do gene ati

Como mais uma ferramenta de analise e comparacdo genética entre amostras de
VACV, sequéncias do gene ati de amostras estudadas neste trabalho,
compreendendo aproximadamente 1570pb, foram alinhadas com sequéncias de
outros OPV obtidas no GenBank, utilizando MEGA 4.0. A analise das sequéncias
revelaram uma grande similaridade de nt (99,6 a 99,9) e aa (299,3%) entre as
amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV1, CARV e PARV2. Estas também
apresentaram uma grande similaridade com amostras do grupo 1 de VACV-BR,
como MURYV, ARAV, PSTV e GP2V. Além disso, apresentaram valores inferiores de
similaridade de nt (£96,6%) e aa (£95,2%) com as amostras SAV e WR. As amostras
GP2V e ESV1 apresentaram 100% de identidade tanto para a sequéncias de nt
quanto para aa. GP2V apresentou também grande similaridade de nt (99,9%) e aa
(100%) com a amostra BG1V. A amostra SH2V apresentou baixos valores de
similaridade de nt (£96,6%) e aa (£95,2%) com as demais amostras sequenciadas
neste trabalho, e altos valores de similaridade com as amostras SAV (nt = 99%; aa =
98%) e WR (nt = 99,7; aa = 99,8). Nao foram obtidas sequéncias do gene ati da
amostra PARV1, SH1V e SB1V (Figura 20)

Amostras de VACY 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 SAV(DQS16056) ID  98.2% 98.0% 03.4% 932% 932% 034% 03,8% 03,6% 032% 02.6% 03.4% 034%  03.2%
2 WR(AY243312) 992%  TD  99.8% 04,8% 946% 94.6% 94.8% 05,2% 05,0% 04,6% 04,0% 04,8% 04.8%  04,6%
3 SH2V 99,0% 99,7%  ID  94.8% 946% 94.6% 94.8% 952% 095,0% 94,6% 94,0% 94,8% 94.8%  94,6%
4+ MUNV 95,9% 06,5% 964%  ID  99.7%  99.7%  ©9.5% 00,5% 09,7% 99.5% 98,3% 09,1% 99.1%  99,7%
5 BCIV 959% 96,5% 96,4% 99.8% ID  100.0% 99.7% 099.3% ©99.5% 99.7% 098,5% 99.3% 99.3%  100.0%
6 ESV1 95.0% 96.4% 964% 00.9% 999%  ID  99.7% 00.3% ©00.5% 99.7% 08,5% 099.3% 99.3%  100.0%
7 covi 05,0% 06,5% 964% 00.8% 99.8% 99.9%  ID  00.5% 00.7% 00.5% 083% 00,1% 00.1%  00.7%
8 CARV 96,1% 96.6% 96.6% 09.8% 99.7%  99.8% 99.8% D  09.7% 99.1% 097.9% 98.7% 98.7%  099.3%
9 SB2005V 95,9% 96,5% 964% 99.8% 99,7%  99.8% 99.8% 99,8%  ID  99.3% 98,1% 98,9% 98.9%  99,5%
10 PARVZ 96,0% 96,6% 96,5% 99,8% 99.9%  99.8% 99.8% 99,6% 99,6%  ID  98,3% 099,1% 99.1%  99,7%

{1 MURV(DQS160s9) 95:8% 96.4% 963% 0992% 99.2% 9920 99,2% 99,0% 99,0% 991% ID  987% 987%  98.5%
12 ARAV(DQs160s7) 96:1% 96.7% 06.6% 99.5% 09.5%  090.6% 99.5% 90.4% 99.4% 99.4% 995% ID  99.5%  99.3%
13 PSTV(DQSi6060) 96:0% 96.6% 96.5% 09.4% 09.4%  00.4% 99.4% 99.2% 99.2% 993% 994% 997% DD 99.3%
14 GP2V(DQsiGoss) 95:0% 96.4% 96.4% 099% 09.9% 100,0% 99.9% 99.8% 90.8% 09.8% 09.2% 99.6% 99.4% i)

