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RESUMO

A vaccinia bovingVB) é uma zoonose uaada peld/accinia vius (VACV), que afetavacas
leiteiras e seusordenhadores, causando impactos econdngcnasaude publica animal A
apresentacao clinica da doenceaéacterizada pela presencalelgbes localizadas na pelesdo
individuos afetadosEm bovinosndo existem estudosobre a patogénese da doenca que
descrevam a forma de disseminacao do virus, bem como suas @asr@gfio Este trabalho

teve por objetiveestudar aocorrénciade viremia e daxcrecdodo VACV nasfezesde vacas
experimerdélmente ifiectadascom estevirus Para tanto, €z vacasmesticas,em lactacgéo,
sorologicamente negativas para o VACV foram utilizadass Teébs de cada vaca foram
escarificados utilizandtixa e inoculadas cori0® UFP/50uL de VACV, amostraGuarani P2.
Osanimais foramacompanhados e coletadanostras de sangue e fedesante um periodde

67 diasposinfeccao(d.p.i.), quando foram entéo divididesn dois grupos de tratamengendo

um submetidcareinfecgéce o outrcdimunadepressaorodos os animaidesenvolveram lesdes
compativeis cona VB (papulas, vesiculas e Ulcerab)esmo apos a resolugdo das lesdes
DNA viral foi detectadano sangue e em tecidbisféidese de forma intermitente prolongada

nas fezeslos animaisaté o ultimo dia de colet67° diapodsinfeccad, demonstrando que a
infecgdo causada pelo VAG&prolongadaA deteccéo dearticulas virais infecciosams fezes
sugereque essa via dexcrecaseja uma forma de disseminagéo do virus no ambiente, podendo
favorecer a transmissdo YACV dentro e entre propriedaddsfeccdes do VACV em bovinos
estdo associadas a infeccao de células epiteliais e caliciformes no intestino, e em osaeréfag
linfécitos em tecidos linfidles. Os animais infectados e posteriormente imunodeprimidos
expermentalmente, voltaram a apresentar DNAnemia e permaneceram eliminando o VACV nas
fezes com uma tendéncia a um aumento nesteecéo podendo sugerir que exista algum
mecanismo de persiténaia infeccdo do VACV em bovinos e que este seja influenciado pelo
sistema imunoldgicoOs animais reinfectados pelo VACV voltaram a apresentar lesées nos
tetos e DNAnemiaEste estudalemonstranovas evidénciade quea infecgédo d VACV em
bovinosseja sistémica prolongadae que ocorraxcrecawiral nas fezes.
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ABSTRACT

Bovine vaccinia (BV) is a zoonosis caused/bgcinia virus(VACV), which affects dairy cattle

and milkers, and causing economical, animal and human health impacts. By tleal clini
presentation of the diseadeseems that BV is a locadid disease, with lesions restricted to the

skin of affected individuals. But there are no studies about the pathogenesis of the disease in
cows to access if there is a systemic spread of the virus and if there are different ways of VACV
shedding.This workhad the objective to study if occurs viremia and VACV shedding in the
feces of VACV experimentally infected cows. this end, ten crossbred lactating cows,
serologically negative for VACV, were used. Three teats of each cow were scarified using
sandpaper followed by inoculation of f0UFP/50uL of Guarani P2 (GP2V) strain of VACV.

All animals were monitored dailgnd blood and feces samplaesre collected fo67 days post
infection (d.p.i.) After this period, all animals that were previously infectedendivided in two
treatment groups: rénfection or immundeppression. All animals developed lesions
compatible with VB (papules, vesicles and ulcers), and even after the resolution of the lesions,
viral DNA was detected in the blood and lymphoid tissusswell as an intermittent and
extended detection of VACV DNA in the fecagil the last day of collection6f day post
infection),suggesting that VACV infection is chranidie detection of VACV viable particles in

the feces suggests that this is a paesroute of viral shedding in the environment, which may
favor VACV transmission within and among properti8ACV infections in cattle are
associated with infection of epithelial cells and goblet cells in the intestine, and macrophages
and lymphocytesni lymphoid tissuesin the animals experimentally infected and then
immunodepressigivACV DNAnemia and DNA detection in feces were observed even before
the immundepressive treatment. There was a tendency to an increase in DNA detection in the
blood and é€ces after the treatment, suggesting that there is some mechanism of VACV
persistent infection in cattland that this is influenced by the immune systéhe groupof
animals that were reinfected by VACV, presented lesions in the teats once more, ahd VAC
DNAnemia was observed. This study showed new evidence that VACV infection in cattle is
systemic, has a chronic course and that there is viral shedding on the feces.
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1- INTRODUCAO

A express«o fAvarzol a
utiizada para desever uma enfermidade
vesicular e exantematica, caracterizada p
lesBes cutaneas no Ubere e tetos das vacas.
Existem trés diferentes tipos de poxvirus
gue podem estar envolvidos na sua
etiologia: Cowpoxvirus e o Vacciniavirus,
pertencentes ao génerd@rthopoxvirus
(OPV) e o Pseudocowpox virus,
pertencentes ao génerdParapoxvrus
(Breman eHenderson, 2002).

O Cowpox vrus (CPXV) é considerado
exotico no Brasil possuindo distribuicdo
restrita ao continente europea Asia
Central Apesar de sualenominacgaoser
basead nas lesbes cutane@ausadas nos
bovinos, sets reservatéris naturas sao
roedores selvagens. InfecgBes naturais e a
manifestacdo clinicacorrem em bovinos,
humanos, gatos domésticos, roedores
criados comapets e em outros mamiferos
criados em cativeiros de zooldgicos
(Essbauer et al., 2010

O Pseudocowpox virus(PSCV) tem
distribuicdo mundial, sendo a infeccao
humana conhecida como nédulo do
ordenhador (Lewigones, 2004)Esse virus
causa lesfes clinicamentemelhantesas
produzidas pelo®PV, entretantcaslesdes
saorelativamentemais indoloresdo que as
causadas pelos ORVewis-Jones, 2004)

O Vaccinia vius (VACV) foi utilizado nas
décadas de 50 a 70 comeirus vacinal na
campanha mundial de vacinacdo contra a

variola humana, promida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
tendo fundamental importancia na
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erradicacdo do virus da variola humana
(Smallpo®y no mundo em 1980 (Breman et
&.,01980) nExteetar®, ngesmn wameorfim da
vacinacdo ha mais de 30 anos o VA@vh
sido constantaenteisolado e caracterizado
como 0 agente causain surtos envolvendo
bovinos e mmanosque vem ocorrendo no
Brasil desde o final da década de Bérios

et al., 1999; Damasco et al., 200@; Souza
Trindade et al., 2003; NagasSaugahara et
al., 2004; Loklto et al., 2005; Madureira,
2009).

Na maioria dos diagndsticos laboratoriais
desses surtos chegea a conclusédo de se
trata de um OPV, mais precisamente um
VACV. Assim temse utlizado para
denominacdo desta enfermidade a
exXxXpress«o: AMBL c2 ni a

As lesdes causadas pelnfeccdo desse
virus se apresentam nas formas
proliferativas, ulceradag/ou em crostas.
Quando os virus atingem a petes tets e
mais raramente no Uberdpicia-se 0
desenvolvimento de um eritema cutédneo
caracterizado pe aparecimento de
pequenas manchasvermelhadas, com
posterior formacdo de edema subcuténeo
(papula), que evoluem para vesiculas, as
quais tendem a ulcerar, seguida pela
formacdo de crostas escuras, que terminam
por cicatrizar dentro de 15 a 20 dias
(Lobao et al., 2005).

A transmissdo desta enfermidade entre os
animais ocorre principalmente através das
maos dos ordenhadores ou equipamentos de
ordenha mecéanicacom a penetracdo dos
virus por solugbes de continuidade em
lesBes préxistentes nas tetas eefb das
vacas (e SouzaTrindade et al., 2003).
Entre fazendas, a doenca é transmitida por
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lactacdo om umVACYV isolado de vacas
doentes destado de Minas Geraigisando
obter, com maior segurancanformacoes
sobre a patogenia da VB em relagdo a
distribuicdo do virus em tecidos e a
excrecaoviral, desde o primeiro momento

introducdo de animaisinfectados no
rebanho etambém porordenhadores que
ordenharam animais doentes em outras
propriedades. Acreditse que a
manipulacdo de latdesontaminados possa
servirtambémcomo fonte de disseminacao

viral (Madureira, 2009) Reservatoérios
naturais também podem sessponsaveis
pela manutencdo eirculacdo viral na
naturezgAbrah&o et a).2009).

A proposta destérabalhosurgiu devido a
dificuldade derealizar estudosos animais
naturalmente infectadpgrincipalmente a
realizacdo deoletas de amostrasas fases
iniciais da doeng¢aD atendiment@osfocos
ocorre geralmente dias depois quea
infeccdo se instalou na
frequentementeuandoas lesdes ja estam
fase de cicatrizazdg comprometendo o

fazenda,

da infecc@oalémda fase agual e da fase de
convalescéncia da doenca

2.REVISAO DE LITERATURA
2.1- Classificacao

A familia Poxviridae possu duas
subfamiliasclassificadasde acord com o
espectro de hospedeiros,subfamilia
Chordopoxvirinae, que infectam
vertebrados; e subfamila

Entomopoxvirinag que infectam insetos
(FiguralA).O VACV pertencea subfamilia
considerado

acompanhamento dos eventos ocorridos nas Chordopoxvirinae,sendo
fases iniciais da doenca, periodm que protétipo do géneroOPV (McFadden
provavelmente possa ocorrg a maior 2005) que ainda possue como integrantes o
excrecaoviral. Por vezes as informacdes Variola virus (VARV), Cowpox virus
em relagcdoao dia da infecqd e sobre o (CPXV), Monkeypox virus (MPXV),
curso da doenca séo imprecisas e de pouca Ectromelia virus(ECTV), Camelpox virus
confiabilidade. Além distonem todos os (CMLV), Raccoonpoxyvirus, Taterapox
produtores concordam em abrir sua virus andVolepox virugFigura 1B)(Moss,
fazenda para a equipe de pesquisa. 2007). Entre os OPY além doVACV, o
VARV, MPXV e o CPXVtambémpodem
ser patogénicos ao homd@hapman et al.,
2010)

Este trabalho t& cono objetivo promover
a infeccdo experimental de vacas em
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A Poxviridae

Entomopoxvirinae

Chordopoxvirinae

B Orthopoxvirus

R
—

Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus 'O’
Alphaentomopoxvirus (Anomala cuprea entomopoxvirus)
Betaentomopoxvirus (Amsacta moorei entomopoxvirus 'L’)

Unclassified (Crocodile poxvirus)
_|: Avipoxvirus (Canarypox virus)
Avipoxvirus (Fowlpox virus)
Molluscipoxvirus (Molluscum contagiosum virus)

Squirrel poxvirus

Parapoxvirus (Orf virus)
Yatapoxvirus (Yaba monkey tumor virus)
Leporipoxvirus (Myxoma virus)
Cervidpoxvirus (Deerpox virus W-848-83)
Suipoxvirus (Swinepox virus)
Capripoxvirus (Sheeppox virus)

Orthopoxvirus (Vaccinia virus)

Ectromelia virus
Cowpox virus (strain GRI-90)

Vaccinia virus

Monkeypox virus

Camelpox virus

Taterapox virus
Variola virus

Cowpox virus (strain Brighton Red)

[
|

Raccoonpox virus

Volepox virus

Figural - Diagramas filogenéticos. (A) Principais virus integrantes das subfamilias dos Poxvirus. (B)
Virus integrantes do género dosthopoxvirus Fonte:Duraffoure colaboradores (2011)

2.2 - Caracteristicas do VACV

Estruturalmente gqndes e complexoxs
virus pertencentes a famili®oxviridae
apresentase em forma ovoide ou de tijolo,
com corpusculos laterais quando particula
madurae pesenca de envelope&ao os
maiores virusnimaisconhecidos, medindo
em meédia 300 x230 nandmetros n(m)

(Fenner, 2000).
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As particulas virais dos diferentes géneros
apresentam pequenas diferencas entre si,
entretanto as do género OPV sédo
indistinguiveis (Fenner, 2000 Henderson,
2002, sendo o virion do VACV
morfologicamentena forma de um tijolo
(Figura B) com dimensdes dg60x 270x

250 nm A particula contém mais de 100
proteinas distribuidas em quatro estruturas
distintas: cerne, corpuscuslo laterais
membrana e envelopgMoss, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duraffour%20S%22%5BAuthor%5D

Corpusculo
Lateral
Tubulo de A
Superficie

Envelope

" Membrana do

Membrana

Cerne

Figura 2 - Morfologia e estrutura do VACV. (A) e (B) Paila de VACV oriunda de uman@stra
brasileira, visualizadpor microscopia de forca atbmica. (C) Rey@mtacao esquematica de um poxvirus.
Fontes: Fener, (1989 e de Souza Trindadecolaboradores2007b) - modificad.

O cerne é a estrutura mais interna da do genoma existem sequéncias idénticas
particula viral contendoo genomae as denominadas regibes terminais invertidas

enzimas com espessura de 5 nm. (ITRs).

As ITRs sdo sequéncias de

Lateralmente a ele ficamsituados os fundamental importancia, pois codificam
corpusculos laterais. A membrana externa, varios genes responsaveis pelas interacdes
de origem celular, é formada por uma virushospedeiros e pelos mecanismos de
bicamada lipoprotéica e circunda o cerne. patogénese (Gubser et al., 2004).

Elementos tubulares, de 7 ndenominados

tibulos de superficie cobrem a membrana O genevgfvem sendo utilizado em diversos
externa e saos responsaveis por indugim estudos de diagnéstico e caracterizacao viral
a producdo de anticorpos neutralizantes para isolads de VB em surtos brasileiros
durante uma infeccdoUma membrana (de Souzdarindade et al., 2003; Leite, et al.,
adicional, denominada envelope, de natureza 2005; Trindade et al., 2006Este gene é
lipoprotéica, pode ser vista em algumas extremamente conservado entre éno

paticulas, externameni@&igura Z) (Buller dos OPV,codifcendoa pr ot e2 na dfato

e Palumbo, 1991). crescimento do Wha CVo (V(
proteina glicosilada de22 a 26 KDa,

2.3 - Estrutura do genoma exclusiva dos virus estegénero(Yang et

al., 2005) A secre¢cdo de VGF parece

O genoma doVACV consiste de uma  estimular

0 crescimento e a atividade

molécula linear de DNA dupla fita com, metabdlica de células nao infectadas
aproximadament{e200 genesAs sequéncias  consequentemente, facilita a disseminagéo
de DNA localizadas na porgdo central do do virus durante a infec¢éo (Buller et al.,

genoma sdo conservadas e essenciais para d988).
replicagéo viral, codificando principalmente,

para proteinas s#ruturais e enzimas O geneha codifica ahemaglutinina (HA)
envolvidas no metabolismo do &cido queé umaglicoproteinade superficieque
nucléico (Esposito e Knight, 1985). Nas esta presentenas particulas virais e nas
regideslocalizadasnas duas extremidades células infectadas paodos os OP\(Smith,
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1993) O geneha ndo € essencial, mas pode de infectar diferentes tipos detlulas e/ou
influenciar na viruléncia viral (Rwp et al., hospedeiros (Flores e Kreutz, 2007).