Figura 20: Percentual de similaridade entre VACV, baseado nas sequéncias nucleotidicas
(valores em preto) e aminoacidos (valores em vermelho) do gene ati. Nas posi¢des 3 a 10 se

encontram as amostras analisadas neste trabalho.
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O alinhamento das sequéncias nucleotidicas das amostras analisadas neste

trabalho e de amostras de OPV obtidas no GenBank, revelou a presenca de duas

delecbes, de 21 e 12 pares de bases, respectivamente, compartilhada entre as

amostras do grupo 1 de VACV-BR e as amostras ESV1, SB2005V,
BGV1, CARV e PARV2 (Figura 21). As amostras
apresentaram esta delegao.
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Figura 21: Sequéncia de nucleotideo do gene ati de amostras de VACV-BR e outras amostras

de VACV e OPV. Os retangulos vermelhos destacam as delegbes de (A) 21 e (B) 12nt, presentes em
todas as amostras de VACV-BR do grupo 1 e amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV],
CARV e PARV2. As amostras SAV, WR e SH2V ndo apresentam delecdo na sequéncia analisada. A

regido representada corresponde ao intervalo de nucleotideos 135669 e 135909 no genoma do

VACV-WR (AY243312)
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Baseada nas sequéncias nucleotidicas do gene ati, foi construida uma arvore
filogenética, assim como para o gene ha, utilizando o método de Neighbor-joinning,
com valores de significancia baseado em 1000 replicatas (Figura 22). As amostras
ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV1, CARV e PARV2 se agruparam juntamente
com as demais amostras do grupo 1 de VACV-BR, especialmente & amostra GP2V.
Enquanto que a amostra SH2V se agrupou juntamente com as amostras WR e SAV,
corroborando com as analises de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas e

de aminoacidos.
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Figura 22: Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene ati. As sequéncias
obtidas no presente estudo foram alinhadas com as sequéncias de outros OPV disponiveis no
GenBank, e utilizadas para a construcao da arvore filogenética, Neighbor-joinning, com valor de
bootstrap de 1000 replicatas (MEGA 4.0). Em destaque (pontos pretos) as amostras de VACV
analisadas no presente trabalho. A linha azul indica amostras de VACV-BR grupo 1 e a linha

vermelha indica amostras de VACV-BR grupo 2.
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6.5 CARACTERIZACOES BIOLOGICAS

Considerando o perfil genético atipico das amostras SH1V, SH2V, e SB1V, isoladas
durante um surto na regido do Serro/MG no ano de 2011, foram realizados ensaios

in vitro e in vivo a fim de avaliar o fenoétipo destas amostras.

6.5.1 Ensaio de fendtipo de placa

Foram inoculadas em monocamada de células BSC-40 (item 4.10) as amostras
recém isoladas SH2V e SB1V, a amostra GP1V, como controle de VACV-BR do
grupo 2, a amostra GP2V como controle de VACV-BR do grupo 1, e WR, a amostra
protétipo dos OPV (Figura 23). Como controle negativo, a monocamada celular foi
inoculada com PBS. As amostras WR, GP1V, SH2V e SB1V apresentaram placas
de lise grandes e de tamanho similar entre si. Por outro lado, a amostra GP2V
apresentou placas de lise de tamanho menor em relacdo as demais amostras. Este
teste foi feito em duplicata, utilizando meio semi-sélido a fim de evitar a formacao de

placas satélites. Nenhuma placa de lise foi observada na monocamada inoculada

com PBS (dados n&do mostrados).

4.“.0. .-; b S e W o $o o
Figura 23: Ensaio de fen6tipo de placa em células BSC-40. GP1V (A); GP2V (B); SH2V (C); SB1V
(D) e WR (E). SH2V e SB1V (C e D) apresentaram placas de lise de tamanho grande, similar a GP1V,
membro do grupo 2 de VACV-BR e a amostra VACV-WR. A amostra GP2V (B), membro do grupo 1
de VACV-BR apresentou placas de lise de tamanho menor em relacdo as apresentadas pelas demais
amostras testadas.

6.5.2 Ensaio de viruléncia em camundongos Balb-C

Com o objetivo de analisar a viruléncia das amostras SH2V e SB1V em modelo
murino, grupos de 4 camundongos Balb-C foram inoculados pela via intranasal com
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10° PFU/10uL das amostras mencionadas. As amostras GP1V e GP2V foram
utilizadas para estudos comparativos de viruléncia. Grupo controle negativo foi
inoculado com PBS sob as mesmas condicfes. Apds a inoculacdo, os animais foram
pesados diariamente, e 0s sinais clinicos, quando presentes, foram registrados. Os
camundongos de todos os grupos foram mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia da UFMG, em gaiolas com microisoladores, e fluxo de ar

individualizado.

O grupo inoculado com PBS nado apresentou nenhum sinal clinico, e os animais
ganharam peso (média de 2,4 kg) gradualmente até o 12° d.p.i. (Figura 24; Figura
25.B). O grupo de animais inoculados com GP2V também né&o apresentou quaisquer
sinais da infeccado apresentando ganho médio de peso de 9,5% (2,14 kg) ao final

dos 12 dias de observacao (Figura 24; 25.D).

Todos os animais do grupo inoculado com GP1V apresentaram argueamento de
dorso, pilo-erecdo, edema de face e das patas (Figura 25.A) do 4° ao 12° d.p.i. Os
animais deste grupo apresentaram perda de peso do 4° ao 8° d.p.i (Figura 24).
Contudo, ao final dos 12 dias de observacdo, os animais deste grupo acumularam
uma perda média de 29,1% (média de 6.03 kg) do peso inicial. No 12° d.p.i um dos
animais do grupo desenvolveu lesGes nas patas, porém a causa destas lesdes néo
foi determinada. Esta lesdo apresentava sinais de ulceracédo e formacéo de crosta.
Uma possivel fonte dessa infeccdo seria o contato com as fezes ou maravalha

contaminadas, ou até mesmo brigas entre os animais.

Os animais infectados com SH2V apresentaram arqgueamento de dorso do 2° ao 12°
d.p.i. Demais sinais como pilo-erecdo, edema de face e patas foram observados do
4° ao 12° d.p.i (Figura 25.C). Os animais deste grupo apresentaram perda de peso
do 4° ao 8° d.p.i, semelhante ao grupo infectado com GP1V. A perda média ao final
dos 12 dias de observacao foi de 27,8%. No apice da infeccdo (8 d.p.i), a perda
média de peso dos animais infectados com SH2V (32,9%) e GP1V (32,4%) foi
bastante semelhante. Nao foi observado obito nos grupos de animais infectados com
SH2V e GP1V (Figura 24.B).
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Interessantemente, o grupo de animais infectados com SB1V apresentou
mortalidade de 25% no 5° d.p.i, e de 100% no 6° d.p.i (Figura 24.B). Os animais
chegaram a apresentar uma perda média de peso de 38,8% (Figura 24.A). Os
animais deste grupo manifestaram 0s mesmos sinais clinicos descritos para 0s
grupos GP1lV e SH2V, porém mais graves (Figura 25.E). Estes animais
desenvolveram também alopecia periocular e balanopostite, ndo observados nos

demais grupos.
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Figura 24: Variagdo absoluta da média diaria do peso (A) e curva de sobrevivéncia (B) de
camundongos Balb-C infectados pela via intra-nasal. Grupos de 4 camundongos foram
inoculados com 10° PFU/10uL das amostras GP1V, GP2V, SB1V e SH2V. O peso dos animais foi

monitorado por 12 dias. O grupo controle foi inoculado com PBS.
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Figura 25: Sinais clinicos observados apdés infec¢cdo de camundongos Balb-C com amostras
de VACV. (A) GP1V (B) PBS; (C) SH2V; (D) GP2V; (E) SB1V. Os sinais clinicos apresentados foram:
perda de peso, pilo-ere¢cdo, arqueamento de dorso, edema de face e patas (A) (C) e (E),
balanopostite e alopecia periocular (E). Os animais foram inoculados com 10° PFU/10uL de cada
amostra pela via intranasal.
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7. DISCUSSAO

Nos ultimos 12 anos, surtos de uma doencga exantematica afetando o gado leiteiro, e
eventualmente o homem, em varias regiées do Brasil, vém sendo frequentemente
relatados e associados ao VACV (Fonseca et al, 1998; Damaso et al, 2000; Fonseca
et al, 2002; de Sousa Trindade et al, 2003; Trindade et al, 2004, Leite et al, 2005;
Trindade et al, 2006a; Trindade et al, 2006b; de Sousa Trindade et al, 2007,
Medaglia et al, 2009; Trindade et al, 2009; Abrah&o et al, 2009a; Fernandes et al,
2009; Campos et al, 2010). Desde entéo varios grupos de pesquisa vém trabalhando
na deteccdo e caracterizacdo das amostras envolvidas nos surtos. Ja se sabe hoje
gue o VACYV circula em pelo menos 13 estados brasileiros compreendendo todas as
5 regides do Brasil. Neste trabalho é mostrada a diversidade genética existente entre
amostras de VACV envolvidas em diferentes surtos sem relacdo espacial e/ou

temporal.