1995). Este gee vem sendo utilizado como A penetracawiral ocorre comum dos dois
marcador molecular dos OPV, por tipos de partidas infecciosas: virus maduro
apresentar blocos de dele¢cdes que (MV) (Figura 3) ou o virus extracelular
caracterizam espécies ou grupos de amostras(EV), através ddusdo entre as membranas.
virais. A andlise das sequéncias obtidas O DNA viral é entdo liberado para o
referentes ao gerfeamostraram a existéncia citoplasma,onde ocorre a sua replicacao
da deledo de 18 nucleotideos na por¢cdo para posteriormente serinserido em
final do gene, presente em diversas amostras particulas virais.O processo de expressao
de VACYV isoladas durante surtos de VB no génica € caracteado pela transcricdo
Brasil. De acordocom essa marcacdo temporal de trés classes de genes (genes
molecularfoi possivel agrupar as amostras precoces, intermediarios e tardiosps
brasileiras em dois grupos. O grupo 1 em proteinas premces participam do
que o virus GP2\éstéa inserido, apresenta a desnudamento completo do genoma, na sua
delecdo desita, enquanto o grupo 2 possui replicagdo e na transcricdood genes

a sequéncia dos 18 nucleotideos no dene  intermediarios, cujo®RNAmM sao traduzidos

(de Souza Trindade et al., 2007 em proteinas. As proteinas intermediarias
estdo envolvidas principalmente  na
2.4- Multiplicacao viral transcricdo dos genes tardios, e pagdon

das fases finais de replicac&@solucéo e
A multiplicacdo ocorreno citoplasma das  separacao das molécufilbas de DNA). As
células infectadas, diferentemente da proteinas tardias fazem parte da estrutura
maioria dos virus de DNA. Esta virica e participam da morfogénese dos
caracteristicarelacionase a presenca na  nudcleos virais, que adquirem o envelope
particla viral de todas as enzimas pelo brotamento no aparelho de Golgi
necessarias para a transcrigé@plicacaodo (empaotamento) e sao liberados da célula.
genoma viral goroducdo e modificacdo dos Alguns fatores de transcricdo de genes
RNA mensageiros (RNAmpara sintese de  precoces sado sintetizados tardiamente na

suas proteinas, 0 €qu 0s tornou infeccdo e adicionados nas particulas virais
independentes do nucleo celular (Moss, para serem utilizados no inicio do proximo
2007). ciclo de infeccagMoss, 2007)

O ciclo tem inicio com a adsorg&o viral na A primeira forma infecciosavisualizadgpela
membrana da célula hospedeira. Diferentes microscopia eletrbnica é MV, que é
glicoproteinas virais (A21, A27, D8, F9, G9 liberado apenas quando ocorre a lise celular.
H2 e H3) parecem estar envolvidas na Uma fragdo menor d&V é transportada
formacdo do complexo de fus@enetracdo para a periferia da célula e adguiuas

(Moss, 2005; Ojedaet al., 2006). A membranas adicionais a partir do aparelho
capacidade de utilizar mais de um receptor de Golgi para formar oims envelopado

para iniciar a infeccdo pode representara (WV). O WV entdo funde sua membrana
vantagen evolutiva, pois oferece aosrw$ externa com a membrana plasmética da

guepossuenessa capacidade a possibilidade célula e é liberado no meio extracelutzom
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duas membranas sendo chamado agora dea célula. As particulas associadas com o0s
virusextracelular EV). As particulagieEV, filamentos de actinasdo referida como
apesar de representarem apenas uragrex particlulas virais associasla célulagMoss,
percentual das particulas virais totais sdo 2007)

essenciais para a disseminacdo do virus

dentro do hospedeiro durante uma infeccdo Durante a evolucdo d&/ACV e outros
(Doceul et al., 2010)Alternativamente, o OPV, diversos mecasimos para induzir um
WYV pode fundir sua membrana externa com estado proliferativo em células infectadas e
a membrana plasmética, mas permanecem em células vizinha®ram criadosincluindo
ass@iados com a célula.Quando isso o VGF, uma proteina viral homdloga ao
ocorre, uma proteina viral AB6) € fator de crescimento epidérmico (EGF) de
fosforilada, induzindo a nucleacdo de mamiferos (Andrade et.aR004). Quando o
mondmeros de actina para formar caudas de VGF ligase ao receptale EGF(EGFR)da
actina abaixo da particuldral. Estas caudas  célula ocorre aativagdoda proliferacao elo

de actina impulsionam a particula viral para estado antapoptético na célujdacilitando
células vizinhas o que fornece um a disseminacéo do vir@§zahar et al, 1998)
mecanismo direto ddisseminacao deélula

@ ADSORCAO
PENETRACAO
YLULAR

§ REPLICACAO DNA %§

DESENCAPSULAMENTO

&, O MONTAGEM
< VIRAL
O 9 MORFOGENESE

TRANSCRIGAO
INTERMEDIARIA

COMPLEXO DE GOLGI
Empacotamento

2

Figura 3 - Esquema do ciclo de replicacdosdpoxvirus. Fonte: Kroon ecolaboradores 201l -
modificado.

2.5 - Importancia histérica e saude Jenner retirou pequena quantidade de

publica materialdas méos de uma camponesan
lesbes de variola bovirincculou em um

A origem da palavra vaccinia faz referéncia garoto de oito anos. dn o tempo,

a palavra vacinapor sua vez originada da constatotse que a crianca havia se tornado

palavra vaccinus de vacca (vaca), em imune a variolahumana Jenner realizou
latim. Em 1796, o médico giés Edward esse exgrimento apds observar que pessoas
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antes infectadas com virus da variola
bovina (bem mais brandadlificiimente
manifestavam a variola humana
descobrindo assima vacina contraess
enfermidad€Ferreira, 2006)

O VACV tem grande importancia histéria
nasaulde publica, pois durante décadas

0 virus utilizado na producdo da vacina
contra a variola humana, doenca grave
causada pel¥ARV e declaradeerradicada
do mundoem 1980pela OMS O VACV

foi usado como virus vacinal por oferecer
protecdo cruzada otrao VARV, além de
ndo produzir lesdes generalizadas
apresentar menor viruléncia queVARV
(Fenner, 2000).

Diversas amostras de VACV foram
utilizadas na producdo destasvacinas:
amostras das linhagens Lister, originada do
Lister Institute, na Inglatea, e da linhagem
New York City Board of Health, originada
do Laboratério WyethRadnor, nos Estados
Unidos Além dessas, outras amostras
foram utilizadas na China e na india
(Henderson e Moss, 1999, citado por
Ferreira, 2008. No Brasil, o Instituto
Butantd em Sa®aulo produziu milhdes de
doses de vacina com a linhagem VACV
Lister, procedente da Inglaterra, sendo este
virus denominado aqui como ListButanta
(Lanna, 1980). No Rio de Janeiro a
producao de vacinas utilizando a amostra de
VACV-IOC do Irgtituto Oswaldo Cruz
também foi amplamente utilizada durante a
campanha de vacinagdo no Brasil (Damaso
et al., 2000).

Entretanto, com a erradicacdo da variola
humana, a vacinacdo utilizando o VACV
foi suspensa Atualmente a vacinacdo
apenasé recomendadaapa profissionais
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que trabalham em laborais,
manipulando estes agentes, alématipins
grupos de risco como profissionais da area
de saude e militares, nos Estados Unidos e
em alguns paises da Europdevido ao
receio de bioterrorismo(Hugles et al.,
2011).

O VACV também tem importancia histéria
como vetor de expressdo na producdo de
vacinas para raiva A primeira vacina
utilizando um poxvirus recombinatéoi
feita como VACV, contendo o gene da
glicoproteina gG) do virus da raiva. Este
vetor foi construido a partir da insercéo do
cDNA da gG do virus da raiva no local do
gene da timidina quinasem amostras
Copenhagem do VACVEssa vacinaem
sido utilizada para a imunizagéoral de
raposas e outros carnivoros de vida livre
contra a raiva, a partiredl987, na Bélgica,

e tem propiciadoo controle e até mesmo a
erradicacdo desta doeneen varios paises
europeugCanal, 2007)

2.6 - Origem do VACV

A origem do VACV ainda ndo esti
completamente estabelecidénicialmente
algumas hipéteses sugeriram qu&/ACV
poderia ser um mutante do VARV ou do
CPXV. Entretanto, estudos filogenéticos
recentes indicam que o VACV pode ter
outras possiveis origens (Gubser et al.,
2004; de Souza Trindade et al., 2007a). A
permanéncia da circulacdo do VACV na
natureza, mesmapos mais de 30 anos do
encerramento da campanha de erradicacdo
da variola humana, faz com que a origem
do virus volte a ser discutida (de Souza
Trindade et al., 2007; Abrahao et al., 2008;
Drumond et al., 2008).



A primeira hip6tese para tentar explicar
circulagdo do VACV no Brasil, sugeriu que
esses virus surgiram de amostras vacinais,
durante a campanha de vacinagdo para a
variola humana, e que escaparam para a
natureza persistindo em animais silvestres
(Damaso et al., 2000)Com o0 avango na
realizacéd de estudos moleculares e €co
epidemioldgicos utilizando uma quantidade
maior de genes do VACV foi revelada uma
maior diversidade genética que permitiu
dividir em dois grupos distintos as amostras
envolvidas em surtos, ndo sendo observada
uma relacdo dita entre as amostras
envolvidas em surtos e as amostras de
VACV utilizadas durante a campanha de
vacinacdo (de Souza Trindade et al., 2007;
Drumond et al., 2008). Em um surto
ocorrido em 2001, no municipio de Guarani
no estado de Minas Gerais foram isokda
duas amostras de VACV de diferentes
propriedades: Guarani P1 virugGP1V) e

o Guarani P2 virus(GP2V), contribuindo
para suscitar a questdo acerca da origem
dos VACV (Trindade et al.2006). A
heterogeneidade genética entre estas duas
amostras isoladagle um mesmo surto
indicou que os VACVs circulantes no pais
provavelmente teriam mais de uma origem,
e ndo apenas a vacinal, como proposto
inicialmente por Damaso e colaboradores
(2000).

Diante dessas novas evidénciasovas
hipoteses tem sido sugeridas® elucidar a
origem das amostras envolvidas em surtos
pelo VACV. Umadashipotese é de que o
VACV poderia ter diferentes e mdltiplas
origens.E mesmo considerando que exista
uma origem comum, a pressdo de selecdo
poderia gerar amostras diferentes de\ado
sua alta taxa de replicacdo em diferentes
hospedeirogrevisado porFonseca et al.,

2011) Outra hip6tese sugere gagista um
OPV indigena relacionado ao VACV que
sempre esteve circulando na natureza.

Trindade e colaboradores (2007k
Drumond e  colabodores  (2008)
descreveram variacbes genéticas em

isolados brasileiros que podem sugerir a
circulacdo de um ancestral desses isolados
anterior a campanha de vacinacdo e que
possivelmente continuam circulando até os
dias de hoje.

2.7 - Hospedeiros

O genomaextensodo VACV permite a

codificagdo de uma idersificada
guantidade de genes associados a
modulacdo da resposta imune do
hospedeirp além de uma grande

versatilidade bioquimica, e essas
caracteristicaaumentan a permissibilidade

de varios tipos celules a sua replicacdo
aumentando a sua capacidade de infectar
varios hospedeiros (Hugues e Friedman,
2005).

Bovinos, bubalinos, roedores, equinos,
macacos e o homem podem ser hospedeiros
do VACYV (Lobato et al., 2005; Abrahao et
al., 2009d; Abrhdo et al.2010c; Brum et
al., 2010 Venkatesan et al.,, 20L0No
homem, a doenca tem carater ocupacional,
acometendo principalmente ordenhadores
que tiveram contato com bovinivdectados
que sdo os hospedeiros mais comumente
descritos(de SouzaTrindade et a) 20CB;
Lewis-Jones, 2004; NagassaBhugahara
et al, 2004 Trindade et al., 208).

Na india, o Buffalopox virus um OPV

considerado como uma subespécie do
VACV, tem causado diversos surtos em
humanos desde o seu primeiro relato em
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1934 (Singh et al., 2007)Assim como nos
casos de infeccdo por VACV no Brasil, nos
humanos as lesdes se localizam
principalmente nas méos e face, enquanto
os bufalos domésticosB@balus bubalis
sdo acometidos nos tetos e Ubere,
geralmente com lesdes acompanhadas de
infeccbes secuwlérias como  mamites
(Venkatesan et al., 2010).

Equinos sdotambém susceptiveis, como
recentemente descrito em um surto
envolvendo exclusivamente cavalos no sul
do Brasil, em que varios animais
desenvolveram lesdesitdneasio focinho,
narinas externas, Bos labios externos e
internos (Brum et al., 2010). Em um
trabalho posterior, duas amostras distintas
de VACV, virus Pelotas 1 (P1V) e Pelotas 2
(P2V) foram isoladas e identificadas de um
mesmo equino acometidoaquele surto
(Campos et al., 2011).

Em duas espéciesde macacos silvestres
Cebus apella(macaceprego) e Allouata
caraya (macaco barbado ou bugiogram
detectadosDNA para o VACV, esses
animais foram oriundos de um resgate de
fauna, em uma area inundada durante a
construcao de usina hidreléaiem Lajeado

e lpueiras, estado do Tocantinga
amazonia brasileir@Abrah&o et al., 201).

Apesar de todos esses hospedeiros,
reservatorio naturalo VACV aindanao foi
definitivamente determinado Porém a
detecdodo virusem roedores sentinelas e
silvestres, propde @e esses sejam 0s
principaisreservatoriogLopes et al., 1965;
Fonseca et al., 1998brahéao et al., 2194d),
assim como descrito para CPXV na Europa
em que roedores tém sido descritos como
reservatorios, promovendo a transmissao
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principalmente para felinos e animais de
zoolégico (Haenssle et a2006).

Em 1963 o virus BeAn58058 (BAV) foi
isolado de um roedor silvestre, do género
Oryzomys capturado na floresta de Utinga,
na cidade de Belém, no estado do Para
(Lopes et al.,, 1965)O virus SPAn 232
(SAV) e o Caotia virus foram isolados e re
isolados de camundongos sentinelas na
estacdo de Cotia, estado de S&o Paulo
(Fonseca et al.,, 19980 Belo Horizonte
virus (VBH) foi isolado de um surto
exantematicano Centro de Bioterismo da
UFMG, acometendo camundongos suicos
provenientes da Universidade de Campinas,
Sao Paulo(Diniz et al., 2001) Analises
filogenéticas posteriores revelaram que
todos os virus citados sdo amostras de
VACV (Fonsecaet al, 1998; Marqueset

al., 2001; Fonseceaet al, 2002 Trindade et
al., 2004)

2.8 - Transmissao

A VB é uma zoonose classificada como
uma anfixenose, pela caracteristica de ser
transmitida tanto do homem paras o
bovincs, quanto desses para o homein.
homem se infecta através do contato com as
lesdes presentes nas tetas dos animais
doentes (Schatzmayr et al., 2000; Lobato et
al., 2005).Lobato e colaboradore$§2005)
observaram casos humanos
concomitantemente corasos enbovinos

em 83% das propriedades envolvidas em
um surto de VB, totalizando
aproximadamente 110 pessoas.

Uma vez que a VB aparece em um rebanho
a transmissdo entre o$ovinos ocorre

principalmente através das maos dos
ordenhadores ou pelas ventosas dos



equipamentos de ordenha mecarglazbato
et al, 2005) Em bezerros as lesbes séo
observadas na gengiva, labios e no focinho
(Lobato et al., 2005; Leite et al., 2005),
provavelmente devidooacontato com as

O VACV possuiresisténcia consideravel ao
cala, a dessecacadoéecapaz de manter sua
infectividade em restos celularpsesentes
emcrostas por longo temp&m aerossoies,
Harper (1961) comprovou a estabilidade do

lesBes presentes nos tetos e Uberes em vacas VACV por aproximadamente 23 horas,

infectadas A penetragdo dos viruscorre

por solucdes de continuidade em lesbes pré
exigentes nas tetas e Ubere das vacas
(revisado porFenner et al 1989;Blood e
Radostitis, 1991).

Entre fazendas a doenga pode ser
transmitida pela introducdo déovinos
infectadosno rebanho e por ordenhadores
gue entram em contatcom animais
doentes enoutras propriedaded_¢bato et

al., 2005; Megid, 2008 Estudo recente
conduzido na regido nortedo Brasil
mostrou a importancia da comercializacéo e
do trénsito de animais na difusdo doB
nesta regido (Quixabeirbantos, et al.,
2011).