Durante este trabalho, foram analisados dois grupos de amostras clinicas coletadas
em periodos diferentes. O primeiro grupo consistiu de amostras envolvidas em
surtos de VB nos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo durante o periodo de
2005 a 2009. Amostras deste grupo apresentaram uma positividade de 41% na
triagem feita utilizando PCR para o gene vgf. O segundo grupo consistiu de
amostras envolvidas em surtos ocorridos nos Estados da Bahia, Goias, Minas
Gerais, Espirito Santo e Para durante o periodo de 2010 a 2011, periodo em que
este trabalho foi desenvolvido. Amostras deste grupo apresentaram uma
positividade de 42,3% na mesma triagem, semelhante a observada para o primeiro
grupo de amostras. O armazenamento das amostras do primeiro grupo nao pareceu
influenciar a deteccéo viral pelo Nested-vgf. O método utilizado na triagem das
amostras, PCR-Nested para o gene vgf, é capaz de detectar até 1 ng de DNA viral
(clonado em plasmidio pGem-T) e apresenta uma sensibilidade de 94,4% para
amostras clinicas (Abrahdo et al, 2009b). Novas ferramentas utilizando PCR em
tempo real vém sendo desenvolvidas com o objetivo de aumentar a sensibilidade de

deteccéo de orthopoxvirus (Li et al, 2007; Trindade et al, 2008).

Trindade e colaboradores (2007), e posteriormente varios outros autores,
identificaram o agrupamento das amostras de VACV isoladas no Brasil em dois
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grupos geneticamente distintos (Figura 9). Desde o estabelecimento desta
classificacdo, varias amostras de VACV isoladas durante surtos no Brasil, vém
sendo caracterizadas e classificadas dentro destes grupos. Até o presente momento,
varios isolados vém sendo estudados a fim de avaliar a re-incidéncia ou o
surgimento de novas amostras de VACV circulantes no Brasil. Estes estudos tém
demonstrado que amostras de VACV, com perfil genético semelhante as demais
amostras de VACV do grupo 1, sdo os mais frequentemente isolados durante surtos
no Brasil, afetando tanto o gado leiteiro com o homem. Até o presente momento nao
se tinha relato de isolamento de VACV do grupo 2 em humanos. No entanto, ainda
pouco se sabe qual o impacto de uma infecgdo com este tipo de VACV para a saude

humana.

Neste estudo, foi mostrado que amostras de VACV do grupo 1 sdo de fato as mais
frequentemente isoladas durante surtos de vaccinia bovina no Brasil. Dentre 64
amostras avaliadas quanto ao perfil genético, utilizando reacdo de PCR para o gene
ha, capaz de discriminar amostras dos diferentes grupos de VACV (Trindade et al,
2008), 41 (64,1%) das amostras pertenciam ao grupo 1 de VACV, enquanto que
apenas 3 amostras (4,6%) pertenciam ao grupo 2. As demais amostras (31,2%) nao
tiveram seu perfil determinado, provavelmente por se tratarem daquelas datadas de
2005 a 2009, podendo ter sofrido algum tipo de degradacdo; e/ou devido a
sensibilidade desta reacao, inferior a utilizada na triagem das amostras, uma vez
gque a PCR para ha foi designada originalmente para reacdes em tempo-real.
Levando em conta que somente a reacao genérica de ha foi padronizada para PCR
em tempo-real nas condi¢des do Laboratério de Virus, optamos por realizar a reagao
do modo convencional. Todavia, assim que todo o set de deteccdo do gene ha
estiver padronizado, serd possivel testar as amostras negativas, assim como
comparar as sensibilidades entre o PCR em tempo real e o convencional,

considerando cada uma das reacoes.

Amostras de diferentes grupos de VACV-BR apresentam perfis genéticos também
distintos quanto ao gene viral ati. Amostras do grupo 1 apresentam grande
polimorfismo entre si, sendo este gene frequentemente utilizado em estudos
filogenéticos (Leite et al, 2007). Nas amostras de VACV-BR do grupo 2, com

excecdo de SAV, o gene ati estd quase totalmente deletado. Corroborando com a
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literatura, as amostras analisadas, classificadas através da analise do gene ha como
pertencentes ao grupo 1 de VACV-BR, apresentaram o0 gene ati integro na regiao
gue a PCR semi-Nested aqui apresentada foi projetada. Outras 13 amostras, cuja
classificacdo através da analise do gene ha ndo pode ser estabelecida, também
apresentaram o0 gene ati integro no genoma. Interessantemente, as amostras
identificadas como pertencentes ao grupo 2 de VACV-BR também apresentaram o
gene ati integro. O perfil contendo os genes ha e ati sem dele¢cdes € observado
apenas nas amostras SAV e WR. Este € o primeiro relato de amostras com este

perfil isoladas durante um surto de VB.