A manipulacdo de atbes de leite
contaminadospode aumentaro risco de
disseminar o VACV, caso nenhuma
desinfeccdo seja realizada nas maos do
ordenhador ou nas algas de latdes de leite.
Uma vez que a mao do ordenhador pode ser
infectada durante a ordenha manual através
do mntato direto com o teto com lesPes
contaminando objetos como os latdes de
leite, ao tocadlos ou manusekbps (Lobato et

al., 2005; Madureira, 2009).

A transmissdo do VACV através de
roedores também deve seonsiderada.
Roedores silvestres podem ser o0s
reservatorios naturais do virus e contribuir
para a disseminacado viral, paraedores
peridomiciliares os quais por sua vez,
podemser a fonte da infeccdo nssrtos de
VACV em bovinos(Abrah&o et al., 20@.

sobretudo sob baixas temperaturas e
umidades relatas, e em ambiente nao
irradiado por raios ultraioletas (UV). A
resisténcia ambiental de VACV também foi
demonstrada em amostras de 4gua de chuva
e de rios (Essbauer et al.,, 200Bssas
caracteristicas de resisténcia ambiental
podem contribuirfacilitando a transmissao

do VACV (Harper, 1961;Fenner, 2000
Essbauer et al., 2007

2.9 - Sinais clinicos

Os OPV séo epiteliotropicos tendo como
caracteristica produzir lesdes ¢éneas
(Esposito et al., 2001)As lesdeslocais
causadas glo VACV se apresentammas
formas proliferativas, ulceradas ou em
crostas. Quando os virus atingem a pele,
inicia-se o desenvolvimento de um eritema
cutaneo caracterizado pelo aparecimento de
pequenas papulas que evoluem para
vesiculas, podendo ulceraseguido pela
formacdo decrostas escuras nas tetas e mais
raramente no Ubere, que terminam por
cicatrizardentro de 15 a 20 dias (Breman e
Henderson, 2002).

Nas vacas as lesdesusadas por VACV
normalmente estdo confinadas as tetas e
partes inferiores  do Ubere. @)
desenvolvimentode dor nas tetas pode
interferir com a liberag&o do leiteausando
retencdo de leite e com isgoropicia um
ambiente rico para a ocorréncia de mamite
e outras infeccbes secundas nas vacas
afetadas (Blood Radostitis, 1991). Lobato
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e colaboradoref005), relataram que 43%
dos animais acometidos apresentaram
mamite ou outro tipo de infeccdo
secundériadurante ou apos o aparecimento
dos sinais clinicos.

Nos bezerros as lesdes sdo observadas na
regido da boca, focinho e labioReis e
colaboradore$1970) citado por Madureira
(2009), estudando um surto d¥B no
municipio de Patos de Minas, em Minas
Gerais, em 1970, identificaram lesGes no
focinho de bezerro que amamentava em
vaca com lesGes agwel&Em um surto na
cidade de Passatempo, Minas Geraédte

e colaboradores (2005) observaram que
bezerros infectadogpresentava lesGes na
mucosa oral e focinhoEm 21% das
propriedades visitadas em surtos na regiao
da Zona da Mata Mineira também foi
mencionada a doenga em bezel(losbato

et al., 2005)

Em humanos, a infeccao é caracterizama p
lesBes ulcerativas e pustulares
principalmente nas maos, podendo
acometer antebracos e face, alénsithais

de febre, dor, mal estar, e linfoadenopatia
(Damaso et al., 2000; Schatzmayr et al.,
2000; Lewis-Jones, Q04; Nagass
Shugahara et al., 2004gite et al, 2005;
Trindade et aJ 20®). Entretanto, lesbes
podem aparecer em outros locais do corpo
que apresentem solugbes de continuidade
na pele, considerand@e que as maos
podem apresentar grande quantidade de
virus nas feridas, ajudandodiésseminaro
virus e levando a ocorréncia de les6es nas
pernas, no calcanhar e nos joelhos de
ordenhadore@Madureira, 2009).
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2.10 - VACV no Brasil acometendo
bovinos e humanos

Apenas dois paises, Brasil e india, tem
relates de casos de infec¢des por VACV em
humanos e animais naturalmente
infectados. Os outros casos envolvendo
VACV ficaram restritos a acidentes
ocorridos com pessoas que trabalham em
laboratérios, devido a manipulacdo desses
agentes, ou decorrentes de reac¢@&cinais
adversas em pessoas vacinadas como, por
exemplo, soldados e enfermeiros vacinados,
e de infecgcbes secundarias em outros
individuos expostos a estas pessoas
vacinadas (Center for Disease Control and
Prevention, 2007/Hughes et al., 20)1

Aocoar°ncia de fAvarz2ol
relatada no Brasil desde a década de 30,
com registros de casos esporadicos nas
décadas de 50 a 70, nos estados da Regido
SudestgSilva e Moraes, 1960; Reis et al.,
1970. Nas décadas de 80 e 90 alguns casos
foram desdtos (Silva et al., 1986)porém,
desde o final da década de 90 houve
aumento exacerbado do numero de relatos
de surtos de uma doenca semelhante a
variola bovina em diferentes regibes do
pais sendo o VACV confirmado como o
agente etioldgico envolvido ress surtos
(Schatzmayer et al., 2000; de Souza
Trindade et al., 2003; Lobato et al., 2005;
NagasseShugara et al., 2005).

No Brasil esses surtoxausados pelo
VACV tem sido descritos acometendo
bovinos e 0 homem ed8B das 26 unidades
federativas (UF)Figura4). Espirito Santo
(Donatele et al., 2(®), Bahia, Maranhdo
(Kroon, dados nao publicados
Pernambuco (Damaso et al., 2007),
Rondbénia e Mato GrossoQUixabeira



Santoset al., 2011),Pard Vinhote et al.,
2011); Tocantins (Medagliaet al, 2009)
Rio de Janeiro (Damasco et al 200Q
Schatzmayr et al., 2@}, Minas Geraisde
SouzaTrindade et al., 2003;0bato et al.
2005; Leite et al., 2005Trindade et al.

2006, Madureira, 200), Goias (Nagasse
Shugahara et al2004),Sao Paulo (Mendes
et al., 199; Nagasse&shugahara et al
2004 Megid et al., 2008 Megid et al.,
2012 e Mato Grosso do Sul (Lemos et al.,
1999).

UF com surtos de VB
l:l acometendo bovinos
e humanos

Figura 4 - Estados brasileiros com surtos diagnosticados Warxinia virus com acometimento de

bovinos ehumanogiurante o periodoad1999 a 2011

Lobato ecolaboradores2005), em estudo
de surtos ocorridos no ano de 2001 no
estado de Minas Gerais, descreveram o0s
principais problemas causados pela doenca:
gueda na producdoedleite, que pode
chegar até a 80%; ocorréncia de infecgdo
secundaria, especialmente mamite em até
50% dos casos; gastos com medicamentos;
acometimento de bezerros que manras
vacas doentes custos com a contratacao de
novos empregados, pois o ordentrado
doente se afasta por mais de uma semana,
sendo necessaria a contratacdo de um novo
ordenhador.

2.11 - Métodos de diagnéstico para o
VACV

O diagndstico laboratorial pode ser
realizado a partir do isolamento viraa
microscopia eletrénicaga sorologa e por
técnicas de biologia molecujaaiscomo a
reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Damaso et al., 200@e Souzalrindade et
al., 2003).

O isolamento viral é realizado em ovos
embrionados de galinha através da
inoculagdo de amostras suspeitas na
membrana corioalantéide (MCA) e, apos
incubacgdo por 72 horas, obses@ase ha a
formacéo de pocks grandes e
esbranquicados, tipicos do VACVEmM
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cultivo celulares,ambém pode ser feito
isolamento viralatravés dainoculacao de
amostras suspeitas em moamadas de
células Vero ou BS40, linhagens
continuas derivadas de células epiteliais de
rim de macaco verde  africano
(Cercopthecus aeothiopsou em cultivos
priméarios defibroblastos embrionarios de
galinha para deteccdo de efeito citopatico
(Diniz et d., 2001, Damon et al., 2097

O teste da PCR para diagnéstico de agentes
virais em materiais clinicos é realizado
utilizandose genes caracteristicos dos OPV
gue codificam, por exemplo, a enzima
timidina quinase (TK), o fator de
crescimento do VACMVGF) (Fonseca et
al. 1998;Abrahao et al., 20H), a proteina
do corpusculo de incluséo do tipo A (ATI) e
a hemaglutinina viral (HA) Roop et al.,
1995; Fonseca et al.,, 1998; de Souza
Trindade et al., 2003; de Souza Trindade et
al., 2008).Ensaiosde PCR caovencionais
seminested nested multiplex e em tempo
real tem sido descds para identificar OPV
ou especificamente o VACV emiversos
espécimes clinicog-onseca et al., 1998; de
Souza Trindade et al., 200Garletti et al.,
2005; Damaso et al., 2007; d&ouza
Trindade et al., 2008; Abrahdo et al.,
2009b; Abrahdo et al.,, 2010appés a
amplificacdo pela PCR, as amostras podem
ainda ser sequenciadas ou submetidas aos
ensaios de RFLP (Polimorfismo de
tamanho de fragmento de restricdo) (Meyer
et al., 1997).

Anticorpos totais podem ser detectados
pelcs testes densaio imunoenzimatico em
fase solida ELISA), imunofluorescéncia
imunoperoxidase em monocamada celular
(IPMC), e anticorpos neutralizantes pelo
teste desoroneutralizacdo por reducéio
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namero de lacas(Leite et al., 2005Mota
et al., 2010 Gerber et al., 2012 em
publicacag.

No diagnostico diferencial, deve ser
realizacg a pesquisa para outros poxvirus,
além de se considerar a possiblidade de co
infeccbes como relatado em um surto na
cidade deResplendor, Minas Geraiem
que fa diagnosticad nos bovinos e em
seus ordenhadores a-icdececcao entre o
VACV e 0 PSCV (Abrahéao et al., 2010b).
Também é reconendavel que se faga o
diagndstico para varias outras
enfermidades,principalmente para outras
doencasresicularesios bovinoscomo por
exemplo a mamilite herpética,estomatite
vesiculare febre aftosa

2.12- PatogéneseosOPV

Nas infec¢bes causadas =PV, em que

as lesdes estdo associadas a entrada inicial
através de microabrasfes naepeévisado

por Fenner et al, 1989) ocorre
multiplicacdo inicial no local de infecgéo,
para posteriormente o virus atingir 0s
linfonodos adjacentes causando
linfadenatia regional caracteristica esta
comum aos OPV (Buller e Palumbo, 1991).
No local dalesédo ocorre vasodilatacdo dos
capilares na derme da regido acometida
seguida pela migracdo de células
polimorfonucleares, formaneke assim o
eritema e a pustula, respectivamente, que,
em seguida, evoluem para a formacdo de
edema intra e intercelular, comformacao

de vesiculas, as quais possuem altos titulos

virais, representando a maior fonte de
infeccdo por contato. As vesiculas,
geralmente, sofrem ulceragdo para,

posteriormente, ocorrer o desenvolvimento



de crostas, que por ultimo evoluem para
cicatrizacdo (Buller e Palumbo, 1991).

Diversos modelos animais de estudo da
patogénse dos OPV tem sidmpostogpara

a elucidacdo das infeccbes causadas pelo
VACV, ECTV, MPXV e CPXV (Esteban e
Buller, 2005). Atualmente, apectos
relacionados a patogénese de ostras
brasileiras isoladas de surihs VACV tem

sido estudados em modelos experimentais
utilizando camundongos e coelhos (Ferreira

et al., 2008; Campos et al.,, 2011,
Cargnelutti et al., 2012).
Em infeccbes experimentais por via

intranasal em camundgos Balb/c com
algumas amostras brasileiras, isoladas a
partir de surtos de VB, Ferreira e
colaboradores (2008b)confirmaram a
existéncia de ais difermtes grupos de
VACV que circulam no Brasil com
viruléncia e caracteristica distintas. Sendo
gue emum gupo deamostras de VACV
(grupo 2) (GP1V, VBH, SAV e BAV)a
infecgdo causa sinais clinicos e morte em
camundongos infectados e em ougrupo

1) (ARAV, GP2V e PSTV) a infecgdo ndo
provoca sinais clinicos ou a morte de
camundongos. Noanimais infectadosom
amostras de VACV dogrupo 2 foram
observados sinais  clinicos  severos
demonstrados pela pierecao,
arqueamento do dorso e perda de peso
significativa. Altos titulos virais foram
detectads em sitios primarios da infecgéo
como traquéia e pulmdes, m@snbém foi
observado tropismo do VACV por outros
orgdos, incluindo cérebro, figado, rins,
coracdo e baco.

Essa separacdo de amostras brasil@m
dois grupos filogenéticos e com

caracteristicas e viruléncia stintas
também foi estudada por Camps e
colaboradores (2011) em duasnostras
isoladas (P1V e P2\fle equino com lesdes
cutaneas graves. Essas amostpgsar de
terem sidoisoladas de uma mesma leséo
clinica exantematica, mostraratambém
perfis de viruléncia distintos em infeccdes
intranasaixom camundongos Balb/c.
Cargnelutti e colaboradores (2012)
utiizando as mostras P1V e P2V,
demonstraranem ambas as amostrgse
coelhos séanais suscetiveis ao VAC\o
que os camundongoseproduzindo um
guadro respiratério grave e uma doenca
sistémi@ apos a inoculagdo intranas@l
aparecimento de lesGes nas orelhas e nas
palpebras e a presenca do virussanogue,
intestino e no pulmao indicaram uma
disseminacao sistémica do virus. A
presenca @ grande quantidade de virus
isolado de tecido pulmonados coelhos
infectados, suger que as alteracdes
pulmonares foram consequéncia da
replicacdo macica do virus neste tecido.

A infeccdo pelo ECTV, também conhecido
como Mousepox tem sido extensivamente
utilizada como modelo para o estudo da
patogenia dasnfeccbes por OPV. Fenner
(1948), descreveu que o ECTV, em
infecgbes sistémicas em camundongos
multiplica-=se no local de entrada, em
seguida alcanga a corrente sanguinea e o
sistema linfatico, causando viremia
primaria. Posteriormente, os virus alcangam
orgédos vascularizados, como 0 baco e o
figado, se multiplicam nestes o6rgaos
produzindo focos necréticos, e retornam a
corrente sanguinea, causando a viremia
secundaria. Os virus se disseminam pela
corrente sanguinea tanto como particulas
livres como associa$d as células
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sanguineas. ApOs a viremia secundaria, 0s
virus alcangam outros 6rgdos, como rins,
intestinos, pulmdes e pele, sendo que neste
altimo tecido causam lesdes ulcerativas
tipicas.

Nas infeccBes pelo VARV e pelo MPXV as
manifestacdes clinicas s&generalizadas.
No homem o VARV promove a infeccao
através do trato respiratério, enquanto que a
infecgcdo com o MPXV em macacos ocorre
através de lesdes na pele e na mucosa oral.
Apo6s a multiplicagdo viral no sitio de
entrada, ocorre 0 comprometimento dos
orgaos linfaticos e circulagdo dos virus na
corrente sanguinea (viremia primaria) com
consegente infec¢cdo de orgdos como bago
e figado e multiplicacdo viral nestes, com
nova circulagdo dos virus na corrente
sanguinea (viremia secundaria). Em seguida
surgemas lesdes caracteristicas da doenca
em outros 6rgdos como rins, intestino,
pulmbes e pele (Breman e Henderson,
2002 revisado por Chapman et al., 2p10

2.12.1- Resposta imune

A resposta imune contra 0s poxvirus €
complexa e multifatorial, sendo impante
para conter e eliminar as infecc@esisadas
pelos poxvirus (Putz et al., 2006). Alguns
modelos de infeccdo animal tém sido
usados para o estudo da resposta imune em
poxvirus. Chaudri e colaboradores (2006)
estudandoinfeccbes com o ECTVem
camundogos demonstraram o papel
importante decitocinas e linfécitos T no
controle de estagios agudos, mas também
mostraram que anticorpos previnem a
disseminacao do virus na pele e a formacao
de lesbes, as quais sadocruciais ha
transmiss@oA crescente evidéngide que

0S anticorpos sd8o necessérigg@ra a
prevencdo e controle dmfeccdes pelos
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poxvirustem derrubado o forte dogma da
maior importancia da imunidade celular
para os poxvirus hipétese que foi
dominmante por muito tenpo (Panchanathan
et al, 2008).

Os anticorpos auxiliam no controle da
infeccdo através de varios mecanismos
como a neutralizagdo viral, ativacdo do
complemento, opsonizagao e citotoxicidade
mediada por células dependente de
anticorpos (Smith e Kotwal, 2002). Estudos
em modelos animais mtaram que
anticorpos neutralizantes contra OPV séo
imprescindiveis na geracdo de protecdo
contra novas infeccbes por poxvirus e
também para a sua eliminacagdghill-
Smith et al, 2005). As particulas
infecciosas do VACV compostas nas forma
de virus madw intracelular e do virus
envelopado extracelular podem  ser
neutralizads por anticorpos. No entanto,
anticorpos neutralizantes formados contra o
virus envelopado extracelular ndo pwode
neutralizar o virus maduro intracelular e
vice-versa (Law e Smith, Z11). Este fato
devese a composi¢cdo das proteinas de
membrana que séo diferentes de acordo
com a forma viral (Moss, 2006)

Virus com grandes genomas, cOomo O0S
poxvirus, carregam genes nao essenciais
para a sua multiplicagdo, mas que
codificam varias proteas
imunomodulatérias, bloqueando ou
diminuindo a acdo de citocinas e
mecanismos do sistema imune inato
(Cramptom et al, 2010). Deste modstas
proteinas sdo importantes fatores de
viruléncia que contribuem
significantemente para a manutencdo de
infecces virais (Frebel et al., 2010).



Mesmo a resposta imune contra 0S poxvirus
sendo complexa e multifatoriagcreditase
que a imunidade mediada por células e a
imunidade humoral sdo complementares e
essenciais nas infec¢des por poxvirus (Xu et
al.,, 2004). ©ntutq a respostaimune
induzida pela infeccdo compoxvirus
continua sendo bastantBscutida e existe
pouco consenso smbha sua capacidade de
protecdoem reinfec¢cdes (Panchanathan et
al., 2008).

2.12.2 - Vias deexcrec¢éo

Estudos referentes as vias ekcrecaodos
OPV ainda sdo escassos. Em infeccbes

causadas por outros OPV, podem ser
descritas mais de uma via d&xcrecao
(Quadro 1). Na infeccdo poYARV as
particulas virais sdo excretadas por fluidos
orofaringeos, secre¢cdes da conjuntiva e
através daurina em pacientes humanos,
ocorrendo decréscimo na concentracdo de
virus eliminados durante a fase de
covalescéncia (Sarkar, 1973).
Camundongos infectados coipequenas
doses d&ECTV, ndo apresentam o0s sinais
clinicos caracteristicos, mas particulas
virais foram detectadas em fezes, urina e
em lesBes préximas ao anus, durante
algumas semanas ap0s a infeccao (revisado
por Fenneet al, 1989).

Quadrol - Estudos referentes aos OPV sobre as suas vias e pericalasalgoriral.

OPV Hospedeiro Excrecdo Periodo Referéncia
. fluidos orofaringeos,| fase de covalescéncia com
Variola ~ e ~
VirUS Humanos secregdes da decréscimo na concentragdo| Sarkar, 1973
conjuntiva e urina virus eliminados
Cowpox Roedores Maiborod
: (Rattus fezes e urina > 30 dias g
virus . 1
novergicus)
Ectromelia fezes, urina semanas apos a infeccdo | Gledhill, 1962
virus Camundongo . - Wallace e
fezes 47 diasposinfeccéo Buller, 1985
Céo da o .
; secregdes orais,
MonkeypoxX pradaria . Hutson et al.,
) nasais, oculares e - 2009
virus (Cynomys
- fezes
ludovicianus)
Camundongo ) : DNA viral e particulas viaveid [ .
9P| fezes, uina e saliva \ viral € partict Ferera ot al.,
(Balb/g 30 dias aodsinfeccaonas fezes a
Vaccinia Abrahéo et al.,
. . . 2009¢
virus - .
Bovinos leite Megid ef al.,
2012
Secrecdes nasais e . i
Coelhos H 30 dias Cargnelutt, et
fezes al., 2012

InfecgOes experimentaiem sido realizdas
para estudar amostras isoladas em surtos isolada em um surto em que houve
envolvendo o VACV no BrasilEm um

estudo utilizando a amostra Guarani

P2

acometimento de bovinosde humanagdoi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wallace%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buller%20RM%22%5BAuthor%5D

realizada a inoculacdo intranasal ed
camundogos (Balb/c), sendopossivel
detectarDNA viral em amostras de fezes,
urinae saliva(Ferreira et al., 20G#.

Em amostras de VACYV isoladas de equinos
com lesbes cutaneas,Cargnelutti e
colaboradoreg2012, inoculando coelhos
por via intranasalconseguram detectaro
DNA viral em secrecdes nasais e nas fezes.

Nalca e Nichols (2011) relataram que em
coelhos, a via de transmissdo aerégena é
uma importante rota de transmissdo em
modelo de estudo para Rabbitpox Este
virus € considerado filogeneticament
relacionado as amostras VAGVR e
VACV -Ankara. O trato respiratorio é a via
de infecgdo mais recorrente, constituindo a
mais provavel via de entrada nos OPV
como oCMLV, o VARV e o0 MPXV (Coras

et al., 2005; Hutson et al., 2011).

Da mesma maneira queneoutros modelos
envolvendo os OPV, nas infec¢des causadas
pelo VACV em bovinos as vias @xcrecao
nao estdo completamente definidas. A Unica
via de excrecdoconhecida até o momento
foi demonstrada por Abrahdo e
colaboradores, (2009c) na deteccdo de
parficulas virais infecciosade VACV e por
Megid e colaboradores,2012 através da
deteccdo do DNA de VACWo leite de
bovinos naturalmente infectados.

2.12.2.1- Fezes

Existem poucos dados disponiveis a
respeitodas vias de excrecdo dos poxvirus,
e nao &onhecida a importancia dessas vias
na transmissdo horizontal do VACV (de
Souza Trindade et al., 2007a; Abrahdo et
al.,, 2008; Drumond et al., 2008)A
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constante circulagdo @ manutencdo de
particulas  infecciosas na  natureza
representam alguns dos desafiogpostos
para a sua permanénci&stratégias de
excrecadp resisténcia ambiental e
disseminacdo foram selecionadas e
modeladas ao longo da evolugédo, e séo
fundamentais na logistica infectiva
(Maiboroda, 1982).

A presenca do VACV nas fezes diéus
musculus (camundongos Balb/c)
experimentalmente infectadogem sido
relatach em estudos que sugerem que esses
excrementos possam ser relevantes para a
circulacdo viral entre roedoreBerreira e
colaboradores (20@8 mostraram que
camundongos sentinelas  expostoas
excretas contaminadas com VACV se
infectam, e passam a eliminar particulas e
DNA viral nas suas fezes, por pelo menos
30 diasposinfeccao

Em outro estudo com o VACV foram
utilizadas amostras isoladagurante um

surto envolvendo somentequinos com
lesBescutaneagraves, tend@argnelutti e
colaboradores (2012)noculado coelhos

brancos da Nova Zelandia deteata o

DNA nas fezes desses animam dias

alternados durant&0 das.

A excrecaoviral nas fezes também ja foi
evidenciada para outros OPVomo o
CPXV, MPXV, e 0 ECTV (Gledhill, 1962;
Maiboroda, 1982, Wallace e Buller, 1985;
Hutson et al., 2009)Em um estudo sobre
vias deexcre¢cdaom OPV, que envolveu o
CPXV (Ratpox virus uma variante
biolégica de CPXV), Maiboroda(1982
observou no roeddRattus novergicusma
alta de morbidade e mortalidade. No
entanto, os animais que sobreviviam,



permaneciam eliminando virus nas fezes,
por mais de 30 digxomprovado atraves da
observacdo de lesGes hemorragicas em
membranas  corioalantéides, apdés a
inoculacdo do material biolégico em ovos
embrionados de galinha. Altos titul(k0’
UFP) virais foram observados, inclusive no
reto dos animais, indicando que esta porcao
do intestino representa uma consideravel
fonte de disseminagéo de particulas virais.
Eminfeccbes de caes de pradafigrfomys
ludovicianu3 com amostras de MPXV
(Amostra Africana do €ste e Bacia do
Congo). As inoculagbes foram realizadas
emquatroanimais através da inoculagéo via
intradérmica por escarificacdo, obterso
deteccdo de DNA vwal para as duas
amostragie MPXVentre 0 3° e 0 15° d.p.i.
(Hutson et al., 2009).

Também nas fezes de camundongos
infectados por ECTV foram detectadas
particulas virais (Gledhill, 1962)allace e
Buller, 1985) Infecgcbes em camundongos
causadas por pequenas doses de ECTV néo
apresentam 0s sinais clinicos
caractesticos, mas particida virais
puderam ser detectadas em fezes por
semanas e também em lesdes préximas ao
anus (Gledhill, 1962).Wallace e Buller
(1985), apodsinoculagdo intragastrica com

o ECTV em modelo murino, recuperaram
particulas virais infecciosasnas fezes
durante 47 d.p.i.

3. OBJETIVO
3.1- Obijetivo geral
Verificar a oceoréncia e quantificar a k@mi

e a excrecdodo VACV nas fezes a sua
distribuicdo em tecidosde vacas em

lactacdo experimentalmente infectadam
0 virus

3.2- Ojetivos especificos

3.2.1 - Estudara ocorréncia de viremia@
perfil de excregdodo VACV nas fezes,
estabelecendo periodoe a quantidadee
virus excretado ap6s a infeccao
experimental.

3.22 - Estudara excrecdodo VACV nas
fezes de vacas infectadas e
imunodeprimidagxperimentalmentapos a
recuperacao dos sinais clinicos.

3.2.3 - Pesquisar a presenca ¥aCV em
amostras de fezes e sangue de bovinos apés
reinfeccdo experimental.

3.2.4- Estudar a distribuicdo do VACV nos
bovinos, detectando e quantificando o virus
em tecidos de animais experimentalmente
infectados e posteriormente reinfectados ou
imunodeprimids.

4. MATERIAL E METODOS

4.1- Locais dos experimentos

O experimento com 0s animais foi realizado
no Laboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO) pertencente ao Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), localizado no municipio de Pedro
Leopoldo. O processamento das amostras e
as andlises laboratoriais foram realizadas no
Laboratério de Virus do Instituto de
Ciéncias Biolégicas e no Laboratério de
Pesquisa em Virologia Animal da Escola de
Veterinaria, ambos da UFMG.
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4.2 - Selecao dos animis

Os animais que participaram do
experimento foranselecionados a partir de
duas fazendas localizadas nos municipios
de Confins e Pedro Leopoldo, através de
exames clinicos e peloteste de
soroneutralizacdo por reduc@m numero
de placas, sendo usadoVACV amostra
Western Reserve (WR), de acordo com
LeparcGoffart e colaboradores (2005). O
titulo do soro foi calculado pelo inverso da
diluicho capaz de neutralizar 50% do
namero de placas que foram detectadas nos
controles de virus. Foram considerados
positivos 0s soros com titulos maiores ou
iguais a 20.

4.3- Condicdes de alojamento e
manutencdo dos animais

Os animais foram vermifugados e
submetidds & aplicagdo de carrapaticida
pour-on, antes de serem@hdos em baias
de concreto com dimensdes 3,5 m x 3,5 m,
separadas entre si por parede concrete
que impediam o contato com outros
animais.A cama de descanso dos animais
foi constituida de seagem e feno com
trocas realizadas diariamerte sempre que
necessario A manutencdo as vacasfoi
realizada por um funcionério e glos
estudantes envolvidos no projeto

Devido ao longo periodo de manutencdo em
area fechada os animais foram
suplementdos comvitaminas A, D e Epor

via intramuscular Os animais receberam
duas refeigbes diarias, compostas cada uma
por 10 kg de feno e 2 kg de ragéo (22 a 24%
de proteina). O sal mineral foi fornecido a
vontade, calculandse aproximadamente
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50 g por animal @r dia. A &gua foi
fornecidaad libidum

A é&rea do experimento possuia acesso
restrito e foi planejada para que néo
houvesse disseminacdo do virus para o
ambiente. Os dejetos (fezes e cama) foram
descartados duas vezes por dia em fossas de
3,0 m x 2,5 mabertas na area experimental

e, em seguida, cobertos com cal e terra. Os
efluentes da lavagem das baias foram
descartados em fossa séptica exclusiva para
as baias de inoculagao.

4 4 - Virus utilizado

Foi utilizado o VACV amostra Guarani P2
(GP2V) isoladode vacas com lesdes nos
tetos, no ano de 2001, a partir de um surto
de VB ocorrido no municipio de Guarani,
Minas Gerai® jacaracterizado sorolégica e
molecularmente (Trindade et al., 2006). O
virus utilizado foi um rasolado obtido a
partir de crostagle um animal infectado
experimentalmente com um clone do
isolado original, durante um pré
experimento.

Estoques de amostr&P2V do VACV
foram cultivados com uma multiplicidade
de infeccdo de 0,0lem células Vero
(linhagem continua de epitélio de rim de
macaco verde africano,Cercopithecus
aeothiop} obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC), catélogo
niamero CCE81 (Maryland, Estados
Unidos) semeadas em meio minimo
essencial de Eagle (MEM) (GIBCY)
suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB), gentamicina (50 pgiL), penicilina
potéssica (200 WiL) e anfotericina B (2,5
pg/mL), sob incubacéo a 37°@or 1 hora,
em atmosfera de 5% de g@ara adsorcao
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do virus. Posteriormente foram adicionados
MEM com 1% de SBF e as garrafas foram
mantidas sob anesma temperatura até o
aparecimento do efeito citopéatico (ECP)
com a destruicdo de 90% da monocamada.
Apbs, o meio foi desprezado, as células
foram raspadas e coletadas em tampae Tris
H C d0 mM, pH 8,0.A suspensdo obtida
foi centrifugada durante 10 mitos a 1500
rpm (rotor H1000B- Sorvall RT6000 B), a
4°C, e o0 sedimento obtido foi mantid®
temperatura de-70°C, para purificacdo
(Trigueiro, 2004).

Para a purificacdo do virus, o sedimento
foi suspenso, em seguida centrifugado
2.500 rpm (roto H1000B- Sorvall RT6000

B) durante 15 minutos a °@ O
sobrenadante obtido foi mantido em banho
de gelo e o sedimento celular foi lisado
duas vezes em 10iL de solucdo de lise
(MgCl, 1mM; TrislOmM, pH 7, 0;
10mM Ap6s a adicdo desta solucdo, a
suspensao foi incubada em banho de gelo
por 10 minutos e homogeneizada
mecanicamente 80 vezes emlounce e
centrifugada duas vezes para liberagédo
das particulas virais a 23.000 g durante 2
horas a 4C, em colchdo de sacarose a
36% em TriHCI, 10 mM, pH 8,0. O
sedimento foi homogeneizado em 500

de TrisHClI 10 mM pH 8,0, distribuido
em aliquotas de AL e mantido &70 ° C
(Joklik, 1962).