Esta PCR do tipo “semi-Nested” para o gene ati (item 4.12.3), foi projetada durante
este estudo, e designada como mais uma ferramenta de deteccdo e identificacao
preliminares de amostras de VACV-BR. As condi¢cbes da reacédo foram as mesmas
utilizadas para a reacdo de PCR-Nested para o gene vgf, modificando apenas as
temperaturas de pareamento dos iniciadores. Contudo, esta reacdo necessita ser
padronizada de forma sistematica, a fim de se determinar sua sensibilidade e

especificidade.

Diferentemente da deteccdo por métodos moleculares, o isolamento viral é
sensivelmente prejudicado pela manipulacdo e armazenamento inadequados das
amostras clinicas, que devem ser feitas em gelo e freezer -70°C, respectivamente.
As amostras do primeiro grupo (2005-2009) foram armazenadas em freezer -20°C
desde a data de sua coleta e processamento até o presente estudo. Mesmo assim,
de 21 amostras deste grupo selecionadas para o isolamento viral, foi possivel isolar
virus de nove (42,8%) amostras. Para o isolamento viral destas amostras foram
utilizadas células CEF. Os demais isolamentos foram feitos utilizando células BSC-
40 devido a indisponibilidade de ovos embrionados para preparacao de células CEF.
Destes isolados, 15 clones virais foram obtidos e mantidos em freezer -70°C para

estudos posteriores.

Do grupo de amostras datadas de 2010 a 2011 foram selecionadas 18 amostras
para isolamento viral sendo duas da Bahia, quatro de Goias, trés do Espirito Santo,
sete de Minas Gerais e duas do Estado do Para. Destas, 12 amostras (66,6%) foram

positivas, superior ao valor observado para as amostras mais antigas analisadas
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neste trabalho. O tempo de coleta e o armazenamento certamente contribuiram para
0 maior sucesso no isolamento viral a partir das amostras mais recentes. Nao foi
possivel isolar virus das trés amostras do Estado do Espirito Santo selecionadas
para o isolamento, provavelmente devido a baixa carga viral. Nao foi possivel isolar
virus de espécimes clinicos como soro e urina (provenientes do Estado de Minas
Gerais). Todos os virus isolados neste trabalho foram obtidos a partir de crostas ou
suabe de lesdo (humanas e/ou bovinas). Até o presente momento, ndo existem
relatos de isolamento viral a partir de amostras de soro ou urina de humanos ou

bovinos, mesmo sendo possivel a detec¢éo viral por PCR (dados ndo publicados).

Para sequenciamento e anadlise filogenética foram escolhidas duas amostras
datadas de 2005 a 2009, sendo uma de origem bovina, coletada durante surto
ocorrido em 2005 na regido do Serro/MG e uma de origem humana, coletada
durante surto ocorrido em 2005 no Estado do Espirito Santo. Deste ultimo néo foi
possivel isolar virus, sendo utilizado para sequenciamento o DNA viral extraido
diretamente da amostra clinica, assim como foi feito para a amostra BG1V, também
proveniente do Estado do Espirito Santo. O sequenciamento de amostras de VACV
€ uma ferramenta muito importante para estudos moleculares, mesmo quando néo é
possivel realizar o isolamento viral. Abrah&do e colaboradores (2010), caracterizaram
molecularmente amostras de VACV detectadas em espécimes de primatas da
floresta amazénica, sem realizacdo de isolamento viral. Para as demais amostras
analisadas no presente estudo foi utilizado DNA extraido de virus isolado para
sequenciamento dos genes ha e ati. Nao foi possivel sequienciar todos os clones
obtidos. Estes permanecerdo preservados em uma colecdo para estudos

posteriores.

Em estudos anteriores ja foi demonstrado que diferentes populacbes de VACV
podem co-circular durante um mesmo surto (Trindade et al, 2006) e até mesmo em
um mesmo hospedeiro (Campos et al, 2010). Tais evidéncias reforcam a importancia
de se caracterizar diferentes clones virais isolados durante um mesmo surto e
também de uma mesma amostra. Durante este trabalho foram isolados varios
clones, porém apenas um clone de cada amostra foi analisado devido ao curto
periodo de execucdo do trabalho. Contudo, os demais clones permanecerdo

armazenados em freezer -70°C para estudos futuros.
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Foram obtidas 11 sequéncias nucleotidicas para o gene ha (tabela 8). As analises
filogenéticas demonstraram que as amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1,
BGV1, CARV, PARV1 e PARV2 se agruparam com as demais amostras do grupo 1
de VACV-BR, enquanto que as amostras SH1V, SH2V, SB1V se agruparam com
amostras do grupo 2. As amostras PARV1 e PARV2 apresentaram 100% de
similaridade de nt e aa entre si, sendo visualizadas lado a lado na arvore filogenética
(Figura 19), sugerindo tratar-se de um mesmo isolado. Esta proximidade é esperada
entre amostras envolvidas em um mesmo surto, apesar da possibilidade de co-
circulacdo de mais de um tipo genético. A amostra BG1lV, CARV e GOV1
apresentaram 100% de similaridade de nt e aa para o gene ha, no entanto esta
perfeita identidade n&o foi observada para o gene ati. ESV1 se agrupou préximo a
SB2005V, amostras temporalmente relacionadas, apresentando homologia de
99,7% para sequéncia de nt. A amostra SB2005V, proveniente da regidao do
Serro/MG, apresentou homologia de 99,4% com a amostra Serro 2 virus (S2V),
amostras temporal e espacialmente relacionadas, revelando uma grande diversidade
de virus circulantes nesta regido. Outro resultado que reforca essa afirmagéo € o
agrupamento das amostras SH1V, SH2V e SB1V com as demais amostras do grupo
2 de VACV-BR. Estas amostras foram recentemente isoladas na mesma regido
onde foram detectadas as amostras S2V e SB2005V. Estes resultados corroboram
com estudos prévios (Trindade et al, 2006) e indicam mais uma vez que diferentes
amostras de VACV circulam em Minas Gerais. Todavia, 0 motivo pelo qual amostras
de VACV do grupo 1 sado mais isolados que amostras do grupo 2 ainda € alvo de
investigacdo. Uma possivel explicacdo para este fato seria que amostras do grupo 1
circulariam de forma silenciosa entre roedores, pois sdo menos virulentas,
permitindo que o virus seja eliminado pelas fezes destes animais de forma continua

e por um periodo prolongado na natureza (Ferreira et al., 2008).

O primeiro isolamento de VACV no Brasil ocorreu em 1963 no Estado do Para
(Lopes et al, 1965). A amostra circulante, isolada de um roedor silvestre, foi
denominada BeAn 58058 (BAV). Apos 48 anos uma nova amostra de VACYV, isolada
durante surto de VB, apresentando um perfil genético diferente de BAV, foi isolada
no Estado do Pard e denominada PARV (PARV1 e PARV2). Nado se sabe quando

nem como esta amostra foi introduzida nesta regido. Estes dois isolados
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demonstram a potencialidade de co-circulacao de diferentes amostras de VACV em
uma mesma regido, mas os impactos para a saude humana e animal ainda s&o

desconhecidos.

A andlise das oito sequéncias obtidas para o gene ati (Tabela 8) novamente
demonstra o agrupamento das amostras ESV1, SB2005V, MUNV, GOV1, BGV1,
CARV, e PARV2 juntamente com amostras de VACV-BR do grupo 1 (Figura 20).
Todas as amostras analisadas apresentaram similaridade de nt acima de 99,8% com
a amostra GP2V, sendo observada 100% de similaridade entre GP2V e ESV1.
Devido ao grande polimorfismo observado nas sequéncias do gene ati entre
diferentes isolados de VACV, foram observados valores de similaridade de nt e aa
inferiores aos observados para 0 gene ha, sendo esta uma ferramenta importante

para o estudo filogenético de amostras de VACV-BR.