45 - Animais inoculados

Foram utilizads dez vacas mesti@s
(holandés e girem lactagapsem bezerro
ao pé e soronegativas para OPV,
previamente testadas pelo teste de
soroneutralizacdo por reduc@m namero
de placagLeparcGoffart et al., 2005)O
experimento foi realizado de acordo com as
nomas do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), registrado sob o nimero CETEA
- 167/2009. A identificacdo de cada animal
foi realizada através de brincos

4.6 - Delineamento do experimento

O experimento constou de duas partes
envolvendo dez animais, sendo que na

K gimeira (grupo da infeccéo inicial) foram

utilizadas oito vaas Na segundaas vacas
foram divididas em dois grupos,primeiro
com guatro vacas (grupo da
imunadepressdoe o segundo continco
vacas ¢rupo da reinfec¢cdpsendo que para
tanto foram utilizadas sete vacas da
primeira parte do experimento e outras duas
vacas que participaram de um Jré
experimentorealizado 9 meses antes deste
experimentdFigura 5.
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GRUPO REINFECGAD

(item 4.9)
Animais 1, 3,7, 9, 107

20 dias

GRUPO INFECGAO INICIAL

Animais 1,2, 3,4,5,6,7,8

(item 4.7)

GRUPO IMUNODEPRESSAQ
(item 4.8)
Animais 2,4, 5,86

* Obs: Os animai8 e 10 foram incorporados ao grupo da reinfecgéo apés serem submetidos inoculagéo iniciekpatiprénto

realizado nove meses antes deste experimento.

Figura 5 - Esquema mostrando divisdo dos animais nos grupos experimsntaluracdo dos
acompanhamentos em cada grupo e gdsinfeccéoinicial em que foram realizados a reinfecgéo,

imunodepressée o abate dos animais.
4.7 - Infecgéo inicial

Para a inoculacdo, os tetos foram limpos e
entdo escarificados com auxilio dmaulixa

do tipo esmerilnimero 4 (JX41, Lixas
Doble A, Argentina) a pele de trés tetos
foram inoculadas corBOuL de suspensao
viral contendo 1Dunidades formadoras de
placa (UFP) de GP¥. O teto posterior
esquerdo foi reservado como controle
negativo danoculagao.

4.8- Imunodepressao
Com 69 dias pésinoculacao(d.p.i), quatro
dos animais que participaram da infecg&o

inicial foram imunodeprimidosatravés da
administracdo por via intramuscular de 0,1
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mg de dexametasona/kg de peso vivo
durante cinco das seguidos conforme
descrito por Iketani e colaboradores
(2002.

4.9- Reinfecgéo

Com 70 d.p.d cinco animais foram
reinoculadoscom o mesmo virus e da
mesma maneira como descrito para a
infecgdo inicial noitem 4.7. Trés desses
animais foram oriudos do grupo da
infecgdo inicial, enquanto otk animais
foram incorporados ao grupo da reinfeccéo
apoés serem submetidasnoculagéo inicial
em um préexperimento realizado nove
meses antes deste experimento



Neste préexperimentcasvacas tiveram 0s
tetos escarificados com auxilio de agulha
hipodérmica em sitio delimitadoa area
central de cada te{&ehfeld, 2011).

4.10- Coleta e processamento das
amostras

As amostragle fezes e sangue toffaram
coletadagdurante90 d.p.i. Apos a infeccéo
inicial as amostras foram coletadas

Dia o 15

R

diariamenteduranteos 15d.p.i. e em dias
alternadosaté o 6° dp.i. Para os grupos
dos animais reinfectados e
imunodeprimidos as amostras foram
coletadasdiariamente até o 8le o 90
d.p.i, respectivamente (Figa6).

67 69 70 81 90

1

I <
INFECGAO INICIAL

[ coletas didrias

I Coletas em dias alternados

B —

IMUNODEPRESSAO
| |
REINFECCAQ

Figura6 - Frequéncia dasotetas de sangue e feze®s grupos experimentais.

Durante a coleta foram utilizadas luvds
latex descartaveisrocadas a cada coleta de
amostra, a$ como entre & animais
Todas as medidasnecessarias foram
adotadas para que houvesse a devida
protecdo da equipe responsavel pela
procedimento e também para garantir que
ndo houvesse contaminacdo cruzada entre
as amostras coletadas e os animais do
experimento.

4.10.1- Fezes

As fezes foram detadas uma vez ao di®
periodo da manhdela viaretal. Foram
transportadas sob refrigeracdo para o
laboratério e entdo divididas em duas
aliguotas de aproximadamente 2 g cada
uma, para a realizacdo dos testes

moleculares @utra para dgsolamento viral
sendo psteriormente acondicionadas -a
20°C. Para a realizacdo dos testes a
aliquotas forandescongeladasdiluidas na
proporgéo de 1g parardl de PBS (500 mg
mL™).

4.10.2 - Sangue total

O sanguefoi obtido através de puncdo da
veiamamariaou cocdgea Foram oletad®
aproximadamente4d mL de sangueem
EDTA, os quais foram transportadose
acondicionade da mesma forma como
descritopara as fezefara a realizacdo dos
testes moleculares e de isolamento viral as
aliquotas forandescongeladasdiluidas na
proporcao de InL de sangu@ara 2mL de
PBS
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4.10.3- Tecidos

ApOs o término d acompanhament@
coleta de amostratos animai®s grupas da
imunodepessdo e reinfegdo foram
abatidos no 82 e no 92° d.p.,
respectivamenteds animais apresentava

se clinicamente sadios e com as lesbes
totalmente recuperadasO abate foi
realizadoem um matadouro frigorificono
qual foi realizado a coleta de fragmentos
dos seguintes tecidos: tonsila, linfonodo
mesentérico, ileo, bago, linfonodos
retromamarios, gtidulas mamarias e tetos
Foram feitas aliquotas dos tecidos que
tiveram o seguinte destino: fixagdo no
tampdao formalina a 10% para realizacdo de
imunohistoquimicgIHQ) e fragmentos dos
mesmos tecidgsque foram inicialmente
refrigerados e, posteriormenteforam
conservados a70°C para realizacdo dos
testes molecularee para tentativa de
isolamento viralAs aliguotas destinadas ao
isolamento virb e as provas moleculares
foram maceradas utilizando nitrogénio
liqguido com auxilio de um pistilem uma
diluicdo de 1:10 em PBS.

411 - Provas moleculares

A PCRnestedpara o genegf (Abrahéo ¢
al., 209 foi utilizada para deteccdo do
DNA viral em todas aamostras de saung,
fezese tecidos coletado A PCR em tempo
real para o gendna (de Souza Tindade &
al., 2008)foi utilizada em todas ammostras
positivas na PCRiestedpara quantificar o
DNA do VACV.

O DNA total das amostras foi extraido pela

técnica de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) (PCIl), segundo
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Sambrook e colaboradores (198%
guantificado por espectrofotometria através
da leitura da densidade Optica a 260 nm,
para avaliar a quantidade de DNA, e a 280
nm para estimar a contaminacdo com
proteinas. A concentragdo de uso nhas
provas moleculares foi ajustada para 100
ng/uL de DNA emcada amostra analisada.

Nos controles positivos foram utilizados
10° UFPlL de VACV-WR purificado na
PCR nestede nas concentracdes de* 0
10° UFP por reacdo na PCR em tempo real.
Nos controles negativos, foi adicionada
aguano lugar das amostras testiadpara o
PCR nestede DNA de fezes dos anais
obtidas no dia anterior as inoculagdes.

4.11.1 - Teste de sensibilidade analitica

Com o0 objetivo de estabelecer a
sensibilidade analitica para a deteccdo do
VACV pela PCRnestedno sangue e nas
fezes de ba@nos foram coletadasnastras
desses espécimes clinicas confirmadas
como negativas pela PQiesteda partir de
seis vacas @ologicamentenegativaspara
VACV.

Foram realizadosgjuatropoolsde 1 kg de
fezes e quatrpools de 24mL de sangue.
Os pools de fezes e sangue foram
contaminadoscom VACV-WR para cada
um conterl, 10, 16 e 1G UFP/(g ou mL,
sendoretirado 5 aliquotas deniL e 1g,
respectivamente para sangue e fezes, em
cada um dessgmols paraa realizagdo da
PCR nesteda partir do DNA total obtio
atra\és da extracao petnétodo de PCI.

4.11.2 - PCR nested



A reacdo de PCRnested para a
amplificacdo do geneggf foi realizadaem
duas etapas. Na primeira, foram utilizados
os iniciadores VGF F e VGF R, que
amplificam um fragmento de 381 pares de

bases |fh). O produto desta reacao foi
utilizado como molde para a segunda etapa
de amplificacdo, que utiliza os iniciadores
VGF RT-R e VGF RTF, cujo produto final

€ um amplificadode 180 pb(Tabela 1)
(Abrah&o et al., 2009).

Tabelal - Iniciadores utilizados para amplificacde filagmentos a genevgf utilizandoa PCRnested

o . Tamanho o
Iniciador SeqLencia produto PCR Referéncia
(pb)
VGF R 506 ARMATT ATGGCACAACCATATC3 6 381 Fonseca et gl.
VGF F 506 QGGATCCATAATCAGTCATT 3. (1998
VGF RT-R 506 CAPACAAGCATAATAC 36 180 Abrahéo et al.
VGF RT-F 506 AGBTGACTGTATCCA3 6 (2000b)

Nas duas etapas de amplificagdo foram
utiizadas as mesmas condi¢bes salinas
enzimaticas e térmicas descritas a seguir
2,0mM de MgCJ, 10mM dos nucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2U daq
DNA polimerase (Promega), D de
Tampao 10X dfagp o |l i mer as e,
iniciadores especificos,ul de amostra e
500ng de albumina sérica bovina (BSA),
em volume total @ 2QuL por reacao.
Desnaturagdao inicial de 94°C por 9 minutos,
seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 min
(desnaturacdo), 45°C por 1 min
(pareamento), 72°C por 1 min
(polimerizacdo), e uma extensao final de
72°C por 10 min.

Os fragmentos amplificadosna segunda
etapaforam fracionados por eletroforese em
gel de acrilamida:bisacrilamida (29@,8)
(PAGE) 8% sob voligem de 100V e
corados poprata

4118 RPCR dnotesmpo real

A PCR em tempo reafjue foi utilizada
amplifica um fragmento do gene ha
utilizando iniciadores genéricos que séo
capazes de detectar diferentes amostes
VACV. No caso d amostraGP2/ séo
amplificados fragmentos de 16f6b (de
SouzaTrindade et al 2008)(Tabela2).

Tabela2 - Iniciadores utilizados para amplificacdo do gha@ma PCR em tempo real.

Tamanho
Iniciador Sequéncia produto PCR Referéncia
(pb)
HA F 56 CAT CAT CTG GABTATSA" de Souza
166 Trindade et a).
HAR 56 ACG GCC GAC AAT ATA (2008)
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As condicBes da reacdo para a PCR em estabelecida seguindo as padrbes do
tempo real foram estabelecidas para a aparelho.
plataforma Applied BiosystemsStep One

(Life Technologies,EUA) em um volume Os valores d Ct(ciclo threshold obtidos a
total dereacdo de 2QL, utilizando um mix partir da meatla de emissédo do fludforo a
caseirocontendo2,0mM de MgC{, 40mM cada ciclo foram utilizados para o calculo
dos nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e da quatificacdo da detzdo doGP2V nas
dTTP), 2U de Tag DNA polimerase amostras testadas. Amplificacbes
(Promega), 2)0L de Tamp&o 10Xde Taq inespecificas foram corrigidas com base na
polimerase, @M  dos iniciadores média dos valoresod Cts dos controles
especificos fluor6foro EVA green(Roche, negativos,em quefoi adicionado DNAde
Branchburg, New Jersey, EUA&)50 a 100 fezesde bovinosbtidas dos animais no dia
ng de DNA. Os ciclos foram d85 °Cpor 5 anterior as inoculagdes utilizando o
min e 40 ciclos de desnaturagéae 95 °C seguinte algoritmo (Abrahdo, dados né&o
por 15min e pareanento conb0 °Cpor 30 publicados)Figura 7).

segundos A curva de melting foi

{ média Cts amostra + [___média Cts mostra X média Cts amostra] }

Z(média Ct negativd média Ct amostra)

média Cts negativo

Figura7 - Algoritmo para correcdo das amplificacdes inespecificas, corrigidasbese na média dos
valores dos Cts dos controles negativos, em que foi adicionado DNA de fezes de bovinos obtidas dos
animais no dia anterior as inoculag@@snte: Abrahdo(dados nao publicados).

Como controle exdgeno das reacdes foi de plasmideos contendo o gdraeclonado,
utilizada uma PCRpara a quantificagdo do pois aproxima obackgrounddas reacgbes
gene B2L de parapoxviryditsche et al., testes e controles, quando consideramos o
2006). Para isto, antes da extracdo de DNA, mix caseiro. A eficiéncias das reagcfesrpa
todas as amostras foram adicionadas de o gene ha e B2L foram calculadas
100ng de um plasmideo pGEMcontendo previamente pelo método da curva padrao,
0 gene B2L clonado. e apresentaram valoresédiosde 89,9% e
95% de eficiéncia, respectivamente.
Como controle positivo foi utilizado DNA
de VACV-Western ReservgWR), nas Por este motivo, e por ainda ser
concentracdes de 48 10 UFP por reacéo. desconhecida a razdo real entre o nimero
Baseado em estudos em desenvolvimento de unidades genbmicas e mimero de
no Laboratério de Virus da UFMG, no caso  particulas infecciosas de VACV em
da PCR em tempo real descrita por de espécimes bovinos (0o que torna dificil a
Souza Trindadee colaboradores (2008a andlise por quantificacdo absoluta), foi
utiizacdo de DNA viral com controle selecionado como método de andlise a
positivo das reacbes se mostrou mais quantificacdo por curva padrdo relativa.
favoraveltecnicamente do que a utilizacdo  Neste método, uma curva padrdo é obtida
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em cada plax do gene alvoh@) e do
controle exogeno (B2L), e
consequentemente sdo gerados valores de
eficiéncia para cada reacao.

Os valores de Cts obtidos em ambas as
reagbes, assim como os valores das
eficiéncias geradas em cada placa, foram
usados para a qudaitacdo relativa
utilizando o program#&ene Quantification
(http://genequantification.com/ - Pfaffl,
2011). Como amostra calibradora foi
utilizado o VACV-WR na concentragdo de
10" UFP. Desta forma, na andlise final das
amostrasyalores superiores ou inferiores a
1 indicamque a amostra testada apresenta
guantidade de unidades gendmicas virais
maior ou menor que o calibrador,
respectivamente.

4.12 - Isolamento e identificagdo viral

As amostras positivas de sangue e fezes nas
técnicas moleculares foram inoculadas em
cultivo de células BS@0 para a tentativa

de deteccdo dparticulas virais infecciosas

e posteriormente identificadas pelos testes
de imunoperoxidase em monocamada
celular (IPMC), item4.12.3 e PCR em
tempo real item 4.11.3 ap6s quatro
passagens

4121 - Cultivo celular de BSG40

Foram utilizadas linhagens continuas de
células BS&0, as quais sdo células
epiteliais de rim de maca (Cercopithecus
aethiopy obtidas da ATCC, catalago
namero CRE2761 (Maryland, BA). As
células foram semeadas em meio minimo
essencial (MEM) (GIBC®") suplementa~~
com 5% de soro fetal bovino (St 43
gentamicina (50 pgiL), penicilina

potassica (500 WiL) e anfotericina B (2,5
pg/mL), sob incubagdo a 37° C, em
atmosfera de 5% de GO

4.12.2 - Inoculacao em cultivo celular

Cultivos de BS&40 semeados em placas de
seispocos con® cnt de area em cada poco
foram inoculadas com amostras de sangue,
fezes etecidos processadas de acordo com
o item4.10 No momento da inoculag¢édo o
cultivo apresentava cerca de-80% de
confluéncia celular em 24 horas. Nos
in6culos foram adicionados o0s seguintes
antimicrobianosgentamicina (100 pgilL),
penicilina potassica (40 U/mL) e
anfoterricina B (5 pghL). Na primeira
passagem o inéculo foi incubado3@°® C
por 1 hora e meia com hogereizacdes
em intervalos de 15 minutos. Apds a
incubacgédo o indculo foi retirado en2l de
MEM suplementado com 1% de SFB foi
acrescentado eada pogo, sendo as placas
incubadas a 37° C com monitrdurante

72 horasao microscopioinvertido para a
observacdo de efeito citopatico (ECP). As
amostras foram submetidas trés vezes ao
processo de congelamento e
descongelamento, sendo a suspensao
centifugada a 1000 g durante 10 minutos a
4° C e reinoculadas por mais duas vezes,
tendo o inéculo nestasduas Ultimas
passagens permanecido no cultivo.

4123 - Imunoperoxidase
monocamada celular (IPMC)

em

ApoOs a terceira inoculagdo em cultivo de
BSCG40, as amostras submetidas ao
isolamento que apresentaram ou ndo ECP
foram inoculadas em placas de 96 pocos
(Greiner Bioeone; Cellstar, Alemanhag
apos fixadas com solucéo de
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acetona:metanol (1:1)O bloqueio para
reacbes inespecificas foi realizado com
albumna bovina a 1,5%. Foiutilizado
como anticorpo priméario soro deoelho
ant-VACV-GP2V, o qual foi diluido1250
vezes juntamente com a solucdo de
bloqueio e incubado durante 60 minutos
sob agitacdo de 24Pm (Ika KS 130 basic,
Estado Unidosgm uma estufa 37°C. Em
seguida fo realizadauma lavagen com
solucdocontendo Tween 20 0,5% e NaCl
0,85% (solucdo de lavagem}-oi entédo
adicionacé proteina G conjugadacom
peroxidase diluida 1:600 a qual foi
incubadh por 1 horaa 37° C sob agitacdo de
240 rpm (lka KS 130 basic, Estado
Unidos). Depois, as placas foram lavadas
por umavez com a solugdo de lavagem com
100pL por vez.

A reacdo foi revelada pela adicdo depho
por poco do substrato -@amino9-etil-
carbazol (AEC) por um periodo deé 10
minutos a tempatura ambiente com
protecdo a luzApés, foi realizadauma
lavagem com solucéo salina (NaCl 0,85%).
A reagdo de IPMC base@@ em ensaios
descritos por Elahi e colaboradores (1997)
Gerber e colaboradores (2018)leitura da
reacdo de [IPMC foi realizadaem
microscopio optico de luz invertida (Leitz®
Diavert, Alemanha).

4.13 - Imunohistoquimica (IHQ)

Os fragmentos de tecidos coletados apés o
abate dos animais e acondicionados de
acordo com o item 4.10.3 foram
submetidos a técnica de IHQ para deteccao
de proteinas do VACVFoi utilizado soro

de coelhoimunizado com GP2V como
anticorpo primério. A solucdo de bloqueio
utiizada foi leite em p6 a 2%, e o0s
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anticorpos secundario e terciarifmram
usados (Streptavidina conjugada com
peroxidase) conforme instrgdes do Kit
DAKO LSAB + SysterHRP (Dako
USA). Para a revelacdo utitimse o0 AEC
como cromégeno. A técnica foi realizada de
acordo como descrito por RehfeRD( ).

4.14 - Andlise Estatistica

O teste ShapirdVilk foi utilizado para
avaliar a normalidde da distribuicdo das
variaveis analisadas. O teste +nao
paramétrico MariWhitney foi utilizado
para analisar a diferenca entre a
guantificac@oviral das fezes elo sangue
entre 0s gruposda infeccdo inicial
imunodepressdo ereinfeccda O teste
KruskalWallis foi usado para avaliar a
guantificacaoviral entre os 6rgdos e entre
animais. O teste exato de Fisher foi
aplicado para comparar a propor¢cdo entre
resultados positivos e negativos da PCR
entre 0s grupos. A correlagdo de Spearman
foi usada para corr@tionar aquantificacdo
viral dos 6rgdos com guantificacaoviral

do sangue e das fezes. Os resultados foram
considerados significativos quando ©
<0,05 (Sampaio, 1998).

As orrelagbes entre cada grupo
experimental (infeccao inicial,
imunodepressdo e einfeccdo) para a
propor¢cdo de amostras positivas e a
quantificacdo viral foram realizadas
considerandantervalos de 7 diadentro de
cada grupo. Também foram feitas
correlagcbes entre grupos. No caso das
correlagbes entre a infeccdo inicial e a
imunodepresdo foram comparados o
periodo total de acompanhamento da
imunodepressao (12 dias) com os 12 dias
iniciais e finais da infeccdo iniciala no



caso das correlagBeatrea infeccédo inicial

e a reinfeccao foram comparadosesipdo
total de acompanhamenta reinfeccao (20
dias) com os 20 dias iniciais e finais da
infeccao inicial

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Infeccéo inicial
5.1.1- Reproducédo da VB

Todos os animaidesenvoleramlesdesnos
tetos compativeis com a infeccao por
VACV (pépulas, vesulas e Ulceras),
iniciando entre 2 a 4 diaposinfeccao
(d.p.i.) (Rehfeld, 2011) Nas crostas
oriundas dessas lesdes dieitectadam DNA

e a presenca dmarticulas virais infecciosas
do VACV, através d PCR nestede do
isolamentoviral em cultivo de célias da
linhagem BS@40, respectivamente.A
observacdo dajuadro clinico compativel
com a VB e adeteccdo do DNA e de
particulas virais infecciosagslo VACV
demonstream que a infeccdo experimental
com o VACV em bovinos faieproduzila

O curso clinico dasesfes, desde o inicio
com a formacdo das papulas até a
cicatrizacao das Ulceras com a formacao de
crostas, tevea duracdomédia de 18 dias.
Em nenhum dosanimais foi observado
lesbes nostetos posteriores esquerdos,
utilizados como controle negativo da
inoculagédqRehfeld, 2011)

5.1.2- Provas moleculares

Com o0 objetivo de estabelecer a
sensibilidadeanaliticada técnica de PCR
nested desenvolvida por Abrahdo e
colaboradores (2009)para deteccdo do
DNA do VACV em amostras de sangue e

fezes bovinas, forealizado um teste de
inibicio e de sensibilidade utilizando
amostras de fezes e sangue
experimentalmente contaminadas com
diluicdbes decimais de VACWR. A
sensibilidade analitica obtida para a PCR
nestedfoi de 10° UFP/g de fezese de 1
UFPML de sangue Abrahdo e
colaboradores (2009) estabeleceram uma
diluicdo otima de 1:100 em PBS para o
processamento de fezes e sangue de
camuldongos Balb/c obtendo uma
sensibilidade analitica de 1 UGPdéu mL
para estas amostras.

A presenca de inibidores da PCR em
amodras clinicas pode resultar em falsos
negativos 0os quaispodem comprometer a
sensibilidade do teste, principalmente
devido a acao desses inibidores na enzima
Tag DNA polimerase (Malorny e Hoorfar,
2005). A possivel direrenga entre as
concentracdes de indores ou a presenga
de diferentes inibidores entre as fezes de
bovinos e de camundongos motivaram a
realizacdo dete teste de inibicdo e de
sensibilidade para que também fossem
definidas a sensibilidade da técnica para a
espécie bovinanas amostras de &z e
sangue avaliadas neste estudo.

As analises das amostras de fezes e sangue
foram realizadas através da PQGRsted
para o genegf(Figura § e PCR em tempo
real para o geneha, as quais foram
realizadas em todas as amostcatetadas
nosprimeiros 15d.p.i, como bi observada
correlacdode 100% entre os resultados
apresentados por essas duas téchicas
visando a otimizacdo das andlises, a técnica
de PCRnestedfoi realizada em todas as
outras amostras, sendo tiizada como
método de triagem e apenas positivas
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foram quantificadas pela PCBm tempo real.

cC+ MC-1 2 3 4 5 6 7 ™ Cs 9 10 11 12 13 14 -C

180 pb -

Figura 8 - PCR nesteddo genevgf para o VACV em amostras de sangue. Os amplificados foram
fracionados em gel dacrilamida:bisacrilamida (292.8) (PAGE) 8% sob volgem de 100V e corados
por prata.T™m: tamanho molecular; C+: controle positivo;: €ontrole negativo; Amostras de sanguepdsitiva no 4° digpds
infecgao(d.p.i); 1, 2, 4, 5, 6, 7 negativas no 19° d.p.i. Amostras de fezes: 8, 10,pbsitivas no 8%.p.i; 9, 11, 12, 13 negativas

no 17°d.g.

5.1.3 - Detecgéo doVaccinia virus- GP2 inicial e em 34 dessas amostras foi possivel
no sangue detectar a presenca do DNA de VACV,

sendo que em uma dessas amostras também
A cinética daviremiado VACV nas vacas foi isolado e identificado a presenca de
infectadas foi obtida através da detec¢do particulas virais infecciosasatravés de
(Tabela 3 e da quantificacdo do DNA viral cultivo em células BS@0 e pela técnica de
(Figura 10) Foram testada96 amostras IPMC.

de sangue nos oito animais da infecgéo

Tabela3 - Deteccdes do DNA de VACYela PCRnestede de particulas virais infecciosas através do

isolamento viral no sangue das oito vacas durante os 6paiageccao
SANGUE

Dias pos infec¢do
Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 39 41 43 46 48 50 53 56 60 62 64 67

1 o + + + - - _ - - _ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 -+ - - - - - - + - - -+ - - - - - o + - - - - - - - - -
3 - - - 4+ - -+ -+ _ + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 - + - - - o+ - e,
5 - - - - - - - ° + -+ - - -+ - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - _
6 - - - % 4+ _ _ _ _ _ + - 4+ - - - - - - - - - + - - - - - - _ + - - -
7 - - - - - - - - - - - - - - + - - - -+ - - - - - - - - - - oo + - -
8 - _ _ _ _ _ _ _ + -+ - _ o+ 4+ _ _ o+ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ o _ _ o _ _ o

+ amostras positivas na PCR nested; - amostras negativas na PCR nested; *amostra com isolamento e identi

A deteccdo do DNAviral no sangue @k Observouse que nof® e no 15° d.p.i essa
animais infectados experimentalmente deteccéo ja havia ocorrido 68,5% (5/8) e

demonstra que ocouwe DNAnemia em  100% (8/8) dos animais

iniciandose entre o 2 e o 15° d.p.i. respectivamentérigura9).
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Frequéncia
acumulada
Ne° vacas com
DNAnemia

S B N W & U O N ®

12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 141516 17 18 19 20 21
dias pés infecgdo

Figura9 - Frequéncia absoluta acumulada do nimero de vacas infectadd3NAnemiadetectad pela

PCRnestedno sangualemonstrando que no 4° e no 15° d.p.i essa detecgdo ja havia ocorrido em 62,5%

(5/8) e em 100%8(8) dos animais, respectivameatordo com odiaspdsinfec¢céo

N&o existem na liteatura relatos da
deteccdodo VACV ou de seu DNAem
sangue deébovinosinfectados A presenca
do VACV no sanguea partir da infecgcéo
intradérmicaem tetos sugere querg#aéccao
nao se limita apenas ao localem que
ocorrem & lesdes mas ao contrario tem
uma disseminacao sistémica

Infecgbesnaturaispelo VACV em outras
espécies jaevidencizZam a presenca de
virus no sanguele individuos infectados
Em 1963 o virus BeArg®D58 (BAV) foi
isolado do sangue de um roedor silvestre,
do géneroOryzomys capturado na floresta
de Utinga, na cidade de Belém, no estado
do Pard (Lopes et al., 1965). DNA de
VACV foi detectado em amostras de
sanguede macacosoriundosde um resgate
de fauna,na amazénia brasileira (Abrahéo
et al.,, 2010c). Também em humanos,
DNAnemia para o VACV foi evidenciada
no sangue de soldados american@smo
apos 21 diasde vacinagdo(Cohen et al.,
2006).

Modelos experimentais em  animais
utilizando camundongos coelhos também
estabeleceram a presenca do VACV no
sangue. Enpesquisa visando o estudia

viruléncia de amostras do VAC\Wem
camundongas Ferreira e colaboradores
(2008) inoculaam por via intranasal
diversas amostradrasileiras de VACY
entre elas oGP2V, e confirmaram a
presenca dBNA viral e de anticorposinti
OPV no sanguecom 30 d.p.i. Ja em
infeccdo experimental em coelhgsor via
intranasgl Cargnelutti e colaboradores
(2012), usandauas amostrasriundas de
lesdes cutaneasdistintas genet@mente
(PLlV e R2V) e com titulos de virus
diferentes, detectaram a presenca de DNA
no sangue em diferentes periodos que
variaram entre o 1°@ 17 d.p.i.

No presentetrabalho, deteccbes do DNA
viral no sangue foramneontradasentre o

2° e 0 15° d.p.i, sendo que foi observad
concentracadano numero de animais com
DNAnemia entre o0 e o B° d.p.i.
(P=0,01)quando comparado intervalos de 7
dias (Figura 1), periodo que pode ser
comparado a outsotrabalhos realizados
com o VACV em coelhos (Cargnelutti et
al., 2012) e em outros poxvirus (Bowden et
al., 2008 Hutson et al., 2009

Em infec¢cbede cdes de pradari@yfnomys
ludovicianug com amostras de MPXV
(Amostra Africana do &ste e Bacia do
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Congo) A infeccdo experimentalfoi
realizada em quatro animais atraves da
inoculacdo via intradérmica  por
escarificagcapobtendese detecgode DNA
viral para as duas amostrds MPXV entre
0 3°e 0 15° d.p.(Hutson et al., 2009).
Bowden e colaboradores(2009, durante
infeccdo experimentam nove ovelhas por
via intradérmicautilizando Sheeppox virus

(SPPV), poxvirus pertencentes ao género
Capripoxvirus mas da mesma sdiamilia

do género dos OP\({Chordopoxvirinag
obtiveram resultados semelhantes
detectanda presenca do SPPV através de
isolamento e/ou pela degfio do DNA
viral no sangueprincipalmente entre o°&

0 14° d.p.iem33% (3/9)e 89% (7/9) dos
animais infectados

2,500

@ Animal 1

2,000

@ Animal 2
Animal 3

Animal 4

1,500

@Animal 5
I @ Animal 6

1,000

Quantificagdo relativa

0,500

II‘II] I|,
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
dias pés infecgio

0,000

17 19 21 23 25 27 29 31 33 39 41 43 46 48 50 53 56 60 62 64 67

Animal 7

Animal 8

Figural0- Quantificacéo relativa do DNA de VACV no sangealizada pela PCR etampo reahos
animais infectados do grupo da infecc¢éo inicial, duraog€&s daspdsinfeccdo

A quantificagdodo DNA viral no sangue
foi observada em todos o0s animais
inoculados sem uma diferenca estatistica da
carga viral entre os animaifoi poss$vel
observar que os valores relativos variaram
de 0,004 a 1,988, quando consideramos
todos os animais. O animal 1 apresentou a
maior média de valores relativos: 1,3427 e
o animal 3 o menor valor: 0,5203.
Interessanteente o DNA viral foi
detectado em armstras de sangue coletadas
em dias tardios, como 50° (animal 5) p

56° (animal 6) @ 60° (animal 7), sendo que

0 animal 6 apresentou o quadro de
DNAnemia mais prolongado, sendo
possivel detectar DNA viral no sangue
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deste animalprecocementano 4°d.p.i. e
tardiamenteno 56° dp.i. Com relacdo aos
d.p.i. foi observado queno 12 e no 11°
d.p.i. foram encontradoas maiores médias

da quantificacdo relativalo DNA viral
(0,4771 €0,4197 respectivamenjg Anexo

1.

Os resultados encontrados durante os 67
dias de acompanhamento dos animais
demonstream queo 11° d.p.ifoi o dia com

a maior quantidade de nimais com
DNAnemia (Figura 1) e asegunda maior
médiana quantificacdo relativa que pode
sugerir que seja o pico doperiodo de
viremia a partir de umdnfeccéo local pelo
VACV em bovinos.