ApOs analise do gene ati, foi observada uma sub-divisdo entre as amostras do grupo
2 de VACV-BR. Amostras como SAV e WR apresentam o gene ati mais integro,
enguanto outras amostras apresentam uma delecdo quase total deste gene, como
por exemplo VBH, GP1V e BAV. As amostras isoladas durante surto na regido do
Serro/MG em 2011 apresentaram o mesmo perfil de SAV e WR. Assim, foram
selecionadas as amostras SH2V e SB1V para ensaio de fendtipo de placa em
monocamada celular e ensaio de viruléncia em camundongo. Amostras do grupo 2
de VACV-BR geralmente provocam grandes placas de lise em monocamada celular
quando comparadas as provocadas por VACV-BR do grupo 1. As amostras
analisadas neste trabalho também formaram grandes placas de lise em
monocamada de células BSC-40. Esta caracteristica pode ser associada a viruléncia
em modelo murino, uma vez que o tamanho da placa de lise em monocamada
celular esta relacionado a capacidade de disseminacédo viral. E tal associacéo foi
comprovada em teste feito em camundongos. O isolado SH2V apresentou 0 mesmo
perfil de viruléncia da amostra GP1V, o que reforca a sua classificacdo dentro do
grupo 2 de VACV-BR. Interessantemente, a amostra SB1V se mostrou mais
virulenta que as demais analisadas, com uma taxa de mortalidade de 100% nas
condic¢Oes testadas. Este resultado necessita ser confirmado para garantir a exatidao
dos dados aqui apresentados. Caso seja confirmado, outros genes de viruléncia e

imunomodulacdo devem ser analisados com o intuito de explicar tal variacdo nos
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perfis de viruléncia de SH2V e SB1V. O presente estudo apresentou resultados
divergentes aos dados apresentados por Ferreira e colaboradores (2008),
considerando a mortalidade associada a amostra GP1V. Entretanto, considerando a
morbidade associada a inoculacdo intranasal de GP1V, observamos sinais clinicos
muito similares aos descrito por Ferreira e colaboradores (2008), incluindo perda de
peso, pilo-erecéo e arqueamento de dorso.

O estudo do polimorfismo entre as diferentes amostras de VACV isoladas abre as
portas para estudos envolvendo a genética evolutiva destes isolados, a patogénese
e até mesmo métodos de controle antivirais. O VACV encontra-se amplamente
distribuido em todo pais, e cada vez mais, diferentes variaveis vém sendo inseridas
nesta equacdo. Uma vigilancia epidemiolégica mais ativa se faz importante, porém
ndo mais que os estudos que visam revelar a real diversidade deste virus. Com
essas medidas supracitadas, poderemos avancar na descoberta da (s) origem (s) do

VACYV no Brasil, e o motivo pelo qual este virus se tornou endémico no Nosso pais.
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8. CONCLUSOES

1-

Diferentes amostras de VACV circulam no pais: baseado nos genes ha e ati,
foi possivel observar diferencas entre as diversas amostras analisadas,
variando desde substituicdes pontuais, até blocos de delec¢des de dezenas a

centenas de nucleotideos.

Amostras de VACV pertencentes ao grupo 1 sao mais frequentemente
isoladas que amostras do grupo 2. As causas bioldgicas e/ou metodoldgicas

deste fato ainda nao foram elucidadas.

O presente trabalho fornece as primeiras andlises de sequéncias
nucleotidicas obtidas de VACYV isolados na Bahia e Espirito Santo. De uma
forma geral, os resultados aqui apresentados demonstraram que amostras de
VACV-BR do grupo 1 encontram-se hoje circulando nestas regifes, assim
como no estado de Goias. Uma possivel fonte destes virus poderia ser o
trdfego de animais entre estas regides e o estado de Minas Gerais, que
apresenta um grande rebanho leiteiro, e onde o VACV é endémico. Outra
possivel fonte seria o0 meio silvestre, onde a circulacdo do VACV ja foi
demonstrada. Contudo, a participacdo da vida silvestre nos surtos de VB
ainda nao foi estabelecida e permanece em estudo.

As amostras SH1V, SH2V e SB1V foram identificadas como novas amostras
pertencentes ao grupo 2 de VACV-BR. Este grupo é constituido por amostras
que nao apresentam uma delecdo de 18nt no gene ha, uma assinatura
molecular dos VACV-BR grupol, além de induzirem a formacgdo de grandes
placas de lise em células BSC-40, e também por serem virulentas para
camundongos quando inoculados pela via intranasal. Os isolado SH1V e
SH2V sao especialmente importantes por se tratarem das primeiras amostras

deste grupo a serem isoladas de um pacientes humanos.
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