6

5

4

Ne° de animais
com DNAnemia3

123456 7 8 91011121314151617181920
dias p6s infeccao

Figurall - Distribuicdo do nimero denamaiscom DNAnemia,estabelecidpela PCRhestedentre o 2°
e 0 15° d.p.i. nos oito animais do grupo da infec¢éo inicial.

A curva de anticorpostotais (IgG) e 5.1.4 - Detec¢do @ Vaccinia virus -GP2
anticorpos neutralizantes (Ac.N) a@P2V nasfezes

dos animais do experimento foi

estabelecida através do teste de IPMC e de A presencalo DNA de VACV nas fezefi
soroneutralizacdo por reduc@®m numero obtida através da deteccébabela 4 e da
de placas, respectivamente (Matos, dados quantificacdo do DNA viral pak PCRs
nado publicados). Foi observado que o titulo nestede em tempo realrespectivamente.
de IgG total teve inicio a partir do 4 d.p.i. Foramavaliadas296 amostras de fezees
tendo elevacéo significativentre o 8° e o oito animais da infeccéo inicial em 48
15° d.p.i., periodo este em que também foi dessasamostras foi possivel detectar a
observada a maior frequéncia relativa de presenca do DNA de VAC\sendo que em
animais comDNAnemias A curva de IgG 5 amostras foi possivel detectar a presenca
atingiu o apice entre o 3@ o 40° d.p.i, de particulas infecciosa®\ excrecdodo
cerca de 20 a 30 dias ap6s o segundo pico DNA de VACV nas fezes foi detertarda
de deteccdo do DNA de VACV no sangue.  muito precocementao primeiro d.p.i 90
Estes resultados evidenciam correlagdo (4/8) dos animai§a apresentaram amostras
entre a presenca do virus no sangue e positivas.

estimulo paraa poducdo de anticorpos

antrVACV.

Tabela4 - Deteccdes do DNA d¥ACV pela PCRnestede de particulas virais infecciosas através do
isolamento viral nas fezes das oito vacas durante os 6patasgeccao
FEZES

Dias pos infeccéo
Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 39 41 43 46 48 50 53 56 60 62 64 67

1 + - - - - - - - - - - - - - *+ . o+ - - - - - - - - _ + - - - -+ - - _ o+
2 - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - _ + - - - -+ - _ o+
3 A + - -+ - 4+
4 -+ - - - o+ M - Y _ _ _ _ _ _ _ _ _ + - - - 4+ 4+ - - - -+ o+ -
5 *+ _ - - - - _ + - - - - - _ - - - - _ + - - - - 4+ - - - - + - -+ _ +
6 - - - - - - _ + - - - - - - - - - - - - - - - - + + -+ - - - -+ - _ _
7 + - - 4+ - - _ + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - 4+ -+ - -+ - _ _
8 + _ _ + _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ - _ _ _ o - _ o _ o - o _ _

+ amostras positivas na PCR nested; - amostras negativas na PCR nested; *amostra com isolal
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Ferreira e colaboradores (2@)8&ambém
detecaram a presenca do DNA de VACV
em 80% (4/53e camundongos Balb/c com
apenas undia pos exposicd@ serragem
contaminadacom fezes de camundongos
infectados com oGP2V. Os animais
provavelmente foram infectados por via
oronasal durante a exposicdo as fezes
contaminadas. Quando comparada as
infecgdes por via intradérmicacom a via
oronasalespersse que nesta existaaior
probabilidade de que ocorrauma
disseminacao sistémidantretanto, tanto na
infecgdo experimental gia via oronasal
guanto ntradérmia foi observada mmesma
excrecao precoce nas fezes tanto no

modelo murinoquanto noboving, ambos
infectadoxcomGP2V.

A excregcdodo DNA de VACV nas fezes
teve curso prolongado, sendo que amostras
positivas foram detectadas até o dltimo dia
de acompanhamento do grupo da infeccéo
inicial (67° d.pi.) (Figura D). Este
resultado demonstra que a infeccdo em
bovinos causada pelo VACV néo € aguda e
limitada a resolucdo das lesdes, uma vez
que foi observada axcrecaoviral nas fezes

de forma prolongadapor um periodo
bastante superior @catrizacao ds lesoes,

a qual ocorreu em médiao 18° d.p.i.

2,500

M Animal 1

2,000

Quantificacéo relativa

0,500 —

1,500 —

1,000 —

W Animal 2

Animal 3

Animal 4

M Animal 5

B Animal 6

Animal 7

Animal 8

0,000

A dias p6s infeccdo

2,500

2,000

1,500

1,000

Quantificacdo relativa

0,500

0,000 T T T T T T T T
17 19 21 23 25 27 29 31 33

B dias p6s infecgdo

41 43 46 48 50 53 56 60 62 64 67

Figural2 - Quantificacdo relativa do DNA de VACV nas fezes dos oito animais no grupo da infeccéo
inicial, durantes os 67 diggsinoculacagd.p.i.). (A) periodo até o 15° d.p.i. (B) periodo entre 0 17° e 0

67°d.p.i.

Em outros OPV como o ECTV, CPXV e o
MPXV, a presenca de virus nas fezes
também ja foi comprovada (Gledhill, 1962;
Maiboroda, 1982; Wallace e Buller 1985;
Hutson et al., 2009). Maiboroda (1982) em
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um estudo envolvendo Ratpox virusuma
variante lologica de CPXV, detectou altos
titulos virais (18 UFP) no reto do roedor
Rattus novergicug excrecdode particlas
infectantes nas fezes, geeriodo superior a



1 més apbés a infeccdo. Hutson e
colaboradores (2009), em infeccOes
experimentais com MPXV afostra da
Bacia do Congo), em caes de pradaria
(Cynomys ludovicianyis utilizando a
inoculacdo intradérmica por escarificacao,
também detectaram DNA viral nas fezes do
6° até o 21° d.p.i., com coletas realizadas
com intervalos de 3 dias, durante 35 dias,
aém disto detectaram particulas virais
infectantes no 18° d.p.i. Infec¢cdes em
camundongos inoculados com pequenas
doses de ECTV ndo causaram 0s sinais
clinicos caracteristicos, mas particulas
virais foram detectadas em fezes e em
lesBes préximas ao anugjrdnte algumas
semanas apo6s a infeccdo (Gledhill, 1962).
Wallace e Buller (1985)aposinoculacao
intragastrica também com o ECTV em
modelo murino, recuperaram particulas
viaveis nas fezes até o0 47° d.p.i.

A presenca do VACV nas fezes também ja
foi estabelecida utilizando camundongos e
coelnos como modelo experimental.
Através de infeccdo intranasal com o
VACV em modelo murino e em coelhos,
Ferreira e colaboradores (2@)8 e
Cargnelutti e colaboradores (2012),
respectivamente, também conseguiam
detectar particulas virais e DNA virabd
VACV atéo 30°d.p.i.

Quando comparadas a detecgdo do VACV
no sangue e nas fezes, obsesgague ndo
existe correlacdo, uma vez que dedeéo
viral no sangue conceptr maior nimero

de amostras com DNAnemia entre 0 9° e o
15° (P=0,01), enquanto que a detec¢do nas
fezes ndo apresentou concentracdo em
nenhum periodo, e apresentou um peffil
intermitente e prolongado (Figura 17).

A deteccadntermitente do virus nas fezes
pode ser devido a uma caracteristica tipica
da infeccdo do VACV em bovinos, mas é
importante considerar que a grande
frequéncia de defecacdo e o volume de
material fecal produzido por um bovibl

a 16 vezes por dia e ertada evento produz
1,5 a 2,7 kg de fezes) (Petersen et al., 1956;
Mathews e Sollenberger, 1996) goedem

ter dificultado a deteccdo do virus nas
amostras coletadas. Ainda deve ser
considerada a representabilidade da
amostra, pois nas preparagbes da dillic
das amostras para extracdo de DNA, foi
utilizado apenas 1g de fezes emml de
PBS, volume proporcionalmente pequeno
quando considerado o grande volume de
fezes produzido diariamente por um bovino

Na quantificacdo relativado DNA de
VACV nas fezedoi possiel observar que
os valores variaram de 0,0013 a 2,7142,
guando consideramos todos o0s animais. A
vaca 4 apresentou a maior média de valores
relativos: 1,4916; e a vaca & menor
0,6315.Entretanto, estatisticamente nao foi
observada diferenca na cargiral entre os
animais. Considerando a evolucde a
gravidadeclinica das les6efehfeld (2011)
relatou que o animal 4 foi o que apresentou
as lesdes mais graves que pode estar
correlacionado com a maior média de
guantificacéo viral nas fezes.

Tambén ndo houve diferenca estatistica
entre as médias das quantificagdes relativas,
guando comparadas, considerando periodos
com intervalos d& dias, durante a infeccdo
inicial. Estes resultados indicam que, ao
contrario da DNAnemia, ndo ha tendéncia
de dimiruicdo daexcrecdoviral nas fezes,
assim como ndo ha diferenca significativa
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nas quantificac@egirais durante os 67 dias
avaliados.

A presenca de particulas virais dofiosas
de VACV foi detectada em amostras de
fezes, através do isolamento e iderdifigo
viral realizalo em cultivo de células BSC
40. (bserwu-se a presenca defeito
citopatico (ECP), caracterizado pela
formacgéao de placas de lise na monocamada,
e pela coloracéao citoplasmatipala técnica
de IPMC (Figura B). Foi possivel detectar
particulas virais infectantes nas fezes,1Ap
9°, 13° e no 15° d.p.i. (duas amostras)

Os resultados obtidos no isolamento viral
associado ao IPM@videnciaram particulas
virais infecciosasem cinco amostras de
fezes, ndodemostrando correlagcdo com os
resutados da PCRhestede da PCR em
tempo realgue detectaram o DNA viral em
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48 amostras de fezes no grupo da infeccéo
inicial. Este fato dewse provavelmente a
menor sensibilidade da técnica de
isolamento viral em cultivo celular

Para confirmar que houvaultiplicacdo do
virus nos cultivos celulares, foi realizada a
gquantificacdo por PCR em tempo reah n
tltima passagem em cultivo de B8G em
gue foram detectadagarticulas virais
infecciosas de VACV nas amostras de
fezes, seja pelo ECP elou pelas
imunomarcagfes positivas observadas na
IPMC. Quando comparado guarta com a
primeira passagemdi possivel demonstrar
aumento na deteccdo do DNA de VACV
em todas as amostras. O menor e 0 maior
valor da quantidade relativa do DNA de
VACV detectado nessas ameastrfoi de
2.56 e 16.91, respectivamente.



Figura 13 - Efeito citopaticocom formacé@o de placas de ligg®tas), resultante da multiplicagdo do
VACV, em cultivo celular de BS@0. Aumento 20X(A). Imunomarcacadadentificando a presenca do
VACV pelaimunoperoxidase em monocamada celular em cultivo celular de/B58umento 40X(B).

49



Apesar de poucas amostras de fezes terem
sido positivas no isolamento viral,
evidenciando a presea departiculas virais
infecciosas esses isolamentos podem ser
extremamente relevantes no contexto
epidemioldgico da doenca, alertanukra a
possibilidade de que essa via possa ser uma
fonte pontencial de disseminac¢do do virus.
Corroborando  com  essa pltese,
D6Anunci a- «o e
contaminaram a maravalha utilizada na
criacdode camundongos BalB/c com fezes
de bovinos infectados durante pré
experimento deste trabalhmositivas par®
DNA de VACV pelo teste de HT
observando que o0s candongos se
infectaram e passaram também a excretar o
VACV nas fezes.

As fezes de bovin@ contaminadascom
VACV, podem sefonte detransmisséao do
VACV para roedorespodendo servir como
fonte de disseminacdo para roedores
peridomiciliares, sendo que estpsdem
estabelecer um habitat que envolva mais do

gue uma propriedade rural, e
consequentemente, rebanhos suceptiveis,
colaborando para uma possivel
disseminacdo entre propriedades. A

transmissdo de particulas virais infectantes
de VACV nas fezes de bovisopara
roedores corrobora os achados de outros
trabalhos em que algumas espécies de
roedores sdo consideradas reservatérios em
potencial para os OPV e sdo associados
com a disseminagdo viral durante surtos de
VACV em bovinos (Maiboroda 1982,
Abrah&o et al2009a) Como por exemplo,

0 CPXV em que evidéncias indim que
seus reservatorios sejanedores silvestres,
dos génerosClethrionomys Microtus e
ApodemugBennett e Baxby, 1996).

50

Da mesma maneira, Ferreira e
colaboradores (2008a), também
comprovaram aransmissdo horizontal do
VACV pelas fezes, em camundongos, ao
demonstrar a infeccdo de camundongos
usando serragem contendo fezes
contaminadas de camundongos previamente
infectados. Além disso, Abrahdo e
colaboradores (20@9), utilizando o modelo

c o | a bmurnina, detectagasn DNA i@l lgparjiculas

virais infecciosasias fezes até 60 e 20 dias
apés a excregcdo, respectivamente,
comprovando a estabilidade da particula
viral nas fezes.

Outros estudos realizados com outros OPV
também mostraram a presenca deigalas
virais infecciosas d& ARV (revisado por
Fenner et al., 1989) e do ECTV (Gledhill,
1962) nas fezes, sugerindo ser essa uma via
de transmissdo em potencial desses virus.
Esse trabalhe reforgan a possibilidade de
que & fezesde animais infectadggsossan

ter um papel importante na disseminacéo d
VACV no ambiente

Estudostem demostrada@lta estabilidade
do VACV no ambientee tem contribuido
para o entendimento da sua disseminagéo
(Essbauer et al., 2007Abrahdo et al.,
2009b). De uma forma geral, osxpérus
sdomais estaveis quando expostobaixa
umidade relativa do ar e temperaturas mais
brandas (Essbauer et al.,, 2007), e além
disso, 0 VACV ¢ altamente susceptivel aos
raios ultravioleta (UV), sendo qu 56
exposicao da particukdral durante alguns
segundos é suficiente para sumativacao
(von Brodorotti e Mahnel, 1972).

Apos a defecacao de bovinos sdo formadas
grandes placas de fezes no ambiente. O
periodo para a degradacdao de uma placa de



fezes de bovinos em pastagens, possui uma
variagdo de h 231 dias, sendo que 49,3%
degradanse em até 30 dias (Paranhos da
Costa et al., 1992). No caso do gado leiteiro
estabulado, esse perido de degradacéo pode
ser ainda maior. As placas de fezes de
bovinos tendem a sofrer um ressecamento
externo quando exgtas a radiacao solar na
superficie, entretanto, as placas poderiam
fornecer camadas de material fecal
protegidas dos raiodV e com diferentes
niveis de temperatura e ressecamento
dependado da fase de degradagdo das
placas. Desta forma, acredise quea
excrecagpor via fecal nos bovinos poderia
prolongar a estabilidade das particulas
virais no ambiente, sobretudo pela elevada
guantidade de matéria organica,
propiciando grande protec&os raios UV.
Como no presente trabalho particulas virais
infectants foram detectadas aos 9°, 13°, e
15° d.p.i.,period® estesem que as placas
de fezesde bovinos ainda néo teriam
sofrido uma completa degrada¢cdmdese
sugerir que haveria um potencial risco de
infeccdo pelas fezes.

Em um ambiente com fezes contandas
por VACV, a exposi¢cdo pode ocorrer de
diversas maneiras. Em rebanhos leiteiros
com confinamento intenso, cochos com
alimentos e agua contaminados com fezes
infectadas com VACV podem ser uma
possivel via de recontaminagdo constante
dos animais por viaral, sendo também
necessaria a confirmagéo da importancia da
via oral na infeccdo de bovinos pelo
VACV. Estudos ja descreveram uma alta
estabilidade do VACV nas fezes (Abrahédo
et., 2009a) e em alimentos e na agua
contaminados por mais de duas semanas
(Esstauer et al., 2007).

Outra maneira possivel pela qual os
bovinos podem estar sendo constantemente
reinfectados, estaria associada a fisiologia e
ao comportamento desses animais. O
fechamento completo do esfincter dos tetos
nao ocorre imediatamente apésrdemha, 0
gue favorece a entrada de microrganismos
no Ubere. Costa e colaboradors (1998),
observaram uma elevada ocorréncia de
mastite em rebanhos que nédo foram
alimentados imediatamente apds a ordenha.
A oferta de alimentos no cocho, apés a
ordenha, estiola as vacas a se manterem
em estacao, favorecendo o fechamento do
esfincter, e evitando assim a contaminacgéo
do canal do teto. Sendo assim, animais que
ainda apresentaise com o esfincter aberto
ap6s a ordenha podem se deitar sobre
camas contaminadas cofazes contendo
particulas viaveis de VACV, causando uma
reinfeccdo nestes animais por esta via
proposta.

A manipulagdo direta de fezes de bovinos
com o objetivo de produzir esterco para ser
utilizado na adubagéo de plantagfes ou para
o fornecimento de emgia através de
biodigestores, podeepresentarum risco
para as pessoas que manipulam este
material, uma vez que a possivel presenca
de particulas vidveis nas fezes pode
representar uma fonte de infeccdo em
potencial. Em principio, a infeccdo pode
ocorrg toda vez que existir solucdes de
continuidade (condicdo essencial para
penetracdo dos virus) e contato com uma
dose adequada de particulas do VACV,
sendo que este risco em potencial deve ser
melhor estudado.

A excrecdoviral nas fezes pode contribuir

paa a disseminacdo da doenca entre
propriedades e regibes, assim como
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possiveis fontes de infeccdo para humanos.
O trénsito de veiculos automotores e de
tracdo animal, assim como de pessoas e

equipamentos podem funcionar como
disseminadores de material fkcae
consequentemente propiciar tal
disseminagdo. QuixabeiraSantos e

colaboradores (20113lemonstraram que a
principal causa da disseminagdo de surtos
ocorridos no estado de Rondonia entre os
anos de 2008 e 2010 estava relacionada ao
transito de bovinosentre propriedades.

5.2 - Imunodepresséo

No 6% d.p.i iniciou-se a imunodepreds
nos animais 2, 4, 5 e ,6com o
acompanhamento e coleta de amostras
durante 12 digsom oobjetivo de estuday
comportamento viral emacas infectadas e
imunodeprimidasexperimentalmenteapés

a recuperacao dos sinais clinicos.

A imunodepressado foi comprovada através
da avaliacdo dos niveis de linfocitos em que
uma queda foi observada a partir do 1°
d.p.im(dia pés imunodepressd@endo que

0s animais apresentaram lipenia a partir
do 5° d.p.im. (Rehfeld, 2011).

Como néo existiam dados na literatura, o
delineamento da segunda parte do
experimento foi relizado baseado @
hipétese de que apdés o0 processo de
cicatrizacdo ou em poucos dias ndo seria
mais possivel detectarexcrecaalo VACV

nas fezesou no sangue Entretanto, a
excrecaoviral nas fezemdo apenas teve o
seu curso extendido apés a resolucdo das
lesdes (18° dia), comiwi observadaaté o
Ultimo dia de coleta (67° diaja infeccéo
inicial.

Nos animais imunodprimidos ndo foram
observadas lesbes nos tetos, mas
interessantementenos animais 2 e 6 foi
observad uma leséo ulcerativa na mucosa
oral (Rehfeld, 2011, confirmada como
positiva através da PCResteda partirde
suabes nas lesdess detecesdo DNA de
VACV nas fezes e no sangueorrgam
duranteo periodo analisadaté o 11° e o
12° diad.p.im, respectivament@ abela 5.

Tabelab - Grupo imunodepressé@®esultados da PChestece do isolamento viralo sangue e nas fezes
durante os 12 d.p.inmas vacas 2, 4, 5 e 6 submetidas a imunoddime

IMUNODEPRESSAO

SANGUE

d.p.i. 72 73 74 75 76 77 79

80 81

69

-~
o
~
iy

73

w

d.p.im.

4 5 6 7 8

- - - - - - - - -+ - -

4+ x4 + -
+ - - - -

+ - - - -+ - - -

Animais o7

o oA N
'
'
'
'

10 11 12

+

TEREREN SN
0+ o+ S
.
.
.

d.p.i= dias pés inoculagéo; d.p.im= dias pés

A DNAnemig que durante a infecgdo
inicial concentrotse até o 15° d.p.e nos
Gltimos dias nao havia sidoaisdetectada
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negativas na P@&sted *amostra com isolamento vit

apo6s a imunodepressdo voltou a sers
observada nos quatro animéis grupo.
Obserouse também aumento

concentracdo de IgG total apods

da
a



imunodepressao correlacionars® com 0
retorno da DNAnemigMatos, dados ndo

publicados)Figuralb).
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Figura14 - Quantificacdo da DNAnemipelaPCR em tempo rea curva de anticorpos neutralizantes
(Ac.N) e anticorpos totais (IgG tota{Matos dados ndo publicadgsjlurante a infec¢éo inicial e a

imunodepresséo

Esses resultadosugeremque o VACV
pode persistir em outre tecides dos
animais, uma vez que com a
imunodepressgoobserouse retorno da
DNAnemia  sugerindo retorno  na
replicagdo viral e viremia. Neste caso,
podese sugerir que o VACV msacausar
uma infecco persistente em bovinos

Relatos de infec¢des persistentes ja foram
descritaspara outros poxvirus. Sentsug
colaboradores1099, ap6sa administragdo
de interferon gamgromovendocondi¢des
gue induzem a modificacdo das reacgtes
imunes,em vacas sem nenhum sinal clinico
conseguiam atraves de sorologiaPCR e
identificacdo por microscopia eletrdnica
estabelecea presenca de uarapoxvirus
bovino. Com isso, sugeriramue este virus

€ capazde causar infages persistente
mesmo emvacas sem sinais clinicos
Pahlitzsch e colaboradores 2009
descreverantambémum relato de caso de
uma infeccdo persistentpor CPXV. A
transmgsdo ocorreuatravés d contato

entregatos contanmmadose uma criangaue

desenvolveu uméesdo edematosde face

na regido danarina direita O processo de
cicatrizacdoda lesaofoi prolongado com
numerosas areas de linfadenitegrm um

nédulo persistenteque foi retirado dois
anosapos o inicio das lee§,constabu-sea

presencao DNA de CPXV.

Comparando os 12 dias de
acompanhamentpés imunodepressdo com
0os 12 dias ap6s a infeccdo inicial
observamos que existe tendéncia percentual
a maiorexcrecdoviral nas fezes no grupo
imunodeprimido(13/32, 40% em relacéo

ao grupo da infeccao inicialf/32, 13%,
apesar de ndo encontrarmos diferenca
estatistica < 0,05). Ainda, quando
consideramos os 12 dias de observacao pés
imunodepressdo com os 12 dias que
antecederam a imunodepressdo observamos
gue também o houve diferenca estatistica,
entre 0 numero de amostrade fezes
positivas
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Estudos em modelos animais mostraram
que Ac.N contra os OPV séo
imprescindiveis na geracdo de protecdo
contra novas infec¢cdes por poxvirus e
também para a swexcrecadEdghil-Smith

et al., 2005).Entretant¢ a excrecdoviral
nas fezes ndo sofreudiminuicéo,
permanecendo constante mesmoa n
presenca de anticorpo (Figura 15),
observouse aumento no titulo de IgG total,
que provavelmente esta correlacionado com
novo estimulo pmovido pelo aumento de

virus no sangue, verificado pelo aumento da
DNAnemia.Este fato sugere queexcregao
viral nas fezesseja pouco oundo seja
influenciada pela presenca de anticorpos
circulantes uma vez queapesar de nhao
existir diferenca estatisth entreas médias
das quantificagbes virais nestes dois
periodos, descritivamente as quantificacdes
na imunodepressa@ram menores do que
na infeccaanicial.
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Figural5 - Quantificagdodo DNA de VACV nas fezepelaPCR em tempo rea curva de aitorpos
neutralizantes (Ac.N) mtais (IgG total) durante a infeccéo inicial e a imunodepresséao.

A evidéncia de sinais clinicoshna m g0 2
oral em dois animais do grupo
imunodeprimido, associada com a
observacdo de que a maior quantidade de
amostras ddezespositivas para o VACV
foi detecada neste grupo quando
comparado com o0 mesmo periodo da
infecgcdo inicial] sugereque alteragcbes a
resposta imunolégica de um animal ou
rebanhopodeser um fator qudavoreca o
aumend na excregdodo VACV nas fezes
deanimais infectados.
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5.3 - Reinfecgéo

Foram reinfectados, com a mesma amostra
de VACV (GP2V) m 7(° d.p.i os animais

1, 3, 7e no 270° d.p.i. os animagse 10Q
sendo o0 acompanhamento e a coleta de
amostras nesses animais realizados durante
20 dias paraa pesquisa dgresenca do
VACV em amostras de fezes e sangue de
bovinos ap6s a reinfeccdo experimental.

O reaparecimento ddesbes nos tetos
ocorral em quatro dos cinco animais
reinfectados, sendo que as vesiculas e



papulas foram observadafmicialmente
entre o 2° e 0 5° d.p.i.,, ndo existindo
alteracdo consideravel quando comparado
com a infeccdo inicial em que o
aparecimento das lesdes ocaremtre o 2°
e 0 4° d.p.i.Porém, @& lesdesobservadas
foram menores e gesolugo ocorreu entre
0 9° e 0 10° d.p., periodobemmais curto
guando comparado com a infeccédo inicial
que ocorreu em média no 18° d.p.i. A
apresentacdo clinica da VB em animais
reinfectadossugere que a infeccdo pelo
VACYV néo induz uma imunidaderotetora
gue sejacapaz de impedir que asinais
clinicos sejam novamente evidencigdos

apesar de ter alguma influéncia pois a
duracdo e a gravidade das lesbes foram
menores.

Da mesma maneiras@nimais submetidos
a reinfeccdo continuaram a apresentar
intermiténcia naexcrecdode VACV nas
fezes (Tabela §, ndo sendo detectad
apenasno animal 7 Entretantg este animal
apresentou lesdes nos tetos h®uve
deteccdo e quantificacdodo DNA de
VACV no sangue, confirmando que a
infeccdo pelo VACV foi restabelecida em
todos os animais.

Tabela6 - Grupo reinfec¢&oResultados da PCiRestede do isolamento viral para a deteccdo do DNA de
VACYV no sangue e nas fezes nas vacas 1, 3, 7, Sapdda reinfeccao.

REINFECCAO

SANGUE

FEZES

d.p.i. 70 71

72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 90

70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 90

d.p.r. 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 20

T e - - -
+

T
+ B S

+

+
Animais

©O© N W

- +
+ -+ +

[N
o

+ + + + I

+ o+ +

+ 4 RE R kg
oo L ook L

+ +

d.p.i= dias pés inoculagéo; d.p.im= dias p6s reinfeccéo; + amostras positivas na PCR nested; - amostras negativas na PCR nested; *amostra com i

Os animais 9 e 1@que foram submetidos a
infecgdo inicial e a reinfeccdo com um
periodo de intervalo de fheses entre as
duas infecgOes voltaram a presentar
DNAnemia e deteccdo do DNA de VACV
nas fezes. Mesmo com um maior intervalo
entre a infec¢do inicial e a reinfecgdo nao
foi observad entre 0s animais do grupo da
reinfeccdo nenhuma diferenca estatistica
entre a quantidade ou a carga viral de
amogras positivas no sangue e nas fezes.
Entretanto, Rehfeld (2011), observou que
esses dois animais apresentaram lesbes
mais gravesos tetos quando comparasl
com outros trés animaisia reinfeccao,
sugerindo que a imunidagkeotetoragerada
pelo VACV nao &uradoura.

Nos animais 13 e 7 que foram submetidos
a infeccdo inicial e a reinfecc&mm um
periodo de intervalo de 7@ias entre as
duas infecgbes, bservouse aumento
significativo P = 0,03) na DNAnemia
gquando comparas os 20 dias de
acompanhamentada reinfecgdo com os
tltimos 20 diasda infec¢é@o(Figura 16).
Observase também aumento na
concentracade anticorpos circulantes (IgG
total e AcN) provavelmente correlacionado
com o novo estimulo promovido pelo
aumento de virus no sangue, verificado pelo
aumento da DNAnemia.
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Figural6 - DNAnemia e curva de anticorpos neutralizantes.l{) e anticorpos totais (Ig®@tal), durante

os 67 diaspdsinfeccdoe os 20 dias pds reinfecgéo

N&o houve diferenca entrecmantificacdo
viral e a quantidael de amostras positivas
no sanguge entre os grupoda infeccdo
inicial e da reinfecgcgoquando cmparado

os primeiros 20 dias da infeccanicial com

0 periodo deacompanhamento d20 dias

da reinfeccao Este resultado sugere que
apos areinfec¢aohouvereplicacdo virgle
interessantemente este fato ocorreu mesmo
na presenca danticorpos circulantes

Xu e colaboradoreg2004), demostram

em infec¢Besle camundongogelo VACV,

gue a imunidade mediada por células e a
imunidade humoral sdo complementaees
essenciais. Contuto, a resposta imune
produzida para poxvirus continua sendo

bastante discutida e existe pouco consenso
sobre a sua capacidade de protecdo para

reinfec¢des (Panchanathan et al, 2008).
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N&o foi observadadiferenga entre a
guantidade e guantificagdo das amostras
detectadas com DNA do VACV naezes
nos animais reinfectadosquando se
compara os 20 ids da reinfecgcdacom
periodos com intervalos de 20 dias da
infecgdo inicial (Figura 17). Com isso,
podese sugerir que a reinfeccdo nao
pronoveu aumento naxcrecaoviral nas
fezes sendo que o limite de infeccdo pode
ter sido atingido ou mesmo que m@vo
estimulo promoveu uma resposta mais
efetiva. Esta hip6tese se correlaciona com o
retorno das visualizacdes de lesdes, apos a
reinfeccdo, em que fa observad
abrandamento das lesfesm curscclinico
mais curto.
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Figural7 - Quantificacdodo DNA de VACV nas fezes e curva de anticorpos neutralizantes (Ac.N) e
anticorpos totais (IgG total), durante oS Biaspésinfeccéoe os 20 ths pos reinfecgio.

5.4 - Deteccaodo VACV em tecidos O DNA de VACYV foi detectadopela PCR
nestednoslinfonodos mesentéricpfieose

Foi possivel detectar e quantificar de forma em pelo menos um dos linfonodos

relativa adistribuicdo do VACV em tecidos retromamarios (direito ou esquerdo)de
das vacas experimentalmente infectadas e todos os animaisNa tonsila foi possivel
posteriormente reinfectadas ou detectar a presenca do DNA de VACV em
imunodeprimidas. apenas um animal, enquanto quebaco e

figado o DNA estava presentem 50%
(4/8) dosanimais(Figural8).
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Figural8 - Porcentagem de animais que apresentaram deteccBOIA de VACV em érgaos pela PCR
nestedA) Relacéo de tecidos positivesn cada um dos animasgperimentaigB). Linf.= linfonodo; E=
esquerdo; D= direito.

Na quantificacdo relativa realizada pel entre ogecidos as maioes quantiladesde
PCR em tempo realas amostrasde ileo, virus encontradaforam nos linfonodcs
linfonodo mesentérico e linfonodgo retronamari®, mesentérico eno ileo,
retromamarie apresentarantorrelagéona respectivamentéigural9).

deteccaoqualitativa apresentadaela PCR
nested N&o houve diferengca estatistica
entre a quantificacdo apresentada entre os
tecidos ou entre animais quando
considerado apenas utacido ou quando
considerado os grupdsmunodeprimidos e
reinfectados Entretanto, descritivamente
guando comarada a quantificacdo entres
tipos deamostras analisaddsangue, fezes
e tecidos), podemos observar que a
quantdade de virusos tecidosfoi menor
do queno sangue e nas fezegndo que

58
























